
 دانش گیاهپزشکی ایران

 (954-942)ص  4936پاییز و زمستان ، 2 ة، شمار64 ةدور

 E-mail: starighi@um.ac.ir  13454151541* تلفن: 

 های  زایی با توان هستۀ یخ در استرین بررسی ارتباط برخی از فاکتورهای بیماری

Pseudomonas syringae دار هسته ۀشده از درختان میو جدا 
 

 3و پریسا طاهری *2، سعید طریقی1الهه طاهری

 پزشکی،  شناسی گیاهی و دانشیاران، گروه گیاه . دانشجوی سابق کارشناسی ارشد بیماری3و  2، 1

 دانشکدۀ کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد

 (22/8/1332تاریخ تصویب:  - 22/1/1332)تاریخ دریافت: 

 

 چکیده

زایی  بیماری در مؤثر فاکتورهای تولید کنندۀ کنترل های پدیده از یکی احساس پدیدۀ حد نصاب

که یکی از  P. syringae، اما ارتباط توانایی ایجاد هستۀ یخ در باکتری است ها باکتری از برخی

به منظور بررسی آن، فاکتورهای مؤثر در تشدید بیماری است، با این پدیده مشخص نشده است. 

دار استان  نمونه )شامل برگ و شکوفه( از سرشاخۀ درختان میوۀ هسته 228، 1332در بهار 

های مولد هستۀ یخ، شناسایی شدند و از میان آنها  آوری شد. باکتری خراسان رضوی، جمع

 ( تشخیص دادهLOPATلوپات )های  با استفاده از آزمون P. syringaeهای متعلق به گونۀ  ایهجد

زایی سه فاکتور تحرک، حساسیت به پراکسید هیدروژن  های مؤثر بر بیماری شدند. از میان فاکتور

ی داشتند، زیادهایی که قدرت هستۀ یخ  میزان تحرک در جدایه دند.شو تولید پایووردین بررسی 

هایی بود که به عنوان هستۀ یخ ضعیف، شناسایی شدند. اختلاف  طور معناداری بیشتر از جدایه هب

قوی های  معناداری در رابطه با حساسیت به پراکسید هیدروژن و تولید پایووردین در میان جدایه

 شده از و ضعیف هستۀ یخ، مشاهده نشد. هموسرین لاکتون موجود در شش جدایۀ انتخاب

P. syringae  مختلف هستۀ یخ، جداسازی و با استفاده از بیوسنسور های  مربوط به گروههای

Chromobacter violaceum CV026( روی صفحۀ کروماتوگرافی ،Thin-layer Chromatography )

ها را  دند. نتایج ما ارتباط مستقیمی بین قدرت هستۀ یخ و میزان تولید هموسرین لاکتونشردیابی 

هایی که تحرک بیشتری دارند، قدرت هستۀ  نشان داد و ثابت کرد جدایه P. syringaeدر باکتری 

 یخ بیشتری نیز دارند.

 

 پدیدۀ حد نصاب احساس، هستۀ یخ، هموسرین لاکتون.، باکتری کلیدی: هایهواژ
 

 مقدمه

های  سطوح برگی حاوی تودة عظیمی از جمعیت

ر شوند. بیشت فیت نامیده می اند که اپی باکتریایی

قبل از  P. syringaeبیمارگر گیاهی مثل های  باکتری

 Beattieکنند ) ایجاد بیماری، سطح گیاه را کلنیزه می

& Lindow, 1995; Lindow & Brandl, 2003;. 

Hirano & Upper, 2000 احتمال ایجاد بیماری روی .)

بیمارگر های  فیتی باکتری گیاهان با اندازة جمعیت اپی

(. دیگر Kennedy et al., 1992) ارتباط نزدیکی دارد

مولد هستۀ یخ نیز های  مضر مثل باکتریهای  باکتری

در سطح گیاهان به فراوانی حضور دارند. از طرفی، 

توانند با رقابت مانع  غیر هستۀ یخ میهای  باکتری

مولد هستۀ یخ شوند های  افزایش جمعیت باکتری

(Lindow & Brandl, 2003بنابراین فاکتور .)  مؤثر های
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باکتریایی در تعیین سلامت های  بر اندازة این جمعیت

 گیاهان اهمیت زیادی دارند.

