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 Pseudomonas fluorescens UTPF5  ي باكتريزيستهاي مولكولي و ويژگي ارزيابي
 فرنگيروي گوجه Meloidogyne javanica عامل بيوكنترل

  1زهرا صابر باغبان و 2، حميده افشارمنش*1، مسعود احمدزاده1نگار باقري
  تهران، دانشگاه تهران، گروه گياهپزشكي 1

  تهران، سازمان انرژي اتمي ايران، پژوهشكده تحقيقات كشاورزي، پزشكي و صنعتي 2

  2/3/94 :تاريخ پذيرش  7/12/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

مهم  باكتري يك به عنوان Pseudomonas fluorescens UTPF5سويه  مولكولي و زيستي خصوصيات، در اين تحقيق
جنبه هاي مولكولي  همچنين و باكتري در لاكاز قارچي تأثير، نانوذرات نقره تأثير. گرفته استقرار در ايران، مورد ارزيابيبيوكنترل 

يي نماتد بيماري زامقدار بازدارندگي اين سويه از . شدبررسي  hcnABو  phlDو  phlAي ژنهاباكتري از جمله رديابي 
Meloidogyne javanica ،درصدي  85و  25، 35ترتيب باعث كاهش باكتري ب انسيون و تركيبات فراّرعصاره، سوسپ. تعيين شد

درصد تعيين  85و  34- 53ميزان ب بترتيبدر تفريخ تخم شده و افزايش مرگ و مير لارو در اثر عصاره و تركيبات فرّار باكتري 
ميكروليتر بر  2تا  25/0افزايش غلظت نانوذرات نقره از . ي نداردتأثيركه سوسپانسيون باكتري در مرگ و مير لارو شد درحالي

واجد ژنهاي  UTPF5سويه . شودليتر سبب افزايش تشكيل بيوفيلم و از اين غلظت به بعد روند كاهش در تشكيل بيوفيلم مي
phlD ،phlA  وhcnAB داشت  تأثيرافزودن عصاره باكتري به محيط كشت جدايه قارچي، بر توليد آنزيم لاكاز توسط آنها . است

در بررسيهاي . درصد نشان داد 01/0داري در سطح احتمال سه غلظت منتخب عصاره باكتري تفاوت معني و ميزان توليد آنزيم در
 P. fluorescensبطور كلي اين سويه  .گلخانه توانايي بيوكنترل بيمارگرهاي هدف و افزايش رشد گياهان به اثبات رسيد

UTPF5  اثرات بيوكنترلي بسيار خوبي نشان داد و ويژگيهاي مولكولي آن نيز از طريق رديابي ژنهاي مهم مورد بررسي قرار
  .گرفت

  ات نقره، نماتد گره ريشهلاكاز، نانوذر :كليدي واژه هاي

  ahmadz@ut.ac.ir: پست الكترونيكي،  09122609100 :تلفن، نويسنده مسئول* 

  مقدمه
، پروبيوتيك يدر سه دهه اخير تعداد زيادي از باكتريها

تجاري توليد  به صورتاز آنها شناسايي و تعداد كمي 
 به عنوانجلب توجه در استفاده از آنها  اند كه باعثشده

-شيميايي شدههاي وردهآروش جايگزين مناسبي براي فر

 هاي تحريك كننده رشدكاربرد وسيع ريزوباكتري ).9( است
كاهش مصرف گياهي در محصولات مختلف علاوه بر

ها سبب افزايش رشد گياه و به كش كودهاي شيميايي و آفت
اين عوامل با رقابت براي  .شودميتبع آن افزايش محصول 

اي هآنزيمبيوتيكها يا از جمله آهن و يا توليد آنتي موادي
 هاي گياهي هستندنده قادر به كنترل همزمان بيماريكنليز
)13.(  

ضرورت انجام اين پژوهش كه شامل دستيابي به باكتريهاي 
سازي و كاربرد در سطح مزارع و كه قابليت تجاري مؤثر

. باغات را داشته باشند، از اهميت خاصي برخوردار است
بيولوژيك در كشور ها براي توسعه كنترل معرفي اين جدايه

  .بسيار ضروري است
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- ها يا ميكروارگانيسمقارچها در تقابل با آنتاگونيست عموماً

كننده فنول لاكاز را در آنزيم اكسيد ،كننده ديگرهاي رقابت
رسد در نظر مينمايند كه بميتوليد  ،منطقه برخورد

 تنشهايبيوتيك و محافظت از آنها در برابر تركيبات آنتي
القاي لاكاز در  ).6(اكسيداتيو سلولي نقش داشته باشند 

روشي براي مقاومت به عوامل  به عنوانبرخي قارچها 
چهار ژن لاكاز در قارچ ). 34و  25(آنتاگونيست است 

Rhizoctonia solani  32(شناسايي شده است .(  

تركيبات فراّر باكتريها مثل الكلها و آلدهيدها و تركيبات 
آروماتيك و سولفيدها و كتونها باعث كاهش فعاليت لاكاز 

و  Magnaporthe oryzaeدر قارچهاي 
Gaeumannomyces graminis لاكازها در مسير . شوندمي

بيوسنتز ملانين نقش دارند و كاهش فعاليت آن سبب 
بيوتيكي دارد لانين كه خاصيت آنتيماده سنتز مافزايش پيش

بنابراين تركيبات . شودو در نتيجه باعث تجمع آن مي
توانند شوند، ميها توليد ميفرّاري كه توسط آنتاگونيست

القاء  مكانسيمهاي دفاع ساختاري و بيوشيميايي را در قارچ
 آنزيم لاكاز را Pseudomonas fluorescensباكتري . كنند

 R. solaniه در پليمريزاسيون ملانين در كند كميالقاء 
لاكاز پاسخي به جريان ريزش كلسيم  يالقا دخالت دارد،
). 6( سلولي هنگام تنش كشنده است علامتبوده كه يك 

بيوتيك راديكالهاي آزاد ناشي از فعاليت لاكاز تركيبات آنتي
 ).4(كنند را غيرسمي مي

از  Meloidogyne javanicaفرنگي ريشه گوجه نماتد گره
در كنترل  مؤثرمكانيسمهاي  است كهعوامل خاكزاد 

نماتد در توسعه گال ريشه، تفريخ تخم و اين بيولوژيك 
به  مستقيم با توليد متابوليتهاي سمي يابه طور  مانيزنده

غيرمستقيم با افزايش مقاومت سيستميك در گياه اثر طور 
افزايش مقاومت سيستميك نيز باعث كنترل . گذارندمي

Meloidogyne فرنگي تيمار شده با روي گياه گوجه
Pseudomonas 1(شود مي.(  

را براي رديابي بيان ژن در  هاي گزارشگر ابزاري مناسبژن
 ،سيستم ژن گزارشگر. آورندمحيطهاي طبيعي فراهم مي

تنها شامل ژني است كه فاقد پروموتر طبيعي خود بوده و 
برداري شود كه به پايين دست يك تواند نسخههنگامي مي

سيستم گزارشگر بايد  .دلحاق گردپروموتر خارجي ا
باشد و به  پذيرراحتي امكانآن ب ه، تعيين كميتحساس بود

هاي ژن). 14( برداري پاسخ دهدتغيير در فعاليت نسخه
ميكروبي ر متعددي در مطالعات اخير اكولوژي گزارشگ

هاي براساس فنوتيپتوانند اند كه ميمورد استفاده قرار گرفته
-phlAژن گزارشگر  .فرد خود تعيين كميت شوندمنحصر ب

lacZ  عوامل محيطي مختلف بر  تأثيربراي بررسي
در شرايط  diacetylphloroglucinol)-2,4( DAPG توليد

 16 ،15( استموفقيت مورد استفاده قرار گرفته ريزوسفر با
با استفاده از تكنيك ژنهاي گزارشگر، محققين بيان  .)20و 

و  PCA  ،DAPGهايي چون بيوتيكژنهاي بيوسنتزكننده آنتي
Plt  را در شرايطin situ 20و  19( اندبه اثبات رسانيده.(  

هدف از اين پژوهش معرفي برخي خصوصيات مهم سويه 
UTPF5 P. fluorescens دانستن اين خصوصيات  .باشدمي

 فرآينددر استفاده بهينه در شرايط مختلف زراعي و نيز در 
  .سازي نقش مهمي داردتجاري

  مواد و روشها
و  R. solani قارچ، UTPF5 P. fluorescensتهيه باكتري 

 از UTPF5 P. fluorescensباكتري  : M. javanicaنماتد 
 Rhizoctoniaقارچ  ،آنتاگونيست كلكسيون باكتريهاي

solani خالص از به طور  شناسي و نماتداز كلكسيون قارچ
  .گروه گياهپزشكي دانشگاه تهران دريافت شد

نانوذرات ) حداقل غلظت بازدارندگي( MIC سنجش
براي اين منظور :  UTPF5 P. fluorescensنقره روي 

