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 چکیده

 مهار زیستی مبتنی بر های دارای تواناییباکتریاز  استفاده ،های بیمارگر جدید کنترل باکتریهای یکی از راه

از کوئنچری دارای قدرت های باکتریایی جدایه بر این اساس. است( توانایی کوئنچری) حد نصاب سیستم ضد احساس

جنس و گونه های باکتریایی مورد بررسی، چهار در بین جدایه. جداسازی گردیدندمختلف  ریزوسفر و فیلوسفر گیاهان

به  .Bacillus spو   .Pseudomonas chlororaphis، Pseudomonas putida،Acinetobacter spشامل  اییباکتری

  Pectobacteriumجنس باکتریایی هایزیستی بیمارگر مهارقابلیت  وکوئنچری  برتر با توانایی های باکتریاییجدایهعنوان 

از  مرتبط با این پدیده آنزیمی فعالیت ،کوئنچری  تواناییهای دارای جدایه ترینو قوی ترینفراوان. معرفی شدند

آغازگرهایی طراحی و مورد  ها،های آسیلازی و لاکتونازی این باکتریسپس به منظور شناسایی ژن .خود نشان دادند

 های جدایه ، درaiiaبر اساس نتایج حاصل از بررسی آغازگرها، در جنس باسیلوس ژن لاکتونازی . آزمایش قرار گرفت

P. chlororaphis  سه ژن آسیلازی همولوگpvdQ ،quiP   و hacB (فقط دو ژن اول یا)، در P. putida دو ژن 

  . یک ژن آسیلازی ردیابی گردید Acinetobacterو در   quiPو  pvdQ  همولوگ
 

 های لاکتونازی و آسیلازیژن ، Pseudomonas، Pectobacterium:ها هکلیدواژ

 

مقدمه

باعثوسمومهابیوتیکآنتیاستفادهنادرستومداوماز

هایمقاومدرجدایهوپیدایشاینموادبروزپدیدهمقاومتبه

شدهباکتری  Fengand Oldfield ;2014 ,) استها

2002 ,Bächi-Berger.) سیستم Quorum Sensing 

(QS درواقع،هاباکترینصابدراحساسحدیاسیستم(

هایپیرامونآگاهیازجمعیتباکتریدرتواناییباکتری

.برایایجادتغییراترفتاریمتناسبباتراکمسلولیاستخود،

از.وجوددارندهادرباکتریQSهایمختلفیازسیگنالانواع

سیگنال این میجمله ها به درهاسیگنالتوان پپتیدی ی

مثبتباکتری  ،(and Bassler, 2005 Waters)هایگرم

diffusible signal factor (DSF)گروهدر

Xanthomonasها،hydroxypalmitic acid -3

methyl ester (PAME-OH-3 )باکتریدر Ralstonia

در N-Acyl Homoserine Lactone(AHL)و
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پکتوباکتریوم کردها اشاره سیگنال. ازAHL های یکی

هستندکهدربسیاریازQSهایسیگنالازمهمترینگروه

لحاظازهااینسیگنال.هایگرممنفیوجوددارندباکتری

زنجیره و لاکتونی بخشحلقه دو شامل شیمیایی ساختار

 ودنباشمیآسیلی به زنجیره طول اساس هایAHLبر

 Papenfort)شوندمیزنجیرهبلند،متوسطوکوتاهتقسیم

2001 .,et alFuqua and Bassler, 2016; .)این در

جنس باکتری باکتری،Pectobacteriumبین عنوان به

مطالعات QSمدلدر بسیار،AHLمرتبطبا توجه مورد

کهشاملاینبیمارگربیماریزاییدرفاکتورهای.قراردارد

تجزیهآنزیم های کننده گیاه سلولی تحتدیواره است،

 میQSکنترل  ;Põllumaa et al., 2012)باشد

., 2019et alReina ; ., 2000et alAndersson .)

 quorumیا Anti-Quorum sensingسیستم

quenching(QQ ازرد( ممانعت روند اجرایواقع

طریق QS سیستم دراز (signaling) رسانیپیام اختلال

اصطلاح(.Grandclément et al., 2015)است این

گیردمهندسیشدهمتنوعیرادربرمیوطبیعیراهبردهای

تضعیفبیانعملکردهاییمی اختلالیا به منجر گرددکه

 Dong)شونددرباکتریکنترلمیQSسیستمکهتوسط

et al., 2000.) از مکانیسمیکی ازاین استفاده ها

آنزیم که است تخریبهایی AHLسیگنالبا ،QSرا

می مختل بیماریزایی آن تبع به و میکند .یابدکاهش

آنزیمگروه این از هایمختلفی باکتریها دارایدر های

 زیستی مهار دارتوانایی فراوانندوجود گروه دو شامل، تر

AHLlactonaseوهاAHL-acylase هستندها هایآنزیم.