اند،  سلولی تکهایی  میکروارگانیسمها  گرچه باکتری

ها،  دهند. در بیوفیلم گروهی نشان میهای  اغلب رفتار

مختلف، ممکن های  ود در قسمتمنفرد موجهای  سلول

متفاوتی داشته باشند. در نتیجه، این های  است فعالیت

موجود در های  گیرد که جمعیت نظریه شکل می

های  بیوفیلم ممکن است مرحلۀ تکاملی بین ارگانیسم

چندسلولی های  نیافته و ارگانیسم سلولی تخصص تک

د ان ای را ایجاد کرده یافته تخصصهای  باشد که سلول

(McLean et al., 1997بیان رفتار .)  باکتریایی های

 Quorumاغلب در اثر پدیدة حد نصاب احساس یا 

sensing (QS)  است که به عنوان فرایند معمول در

مختلف های  گردد و در زیستگاه شناسایی میها  باکتری

 Pierson etگیرد ) مثل درون یا سطح گیاهان انجام می

al., 1998a; Whitehead et al., 2001; Toth et al.,. 

2004; .)QS ها این  سیستمی است که به باکتری

دهد تا وضعیت جمعیت خودشان را  امکان را می

 (.Nealson & Hastings, 1979احساس کنند )

های گرم مثبت و گرمپ منفی از  باکتری

سیگنال مختلفی برای احساس میزان های  مولکول

های  کنند. عملکرد جمعیت خودشان استفاده می

کوچک در های  سلولی نیز به واسطۀ این مولکول

 & Camilliشوند ) ارتباطات سلول به سلول تنظیم می

Bassler, 2006ها، مثل  (. برخی از خصوصیات باکتری

دانه،  د سیدروفور، تشکیل رنگبیوتیک، تولی تولید آنتی

(، EPSخارج سلولی )های  ساکارید تحرک، تولید پلی

زایی و نیز برخی رفتارهای دیگر، در کنترل  بیماری

 غلظت ،باکتری جمعیت اند. با افزایش QSمکانیسم 

 یابد می افزایش نیز QS به وابسته سیگنالهای  مولکول

(Ren et al., 2005; Toth et al., 2004; Whitehead 

et al., 2001; Pierson et al., 1998a;ترین  (. معمول

های گرم منفی تولید  باکتریهای  سیگنالی که سلول

نام  N- acyl homoserin lactones (AHLs)کنند  می

 ,.VonBodman et al., 2003; Whitehead et al)دارد 

2001; Pierson et al., 1998b.)  با افزایش جمعیت

 موجبیابد و  افزایش می AHLsدار ها مق باکتری

های رونویسی و بیان یا حتی  کننده تحریک تنظیم

-Vonشود ) ها می خاموشی سری خاصی از ژن

Bodman et al., 2003; Elasri et al., 2001; Pierson. 

et al., 1998bزایی در فاز  ها در بیماری (، اغلب این ژن

 Quinones etروی گیاهان سالم ) ها فیتی باکتری اپی

al., 2004; 2005 و ارتباط بین باکتری و گیاه )

(Morello et al., 2004; Pierson et al., 1998a;b )

 دخیل هستند.

باکتریایی برای زندگی در های  هنگامی که جمعیت

یک نیچ اکولوژیک بیش از حد زیاد شود، سیستم 

Quorum sensing دهد  باکتری اجازه میهای  به سلول

( منتشر گردند Swarmingای ) کت تودهبه واسطۀ حر

(Whitehead et al., 2001با توجه به بررسی .)  هایی

انجام گرفته، در  P. aeruginosaکه روی باکتری 

ای  محلی که میزان آهن فراوان باشد، حرکت توده

(Swarmingکاهش می )  یابد. در نتیجه، در شرایطی

تولید  که مواد غذایی کم باشد، یا در دسترس نباشد،

شود. در  تحریک می Swarmingو ها  بیوسورفاکتانت

دهد به جای استقرار و  این حالت باکتری ترجیح می

تشکیل بیوفیلم، حرکت کند و نیچ اکولوژیک دیگری با 

 ;Deziel et al., 2003)تر پیدا کند  مواد غذایی مناسب

Shrout et al., 2006 .)Redfield (2002،)  بیان کرد که

تواند  سیگنال میهای  کت به واسطۀ مولکولتنظیم حر

فیزیکی محیط های  اثبات کند که درک ساختار

طور  ها است. به مفیدتر از درک حضور دیگر باکتری

فاکتور بسیار مهمی ها  کلی، وجود تحرک در باکتری

بدون این ویژگی قادر به ها  است، زیرا برخی جدایه

 ایجاد بیماری و نفوذ به میزبان نیستند.

ها  در شرایط کمبود آهن بیشتر میکروارگانیسم

آهن را در سطح غشای سلولی های  سیدروفور و گیرنده

 & Neilands & Leong, 1986; Loperکنند ) تولید می

Buyer, 1991سودوموناس معمولاًهای  (. گونه 

فلورسنت سبز مایل به زرد )پایووردین های  سیدروفور

قادرند آهن را در  کنند که تولید می یا سودوباکتین(

مناطقی که فراوانی آن بسیار اندک است، جذب کنند 

(Loper & Buyer, 1991 معمولاً میزان آهن روی .)