غلظتهاي مورد . روش ميكروتيترپليت انجام شدآزمون ب
ميكروليتر  8و  4، 2، 1، 5/0، 25/0شامل نانوذرات استفاده 

سازي محلول بر ليتر تهيه شدند، كه در تمامي مراحل رقيق
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و  pH=7نانوذرات نقره با استفاده از آب مقطر استريل، با 
روش . ليتر انجام شدميلي 50هاي استريل با حجم در لوله

بدين صورت بود، كه در هريك از چاهكهاي ) 27(كار 
 NBميكروليتر محيط كشت استريل  80ميكروپليت، 

Broth) Nutrient(  ميكروليتر از  40ريخته شد و سپس
غلظتهاي مختلف محلول نانوذرات نقره به چاهكهاي مورد 

ميكروليتر از  80نظر اضافه و در مرحله آخر نيز 
براي رسيدن به حجم  5/0 ،جذبسوسپانسيون باكتري با 

ها اضافه شدند سپس ميكروليتر به چاهك 200نهايي 
درجه نگهداري  28ساعت در دماي  24مدت ميكروپليت ب

هر يك از چاهكها با استفاده  جذبساعت،  24پس از . شد
-نانومتر اندازه 600موج  از دستگاه اليزا ريدر و در طول

  ).27( گيري شد

نانوذرات ) كشيباكتريحداقل غلظت ( MBCسنجش 
سازي پس از آماده:  UTPF5 P. fluorescens نقره روي

، 5، 3حاوي غلظتهاي  )NA )Nutrient Agarمحيط كشت 
ميكروليتر بر ليتر از  45و  40، 35، 30، 25، 20، 15، 10، 7

ساعت باكتري بر روي محيط  24ذرات نانونقره، از كشت 
NA  مقطر استريل  سي آبيك لوپ به لوله حاوي ده سي

آنها با جذب مدت پنج دقيقه ورتكس شد، منتقل شد و ب
تنظيم، سپس  5/0استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر روي 

از سري رقت هفتم، . سري رقت هفتم از باكتري تهيه شد
مدت سپس نمونه ب. ر روي محيط پخش شدميكروليت 100
 رشد. )27(درجه نگهداري شدند  28ساعت در دماي  24
  .ساعت شمارش شد 40ها پس از نيكل

بررسي اثر نانوذرات نقره بر تشكيل بيوفيلم جدايه 
روش آزمون ب:  UTPF5 P. fluorescensباكتريايي 

ساعت باكتري روي  24از كشت . ميكروتيترپليت انجام شد
 50ميزان يك لوپ داخل ظروف ارلن حاوي ب NAمحيط 

منتقل  Tryptic Soy Broth)( TSBسي سي محيط كشت 
ساعت در شيكر انكوباتور با  24مدت ها بشد و نمونه

در . دور در دقيقه نگهداري شدند 135درجه و  28دماي 

ميكروليتر محيط  80هر يك از چاهكهاي ميكروپليت 
ميكروليتر از  40استريل ريخته شد و سپس  TSBكشت 

غلظتهاي مختلف محلول نانوذرات نقره به چاهكهاي مورد 
ميكروليتر از  80در مرحله آخر نيز نظر اضافه و 

 200سوسپانسيون باكتري به چاهكها براي رسيدن به حجم 
ساعت  24مدت سپس ميكروپليت ب. تر اضافه شدندميكرولي

نگهداري شد و در نهايت،  انتي گراددرجه س 28در دماي 
نانومتر و با استفاده از  492هر چاهك با طول موج  جذب

 گيري شدبيوفيلم اندازه تشكيلدستگاه اليزا ريدر مقدار 
)27.(  

بررسي اثر غلظتهاي مختلف نانوذرات نقره بر توليد 
 UTPF5 P. fluorescensآنزيم ليپاز در جدايه باكتريايي 

گرم  10محيط كشت مناسب براي بررسي ليپاز شامل : 
گرم  15گرم كلرور كلسيم،  1/0گرم كلرور سديم،  5پپتون، 
. در يك ليتر آب مقطر است 20ليتر توئين ميلي 10آگار، 

، 25/0محيط را داخل هشت ظرف ارلن تقسيم و غلظتهاي 
ميكروليتر بر ليتر به محيط كشت  10و  8، 4، 2، 1، 5/0

ساعته  24كشت . اضافه و در پتريهاي استريل تقسيم شدند
 28ساعت در  24مدت اكتري روي اين محيطها كشت و بب

 24پس از گذشت . نگهداري شدند سانتي گراددرجه 
باكتري كه  كلني گيري قطر رسوب اطرافساعت با اندازه

دهنده تجزيه توئين و توليد آنزيم ليپاز بود و با استفاده نشان
از فرمول زير درصد بازدارندگي غلظتهاي مختلف 

  ).27( از توليد آنزيم ليپاز محاسبه شد نانوذرات نقره

قطر  - قطر رسوبات اطراف شاهد= درصد بازدارندگي
  100* قطر رسوبات اطراف شاهد / رسوبات اطراف نمونه

در حضور غلظتهاي  R. solaniتوليد لاكاز توسط 
براي اين  سازي قارچنحوه آماده :مختلف عصاره باكتري

پس از گذشت . انجام گرفت) 5(روش مرحله از آزمايشها ب
 200هفت روز از كشت قارچ در محيط زاپك، مايع 

دور در  5000ميكروليتر از محيط مايع برداشته، با سرعت 
پنجاه ميكروليتر از . شد سانتريفيوژدقيقه  10مدت دقيقه ب



 1395، 1، شماره 29جلد                                               )                            مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

18 

در مرحله بعد با . مايع رويي به داخل ويال انتقال داده شد
 50و اينكه هر نمونه نياز به  هادر نظر گرفتن تعداد نمونه

مولار ميلي 25ميكروليتر از مخلوط بافر سوكسينات سديم 
مولار دارد و نيز با توجه پنج ميلي ABTS و با اسيديته پنج

. وط شدبه وزن مولكولي اين دو ماده اقدام به تهيه اين مخل
ها اضافه و پس هر يك از نمونهميكروليتر از آن ب 50سپس

ها ليتر آب مقطر، حجم نمونهميلي 900استفاده از از آن با 
-ها براي اندازهبدين ترتيب نمونه. ليتر رسيدبه يك ميلي

- پيش از اندازه .گيري توسط اسپكتروفتومتر آماده شدند

دقيقه داخل انكوباتور در دماي  30مدت ها بگيري نمونه
ها در طول نگهداري شدند و پس از آن ميزان نمونه 25

سپس  .گيري شدنانومتر توسط دستگاه اندازه 420موج 
درصد بازدارندگي از توليد آنزيم لاكاز توسط غلظتهاي 
 مختلف نانوذرات نقره با استفاده از فرمول زير محاسبه شد

)5(:  

غلظت لاكاز  –غلظت لاكاز در شاهد = درصد بازدارندگي
  100 ×غلظت لاكاز در شاهد / در نمونه

عصاره باكتري به محيطهاي  افزودن غلظتهاي مختلف
عصاره باكتري به سه نسبت حجم به  - R. solani :كشت
در ساعته قارچ  48به كشتهاي  درصد 25و  15، 5حجم 

مدت هفت روز در محيط مايع زاپك اضافه شد و ب
در تاريكي و بدون  سانتي گراددرجه  28انكوباتور با دماي 

ليتر از هر ميكرو 150در نهايت . تكان دادن نگهداري شدند
 50و  سانتريفيوژدقيقه  10مدت دور ب 5000تيمار در 

ميكروليتر از مايع رويي براي ارزيابي ميزان فعاليت لاكاز 
  ).5( استفاده شد

در  R. solaniشرايط محيطي در القاي لاكاز توسط  تأثير
 :باكتري يا كشت همزمان با باكتري مجاورت با عصاره

و غلظت  UTPf5و باكتريايي  AG4فعاليت لاكاز در جدايه 
ليتر عصاره ميلي 5/1(محيط كشت زاپك  درصد 15عصاره 

  .مورد استفاده قرار گرفت) ليتر محيط كشتميلي 10در 

بررسي اثر عصاره كشت سوسپانسيون سلولي باكتري و 
با  : M. javanicaروي تفريخ تخم  UTPF5 تركيبات فرّار

، مقدار تخم )30(صديقي و همكاران  استفاده از روش
 صديقي و شوكت تفريخ شده محاسبه شد، همچنين روش

عصاره باكتري در مقدار تفريخ  تأثيرگيري ، براي اندازه)28(
 در مورد تركيبات فرار از روش. تخم نماتد استفاده شد

با كمي تغييرات استفاده شد كه  )7( فرناندو و همكاران
باكتري در ظروف پتري دو قسمتي كشت داده، درب آن با 

عدد تخم نماتد  50ساعت  24از  پارافيلم بسته شد بعد
سمت ديگر پتري اضافه شد، درب ظروف پتري با پارافيلم ب