راازمحلداخلحلقهلاکتونیAHLهایمولکوللاکتونازی

AiiAنظیرآنزیمشکنندمی هایآنزیمو.Bacillus spدر

 کهRalstonia eutrophaدر AiiDآسیلازیمانندآنزیم

 باعث زنجیره بین باند هموسرینآسیلیشکستن جزء و

  ,.Fetzner, 2015; Dong et al)دنگردمیلاکتون

ترکیباتتقلیدمکانیسمدیگر (.2000 از ازکنندهاستفاده

ودرباکتریQSکهسیستمباکتریاستمولکولسیگنال

بیماریزاییبهدنبالآن yayurea Aنظیرکندمیمختلرا

 ;Staphylococcus (Ahmed et al., 2019 درباکتری

Kalia, 2013; Chu et al., 2013; Das and Mehta, 

باکتری(.;2018 یاهابه ترکیبات این دارای ی

،هاآنزیم Quencher)کوئنچر ) یا فعالیتباکتری دارای

یاترکیباتیمفیدهایافتنباکتری.شودنیزگفتهمیکوئنچری

ک آنها باکتریایی ضد کشتن بدون ه بیمارگر،باکتری

 کاهشدهد، ترکیباتبیماریزاییرا باکتریاییضدنسبتبه

استچونمعمول مقاوسبببهتر  باکتریدرمتایجاد

 .(;Otto, 2004; Truchado et al., 2009)شوندنمی

باکتریهای گونه از متنوعی کوئنچر محیطهای هایدر

تاکنونگزارشگردیدهپیرامونگیاهانخصوصاریزوسفر

این.(;Christiaen et al., 2011)است بدینجهتدر

.جداسازیازاینمحیطصورتگرفتنیزعمدتاًپژوهش

محدودیتآنتی به توجه بیوتیکبا سمومها برایو موثر

شناسایی تحقیق این هدف باکتریایی، بیمارگرهای کنترل

هایکوئنچرباکتری درQQهایاحتمالیدخیلدرپدیدهژن

بههارااینژنطیمطالعاتآیندهبتوانکهجهتبدین.است

حساسبهوگیاهانمهارزیستیتواناییدارایعواملمیکروبی

زیستیتاباکتریانتقالداد، ومیکروارگانیسمقابلیتمهار ها

.افزایشیابدهایبیمارگربهباکتریگیاهانمقاومت



هامواد و روش
 تحقیقاستفاده شده در  استاندارد های باکتریاییجدایه

جدایه استاندارد بودندشاملهای ذیل :موارد
carotovora .subspPectobacterium  carotovora 

بهعنوانoxo-C6-HSL(C6)-3دارای SCRI193 سویه

 اصلیدخیلدر  .QS، P. carotovora subspسیگنال

atroseptica دارای  6276سویهC6سیگنال عنوان به

major signal)اصلی ) در QSدخیل C10- HSLو
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(C10) بهعنوانسیگنالجانبی(minor signal نسبت( با

ازسیگنالاصلی،  subsp carotovora. P .خیلیکمتر

carotovoraسویهSCC3193 دارای(C8) 3-oxo-

C8-HSL واصلیبهعنوانسیگنالC6بهعنوانسیگنال

 ,.Jones et al., 1993; Põllumaa et al)جانبی

2012; Pirhonen et al., 1993) ، Bacillusباکتری

مثبتaiiAژنیدارا کنترل عنوان  ,.Dong et al)به

2000) ریپورترباکتری،  Chromobacteriumهای

violaceum CV026و C. violaceum VIR07 برای

نصاببررس احساسحد سیستم فعالیتضد ترتیبی به

سیگنال سیگنالعلیه و متوسط تا کوتاه زنجیره هایهای

بلند شدزنجیره استفاده جدایه. بااین مکاتبه طریق از ها

آمد بدست مختلف کشورهای در محققین برخی

(Morohoshi et al., 2008; McClean et al., 1997; 

Põllumaa et al., 2012.)سهسویهپکتوباکتریومدراین

.ذکرشدندP3وP1،P2تحقیقباناممخفف

 هاجداسازی باکتریبرداری و نمونه

باکتری جداسازی منظور ویژگیبه دارای های

،کوئنچری شامل مختلف گیاهان ریزوسفر گونه94از

92،زراعی گیاهزینتی،چهارگونه99گونهدرختمیوه،

شدنمونه)جالیزی مخلوط (ها ، بیابانی گیاه هانمونه)پنج

مخلوطهانمونه)گیاهجنگلی90وفیلوسفر(مخلوطشد

گرفتنمونه(شد صورت برداری . سوسپانسیونسپس

باکتری ریزوسفر محیط فیلوسفر نمکیا محلول درون

شد1/0 تهیه  ;Christiaen et al., 2011)درصد

Morohoshi et al., 2009) باکتریایی. چهاردرمنابع

هایسیگنالهامحیطحداقلکهتنهامنبعکربنونیتروژنآن

AHLشاملC6 ،C8،  C4- HS (C4) وC10(شرکت

Sigma-Aldrich ) .Chan et al(2009)روشبهبود،

ندشدکشت . محیط20سپس از حداقلهایمیکرولیتر

 باکتریایی منابع کشتحاوی محیط عمومیروی های

وآگارR2A ،آگاریسوکیپتیتر،(NA)نوترینتآگار

42،48،30هایودردماندکشتگردیدلوریابرتانیآگار

هاییکهتمامکلنی.گرادقراردادهشدنددرجهسانتی32و

هایمتفاوتداشتند،تافاصلهزمانیاندازهورنگیاشکل

بهمنظورمشخص.جداسازیشدندازکشت،روزبعد92

دمای و معمولی یکمحیط روی بر رشد قدرت شدن

کشتکلنی،معمولی محیط روی مجدداً نوترینتهایها

آگار و بروث نوترینت دمای 48در  گرادسانتیدرجه

 شدندکشت . داخلکلنیسپس به کرده، رشد های

پلیتچاهک های سلولی محیط 19کشت حاوی خانه

 .منتقلشدند(NB)نوترینتبروث

 های کوئنچرباکتری غربال بهترین

فعالیت بررسی باکتریکوئنچری برای هایدر

باکتریجدا از شده، )C. violaceum CV026(برای

کوتاهسیگنال زنجیره برای)VIR07سویهو (های

بلندسیگنال زنجیره های گردید( استفاده هایباکتری.