( Loper & Lindow, 1994)بیشتر گیاهان ناچیز است 

تواند با دریافت این عنصر از محیط،  و پایووردین می

اطراف شود؛ در نتیجه به عنوان های  مانع رشد سلول



 959 ... زایی با بررسی ارتباط برخی از فاکتورهای بیماری و همکاران: طاهری 

ای در این جنس   مل رقابتی، از اهمیت ویژهیک عا

 & Loper & Buyer, 1991; Duffyبرخوردار است )

Efago, 1997). 

های  دفاعی گیاه در برابر بیمارگرهای  واکنش

اکسیژن های  باکتریایی، اغلب موجب تولید سریع گونه

 .شود که این عمل انفجار اکسیداتیو نام دارد فعال می

H2O2 کند.  در سلول گیاهی ایفا می مختلفیهای  نقش

شود، به  به گیاه میها  مانع نفوذ میکروارگانیسم

سلولی  پراکسیداز داخل و بینای  تجزیههای  واکنش

کند، بین ترکیبات ساختمانی دیواره و  کمک می

سلولی را محکم  ةو دیوار کند میلیگنین پیوند برقرار 

ی ایجاد سد دفاعها  ند. در برابر میکروارگانیسمگردا می

طور  د. بهکندفاعی را تنظیم های  تا گیاه پاسخ کند می

یک مولکول قابل پخش در غشای  H2O2 ،کلی

های  که پاسخ استسلولی  بیولوژیک و سیگنال بین

در نتیجه (. Gara et al., 2003کند ) دفاعی را فعال می

ها  توجه باکتری شایان داشتن آنزیم کاتالاز از مزایای

 زایی است. یستم دفاعی گیاه و بیماریبرای غلبه بر س

تا حد زیادی مشابه  P. syringaeدر  QSسیستم 

گرم منفی است. تولید سیگنال های  باکتری دیگر

AHL  درP. syringae  3که-oxo-hexanoyl-

homoserine lactone (3-oxo-C6-HSL)  نام دارد، با

و ژن  ahlI ةکنند های سنتز افزایش بیان ژن

 ,.Quinones et alیابد ) افزایش می ahlR ةکنند تنظیم

2004; Dumenyo et al., 1998 پروتئین .)AhlI ،

 S-adenosylmethionin، از AHLسیگنال موجب تولید 

(SAM) پروتئین  ،ها غلظت سلول . با افزایششود می

AhlR  3کمپلکس پایداری را با سیگنال-oxo-C6-

HSL دهد و بیان ژن  تشکیل میahlI  آنو به تبع، 

تحت   AhlIRدهد. سیستم تولید بیشتر سیگنال رخ می

گیرد  تنظیمی نیز قرار میهای  پروتئین دیگرتأثیر 

(Quinones et al., 2004; Dumenyo et al., 1998; 

Kitten et al., 1998 پروتئین .)AefR ةکنند تنظیم 

 است P. syringaeدر  QSمهمی برای سیستم 

(Quinones et al., 2004 .)AefR  برای رونویسی ژن

ahlI  3مورد نیاز است و سطح تولید-oxo-C6-HSL  را

دیگری است که اثر  ةکنند تنظیم GacAبرد.  بالا می

مشابهی روی فرایند تحریک تولید سیگنال دارد 

(Quinones et al., 2004; Dumenyo et al., 1998; 

Kitten et al., 1998 هر دو پروتئین .)AefR  وGacA ،

شناخته  AhlIRهای سیستم  کننده  ن فعالبه عنوا

 (.Quinones et al., 2004اند ) شده

به دلیل ایجاد تغییرات  ahlIایجاد اختلال در ژن 

ها و اثراتی که روی بیان  در تولید بیوسورفکتانت

موجب تغییر گذاشت،  gacSو  gacAهای  ژن

بر روی آگار جامد  P. syringaeهای  مرفولوژی کلنی

(. گزارش شده است Kinscherf & Willis, 1999شد )

زایی، ‌بیماریهای  اثری بر تولید فاکتور QSکه 

سلولی یا ایجاد توکسین  خارجهای  پروتئاز

 Kinscherf( ندارد )Syringomycinسیرینگومایسین )