  .ساعت بررسي صورت گرفت 72محكم شد و بعد از 

كتري و بررسي اثر عصاره كشت و سوسپانسيون با
روي مرگ و مير لاروهاي سن  UTPF5تركيبات فرّار 

با  )28( صديقي و شوكت طبق روش : M. javanicaدوم 
تعيين خصوصيت نماتدكشي  به منظورمقداري تغييرات، 

ليتر از سوسپانسيون لاروهاي تازه سويه باكتريايي، يك ميلي
ليتر با دو ميلي) ليترلارو در هر ميلي 40تا  30(تفريخ شده 

. از عصاره كشت باكتري به چاهكهاي پليت انتقال داده شد
و  75، 50 ،25عصاره كشت باكتري با درصدهاي مختلف 

كاربرده برده شد و مقدار مرگ و مير نيز روي لاروها ب 100
براي تعيين تغيير مرفولوژيكي لارو سن دوم . محاسبه شد

ساعت در معرض عصاره قرارگرفتن از چشمي  48بعد از 
 همان روش قبليتركيبات فراّر نيز ب. ستفاده شدعكاسي ا

ساعت تعداد  48و  24گيري شد و بعد از اندازه )7(
  .لاروهاي مرده محاسبه شد

تعيين تحرك و جلب لاروهاي سن دو نماتد با عصاره 
بررسي حركت  به منظور: باكتري و سوسپانسيون باكتري

به اين . نماتدها از محيط آب آگار يك درصد استفاده شد
ترتيب كه در وسط هر پتري محتوي آب آگار يك چاهك 

متر ايجاد شد كه درون هر چاهك عصاره به قطر نيم ميلي
درصد و همچنين  100و  75، 50، 25باكتري با رقتهاي 

ر شده و دباكتري ريخته) CFU/ml( 8/1×108سوسپانسيون 
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اطراف اين چاهك به فاصله يك سانتيمتر از حاشيه پتري، 
ز يك تا دو نماتد قرار داده شد؛ بعد ا 2چهار لارو سن 

سمت خلاف و ب(+) ساعت حركت نماتدها بسمت چاهك 
در . گيري شداندازه) - (جهت چاهك يا حاشيه پتري 

باكتري، آب به چاهكها اضافه  جاي عصارهظروف شاهد ب
حركت نماتدها با قرار دادن پتريها در  بررسي، )24( شد

درجه و همچنين در زير ميكروسكوپ  45نور با زاويه 
  ).3(صورت گرفت 

به براي استخراج تخم و  :استخراج تخم و لارو نماتد
 )11(هوسي و باركر  آوردن لارو سن دوم از روش دست

تخمهاي استخراج شده در پتري حاوي آب . استفاده شد
نگهداري شد و  سانتي گراده درج 25 قرار گرفته و در

  .آوري شدندروزانه جمعبه طور  لاروها

اي در فاصله يك با يك ميله شيشه :كوبي نماتدروش مايه
سانتيمتري طوقه گياه سوراخي به عمق دو تا سه سانتيمتر 

انسيون حاوي مخلوط در خاك ايجاد و به آرامي سوسپ
صديقي و  روشعدد را طبق  6500مقدار تخم و لارو ب

وارد اين سوراخها كرده و دهانه آنها با خاك   )29( شوكت
همچنين مقدار نفوذ نماتد در حالتي كه بذر با . پر شد

  .باكتري تيمار شده بود نيز بررسي شد

به  يك هفته بعد از تلقيح :تعيين مقدار نفوذ نماتد به ريشه
مشاهده لارو  به منظورها را بيرون آورده و كامل ريشهطور 

وي هاي آلوده حاريشه. آميزي شدنددرون بافت ريشه رنگ
مدت يك دقيقه در لاكتوفنل نماتد بعد از شستشو با آب، ب

اسيدفوشين درحال جوش قرار گرفتند، سپس بلافاصله 
ها خارج شد و بعد از شستشو در زير جريان آرام ريشه

قرار ساعت  48مدت تنها بها را در لاكتوفنل آب، ريشه
تعداد لارو نفوذ . ها حذف شودداده تا رنگ از بافت ريشه

آميزي از براي انجام اين رنگ. كرده به ريشه شمارش شدند
روش اسيدفوشين لاكتوفنل استفاده شد كه بافتهاي حاوي 

  .كندنماتد را قرمز مي

در  P. fluorescens UTPF5توسط  M. javanicaكنترل 
اي از چهار روش آزمايشهاي گلخانهدر  :ايشرايط گلخانه

براي تيمار بذور استفاده شد كه شامل، تيمار بذر با باكتري، 
 8/1×108تيمار نشاها با باكتري، ريختن سوسپانسيون 

چهار هفته بعد از . باكتري و عصاره باكتري در خاك بود
و  ءكاشت بذور تيمار شده با باكتري و يك هفته بعد از نشا

اره باكتري، تخم و لارو نماتد يون و عصكاربرد سوسپانس
- عدد مخلوط تخم و لارو در اطراف ريشه 6000مقدار ب

ايجاد سه گودال با ميله  به صورتفرنگي هاي گوجه
. رفتبه كار  و ريختن سوسپانسيون تخم و لارواي شيشه

به  كوبي نماتد، تمام گياهان از ريشهروز بعد از مايه 60
ها از شير آب شسته شد، شاخهكامل درآمده و زير طور 
ها جدا شد، درصد گلدهي و ميوه در تيمار و شاهد ريشه

تر و خشك ريشه و ساقه و طول آنها وزن. محاسبه شد
ها با استفاده از قبل از خشك كردن ريشه. گيري شداندازه

بيناكولر تعداد گالهاي توليد شده بر روي تمام سيستم 
  .اي شمارش شدريشه

استفاده از دو مقياس شاخص با  :هاي بيماريتعيين شاخص
تعداد گال در كل ) 10(هوسي و جانسن  روشگال ب

. اي محاسبه و درصد شاخص گال تعيين شدسيستم ريشه
مقدار كل تخمها در ريشه با استفاده از روش استخراج تخم 

  .و شمارش آنها محاسبه شد

 گيري بر مبناي روشاين اندازه :گيري كلروفيلاندازه
سپس با دستگاه اليزا ريدر مقدار جذب . است )2(آرنون 

 663نانومتر،  645عصاره استخراج شده در طول موجهاي 
نانومتر قرائت  510نانومتر و  480نانومتر،  470نانومتر، 

  .شد

، b، كلروفيل aبا استفاده از روابط زير مقدار كلروفيل 
  .كلروفيل كل و كاروتنوئيد محاسبه شد

  [(12.7× A663) – (2.69× A645)]×V / 1000× W =ميلي -

  در هر گرم برگ تر aگرم كلروفيل 
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= [(22.9× A645) – (4.69× A663)]×V / 1000× W  ميلي-

  در هر گرم برگ تر bگرم كلروفيل 

[(20.2× A645) + (8.02× A663)]×V / 1000× W  =ميلي -

  گرم كلروفيل كل در هر گرم برگ تر
  7.6×(A480)- 14.9 × (A510) × V/1000×W  =گرم ميلي

  كاروتنوئيد در هر گرم برگ تر

A  ، مقدار جذب در طول موج مورد نظرV  حجم نهايي
اندازه برگ تازه بر  Wليتر ودرصد برحسب ميلي 80استون 

  .حسب گرم است

-واكنش زنجيره hcnABو  phlDو  phlAرديابي ژنهاي 

از آغازگرهاي اختصاصي براي رديابي : )PCR(اي پليمراز 
دو ژن مهم در سنتز دي استيل فلوروگلوسينول به نامهاي 

phlA  وphlD آغازگرهاي . شرح زير استفاده شدبphl2a  و
phl2b  كه براي تكثير ژنphlD جفت  20اند طراحي شده

جفت باز را تكثير  745طول اي ببوده و قادرند قطعه بازي
 :زير است به صورترديف بازهاي آغازگرها ). 22(كنند 

Phl2a (forward)         5´-GAG GAC GTC GAA 
GAC CAC CA -3´   
Phl2b (reverse)          5´- ACC GCA GCA TCG 
TGT ATG AG -3´ 

 MWGساخت شركت  phl2bو  phl2aآغازگرهاي 

Biotech  بترتيبكشورآلمان است كه دماي ذوب آنها 
باكتري روي محيط . است سانتي گراددرجه  4/61و   4/59

KB 48مدت ب سانتي گراددرجه  27اده و در دماي كشت د 
 .ساعت نگهداري شد

تخريب سلولها مطابق  به منظور :تخريب سلولهاي باكتري
 . استفاده شد) 33(زير روش 

ميكروليتر مخلوط  20تكثير در: PCRمخلوط واكنش 
  .)33()1جدول ( انجام شد واكنش

 phl2bو   phl2aبا آغازگرهاي  PCRمقادير حجمي هر يك از مواد به كار رفته در تركيب مخلوط واكنش  -1جدول 

  )ميكروليتر(حجم در واكنش                                             مواد به كار رفته در واكنش     