مولکول حضور در مذکور سیگنال رنگQSهای تولید

et alPicard ‐D’Angelo .)کنندارغوانیویولاسئینمی

2005 مقایسههایغربالآزمون(. ایشاملمراحلگریو

ذیلبودند 9مرحله: هایمیکرومولارسیگنال2/9دررقت:

3-oxo-C6-HSL ،3-oxo-C8-HSL ، C4- HSLو

C10-HSL زمان مدت در42برای انکوباسیون ساعت

چاهکباکتریحضور در و شده هایهایپلیتهایجدا

شدخانه19 انجام سلولی کشت ای حاوی. چاهک هر

رنگکمرنگ شاهد نسبتبه که بهباکتری داشت، تری

گرفت قرار نظر مد باکتریکوئنچر عنوان میزان. محاسبه

با شاهد به نسبت رنگ درصد صورت به رنگ

4مرحله.اسپکتروفتومترانجامگردید دررقتهاآزمایش:

باکتری90/9 های مرحله در شده ت9غربال و، شد کرار

رنگکمتریداشتندبهعنواننیزغلظتاینآنهاییکهدر

شدندکوئنچرهایباکتری گرفته نظر قویدر :3مرحله.
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قوی برای اول مرحله آزمون باکتریمشابه هایترین

انجامشد باکتری28برایکشت)کوئنچر زمانساعته ها،

(.میکرومولارسیگنال2/9ساعتوغلظت42انکوباسیون

فعالیت اینکوئنچریبرایبررسیوجود میزان مقایسه و

هایمختلفازهایمختلفبرایسیگنالفعالیتدرباکتری

گردید استفاده روش همین ریپورترC10-HSLبرای.

VIR07بقی برای هاسیگنالهو موردCV026ریپورتر

 .استفادهقرارگرفت

    و اثر ضد باکتریایی   AHLبررسی تولید 

 هدفآزموناین این انجامبا که شودمشخصگردید

باکتریاییقادربهتولیدترکیبضداحتمالیکوئنچرهایباکتری

 Pectobacteriumعلیه  ،CV026  .نیستندVIR07و

 پکتوباکتریومو علیه تواناییمهارزیستیآنها فعالیتبلکه

کاهش یا تولید عدم با که محیطحاویریپورتر در آنها

 رنگ تولید آنهاهمراه کوئنچری فعالیت بخاطر است،

.باشدمی دیگر اینهدف موضوعتایید خودبود که

 ترکیباتکوئنچرها  AHLتولید کنندنمی بدینمنظور.

(NBدرمحیط)ریپورتریابیمارگرهایباکتریکشتتازه

9بهنسبتگراددرجهسانتی20دمایدارایNAبامحیط

 شدنشدندمخلوط 90به سرد پتریو به انتقال از بعد و

باکتری محیط، لکهکوئنچرهای صورت آنهابه روی ای

 ,Lwin and Ranamukhaarachchi)کشتگردیدند

حاوی (.2006 محیط نظر Pectobacteriumسپس از

و(خاصیتمهارزیستیبهعنوانمعیار)تولیدهالهبازدازنده

ازنظرتولیدهالهبازدارندههمریپورترهاهایحاویمحیط

(بهعنوانمعیارتولیدسیگنال)رنگیهالهتولیدازنظرهمو

.موردارزیابیقرارگرفتند

 بررسی اثر کاهش لهیدگی 

هایجداسازیکنندگیباکتریکنترلجهتبررسیاثر

بیماری روی جدایه Pectobacteriumزاییشده هایاز

P1 ، P2 شدP3و استفاده تازه. کشت از سوسپانسیونی

غلظتهریکبهباکتریبیمارگروکوئنچر CFU/ ml

شد2×902 تهیه دو میزان. مخلوط از اینمیکرولیتر

رقمزمینیسیبیهارویبرش(بهنسبتمساوی)هاباکتری

ساعتازنظردرصد28هابعدازقراردادهشدونمونهائولا

قطر شاهدها با مقایسه در شده لهیده ارزیابیناحیه مورد

از هاآزمایشدرهمه.(Dong et al., 2004)ندقرارگرفت

غیربیمارگرE.coliوباکتریهایبیمارگرجدایهمخلوط

فعالیتکوئنچری،بهعنوانشاهداستفادهشدفاقدو تمام.

هایهمچنینباکتری.ندانجامشدتکرارپنجدرهاآزمایش

کوئنچربهتنهاییهمبرایتاییدعدمبیماریزابودنبرروی

.گردیدندزنیمایهمیزبان

 هاشناسایی باکتری

باکتری اولیه تشخیص منظور ازبه شده جداسازی های

براساسروشهایایهایبیوشیمیایی،فنوتیپیوتغذیهروش

بههمچنین(.Schaad et al., 2001)استفادهگردیداستاندارد

هاییکهجنسآنهاباروشبرخیجدایهمنظورتشخیصدقیق

 16sناحیهیابیازروشتوالیهایقبلیمشخصنگردیدهبود،

rDNAجفت  pD،GTA TTA CCGآغازگرهایبا

CGG CTGCTG pAآغازگر ،AGA GTT TGA 

TCC TGG CTC AG ،16s-fdiجفتآغازگرهاییا،

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ،16s-rP2و

ACGGCTACCTTGTTACGACTشداستفاده

(;Weisburg et al., 1991Christiaen et al., 2011).