& Willis, 1999; Dumenyo et al., 1998به علاوه .)، 

ahlIموتانت 
روی باقلا و تحرک را از بین  زایی اریبیم -

(. توانایی ایجاد Kinscherf & Willis, 1999برد ) نمی

ها یکی از فاکتورهای  هستۀ یخ در برخی از باکتری

زدگی فضای  زایی است که با افزایش دمای یخ بیماری

زدگی اتفاق  یخ سلولی در دماهایی که معمولاً بین

ها  مولیز سلولایجاد زخم و پلاس موجبافتد،  نمی

شرایط نفوذ بیشتر پاتوژن را  ،و بدین ترتیب شود می

از ها  در برخی از باکتریها  د. این ویژگیآور فراهم می

 Pantoea agglomeransو  P. aeruginosaقبیل 

 Nejadشوند ) کنترل می AHLطور مستقیم توسط  به

& Ramstedt, 2006 .) Quinones et al.(2005 ،)

میزان تولید  AefRو  AhlIRسیستم  که نشان دادند

EPSرا ها  ، تحمل به استرس اکسیداتیو و نابودی بافت

طور منفی کنترل  ولی میزان تحرک را به ،طور مثبت به

ند. به علاوه، این کمپلکس تنظیمی موجب ک می

آب سوخته روی غلاف باقلا های  کاهش یا افزایش لکه

یط به شراها  م بیماری روی برگئشود و علا می

های  محیطی بستگی دارد. محققان حضور مولکول

سیگنال وابسته به سیستم احساس حد نصاب را در 

 Nejadهای مولد هستۀ یخ به اثبات رساندند ) باکتری

& Ramstedt, 2006; Shepherd & Lindow, 2009)، 

در کنترل صفات  P. syringaeدر باکتری  QSاما نقش 

ستۀ یخ هنوز کاملاً زایی و ایجاد ه مرتبط با بیماری

گونه تحقیقی در  واضح نیست. با توجه به اینکه هیچ

ارتباط بین توانایی ایجاد هستۀ یخ با میزان  زمینۀ
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ر فاکتورهای دیگیا  ،ها تولید هموسرین لاکتون

، انجام نشده است P. syringaeزایی در باکتری  بیماری

تحقیق حاضر به منظور روشن ساختن ارتباط میان 

 مقدار تولید سیگنال صورت گرفت. تارها واین رف

 

 ها مواد و روش
 آوری نمونه جمع

مولد های  به منظور جداسازی و شناسایی باکتری

، در بهار سال P. syringae ۀهستۀ یخ متعلق به گون

نمونه از برگ و شکوفه درختان زردآلو،  262، 4932

آلبالو، گیلاس، آلو، هلو، شلیل، بادام و گوجه سبز 

زیر کشت این درختان در  ةد در مناطق عمدموجو

استان خراسان رضوی )مشهد، طرقبه )کنگ و نقندر(، 

 آوری جمعشاندیز، زشک، اخلمد، چناران و نیشابور( 

باغ )دارای  2گردید. برای این منظور از هر منطقه 

طور کاملاً  مدیریت( و در هر باغ به بدونمدیریت و 

درخت  2گونه ) درخت از هر 6های  تصادفی سرشاخه

درخت بدون علائم( انتخاب  2دارای علائم شانکر و 

 برایداخل پاکت کاغذی قرار گرفتند و ها  شدند. نمونه

 د.شدنبررسی به آزمایشگاه منتقل 
 

 King’s medium B جداسازی سودومونادها روی محیط

حاوی های  ها، سرشاخه‌برای جداسازی این باکتری

سپس با استفاده از برگ و شکوفه انتخاب شدند. 

تر خرد و ‌به قطعات کوچکها  قیچی سترون نمونه

قطره توئین  2آب مقطر استریل به همراه  ml  211در

21 (Tween 20 به مدت )ساعت بر روی شیکر تکان  4

سری رقت  آمده دست به داده شدند. از سوسپانسیون

 KBاز هر رقت، بر روی محیط  lµ 25تهیه شد و 

ساعت داخل انکوباتور  62ها  دیشکشت گردید. پتری 

 گراد نگهداری شدند. سانتی ۀدرج 22با دمای 

 
 ها‌سازی و نگهداری جدایه خالص

 ۀدان هایی که قادر به تولید رنگ از میان باکتری

 برایجدایه  421طور تصادفی  به ،فلورسنت بودند

بیشتر انتخاب شدند. برای اطمینان از های  آزمون

ده، هر تک کلنی مجدداً جداشهای  خلوص باکتری

د. از ش( مخطط NAروی محیط کشت آگار غذایی )

و  گردید شده، سوسپانسیون تهیه خالصهای  باکتری

 گراد نگهداری شد.‌سانتی ۀدرج 6در دمای 
 

 آزمون هستۀ یخ

برداری و جداسازی، به منظور  بعد از اتمام نمونه

های مساوی از  شناسایی عوامل مولد هستۀ یخ، غلظت

 412پانسیون باکتری تازه رشدکرده تهیه شدند )سوس

درجۀ  -7تا  -5لیتر( و در دمای  سلول در هر میلی

گراد قرار داده شدند. از آب مقطر استریل به  سانتی

هایی که پس  عنوان شاهد منفی استفاده شد. باکتری

دقیقه در مقایسه با شاهد یخ زدند، به عنوان  91از 

 ,.Schaad et al) هستۀ یخ مثبت جداسازی شدند

2001). 