 تقطير استريلآب دو بار 
  xPCR10بافر

  )مولميلي MgCl2) (50( كلريد منيزيم 
  DMSO (%5( متيل سولفوكسيد دي

  )Bovine Serum Albumin=BSA mg/ml)20آلبومين سرم گاوي 
 )dNTPs( مخلوط دي نوكلئوزيد تري فسفات 

  )مولميلي 10 ( 
  )پيكومول phl2a)10  آغازگر 
  )پيكومول phl2b)10 آغازگر
  )U/µl 5واحد در هر ميكروليتر  Smar Taq  )5 آنزيم

  )cell lysate(شده سلول متلاشي

9  
2  
8 /0  
1  
5/0  
8 /0  
  
8 /0  
8 /0  
3/0  
4  

  20  حجم كل
  

شده  تخريبجز سلولهاي ب 1آورده شده در جدول مواد 
ليتري استريل يليم 5/1ي كه نوشته شده در يك لوله بترتيب
مدت چند سپس مخلوط ب. شده و بخوبي مخلوط شدريخته

سلولهاي . شد سانتريفيوژ) دور 4000( ثانيه با دور پايين 

ليتري ميلي 2/0هر جدايه در هر لوله  يشده به ازا تخريب
 16هر لوله ريخته شده و سپس ب PCRمخصوص 

اطمينان از  به منظور. اضافه شد PCRميكروليتر از مخلوط 
كه داراي  CHA0در هر آزمايش از سويه  صحت آزمايش،
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 به عنوان تخريبشاهد مثبت و از بافر  به عنواناين ژن بود 
لازم است تمام مراحل تهيه . شاهد منفي استفاده شد

 .روي يخ يا در جاي خنك انجام گيرد PCRواكنش 

- ميلي 2/0(هاي فوق ولهدرب ل:  PCRبرنامه حرارتي 

كوتاه و با  سانتريفيوژخوبي بسته شد و بعد از يك ب) ليتري
دور پايين در داخل دستگاه ترموسايكلر قرار گرفت، سپس 

 درجه 5با  )چرخه 30در (  PCRبرنامه سيكل حرارتي 
 شرح زير انجام گرفتافزايش در دماي اتصال آغازگر ب

)33.(  

 94 درجه 94، )واسرشته سازي اوليه (دقيقه  2، درجه ،
ثانيه  30، درجه 65، )واسرشته سازي ثانويه(  ثانيه 30

( دقيقه  1، درجه 72 ،)DNAاتصال آغازگر با رشته (
  ) بسط نهايي(دقيقه  10 ،درجه 72، )بسط آغازگر

اين :  phlA-1fو  phlA-1f  آغازگرهاي با PCRانجام 
 20اند طراحي شده phlAآغازگرها كه براي تكثير ژن 

جفت باز را  418طول اي بقطعهت بازي بوده و قادرند جف
زير  به صورترديف بازهاي آغازگرها ). 23(تكثير كنند 

 .است

 phlA-1f (forward)         5´- TCA GAT CGA AGC 
CCT GTA CC-3´ 

 phlA-1r (reverse)           5´- GAT GCT GTT CTT 
GTC CGA GC-3´ 

آلمان  كشور MWG Biotechاين آغازگرها ساخت شركت 
ابتدا يك . است سانتي گراددرجه  4/59و دماي ذوب آنها 

 500كشت دو روزه باكتري برداشته، در كلني لوپ از
ليتري يميل 5/1هاي داخل لوله KBميكروليتر از محيط مايع 

فاز (ساعت 14- 16مدت ها بسپس نمونه. كشت شد
 .)23(شيكر قرار گرفتند  روي) لگاريتمي

 به صورتDNA استخراج  :تخريب سلولهاي باكتري
نتايج . مستقيم با تخريب سلولهاي باكتري صورت گرفت

). 23( يكسان بوده است DNAتخريب سلولي با استخراج 
ميكروليتر از سوسپانسيون  5سلولها،  تخريب به منظور

 2/0در يك لوله  تخريبميكروليتر بافر 95سلولي را با 
دقيقه در دماي  10مدت ميكروليتري مخلوط كرده، سپس ب

داخل دستگاه ترموسايكلر حرارت  سانتي گراددرجه  99
  همانند بافر ذكر شده در مورد تخريببافر . داده شد

 .است  phlDرديابي ژن 

ميكروليتر مخلوط  20تكثير در: PCRمخلوط واكنش  
آمده است،   2كه مقادير حجمي آن در جدول  واكنش

  ).23(انجام گرفت 

  
  phlA-1fو  phlA-1fبا آغازگرهاي   PCRمقادير حجمي هر يك از مواد به كار رفته در تركيب مخلوط واكنش  -2جدول 

  )ميكروليتر(حجم در واكنش مواد به كار رفته در واكنش
 آب دو بار تقطير استريل

  x PCR10بافر 
  )مولميلي MgCl2) (50( كلريد منيزيم 

  DMSO (%5( دي متيل سولفوكسيد 
 )dNTPs( مخلوط دي نوكلئوزيد تري فسفات 

  )مولميلي 10( 
  )پيكومول phlA-1f)100  آغازگر 
  )پيكومول phlA-1r )100آغازگر 
  )U/µl 5واحد در هر ميكروليتر  Smar Taq  )5 آنزيم

  )cell lysate(شده  سلول متلاشي

3/9  
2  
1  
1  
8 /0 

  
8 /0  
8 /0  
3/0  
4  

  20  حجم كل
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در هر آزمايش از  اطمينان از صحت آزمايش، به منظور
شاهد مثبت و  به عنوانكه داراي اين ژن بود  CHA0سويه 

 .شاهد منفي استفاده شد به عنوان تخريباز بافر 

و  PCRبرنامه حرارتي براي واكنش : PCR برنامه حرارتي
) 23( رزونيكو با كمي تغيير در روش DNAتكثير قطعات 

چرخه انجام  25اين برنامه در . زير تنظيم شد به صورت
  .گرفت

 30، درجه 94، )واسرشته سازي اوليه (دقيقه  5، درجه 94
اتصال (ثانيه  30درجه،  62، )واسرشته سازي ثانويه( ثانيه 

 بسط آغازگر( ثانيه   45، درجه 72 ،)DNAآغازگر با رشته 

  )بسط نهايي(دقيقه  5 ،درجه 72 ،)

 1، الكتروفورز با ژل آگارز PCRبراي مشاهده محصول 
، ابتدا DNAآميزي باندهاي جهت رنگ. انجام گرفت درصد

ليتر گرم در ميليميلي 10محلول اتيديوم برومايد با غلظت 
براي مشاهده محصول و ثبت تصوير آن، از . تهيه شد
  .استفاده شد Gel-Documentationدستگاه 

براي   PM7-26Rو PM2 با آغازگرهاي PCRانجام 
با  PCRبعد از تخريب سلولها :  hcnABرديابي ژن 

و آغازگر   PM2نوكلئوتيدي 31استفاده از آغازگر مستقيم 
اين . انجام گرديد PM7-26Rنوكلئوتيدي  26معكوس 

بين استرين  hcnآغازگرها با استفاده از توالي توافقي 
CHA0 ) كد دسترسيAF053760 ( وPAO1 

Pseudomonas aeruginosa ) كد دسترسيAF208523( 
  ).31( طراحي شده بودند

PM2 (Forward) 
TGCGGCATGGGCGTGTGCCATTGCTGCCTGG 

PM7-26R (Reverse) 
CCGCTCTTGACTGCAATTGCAGGCC 

PCR  ميكروليتر شامل چهارميكروليتر از  12در
با مشخصات    PCRافر سوسپانسيون باكتري لايز شده، ب

)Amersham pharmacia, UPPsala, Sweden buffer,  
PCR ×1 ( بوين سرم آلبومين ،)FLuka, Buchs, SG, 

Switzerland ; 0.5gl-1 ( ،5 دي متيل سولفوكسايد  درصد
(Fluka)  ،100  ميكروليتر از هر يك از نوكلئوتيدهاي

dATP ،dCTP ،dTTP ،dGTP ،(Amersham 

pharmacia) ،4/0  واحد  4/1ميكرومول از هر آغازگر و
واكنش تكثير . انجام گرفت  Taq DNA Polymeraseآنزيم 

 5/1مطابق با قطعات تكثير شده، با الكتروفورز ژل آگارز 
از  160ساعت در ولتاژ  5/1درصد براي مدت حدود 

 . يكديگر جدا شدند

-PM7و  PM2 با آغازگرهاي hcnAB برنامه تكثير ژن

26R  :94 94، )واسرشته سازي اوليه (دقيقه  2، درجه 
 30 درجه، 67، )واسرشته سازي ثانويه( ثانيه  30، درجه

( دقيقه  1، درجه 72 ،)DNAاتصال آغازگر با رشته ( ثانيه 
 ) بسط نهايي(دقيقه  10 ،درجه 72 ،) بسط آغازگر