 نوع فعالیت کوئنچریبررسی 

 بررسی منظور کوئنچریبه فعالیت روشنوع چهار از

درهاساعتهباکتری42کشت:فیلترکردننمونه-9.استفادهشد

ازفیلترمیکروبیآنهاوفازروییندمحیطمایعسانتریفیوژشد

تاباکتریدرمحیطنباشدندعبوردادهشد(میکرون4/0) .4-

حرارتدادن مدتهاینمونه: به در30فیلترشده  دقیقه

.ندشداتوکلاوفشاریکاتمسفروگراددرجهسانتی 121

پروتئیناز-3 باکتری: سوسپانسیون پروتئیناز توسط Kها
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(820 با باکتری سوسپانسیون از میکرولیتر900میکرولیتر

مدتمیلیمولارK200پروتئیناز 31ساعتدر42به

(.Christiaen et al., 2011) تیمارشدند(درجهسانتیگراد

عبوردادهشدههاییکهازفیلترمیکروبیرونشینباکتری-2

 Microcon centrifugal filter tubesبودندازفیلترهای

Molecular Weight Cut-off=3KDa: Millipore) 

(Corporationهیچآنزیمینمیتواند)نیزعبوردادهشدند

ثلآزمایشبرایهرچهارحالتم(.ازاینفیلترهاعبورکند

محیطکشتمایعانجامدرکوئنچریفعالیتروشبررسی

تفاوتشد این با که از زنده باکتری جای تیماربه چهار

خارجآنزیمهاییکهفقطباکتریلذا.استفادهگردیدمذکور

مرتبطهایکوچکمتابولیتیاومقاومبهحرارتسلولییا

کوئنچری فعالیت ارغوانی،داشتندبا رنگ نشانکاهش را

.دادندمی

سیستم های آنزیمی دخیل در یافتن ژن

 حد نصاب احساس ضد

ژن یافتن ضدجهت فعالیت در دخیل احتمالی های

مطالعاتبیوانفورماتیک با)سیستماحساسحدنصابابتدا

 از دادهBLASTP وBLASTNاستفاده پایگاه هایدر

NCBI توالی( یافتن ژنبرای وهای آسیلازی های

 به مربوط گونهجنسلاکتونازی و ها هایباکتریهای

غربال در که بودندمختلفی شده جداسازی صورتگری ،

توالیژن دادهگرفتو پایگاه در هاهایهمولوگموجود

بدستآمدمربوطبهاینباکتری ها ازنرم. استفاده سپسبا

  CLCو Primer Premier 6،Primer3افزارهایینظیر

main workbench 5.5تشخ آغازگرهای یصیانواع

کارآمدترینآغازگرهابعد.معمولیودژنرهطراحیگردید

ازبررسیتماممعیارهایمهمدرطراحیآغازگرتوسطنرم

 شدندOligo7افزار انتخاب از. استفاده با بعد مرحله در

آغازگرهاییکهاتصالPrimer BLASTامکاناتآنلاین

تعدادزیادیازژن هایهایهمولوگدرباکتریمناسببا

وPCRموردنظرراداشتند،درآزمایشگاهباانجامآزمون

.یابیبررسیگردیدندسپستوالی

آنالیز آماری
 قدرت مقایسه زیستیبرای قدرت مهار مقایسه و

قالبطرحدر SAS 9.3 هاازنرمافزارکوئنچریباکتری

هامقایسهمیانگین.استفادهشدتکرارپنجدرکاملاتصادفی

درLSD آزمونیجهشدکهنتهایمختلفانجامباآزمون

.گزارشگردیدیققدرنتایجتحپنجدرصدسطحمعنیدار



نتایج
 هایباکتریبهترین و شناسایی جداسازی 

  یکوئنچر فعالیت دارای یبیوکنترل

کلنی رویمحیطبدستآمدههایتمام رشد به قادر

 NA هایکشت دمایNBیا گراد 48در سانتی درجه

باکتری این کلیه لذا بودند، ادامه جهت به هاآزمایشها

غربالمرحلهاولدر.منتقلگردیدندNBهایحاویپلیت

299 باکتری سیگنالباکتری.گردیدجداکلنی که هایی

AHLعلیههاییکهباکتریکردندیامیتولیدبهمیزانزیاد

ریپورترهاییباکتر فعالیتهاPectobacteriumیا

داشتند،ضد شدندباکتریایی گذاشته غربال.کنار از بعد

دوم 41مرحله جدایه فعالیتوضوحبه کوئنچریدارای

هایمربوطبهجنسهاجدایه.،انتخابشدندبودندبالاتری

Acinetobacter،Bacillus،Pseudomonas،
EnterobacterوXanthomonas(.9جدول)بودند

 مرحله سوم تکمیلیبررسیجهتگریغربالآزمون های

انتخاب و بیوکنترلی و کوئنچری قدرت مقایسه برای

نمایندهجدایه پذیرفت(هاجدایهبهترین)های صورت

9شکل) تنهاP. chlororaphisهایگونهجدایه.(4و

باکتریاییجدایه محیطهای تمام از که دارایبود های

گردیدندسیگنال جداسازی مختلف های  .Pهایجدایه.

putida محیط محیطC4بجز سایر از جدا .شدندها
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ها های حداقل مختلف که جداسازی از آنخاصیت کوئنچری، محیطهای دارای بیست و شش جدایه اصلی باکتری -1 جدول