 
 شده سودومونادهای جدا ۀشناسایی جنس و گون

 KBآزمون تولید رنگ فلورسنت، با استفاده از محیط 

های سبز رنگ فلورسنت که  صورت گرفت و جدایه

انتخاب شدند.  ،بودند Pseudomonasمتعلق به جنس 

 ۀتفکیک گون برایهای لوپات  آزمون ،دامهدر ا

syringae  گرفتهای این جنس انجام  ر گونهدیگاز .

آرژنین دی  زمینی )پکتیناز( و آزمون لهانیدن سیب

، اکسیداز به Schaad et al. (2001)هیدرولاز به روش 

 & Lelliot(، کاتالاز به روش 1956) Kovacsروش 

Stead (1987)ده از محیط کشت ، تولید لوان با استفا

 ,Fahy & Persley% سوکروز )5آگار غذایی حاوی 

 Klement et( و واکنش فوق حساسیت به روش 1983

al. (1964) گرفتشمعدانی انجام های  ی برگرو. 

 
 ها‌زایی در میان جدایه قدرت هستۀ یخ ۀمقایس

باکتری در آب  ةها، از کشت تاز قدرت ۀمقایس برای

و چهار رقت  شده مقطر استریل سری رقت تهی

cfu/ml 413 ،412 ،417  در دمای ها  از باکتری 414و

هایی  گراد قرار گرفتند. باکتری سانتی ۀدرج -7تا  -5

سلول در هر  417یا  414که در کمترین زمان 

یخ زد، به عنوان هستۀ یخ قوی و ها لیتر از آن میلی

ها لیتر آن سلول در هر میلی 413یا  412که هایی  باکتری

 زد، به عنوان هستۀ یخ ضعیف در نظر گرفته  یخ

 شدند.
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 (Swarmingای )  بررسی میزان حرکت توده

ها  برای این منظور سوسپانسیونی از کشت تازة باکتری

به روش ها  سازی غلظت تهیه گردید. پس از یکسان

نانومتر  411اسپکتروفتومتری در طول موج 

(4=nm411ODدیسک ،) متر ‌یهای کاغذی به قطر شش میل

ها آغشته و در مرکز پتری  سترون، به سوسپانسیون جدایه

% قرار داده شدند 6/1با آگار  KBدیش حاوی محیط 

(Chow et al., 2011 آزمون در سه تکرار برای هر .)

 26ها بعد از  جدایه انجام گرفت. میزان تحرک در جدایه

 و ثبت گردید.متر، محاسبه ‌ساعت بر حسب سانتی

 
 بررسی میزان حساسیت به پراکسید هیدروژن

میزان تولید آنزیم کاتالاز در میان  ۀمقایس برای

از آزمون حساسیت به پراکسید هیدروژن ها  جدایه

(H2O2)  استفاده شد. برای این منظور، ابتدا µl21  از

 یکسانهای  )غلظتها  باکتری ةسوسپانسیون کشت تاز

4=nm411 ODپتری دیش پخش شد و پس  ( در سطح

کاغذی سترون شش های  از خشک شدن آن، دیسک

% در مرکز پتری دیش H2O2 9متری آغشته به ‌میلی

(. آزمون برای Lelliot & Stead, 1987قرار گرفتند )

 ۀ. قطر هالگرفتتکرار انجام  9هر جدایه در 

 د.شگیری  هساعت انداز 26بازدارندگی بعد از 

 

 بررسی میزان تولید سیدروفور پایووردین

 Casamino acids (5 از محیط ml  5درها  جدایه

 MgSo4گرم  25/1و  K2HPO4گرم  CAA  ،5/4گرم

ساعت رشد در  26زنی شدند. پس از  در لیتر( مایه

از  ml4سلسیوس،  ۀدرج 22انکوباتور شیکر 

وتیوپ ها در محیط فوق به میکر سوسپانسیون باکتری

به مدت پنج  rpm 7111 سترون منتقل و در دور

پور  وژ شد. فاز رویی از فیلترهای میلییدقیقه سانتریف

µm 22/1  عبور داده شد و سپس میزان نور جذبی

آمده با استفاده  دست هپایووردین موجود در فاز رویی ب

 nm615 از دستگاه اسپکتروفتومتر و در طول موج 

 (.Munsch et al., 2000)ثبت گردید 

 