ي استرين با استفاده از توالي نوكلئوتيدي مولكولبررسي 
16S  rRNA- تكثيرrRNA  16S (PCR):  استخراجDNA 

در . انجام گرفت )33( براساس روش UTPF5استرين 
از  16S rRNAاي پليمراز براي تكثير واكنش زنجيره
استفاده  PS16rو آغازگر معكوس  PS16fآغازگر مستقيم 

  .شد
PS16F (Forward) 
TGGCTCAGATTGAACGCTGGCGG 

PS16r (Reverse) 
GATCCAGCCGCAGGTTCCCCTAC 

حجم نهايي با آب (شامل اجزاي زير بود  PCRمخلوط 
  ).ميكروليتر رسانده شد 35مقطر سترون به 

  

  

  

  

 PS16fبا استفاده از آغازگرهاي  rRNA 16Sبرنامه تكثير 
، )واسرشته سازي اوليه (دقيقه  oC 94 ،5/2: )PS16r )8و 
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oC 94  ،30  واسرشته سازي ثانويه( ثانيه( ،oC 60  ،1 
( دقيقه  oC 72   ،1 ، )DNAاتصال آغازگر با رشته ( دقيقه 

  ) بسط نهايي(دقيقه  oC 72 ،  10 ، )بسط آغازگر

 5/1روي ژل آگارز ، محصول بر PCRپس از انجام واكنش 
شد و باند مورد ساعت انجام  2مدت ولت ب 130در  درصد

نظر در هر نمونه بريده و براي بررسيهاي بعدي نگهداري 
  .شد

براي  :سازي محصول واكنش زنجيره اي پليمرازخالص
خالص كردن محصول واكنش زنجيره اي پليمراز از كيت 
Wisard SV Gel and PCR Clean-Up System kit of 

Promega (Madison, WI) ده باندهاي بري. استفاده گرديد
قرار داده شد و وزن  سانتريفيوژشده درون لوله هاي ميكرو

ميلي گرم  10به ازاي هر . قطعه ژل حاوي باند تعيين شد
ميكروليتر محلول باند شونده به  10قطعه ژل حاوي باند 

درجه  55، در دماي سانتريفيوژغشا اضافه شد، پس از 
در حمام آبي قرار گرفت و هر دو دقيقه يكبار  سانتي گراد

  .ورتكس شد تا قطعه ژل كاملاً حل شود

بدين  :واكنش زنجيره اي پليمراز جهت تعيين توالي
 Terminator V3-0 Cycleجهت از كيت تعيين توالي 

Sequencing  Kit آغازگرها استفاده شده . استفاده گرديد
PS16r  وPS16f مخلوط واكنش تعيين توالي شامل . بودند

  :اجزاي زير بود

  

  

  

 PS16rو  PS16fبا آغازگرهاي  rRNA 16sبرنامه تكثير 
 5، درجه 50، )واسرشته سازي اوليه (دقيقه  10، درجه 95: 

 دقيقه 4 درجه، 60، )سيكل 99( دقيقه 

اي محصول حاصل از واكنش زنجيره :هاتعيين توالي نمونه
ز جمله پليمراز جهت تعيين توالي داراي اجزاي اضافي، ا

خصوص نوكلئوتيدهاي واكنش، بمواد مصرف نشده 

به سازي نشاندار مي باشد، جهت حذف اين اجزا، خالص
انجام  G-50 SepHadexو  DNA gradeستونهاي  وسيله
 genetic 3100تعيين توالي با استفاده از دستگاه . شد

Analyser ABI Prism® آمده  به دستتواليهاي . انجام شد
حت سيستم ت Sequencher packageافزار توسط نرم
ويرايش گرديدند و براي مقايسه،  (Macintosh)مكينتاش 
 Molecular Evolutionary Genetics Analysisاز برنامه 
  . استفاده شد

  نتايج
با افزايش غلظت  - UTPf5نانوذرات نقره بر  MICتعيين 

داري در ميزان جذب، در طول نانوذرات نقره، كاهش معني
شاهد در اكثر موارد مشاهده نانومتر نسبت به  600موج 

بيشترين اثر منفي بر ميزان جذب باكتري در . شده است
نكته جالب . غلظت هشت ميكروليتر بر ليتر بوده است

ميكروليتر بر ليتر سبب  25/0توجه اين است كه غلظت 
داري در مقايسه با شاهد، در ميزان جذب افزايش معني

 MICكه شده، در نهايت نتايج حاصله نشان دادند 
ميكروليتر بر ليتر  5/0نانوذرات نقره در مورد اين باكتري 

  .است

همزمان با روند  -  UTPF5 بر نقره نانوذرات MBCتعيين 
داري نيز در افزايش غلظت نانوذرات نقره، افزايش معني

اين جدايه  كلني ميزان درصد بازدارندگي از تشكيل
 كمترين غلظت كه سبب كاهش در تعداد. مشاهده شد

هاي باكتريايي شد سه ميكروليتر بر ليتر بود، بيشترين كلني
 در باكتري  كلني اثر اين غلظت در بازدارندگي از تشكيل

UTPF5 ،63/70 كه از رشد نتايج نشان دادند . درصد بود
درصد  100اين جدايه در غلظتهاي مختلف اعمال شده 

  .جلوگيري شد

اثر غلظتهاي مختلف نانوذرات نقره بر تشكيل بيوفيلم در 
غلظت هشت ميكروليتر بر ليتر بيشترين  - UTPF5 جدايه
را در جلوگيري از تشكيل بيوفيلم در اين جدايه  تأثير
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توان ادعا كرد كه افزايش غلظت، باكتريايي داشت اما نمي
و منظمي در  سبب ايجاد روند افزايشي يا كاهشي مشخص

افزايش غلظت نانوذرات نقره بر . تشكيل بيوفيلم شده است
داري بر تشكيل ات متفاوت و معنيتأثيرهاي مختلف جدايه

روند افزايش  UTPF5در مورد باكتري . بيوفيلم داشته است
ميكروليتر بر ليتر سبب  2تا  25/0در غلظت نانوذرات از 

ه بعد روند كاهش افزايش تشكيل بيوفيلم و از اين غلظت ب
در يك ديد كلي . در تشكيل بيوفيلم مشاهده شده است

غلظت دو ميكروليتر بر ليتر سبب افزايش تشكيل بيوفيلم 
  .شده است UTPF5در جدايه 

اثر غلظتهاي مختلف نانوذرات نقره در توليد آنزيم ليپاز 
در جدول تجزيه واريانس  -UTPF5 توسط جدايه باكتري

و غلظتهاي مختلف نانوذرات نقره، در اثر متقابل باكتري 
با افزايش غلظت . دار شده استدرصد معني 01/0سطح 

نانوذرات نقره روند افزايشي در بازدارندگي از توليد آنزيم 
-ليپاز مشاهده شده است كه در تمامي موارد اختلاف معني

بيشترين اثر بازدارندگي غلظت . داري با شاهد وجود دارد
ليتر بوده و ميزان درصد بازدارندگي در  هشت ميكروليتر بر

. درصد بوده است UTPF5، 43/97بيشترين حالت در 
 5/0كمترين اثر منفي نانوذرات در جدايه باكتري در غلظت 

  .ميكروليتر بر ليتر بوده است

غلظتهاي مختلف عصاره باكتري بر توليد لاكاز و  تأثير
افزودن  - R. solani AG4وزن خشك توده ميسليوم 

عصاره باكتري به محيط كشت جدايه قارچي، بر توليد 
داشت و ميزان توليد آنزيم در  تأثيرآنزيم لاكاز توسط آنها 

داري در سه غلظت منتخب عصاره باكتري تفاوت معني
همچنين در ميزان . درصد نشان داد 01/0سطح احتمال 

داري توليد آنزيم توسط جدايه قارچي نيز تفاوت معني
 AG4عصاره باكتري در جدايه  درصد 15غلظت . شد ديده

بدين . ميزان قابل قبولي شدباعث تحريك توليد آنزيم ب
متقابل اثر عوامل غير زنده بر  تأثيرمنظور براي آزمايشات 

% 15توليد آنزيم لاكاز در حضور عصاره باكتري از غلظت 
  .استفاده شد AG4و جدايه 

شرايط محيطي در القاي لاكاز توسط قارچ در  تأثير
 :مجاورت با عصاره باكتري يا كشت همزمان با باكتري

در القاي آنزيم لاكاز در جدايه pH در بررسي اثر  - pHاثر 
AG4  در كشت همزمان با باكتريUTPF5،  بيشترين ميزان

 pH تأثيرنتايج . اتفاق افتاد pH= 5/7توليد آنزيم لاكاز در 
در كشت قارچ در مجاورت با عصاره آنتاگونيست، افزايش 

فقط . قابل توجهي در القاي لاكاز در اكثر موارد نشان داد
در حضور عصاره باكتري ميزان توليد  5/7و  pH، 7در 