 های تشخیصی صورت گرفته و  برخی آزمون
Table 1. Twenty-six main bacterial strains with quorum quenching activity, diverse minimal mediums 

which bacteria isolated from them and some bacterial detection tests 
Gram 

test 

Catalase 

test 
Oxidase 

test 
Pigment       

6 

Pigment   

5 

Pigment    

4 
Arginine 

3 
Indole 

2 

AHL 

1 
Species or genus 

of  bacteria 
Strain 

codes 

- + + + - - + - C6 Pseudomonas sp. RP151 

- + + + - - + - C10 Pseudomonas sp. RP18

- + + + - - + - C10 Pseudomonas sp. RP211

- + + + - - + - C8 Pseudomonas sp. RP26

- + + + - - + - C10 Pseudomonas sp. RP292

- + + + - - + - C10 Pseudomonas sp. RP317

- + + + - - + - C10 Pseudomonas sp. RP322

- + + + - - + - C10 Pseudomonas sp. RP371

- + + + - - + - C10 P. chlororaphis RP41

- + + + - - + - C6 P. chlororaphis RP308

- + + + - - + - C4 P. chlororaphis RP51

- + + + - - + - C8 P. chlororaphis RP141

- + + + - - + - C10 P. putida RP113

- + + + - - + - C6 P. putida RP402

- + + + - - + - C8 P. putida RP375

- + - - - - - - C4 Acinetobacter sp. AC116

- + - - - - - - C4 Acinetobacter sp. AC110

- + - - - - - - C6 Acinetobacter sp. AC144

- + - - - - - - C6 Acinetobacter sp. AC252

- + - - - - - - C4 Acinetobacter sp. AC359

- + - - - - + + C8 Enterobacter sp. En198

- + - - - - + + C8 Enterobacter sp. En411

- + - - - - + + C6 Enterobacter sp. En204

- + - - - - + + C8 Enterobacter sp. En266

+ + - - - - + - C6 Bacillus cereus Bac2
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Table 1. continued 

- + - - + + - - C6 Xanthomonas sp.* 
Xan70

*Isolated from plant phyllosphere, 1: Types of AHL in minimal medium for bacterial isolation, 2: Indole production test, 3: 

Arginine hydrolysis, 4: Xanthomonadin pigment production, 5: Yellow pigment production on YDC medium, 6: 

Fluorescent pigment production on King's B medium. 







 رابطه معکوس بین میزان فعالیت .میزان فعالیت باکتری را نشان میدهد ،شدت رنگ: کوئنچری آزمون بررسی فعالیت -1 شکل

باکتری دارای فعالیت کم و :  B1 ،(RP308)باکتری دارای فعالیت بالا  : B3وC3 شاهد،: A3.و شدت رنگ وجود دارد کوئنچری

B2  :باکتری فاقد این فعالیت. 

Figure 1. Quorum quenching activity test: The amount of color is the indicator of QQ activity with 

inverse relationship between rate of QQ activity and color intensity. A3:Control;C3 and B3:isolate with 

high activity (RP308);B1:bacterium with low activity and B2: bacterium without activity   
 





و  کم QQترکیب باکتری با قدرت  :B شاهد حاوی پکتوباکتریوم، :Aآزمون کاهش لهیدگی سیب زمینی  -2 شکل

 .بالا و پکتوباکتریوم QQبا قدرت  ترکیب باکتری:  D ،شاهد حاوی پکتوباکتریوم :C پکتوباکتریوم،

Figure 2. Reduction of potato rot test; A: Control containing Pectobacterium ;B: mix of bacterium 

with low QQ activity and Pectobacterium ; C: Control  containing Pectobacterium D: mix of bacterium 

with high QQ activity and Pectobacterium. 
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Acinetobacter محیطها از ،C6وC4حاویهایفقط

Enterobacterدارایهایمحیطازها C6 C8و

.جداشدندC6ازمحیط   Bacillusو Xanthomonasو
 .Pشاملهایکوئنچرهایباکتریهاوجنسترینگونهقوی

chlororaphis،P. putida ،Bacillus sp. و

Acinetobacter sp.یگاهاًیهارغمتفاوتبودندکهعلی

هایمختلفهریکازجدایهتواناییکوئنچریداربینمعنی

خاصآنها سیگنال یک علیه حداقل عمدتاً قدرت،،

 بالای داشتند20کوئنچری درصد جدایه. هایاکثراً

علیه،جداسازیشدهازمحیطحداقلحاویسیگنالیخاص

بود دارا ولی.ندهمانسیگنالبیشترینفعالیتکوئنچریرا

جدایه همه نمیبرای صدق موضوع این کردها مثلا.