 TLCبه روش ها  استخراج و ردیابی هموسرین لاکتون

محیط  ml51 منتخب، در های  برای این منظور جدایه

(NB)
 

Nurtient Broth ساعت داخل  26مدت  به

د رشد داده شدند. گرا‌سانتی ۀدرج 22انکوباتور شیکر 

های باکتری افزایش یافت،  هنگامی که غلظت سلول

 rpm( با سرعت4nm>411ODسوسپانسیون باکتری )

وژ گردید. فاز رویی یدقیقه سانتریف 41به مدت  7111

حجم  4/1عبور داده شد و به میزان  µm 2/1 از فیلتر

 آمده دست بهآن اسید کلریدریک، اضافه گردید. محلول 

 22ساعت دیگر، در انکوباتور شیکر با دمای  26مدت  به

با  91:71گراد نگهداری شد. سپس به نسبت  درجۀ سانتی

دی کلرومتان مخلوط گردید. پس از تکان دادن محلول 

مدت یک دقیقه، با تشکیل دو فاز در این مرحله، فاز  به

 62زیری که حاوی سیگنال بود، جداسازی و طی مدت 

شده  های استخراج . سیگنالساعت، زیر هود خشک گردید

% در داخل آب مقطر، 51 محلول استونیتریل µl511در 

گراد نگهداری شدند ‌درجۀ سانتی -21حل و در فریزر 

(McClean et al., 1997.) 

-Thinها، از روش‌ردیابی هموسرین لاکتون برای

layer Chromatography  (TLC به همراه بیوسنسور )

Chromobacter violaceum CV026 ، اهدایی پروفسور

کامارا از دانشگاه ناتینگهام انگلستان استفاده شد 

(McClean et al., 1997.)µl  61  از هر نمونه روی

با  Gفعال شده )سیلیکاژل  TLCصفحه )پلیت( 

متر( بارگذاری شد. کروماتوگرافی  میلی 25/1ضخامت 

 )نسبت حجمی آب  -با استفاده از حلال متانول

سیگنال بر اساس های  . مولکولگرفت( انجام 41-61

در سطح صفحه حرکت  ،قطبیت متفاوتی که داشتند

حضور  ۀو از یکدیگر تفکیک شدند. به واسط ندکرد

( violaceinباکتری سنسور و تولید رنگ ویولاسین )

 در سطح صفحه قابل رؤیت ها  توسط آن، باند

 دند.ش

 

 نتایج و بحث
 مولد هستۀ یخ های  P. syringaeشناسایی 

 71های فلورسنت مولد هستۀ یخ،  از میان جدایه

جدایه که واکنش اکسیداز، آرژنین دی هیدرولاز و 

ولی قادر به  ،زمینی در آنها منفی بود لهانیدن سیب

به عنوان  ،ایجاد واکنش فوق حساسیت در توتون بودند

P.syringae  تری (. باک4در نظر گرفته شدند )جدول
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P. syringae باکتریایی مولد  ۀترین گون‌به عنوان فراوان

جداسازی ها  میزبان ۀنواحی و هم ۀهستۀ یخ، از هم

، Lindow et al. (1982)شد. این نتایج با نتایج 

 مطابقت داشت.

 

 زایی قدرت هستۀ یخ ۀمقایس

 همۀ ،طی مدت زمان کوتاهیها  در تعدادی از جدایه

 ،Feil et al. (2005)نتایج  یخ زدند. بر اساسها  رقت

ند که کن ضد یخ نیز تولید میهای  ها پروتئین‌باکتری

های  به داخل محیط کشت ترشح و با نشستن روی بلور

کنند و دمایی را که برای  جلوگیری میها یخ از رشد آن

 دهند. رشد و فعالیت آنها مورد نیاز است را کاهش می

هستۀ یخ در  با توجه به تنوع در میزان قدرت تشکیل

 INAها، این امکان وجود دارد که فنوتیپ ‌میان جدایه

ضدیخ تنظیم شده های  پروتئین ۀو قدرت آن، به واسط

ها در بخش مرکزی توالی  یا اینکه تعداد تکرار ،باشند

پروتئین هستۀ یخ بر قدرت آنها اثر گذاشته باشد 

(Garnham et al., 2011.) 