دار با آنزيم كاهش چشمگيري داشته و داراي اختلاف معني
  .بقيه موارد بود

را در  تأثيركمترين  سانتي گراددرجه  30دماي : اثر دما
وزن . توليد آنزيم لاكاز توسط قارچ در كنار باكتري داشت

و در حضور  سانتي گراددرجه  15خشك قارچ در دماي 
-باكتري بيشترين بود كه در مقايسه با شاهد اختلاف معني

در محيط كشت حاوي عصاره باكتري در دماهاي . دار نبود
ميزان فعاليت  ، عصارهسانتي گراددرجه  37و  30و  25

  .آنزيم لاكاز را نسبت به شاهد افزايش دادند

عصاره كشت و سوسپانسيون باكتري در تفريخ  تأثير
ساعت  24در تيمارهاي عصاره باكتري بعد از  :تخم نماتد

كه در شاهد بين در حالي. كدام از تخمها تفريخ نشدند هيچ
درصد تخمها  8- 13درصد و در سوسپانسيون بين  8- 20

بين تيمار سوسپانسيون . ساعت تفريخ شدند 24از بعد 
داري ساعت  اختلاف معني 24باكتري و شاهد بعد از 

ساعت اين دو نيز با هم  48وجود ندارد ولي بعد از 
دار داشته و كاهش درصد تفريخ تخم در اختلاف معني

 10ساعت  48و  24تيمار عصاره كشت نسبت به شاهد در 
وسپانسيون باكتري نيز بعد از درصد برآورد شد و س 35و 
  .درصدي نسبت به شاهد نشان داد 25ساعت كاهش  48
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بعد از  :تركيبات فرار باكتري در تفريخ تخم نماتد تأثير
ساعت تخمهاي نماتد كه در معرض تركيبات فرار قرار  72

 80كه در شاهد گرفتند هيچكدام تفريخ نشدند در حالي
  .درصد تخمها تبديل به لارو شدند

عصاره كشت و سوسپانسيون باكتري روي مرگ و  تأثير
به كار  از ميان غلظتهاي مختلف :مير لاروهاي سن دوم

و  75و  50شده از عصاره كشت باكتري، درصدهاي  برده
 100دار با هم بوده ولي عصاره بدون اختلاف معني 100

درصد داراي اختلاف است و هر چهار  25درصد با عصاره 
سوسپانسيون باكتري و شاهد داراي اختلاف غلظت با 

مختلف عصاره كشت باكتري غلظتهاي . دار هستندمعني
درصد باعث افزايش مرگ و مير لاروها در  34-53مقدار ب

ساعت  48بعد از . شرايط آزمايشگاه نسبت به شاهد شدند
. تمام لاروهايي كه با عصاره كشت تيمار شده بودند مردند

با غلظتهاي مختلف عصاره تيمار  همچنين لاروهايي كه
حالت از مرگ دچار تغيير شكل شده و ب شده بودند بعد

  .دوكي شكل درآمدند

 :تركيبات فرار باكتري در مرگ و مير لارو نماتد تأثير
درصدي مرگ و  85تركيبات فرار باكتري باعث افزايش 

مير لارو نماتد نسبت به شاهد شده و اختلاف معني داري 
  درصد نشان دادند در سطح پنج 

بررسي تحرك و جلب لاروهاي سن دو با عصاره و 
با هم  100و  75، 50سه غلظت  :سوسپانسيون باكتري

سمت حاشيه اشتند و باعث حركت منفي نماتد باختلاف ند
كه در شاهد و سوسپانسيون حركت در حالي. پتري شدند

سمت مركز پتري ديده نشد و لاروهاي درون پتري بمنفي 
يار زيادي را در روي كرده و حركات مارپيچي و بسحركت 

در تيمارهاي عصاره باكتري با . جا گذاشتندمحيط كشت ب
، لاروها علاوه بر حركت منفي 100و  75، 50غلظت 

سمت حاشيه پتري، دچار كاهش تحرك شده و حركات ب
بسيار ريز و كندي در روي محيط كشت از خود باقي 

از  100از لاروها در غلظت  همچنين تعداد زيادي. گذاشتند
  .عصاره باكتري بعد از اندكي حركت منفي مرده بودند

هاي گياه بررسي مقدار نفوذ لارو سن دو نماتد به ريشه
تيمار بذر با باكتري  به صورتاين آزمايش  :گوجه فرنگي

هر . نجام گرفتو استفاده از سوسپانسيون باكتري در خاك ا
داري با شاهد اختلاف دارند، معنيبه طور  دو اين تيمارها

دار كه خود اين دو تيمار با هم اختلاف معنيدر حالي
باعث  بترتيبسوسپانسيون باكتري و تيمار بذر . ندارند

  .درصدي نفوذ لارو به ريشه شدند 55و  62كاهش 

 P. fluorscensتوسط باكتري  M. javanicaكنترل نماتد 

UTPF5 تيمارهاي  :رشدشاخصهاي  ،ايدر شرايط گلخانه
دار متفاوتي در ويژگيهاي مختلف باكتري اثرات معني

فرنگي، در صورت حضور يا عدم رشدي گياه گوجه
  ).3جدول (حضور نماتد نشان دادند 

در بررسي سنجش كلروفيل، مقدار كلروفيل  :مقدار كلروفيل
a كلروفيل ،bگيري شد و ، كلروفيل كل و كاروتنوييد اندازه

  ).1شكل (داري بين تيمارهاي مختلف مشاهده شد نتايج معني

تيمار بذر با باكتري و  :شاخص گال ،شاخصهاي بيماري
داري از نظر شاخص گال با شاهد و معنيبه طور  نماتد
همراه نماتد ب ءرد سوسپانسيون باكتري روي نشاكارب

ولي با كاربرد عصاره و سوسپانسيون . اختلاف داشتند
نماتد اختلاف نداشتند و هر سه اين باكتري در خاك با 

. تيمارها كاهش شاخص گال نسبت به شاهد را نشان دادند
كمترين شاخص گال مربوط به ضدعفوني بذر با باكتري، 

  .عصاره باكتري در خاك بود سوسپانسيون و

نتايج نشان داد تعداد  :ايتعداد گال روي سيستم ريشه
ار بذر با باكتري فرنگي در تيمگال در كل ريشه گياه گوجه

دار داشته و نسبت به شاهد و ديگر تيمارها اختلاف معني
ديگر تيمارها تفاوت . شوددرصدي را باعث مي 55كاهش 
داري نسبت به شاهد نشان ندادند ولي باعث كاهش معني

در تيمار بذر با  بترتيب. مقدار گال روي ريشه شدند
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  M. javanica در كنترل نماتد  P. fluorscens UTPF5فرنگي تحت تأثير باكتري شاخصهاي رشدي گياه گوجه -3جدول 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  ، كلروفيل كل و كاروتنوييد در تيمارهاي مختلفb، كلروفيل aسنجش كلروفيل، مقدار كلروفيل  -1شكل 
تيمارهاي ضدعفوني بذر  :ايتعداد تخم روي سيستم ريشه

داري در كاهش و استفاده از عصاره باكتري اختلاف معني
اي نسبت به تعداد كل تخم نماتد در روي سيستم ريشه

استفاده از سوسپانسيون باكتري چه در خاك . شاهد داشتند
مقدار قابل باعث كاهش تعداد تخم نماتد بنشاء  و چه روي

تنهايي بود اختلاف جهي شد ولي با شاهد كه نماتد بتو
 بترتيبضدعفوني بذر و عصاره . داري نشان ندادمعني

درصدي در تعداد تخم نسبت به شاهد  42و  71كاهش 
  .نشان دادند

به   phlD رديابي ژن؛ )PCR(اي پليمراز واكنش زنجيره
 و دو آغازگر  PCRبا استفاده از تكنيك :  PCR وسيله

phl2a وphl2b اي ازقطعهDNA  جفت باز  745طول ب
بود كه با   phlDداراي ژن UTPF5 جدايه . تكثير شد

جهت . كه واجد اين ژن بود مقايسه شد  CHA0سويه
، از نشانگر PCRهاي تكثيرشده در تخمين اندازه فرآورده

 gene ruler 1kbp DNA(ژنومي يك كيلو جفت بازي 

ladder (استفاده شد.  
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با استفاده از تكنيك  :PCR به وسيله  phlA  رديابي ژن
PCR  و دو آغازگر phlA-1r و  phlA-1fاي از قطعهDNA 

داراي ژن  UTPF5جدايه . جفت باز تكثير شد 418طول ب
phlA  بود كه با سويهCHA0   كه واجد اين ژن بود، مقايسه
، PCRهاي تكثير شده در جهت تخمين اندازه فرآورده. شد

 gene ruler 100bp(جفت بازي  100از نشانگر ژنومي 

DNA ladder (استفاده شد.  