Acinetobacter AC252های ازAC144و شده جدا

جدول)داشتندC8قدرتکوئنچریبالاتریعلیهC6محیط

درترینکوئنچرهابالاترینتواناییراغالباًقوی(.3وشکل9

  Pectobacteriumکنترل خصوصاً.ازخودنشاندادندها

هایآنکهدرمجموعبرخیجدایهP.chlororaphisگونه
عنوانبهترینعواملبیوکنترل (.3شکل)شناساییشدندبه

EnterobacterوهاXanthomonasکوئنچریوتوانایی

،بهEnterobacter En266جدایه .بیوکنترلیکمیداشتند

هایآزمایشزمینیازعلتایجادلهیدگیخفیفرویسیب

کنارگذاشتهشدمهارزیستی بجزچندمورداستثناء. عمدتاٌ

فعالیت میزان و بیوکنترلی قدرت میزان بین مستقیم رابطه

کوئنچریجدایه ها شد RP308جدایه(.3شکل)مشاهده

P. chlororaphis( بالای لهیدگی کاهش درصد 12با

علیهدرصد900کوئنچرینزدیکهمچنینفعالیتدرصد،

C6سیگنال بود،P3وP1کهبهترینعاملبیوکنترلعلیه(

.ترینکوئنچرشناختهشدقوی

 تعیین ساز وکار فعالیت ضد سیستم احساس حد نصاب 

جدایه سلولیهمه درون آنزیمی مکانیسم دارای ها

بودند جدایه. برخی وجود این انواعبا از کمی مقدار ها

جدایهمکانیسم مانند دادند نشان نیز را دیگر هایهای

RP18سودوموناس ،RP211وRP317مکانیسم که

داشتند نیز سلولی خارج آنزیم جدایه. همچنین

Acinetobacter AC116مقداریفعالیتغیرآنزیمیاز

داد نشان خود  RP308 Pseudomonasهایجدایه.

chlororaphis،Pseudomonas putida 

RP402،Acinetobacter AC252 وBac2Bacillus 

کههریکبهترینجدایهازنظرمیزانفعالیتکوئنچریو

جنسمربوطبهخود یا جدایه)بیوکنترلیدرگونه تنها یا

آمده بدست  سلولی( درون آنزیمی فعالیت فقط بودند،

.داشتند

سیستم فعالیت ضدهای دخیل در  تعیین ژن

 احساس حد نصاب 

ژن تعیین فعالیتجهت در دخیل احتمالی های

هاینماینده،ازآغازگرهایطراحیشدهکوئنچریجدایه

 جدول شد 4در استفاده برای PCRشرایط. شده بهینه

 جدول در است 3آغازگرها آمده همولوگژن. های

pvdQو quiPجدایه تمام مهمدر  .Pهای

chlororaphisوP. putidaداشتند وجود پروفایل.

یابیوبررسیوتوالی)PCRحاصلازمحصولواکنش

بیوانفورماتیک دربرایاینژن( بهP. chlororaphisها

921ترتیب در192و و ترتیببهP. putidaجفتباز

9449بهاندازهhacBقطعهژن.جفتبازبود239و881

ازگونهRP141 وRP308دوجدایهجفتبازفقطدر
P. chlororaphisقوی باکترکه وترین کوئنچر های

اینتحقیقهمچنینقوی بودند،ترینعواملبیوکنترلدر

گردیدند 2شکل)ردیابی جدایه(. هایدر

Acinetobacter AC252 وBac2 Bacillus به

ترتیب ژن 103قطعات یک به مربوط بازی جفت

 و لاکتونازی221آسیلازی ژن به مربوط بازی جفت

aiiAردیابیگردیدند.
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با  برای هر جدایه سه ستون. دهدروی محور عمودی را نشان می( درصد کاهش رنگ وایولاسئین) QQمیزان فعالیت :  A-3شکل 

درصد کاهش لهیدگی سیب زمینی روی محور  B: .نشان داده شده است C10و C6،C8انحراف معیار، مربوط به سه سیگنال 

حروف مشترک . با انحراف معیار، مربوط به سه پکتوباکتریوم نشان داده شده است برای هر جدایه سه ستون. باشدعمودی می

 (.   LSDآزمون )داری در سطح پنج درصد با هم ندارنداختلاف معنی

Figure 3. A: shows QQ activity (percentage of violacein reduction) on vertical axial. For each isolate three 

column exists with standard deviation related to three QS signals (C6, C8 and C10). B: shows percentage of 

potato rot reduction on vertical axial. For each isolate there are three columns with standard deviation 

related to three Pectobacterium. The same letters are not significantly different (P=0.05, LSD). 

 

 

 چرییت کوئنهای دخیل در فعالفهرست آغازگرهای استفاده شده به منظور ردیابی ژن -2جدول 

Table 2. List of primers using in quorum quenching genes detection 
Length 

of PCR 

product 

Genes and bacteria  
Primer sequence (5´- 3´) 

F:forward , R:reverse 

887 bp pvdQ - P.putida  PvPF: GTGCCCGTGTTTCCATTTTG 

PvPR: AAGTGCTTGGAGGTGTCGAC 

436 bp quiP - P.putida  quPF: ACCTGCAAGAGGAACTCAGC   

quPR: AACAGGTCCTGATTGTCGGC 

647 bp pvdQ - P. chlororaphis  
PvCF: ATCAGCGGCGAGAAA/GCCTTG 

PvCR: ACCTCCAAGCACTTCACCCT   

964 bp quiP - P. chlororaphis  
quCF: GCTACAAGCCCGAATACTGGA 

quCR: TGGTCATAGGGGTGGAGCAT 

1221 bp hacB  - P.chlororaphis RP308 و  RP141 haBF:GGACGGAGTCAACCAGTATCA 

haBR:TGGAGTTTCTGGCTGGCTTC 

703 bp penicillin acylase-Acinetobacter  Aci-F: TGATTCAAGCGGCACAAAGC/T 

Aci-R : TCCTTTTGACTCACCGCATC 

459 bp Lactonase -aiiA- Bacillus  Aia1F:TAAAGCGTGTAGGGTATGAGCC 

Aia2R:CCTGCTCTATATCATGGCCA 

 

 