، CP1 ،CA8،NA4 ، CA11 ،SHC1های  جدایه

CN1 ،ZA2، ZS3  وCA9  به عنوان هستۀ یخ بسیار

طوری که در مدت زمان کمتر  به ،قوی شناسایی شدند

لیتر  سلول در هر میلی 414دقیقه تا رقت  41از 

ها )کمترین رقت مورد نیاز برای ایجاد هستۀ یخ( آن

 MN1و  ZC2 ،CA1، ZC4های  باکتریمنجمد گردید. 

سلول در  413و تنها رقت  قدرت بسیار پایینی داشتند

لیتر آنها قبل از شاهد منجمد گردید. توانایی  هر میلی

ذکر شده  4ها در جدول  جدایه همۀایجاد هستۀ یخ 

 است.

 بررسی میزان تحرک

شده،  جداسازی P. syringaeهای  عدد از باکتری 69

توانایی کمی در تشکیل ها عدد از آن 27و  زیادقدرت 

بر اساس میزان تحرک، ها  ریهستۀ یخ داشتند. باکت

متر(، تحرک  سانتی 92/9≤) زیادتحرک  ۀبه سه دست

متر( و تحرک پایین  سانتی 44/4-92/9متوسط )

(. در میان 4متر(، تقسیم شدند )شکل  سانتی 44/4≥)

% 64بود،  زیادها که قدرت هستۀ یخ آنهایی  جدایه

ساعت در کل  26حرکت زیادی داشتند و طی مدت 

متری پخش شدند،  یش شش سانتیسطح پتری د

تحرک  کمها % آن27% تحرک متوسط داشتند و 92

% از 61ها، ‌اما در مقایسه با این جدایه ،بودند

که قدرت هستۀ یخ پایینی داشتند، حرکت هایی  جدایه

% تحرک متوسط 92کمتری از خود نشان دادند، 

 ۀبودند. با مقایس زیاددارای تحرک ها % آن22و  ندداشت

اختلاف در میان  که رت هستۀ یخ، مشاهده شددو قد

هایی  توان گفت باکتری این دو گروه معنادار بوده و می

تری نیز زیادکه هستۀ یخ قوی هستند، میزان تحرک 

 (.4الف( )جدول  -9دارند )شکل 

 

 بررسی میزان حساسیت به پراکسید هیدروژن

مشاهده ها  در این آزمون نیز تنوع زیادی میان جدایه

هستۀ یخ قوی و های  نتایج نشان داد هم باکتری د.ش

بر این اساس، ها  حساسند. جدایه H2O2هم ضعیف، به 

 ۀ)قطر هال زیادبه سه گروه تقسیم شدند: حساسیت 

متر(، حساسیت متوسط ‌سانتی 59/4≤ بازدارندگی

 ۀمتر( و حساسیت کم )قطر هال‌سانتی 59/4-72/1)

 (.4)جدول  (2متر( )شکل‌سانتی 72/1≥گی دبازدارن

 

 
 شده.  های بررسی . میزان تحرک در جدایه4شکل 

 الف( تحرک زیاد، ب( تحرک متوسط، پ( تحرک کم
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 ( و تولید پایووردین Swarming، میزان تحرک اسوارمینگ )H2O2قدرت هستۀ یخ، حساسیت به های  . نتایج آزمون4جدول 

 اند، هموسرین لاکتون استخراج گردید(.  پررنگ نشان داده شده صورت هایی که به . )از جدایهP. syringaeهای  در جدایه

 انجام گرفت. jmp8افزار  و با نرم LSDآنالیز آماری به روش 

 حساسیت تحرک پایووردین
قدرت 
INA 

 حساسیت تحرک پایووردین ها جدایه
قدرت 

INA 
 ها جدایه

19/1±45/1 hijkl 19/1±37/6 a 17/1±27/1 kl 412 
CP2 12/1±22/1 qrs 17/1±39/6 a 14/1±6/4 ef 414 

CP1 

12/1±24/1 qrstu 14/1±4/4 ml 13/1±47/1 mno 412 
CA3 14/1±42/1 x 13/1±19/9 gf 19/1±19/1 u 417 

CP5 

12/1±66/1 p 13/1±59/2 ij 17/1±17/1 tu 413 
CA5 12/1±46/1 vwx 17/1±97/4 nm 13/1±49/1 nop 412 

ZC3 

12/1±25/1 qrstuv 13/1±99/4 no 16/1±52/1 op 414 
CP4 16/1±43/1 rstuvwx 4/1±4/9 fed 17/1±17/1 tu 414 

MN5 

44/1±22/4 a 13/1±99/2 jk 19/1±67/1 pq 412 
CP7 14/1±44/1 x 4/1±2/6 ab 14/1±14/1 op 417 