زنجيره اي پلي توسط واكنش hcnAB  رديابي ژن
جفت باز از  570با طول تقريبي  DNAقطعه  :)PCR(مراز

، با ) hcnABC(دسته ژني مسئول سنتز سيانيد هيدردژن 
-PM7و  PM2و توسط دو آغازگر  PCRاستفاده از تكنيك

26R  اين قطعه . تكثير شدDNA  جفت باز از  136شامل
 434و ) نوكلئوتيد مي باشد 312كه داراي (  hcnAژن  

) نوكلئوتيد است 1404كه داراي ( hcnBجفت باز از ژن 
، UTPF5نتيجه اين آزمايش نشان داد سويه ). 31(مي باشد 
  .هستhcnAB واجد ژن 

 تكثير  ،16S rRNAلكولي سويه بر اساس وبررسي م

DNA  توسطPCR: نتايج حاصل از تكثيرDNA   ژنومي با
بر روي ژل  PS16Srو  PS16Sfاستفاده از دو آغازگر 

طول يت بود كه تكثير بخشي از ژنوم بآگاروز قابل رو
  .نشان داد UTPF5جفت باز را در سويه  1500تقريبي 

در اين پژوهش  :هان توالي نمونه ها و آناليز تواليتعيي
16S rRNA  در سويهUTPF5  تعيين توالي شد و با توالي

CHA0 طول توالي نوكلئوتيدي . در بانك ژن مقايسه شد
 UTPF5سويه . نوكلئوتيد بود 1450در اين سويه حدود 

 16S rRNAدر توالي  CHA0درصد با سويه  98حدود 
 .شباهت داشتند

  بحث
اثر نانوذرات نقره بر باكتريها تا حد زيادي به غلظتهاي 

در . استمورد استفاده و نيز جنس ديواره باكتريايي وابسته 
، محلول يونهاي نقره فعاليت )12(تحقيق انجام شده توسط 

تري بر روي باكتريهاي گرم منفي نسبت ضدباكتريايي قوي
گونه  اند و اينبه باكتريهاي گرم مثبت از خود نشان داده

تر بيان كردند كه اين مسئله ممكن است مربوط به نازك
ر اين تحقيق طوري كه ده ب. بودن لايه پپتيدوگليكان باشد

نيز مشاهده شد با بررسي گروههاي آماري چهار جدايه و 
مقايسه روند كاهش جمعيت، كمترين اثر منفي نانوذرات 

ها روي باكتري گرم مثبت باسيلوس و در بين جدايه
بيشترين آن در مورد سه جدايه گرم منفي ديگر اعمال شده 

ر نكته جالب توجه اين است كه جمعيت باكتريها د. است
در  Bacillus subtilisو  UTPf68و  UTPf5سه جدايه 

ميكروليتر بر ليتر در مقايسه با نمونه شاهد  25/0غلظت 
  .افزايش يافته است

نانوذرات نقره داراي سميت زيادي در غلظتهاي پايين بر 
روي باكتريهاي گرم مثبت و گرم منفي هستند در استفاده از 

رود كه البته با به كار  اين مواد حساسيت و دقت بيشتري
توجه به نتايج حاصل از مرحله گلخانه در كنترل پاتوژن 
توسط نانوذرات نقره و عدم كنترل اين قارچ با وجود 

توان در نظر استفاده از روشهاي مختلف، اين احتمال را مي
گرفت كه همانند قارچ، اين تركيب روي باكتريهاي مفيد 

البته نتايج حاصل از  كه .باشد تأثيرريزوسفر نيز بي
، نشان داده است كه حضور نانوذرات در )26(تحقيقات 

ها و همچنين ميكروارگانيسم CFUداري بر معني تأثيرخاك 
بر كل فعاليت متابوليكي جمعيت موجود در خاك نداشته 

  .است

نانوذرات نقره در  جدايه باكتريايي  MICتعيين  به منظور
UTPf5 ،UTPf68، B. subtilis  وXanthomonas 

campestris pv malvacearum در شرايط آزمايشگاهي ،
بيشترين اثر منفي بر ميزان جذب باكتريها در غلظت هشت 
ميكروليتر بر ليتر بوده و كمترين و بيشترين اثر منفي در اين 

 UTPf5و  B. subtilisهاي مربوط به جدايه بترتيبغلظت 
نانوذرات نقره در اين چهار جدايه در  MBCدر تعيين . بود

 شرايط آزمايشگاهي، كمترين غلظت كه سبب كاهش در
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هاي باكتريايي شد سه ميكروليتر بر ليتر بود، كه البته كلني
هاي مختلف، متفاوت و بيشترين آن روي جدايه تأثيرميزان 

در باكتريهاي  كلني اثر اين غلظت در بازدارندگي از تشكيل
X. campestris ،B. subtilis ،UTPf5  وUTPf68 بترتيب 

و  63/70، 05/78، 76/83از راست به چپ با درصدهاي 
 تأثيرغلظت هشت ميكرو ليتر بر ليتر بيشترين . بود 17/66

را در جلوگيري از تشكيل بيوفيلم در اين چهار جدايه 
توان بيان كرد كه افزايش باكتري داشته است اما نمي

افزايشي يا كاهشي مشخص و  غلظت، سبب ايجاد روند
در بررسي اثر غلظت . منظمي در تشكيل بيوفيلم شده است

نانوذرات نقره در توليد آنزيم ليپاز در جدايه باكتري 
UTPf5  وUTPf68  در شرايط آزمايشگاه، بيشترين اثر

بازدارندگي در هر دو جدايه مربوط به غلظت هشت 
ميكروليتر بر ليتر و بيشترين ميزان درصد بازدارندگي 

. درصد بوده است 100و  43/97در مورد دو جدايه  بترتيب
غلظتهاي مختلف نانوذرات نقره در توليد آنزيم لاكاز در 

است كه بيشترين  دار شدهدرصد معني 01/0سطح 
بازدارندگي در توليد آنزيم در غلظت يك ميكروليتر بر ليتر 

  .اعمال شده است

كشي نانوذرات نقره هم به نتايج نشان داد كه اثر باكتري
غلظت اين ذرات و هم به جمعيت اوليه باكتريها وابسته 

توليد انواع اكسيژن فعال و همچنين آسيب به ديواره . است
باكتريايي نانوذرات دو مكانيزم فعاليت ضد سلول باكتريايي

  .نقره هستند

 R. solaniيك روش احتمالي براي كاهش توليد لاكاز در 
هاي آنتاگونيست و در نتيجه احتمال در تقابل با سويه

موفقيت بيشتر بيوكنترل در برابر مقاومت قارچ، تغيير 
هاي توليد آنزيم شرايط محيطي و استفاده از محدودكننده

در كشت همزمان قارچ با هركدام از دو سويه . )6(ست ا
 مقدار توليد آنزيم 15و  10و  6آنتاگونيست در روزهاي 

در كشت . داري نسبت به شاهد كاهش يافتمعنيبه طور 
هاي آنتاگونيست نه تنها قارچ در مجاورت عصاره سويه

توليد آنزيم كاهش پيدا نكرد بلكه ميزان توليد آن در روز 
پس حضور . داري بيش از شاهد شدمعنيبه طور  سوم

توليد آنزيم را  15و  10و  6سلولهاي باكتري در روزهاي 
رسد حضور سلول باكتري در نظر ميكاهش داده و ب

تواند كشتهاي قارچ كلا توليد آنزيم را كاهش داده و مي
مانعي براي بروز مقاومت در قارچ نسبت به اين دو سويه 

  .باشد

شد كه تيمار بذر با باكتري  قيق نشان دادهدر اين تح
باعث تغيير  UTPF5سودوموناس فلورسنت سويه 

لاروها از اين  فرنگي و دفعترشحات ريشه گياه گوجه
هاي بدون باكتري و شاهد سمت ريشهها و جذب بريشه

. هاي تيمار شده با باكتري قطورتر شدندشدند و ريشه
كاهش قدرت حركت همچنين عصاره كشت باكتري باعث 

نماتد در محيط و دور شدن آن از محيط غذايي و ريشه 
ريزوباكتريها در الگوي حركت  تأثيردر مورد . شودمي

گيري جهت تحقيقات محدودي انجام گرفته است؛نماتدها 
Caenorhabditis elegans سمت سويه غيرسمي بCHA19 
 CHA0گيري سويه خوبي جهتسودوموناس فلورسنت ب

  ).18( بود

بيوتيك كرده و توليد سيدروفور و آنتي UTPF5سويه 
خيلي از . شودفرنگي ميباعث افزايش رشد گياه گوجه

هاي سودوموناس باعث افزايش رشد گياه شده گونه
)PGPR (كننده آهن، آنتيو توليد سيدروفورهاي كلاته -

كنند و اين تركيبات در بيوتيكها يا سيانيد هيدروژن مي
هاي پاتوژن و مضر كاربرد دارند و ميكروارگانيسمكاهش 

   .)17(كنند يك محيط مناسب براي رشد ريشه را فراهم مي

سوسپانسيون و عصاره باكتري از تفريخ تخم نماتد 
جلوگيري كرده و درصد مرگ و مير لارو سن دوم را نيز 