 بهینه شده برای آغازگرهای مختلف  PCR آزمون شرایط -3جدول 

Table 3. Optimized PCR reaction conditions for different primers  
quiP, hacB and 

pvdQ genes in  P. 

chlororaphis 

pvdQ and quiP 

genes in P. putida 
aiiA gene in 

Bacillus 
An acylase gene 

in Acinetobacter 
Stages of PCR Cycle 

number 

5 minutes in 94 °C  5 minutes in 94 °C  5 minutes in 94 °C  5 minutes in 94 °C  Initial 

denaturation 
1 

30 seconds 94 °C  30 seconds 94 °C  30 seconds 94 °C  30 seconds 94 °C  Denaturation   

30   30 seconds 55 °C  45 seconds 57 °C  45 seconds 57 °C  30 seconds 55 °C  Annealing 

45 seconds 72 °C  45 seconds 72 °C  45 seconds 72 °C  45 seconds 72 °C  Extension 

5 minutes in 72 °C  5 minutes in 72 °C  5 minutes in 72 °C  5 minutes in 72 °C  Final extension 1 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/658992721?from=1844151&to=1846568&report=gbwithparts
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های ترتیب با اندازه به ،% 5/1ژل آگاروز  روی quiP  و  pvdQ ،hacBسه ژن آسیلازی  PCRمحصولات  -4شکل 

bp746،bp  1221 وbp 474 مربوط به  P. chlororaphis های جدایهRP308  وRP141 . (bp: جفت باز )  

Figure 4. PCR products of three acylase genes, pvdQ, hacB and quiP on 1.5% agarose gel, respectively 

with 647 bp, 1221 bp and 964 bp length related to P. chlororaphis RP308 and RP141. (bp: Base Pair) 

 

 بحث

دنیا مطالعاتمختلفدر ایراندر قابلیهاباکتریو

باتواناییضدهایمختلفاوگونههکشتمتعلقبهجنس

 ,.Mei et al)اندسیستماحساسحدنصابگزارششده

2010; Uroz et al., 2007; Mahmoudi et al., 

2011; Chen et al., 2019; Kaur and 

Yogalakshmi, 2018.) می برخیانتظار رفت

کهBacillusهایجنسهایگرممثبتنظیرجدایهباکتری

باکتری عنوان به مطالعات از بسیاری کوئنچردر های

باشند جنسغالب بودند،  ,.Dong et al)گزارششده

2002; Vinoj et al., 2014.)دراینتحقیقبهطور اما

جدایه خاص جنس ترینفراوانPseudomonasهای

خاصیتکوئنچریشناساییشدههایجدایه ،حداقلدربا

.هایبررسیشدهدرایرانبودندریزوسفروفیلوسفرنمونه

توسطسایرمحققیندرجنس،aiiAژنهمچنین قبلاً که

به باکتری این علتفعالیتکوئنچری عنوان باسیلوسبه

شناساییگردید بود،  ,.Rajesh and Rai)اثباترسیده

2014; Dong et al., 2000; Dong et al., 2002.)

تحقیق این در شده طراحی آغازگر بر علاوه البته

کلون برای مختلف مقالات در نیز دیگری آغازگرهای

 تشخیصژن یا استaiiAکردن رفته  Ouyang)بکار

and Li, 2016; Dong et al., 2000.)هایجنسجدایه

Acinetobacter، محیطحاوی از جداسازیC4عمدتاً

سیگنال.گردیدند اینکه وجود با نظیر درC4هایی

نداشتپکتوباکتریوم وجود شده آزمایش اماهای ،

اینمحیطنیزصورتگرفت علتاینکه.جداسازیاز به

علیباکتری محیط این از شده جدا بودنرغمهای دارا

سیگنال، این روی بر اثر بهترین سایربودممکن علیه

سیگنال در موجود باشندپکتوباکتریومهای موثر نیز ها

درتحقیقاتانجام.(نتایجتحقیقنیزاینموردراتاییدکرد)

جدایه برخی در محققین سایر توسط هایشده

Acinetobacter جدایه جمله فعالیتC1010از ،
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قبلا(.et al Kang,.2004)بودگردیدهآسیلازیمشاهده

باکتری که بود مشخصشده کوئنچر دارایهای معمولا

آنزیم آسیلازها)هایی بویژه مقابل( در که هستند

مختلفسیگنال نشانAHLهای را متنوعی عملکردهای

هاراغیرفعالهاگروهخاصیازسیگنالاینآنزیم.دهندمی

بیمی یا اثر کم دیگر برخی روی که حالی در اثرکنند

 et al; Reina ., 2003et alLin ;2019 ,.)هستند

., 2014et alKoch .)دربرخیتحقیقات،بهعنوانمثال

Pseudomonasبهعنوانباکتریدارایفعالیتکوئنچری

بلندبابیشازعلیهسیگنال کربنشناختهششهایزنجیره

باهاییازاینباکتریدیگرجدایهیشدندودرتحقیقات ها

تاییگزارششدندششهایباتعدادکربناثررویسیگنال

(., 2013; et al; Lasarre ., 2011et alWahjudi 

., 2010et alokhove B.)هایدراینتحقیقانواعجدایه

اثرات با جنس ازاین وسیعی طیف علیه مختلف

بهطوری.هایمتفاوتشناختهشدندهایبازنجیرهسیگنال

جدایه برخی جنسموثرکه این باکتریهای ترین علیهها

سیگنال از)C6های بسیاری اصلی سیگنال عنوان به

جدایه Pectobacteriumهای بودند( تحقیق. این در

شده،هاجدایه شناخته کوئنچری ژن تعداد بیشترین با

هایجدایه.ازخودنشاندادندرابالاترینفعالیتکوئنچری

این.chlororaphisPمختلفگونه در بررسی مورد

باکتریاییکوئنچرهایکهبهعنوانبهترینجدایه،پژوهش

علیه بیوکنترلی خاصیت شناختهPectobacterium با

دوژنیوسهژنیقرارگرفتند دردوگروه شدند، گروه.

اضافه ژن علتداشتن به احتمالا دوم خاصیتhacBتر ،

 بالاتری بیوکنترلی و داشتندکوئنچری بقیه به نسبت از.

تمامهاییبودندکهازاینگونهتنهاجدایههایطرفیجدایه

اینموضوع.ندهایحاویسیگنالجداسازیگردیدمحیط

عملکرد و بالاتر کوئنچری فعالیت بر بیشتر تاییدی

دستهگسترده علیه سیگنالتر مختلف اینهای توسط ها،

گونهاست هاییکگونهنکتهمهماینکهخیلیازجدایه.

دارندولیقدرتکوئنچریدرآناینژنباکتری را هاها

دارد فرق باکتری. از بسیاری نیز تحقیق این یکدر های

اختلاف توانایی این میزان در داشتندمعنیگونه دار این.

تربودهاییکجنسفاحشاختلافدربینجدایه مانند.

جنسسودموناسجدایه بههای نگاهی با که تحقیق این

لزوماینموضوع.مطلبمذکورقابلدرکاست3شکل

برای غربالگری جدایهایجاد قابلیافتن درهای کاربرد

می تایید را می.کندکشاورزی بیان فقطهمچنین کند

ویژگی سایر نیستو کافی درردیابیژن نیز هایجدایه

درP1جدایهتحقیقدراین.قابلیتکاربردآنموثراست

روییقدرتلهیدگیبالاترP3وP2هایجدایهمقایسهبا

سیب داشت نشده)زمینی داده نشان آن(نتایج کنترل اما

باکتری با کاهشلهیدگی انجامجهت بهتر کوئنچر های

شد ترکیبPectobacterium هایجدایهظاهراً. با

فعالیتضدتر،حداقلازنظرکنترلمبتنیبرمتنوعسیگنالی

نصاب، حد احساس گیاهیسیستم بیمارگرهای

می مورد.باشندخطرناکتری در حالت این دارد احتمال

باکتری از نیزبسیاری سیگنال چند با دیگر بیمارگر های

باشد داشته وجود آ. موضوع، این اثبات هازمایشبرای

.لازماستAHLهایباسیگنالتکمیلیرویسایرباکتری

بیانژنوانواعکروماتوگرافیهمچنین مطالعاتآنزیمی،

دقیق مکانیسم تا است لازم شده انجام تحقیق ادامه در

.هامشخصگرددعملکرداینباکتری
 

 سپاس گزاری

حمایت از وسیله گروهبدین اعضای هایهای

دانشگاه گیاهپزشکی لرستان و ایلام قدردانیهای

.گرددمی
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Abstract 

Background and Objectives 

Quorum sensing (QS) is a process of cell to cell communication that allows bacteria to be 

aware about cell density. In this phenomenon bacteria communicate with each other 

through signaling molecules such as N-acylhomoserine lactones (AHLs). Also, virulence 

gene expression in many pathogenic bacteria like Pectobacterium is under control of QS. 

Some bacteria can degrade AHLs molecules by a process called anti quorum sensing or 

quorum quenching (QQ); therefore, QQ can be used in biocontrol of plant pathogenic 

bacteria. The main purpose of this research was to detect QQ genes in strong QQ-based 

biocontrol bacteria. 

Materials and Methods 

In this investigation, QQ bacteria were isolated from rhizosphere and phyllosphere of 

some agricultural and non-agricultural plants using minimum media containing AHL. 

QQ bacteria were identified using biosensors CV026 and VIR07. Mechanism of QQ 

action was determined by heating, proteinase treatment and filtering methods. 

Afterwards, in order to find acylase and lactonase genes in these bacteria, homology 

searches were performed using BLASTn and BLASTp in NCBI. Then, several primers 

were designed by several softwares including CLC main workbench 5.5, Primer Premier 

6, Primer3, Oligo7 and primer BLAST.  

Results 
The most abundant and strongest QQ isolates were shown enzymatic activity. Main 

twenty-seven isolates with high QQ activity were detected. Four genera and species 

including Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas putida, Acinetobacter sp. and 

Bacillus sp. were found as the bacteria with highest QQ and biocontrol ability against 

Pectobacterium. As a results of this study, in the Bacillus Aiia lactonase gene; in P. 

chlororaphis three acylase genes of pvdQ ،quiP and hacB; in P.putida two acylase genes 

of  pvdQ and quiP  and in Acinetobacter one acylase genes were traced.  

Discussion 

According to the results of this investigation, Pseudomonas genus was determined as the 

frequent QQ bacteria. Also, P. chlororaphis species with the strongest QQ activity, were 

divided in to two groups; the first isolates with two acylase genes (pvdQ and quiP) and 
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the second isolates containing extra homologous acylase hacB. Isolates of the latter 

group with the most detected genes involved in QQ, were identified as the best QQ-based 

biocontrol bacteria against Pectobacterium. 

 

Keywords: Cell communication, Pseudomonas, Pectobacterium, acylase and lactonase 

genes 

 

 

 

 