ولي مقدار جلوگيري از تفريخ تخم در عصاره . افزايش داد
 34-53صد و افزايش مرگ و مير لارو در آن در 35باكتري 

نظير عصاره كشت باكتري بي تأثير. گيري شددرصد اندازه
تواند بر اثر متابوليت آنتي ميكروبي بر روي لاروها مي
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DAPG دي استيل  4و  2متابوليت آنتي ميكروبي . باشد
پيولوتئورين به توانايي سودوموناس فلوروگلوسينول و 

براي كنترل بيماري هاي گياهان كه  CHA0فلورسنت سويه 
  .توسط پاتوژن هاي خاكزاد كمك مي كند

نشان داده شد كه باكتري  )21(تار پيكي بر اساس تحقيقات
P. fluorescens CHA0 اي داشته و حشرهفعاليت ضد

كشي اين براي فعاليت حشره fitكشي به نام توكسين حشره
توكسين باعث تغيير  در نتيجه وجود اين. باكتري يافت شد

كه اين . ها شدشكل لاروهاي حشرات و ملانيزه شدن آن
 .Mتوان با دوكي شدن لاروهاي سن دو نماتد نتيجه را مي

javanica  كه در معرض عصارة باكتري در اين تحقيق قرار
در اين تحقيق لاروها بعد از تيمار با . گرفتند مقايسه كرد

دوكي شكل شدند، كه عصاره باكتري تغيير شكل داده و 
كه در حالي. باشد fitتواند توكسين علت اين حالت مي

رفت لاروها مردند ولي به كار  زماني كه سيدروفور خالص
  .ها مشاهده نشدتغيير شكل در آن

اي نيز عصاره كشت باكتري بر اساس نتايج گلخانه
نقش بسيار مهمي در  UTPF5سودوموناس فلورسنت 
اي داشته و مقدار گال را يستم ريشهكاهش تعداد گال در س

پايين آورده و علاوه بر آن با افزايش وزن تر و خشك و 
همچنين عصاره . طول ريشه باعث مقاومت گياه نيز شد

روي كل بر  M. javanicaكشت باكتري تعداد تخم نماتد 
. درصد كاهش داد 42مقدار اي گياه را بسيستم ريشه

پوشش  به صورتهمچنين نتايج نشان داد كاربرد باكتري 
دهنده بذر باعث كمترين تعداد گال روي ريشه و كاهش 

درصدي نسبت به شاهد و كمترين تعداد تخم نماتد بر  55
درصدي نسبت به  71روي سيستم كل ريشه و كاهش 

. گرفتترين مقدار شاخص گال را دربرشاهد شد و پايين
 به صورتبعد از اين دو تيمار، كاربرد سوسپانسيون باكتري 

پاشش روي خاك سهم بسزايي در كاهش شاخصهاي 
اي نشان هاي گلخانهدر اين تحقيق آزمايش. بيماري داشت

 بترتيبداد دو تيمار بذر و پاشش سوسپانسيون در خاك 

. نگي شدفردرصدي نفوذ به ريشه گوجه 62و  55كاهش 
 دليل افزايش رشد گياه و مقاومتتواند بتايج ميكه اين ن

سمت ريشه و حتي آن، همچنين كاهش جلب نماتدها ب
ها بدليل تغيير عصاره ريشه و كاهش تحرك دور شدن آن

  .لاروها ايجاد شده باشد

باكتري سودوموناس فلورسنت در تيمار  UTPF5سويه 
زيادي در شاخصهاي  تأثيرپاشش سوسپانسيون روي خاك 

ر و عصاره كه تيمارهاي بذدر حالي. ي گياه داشترشد
در نتيجه فرموله . شدت كاهش دادندشاخصهاي بيماري را ب

فرنگي كردن اين باكتري در كنترل نماتد گره ريشه گوجه
  .بسيار مناسب است

نانوذرات نقره داراي سميت زيادي در غلظتهاي پايين بر 
ر استفاده از روي باكتريهاي گرم مثبت و گرم منفي هستند د

رود كه البته با به كار  اين مواد حساسيت و دقت بيشتري
توجه به نتايج حاصل از مرحله گلخانه در كنترل پاتوژن 
توسط نانوذرات نقره و عدم كنترل اين قارچ با وجود 

توان در نظر استفاده از روشهاي مختلف، اين احتمال را مي
باكتريهاي مفيد گرفت كه همانند قارچ، اين تركيب روي 

البته نتايج حاصل از تحقيقات . باشد تأثيرريزوسفر نيز بي
، نشان داده است كه حضور نانوذرات )26(شاه و همكاران 

ها و ميكروارگانيسم CFUداري بر معني تأثيردر خاك 
همچنين بر كل فعاليت متابوليكي جمعيت موجود در خاك 

  .نداشته است

نانوذرات نقره در  جدايه باكتريايي  MICتعيين  به منظور
UTPf5 ،UTPf68، B. subtilis  وX. campestris pv 

malvacearum در شرايط آزمايشگاهي بيشترين اثر منفي ،
بر ميزان جذب باكتريها در غلظت هشت ميكروليتر بر ليتر 

 بترتيببوده و كمترين و بيشترين اثر منفي در اين غلظت 
در تعيين . بود UTPf5و  B. subtilisهاي مربوط به جدايه

MBC  نانوذرات نقره در اين چهار جدايه در شرايط
هاي كلني آزمايشگاهي، كمترين غلظت كه سبب كاهش در

 تأثيرباكتريايي شد سه ميكروليتر بر ليتر بود، كه البته ميزان 
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هاي مختلف، متفاوت و بيشترين اثر اين آن روي جدايه
 .Xدر باكتريهاي  كلني كيلغلظت در بازدارندگي از تش

campestris ،B. subtilis ،UTPf5  وUTPf68 از  بترتيب
و  63/70، 05/78، 76/83راست به چپ با درصدهاي 

 تأثيرغلظت هشت ميكرو ليتر بر ليتر بيشترين . بود 17/66
را در جلوگيري از تشكيل بيوفيلم در اين چهار جدايه 

توان بيان كرد كه افزايش باكتري داشته است اما نمي
غلظت، سبب ايجاد روند افزايشي يا كاهشي مشخص و 

در بررسي اثر غلظت . منظمي در تشكيل بيوفيلم شده است
نانوذرات نقره در توليد آنزيم ليپاز در جدايه باكتري 

UTPf5  وUTPf68  در شرايط آزمايشگاه، بيشترين اثر
هشت  بازدارندگي در هر دو جدايه مربوط به غلظت

ميكروليتر بر ليتر و بيشترين ميزان درصد بازدارندگي 
. درصد بوده است 100و  43/97در مورد دو جدايه  بترتيب

غلظتهاي مختلف نانوذرات نقره در توليد آنزيم لاكاز در 
دار شده است كه بيشترين درصد معني 01/0سطح 

بازدارندگي در توليد آنزيم در غلظت يك ميكروليتر بر ليتر 
  .عمال شده استا

كشي نانوذرات نقره هم به نتايج نشان داد كه اثر باكتري
غلظت اين ذرات و هم به جمعيت اوليه باكتريها وابسته 

توليد انواع اكسيژن فعال و همچنين آسيب به ديواره . است
باكتريايي نانوذرات سلول باكتريايي دو مكانيزم فعاليت ضد

  .نقره هستند

اثرات  P. fluorescens UTPF5بطور كلي اين سويه 
بيوكنترلي بسيار خوبي نشان داد و ويژگيهاي مولكولي آن 

  .نيز از طريق رديابي ژنهاي مهم مورد بررسي قرار گرفت
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Abstract  

In this study, the biological and molecular features of Pseudomonas fluorescens UTPF5 
is evaluated as an important bacterial in IRAN. Effect of silver nanoparticles, effect of 
bacteria on laccase and also molecular aspect of UTPF5 (detection of phlD, phlA and 
hcnAB genes) examined. In this research, biocontrol ability of Pseudomonas 
fluorescens UTPF5 was studied on the root knot nematode Meloidogyne javanica in 
tomato Also inhibition of nematode pathogenicity is determined. Bacterial extract, 
suspension and volatile causes 35%, 25% and 85% reduction in nematode egg hatching 
respectively. J2 mortality induces 34-53% and 85% in effect of bacterial extract and 
volatile respectively, whereas suspension has no effect in j2 mortality. Biofilm 
formation is promoted by 0/25-2 µL silver nanoparticle. The strain UTPF5 has phlD, 
phlA and hcnAB genes. Culture filtrate of bacteria effected laccase enzyme 
significantly. Considering the disease measurement following seed treatment with the 
bacterium, gall index, the number of galls and all eggs in root system were considerably 
reduced. Biocontrol potential and plant growth promotion is described by application of 
the bacterium in greenhouse trials. Generally UTPF5 has good biocontrol effect and 
also molecular features study with detection important genes. 
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