CP6 

19/1±43/1 fghi 17/1±17/9 fe 42/1±2/4 bc 413 
CP8 19/1±24/1 qrstuvwx 14/1±5/1 ut 13/1±29/4 bc 412 

NA3 

14/1±23/1 de 19/1±57/6 b 13/1±29/4 bc 417 
MP1 13/1±29/1 qrstuvw 17/1±39/6 a 14/1±3/4 b 412 

CC1 

16/1±19/4 b 13/1±97/4 nm 13/1±49/1 nop 413 
ZP1 16/1±67/1 nop 19/1±37/6 a 19/1±19/1 u 414 

CA8 

15/1±12/4 bc 42/1±2/9 fed 19/1±49/1 nop 414 
CA2 12/1±72/1 fghi 19/1±99/4 on 17/1±17/1 tu 414 

CA6 

13/1±47/4 a 4/1±4/6 c 14/1±4/1 stu 413 
CA4 12/1±44/1 hijk 17/1±77/1 srq 19/1±59/1 op 414 

CS1 

19/1±36/1 bcd 17/1±47/1 qrst 14/1±4/4 ihj 412 
SHC2 19/1±64/1 op 13/1±47/2 ih 13/1±37/4 b 414 

NA4 

19/1±45/1 uvwx 19/1±27/1 pqr 14/1±7/4 cd 413 
ZC2 12/1±27/1 qrst 13/1±49/2 ih 13/1±49/1 rstu 413 

MP2 

19/1±74/1 fghi 13/1±99/1 u 16/1±12/1 tu 413 
CA1 14/1±49/1 wx 17/1±17/9 fe 14/1±5/4 e 417 

CA7 

12/1±54/1 nop 4/1±3/6 a 45/1±27/4 fg 414 
ZA2 14/1±42/1 fghij 17/1±39/6 a 45/1±29/2 a 417 

CPR2 

13/1±19/4 b 13/1±79/1 qrst 17/1±57/1 op 414 
CPR1 12/1±44/1 tuvwx 13/1±29/4 l 14/1±6/4 ef 417 

CPR4 

15/1±42/1 wx 4/1±9/2 jk 19/1±45/1 mnop 413 
CPR3 14/1±23/1 qr 4/1±9/4 on 17/1±27/1 kl 417 

MPR3 

19/1±4 bcd 42/1±4/1 st 16/1±12/1 tu 417 
MPR4 12/1±24/1 qrstuvwx 14/1±4/4 ml 14/1±4/1 stu 417 

MS2 

12/1±74/1 fghi 17/1±39/6 a 16/1±12/1 tu 413 
MPR5 14/1±49/1 wx 17/1±39/6 a 14/1±9/1 qr 417 

MS3 

19/1±9/1 q 14/1±3/1 pq 12/1±43/1 rstu 414 
ZS2 14/1±46/1 uvwx 17/1±39/6 a 17/1±17/1 tu 417 

MS4 

14/1±77/1 fg 4/±3/6 a 14/1±92/1 qr 414 
ZS3 14/1±22/1 qrs 45/1±29/9 fed 14/1±9/1 qr 413 

ZC6 

14/1±42/1 stuvwx 13/1±29/1 qrs 19/1±55/1 op 413 
ZC4 14/1±47/1 stuvwx 4/1±4/4 po 19/1±59/4 de 417 

MN2 

19/1±42/1 rstuvwx 14/1±3/1 pq 19/1±19/1 u 412 
ZC7 14/1±44/1 tuvwx 14/1±3/6 a 13/1±47/4 ghi 413 

MN3 

19/1±25/1 qrstuv 47/1±47/2 k 15/1±15/1 tu 412 
ZC8 14/1±29/1 qrstuvw 17/1±39/6 a 13/1±49/4 ghi 417 

MN4 

12/1±43/1 rstuvwx 17/1±77/1 qrs 19/1±27/1 kl 413 
MN1 14/1±42/1 ijklm 14/1±2/2 hg 13/1±97/4 ef 413 

MN7 

12/1±46/1 vwx 13/1±99/4 no 17/1±17/1 tu 417 
MN9 12/1±47/1 ghijk 17/1±39/6 a 14/1±3/1 jkl 414 

CA11 

12/1±24/1 qrstuvwx 4/1±9/2 jk 19/1±19/1 u 417 
MN10 14/1±5/1 nop 13/1±99/9 d 19/1±19/1 u 413 

MPR6 

16/1±72/1 ef 17/1±67/4 mn 15/1±55/1 op 417 
CAL2 12/1±47/1 stuvwx 13/1±39/6 a 45/1±29/4 fgh 412 

ZS1 

12/1±32/1 cd 13/1±29/1 qrs 19/1±29/1 lm 414 
CA10 19/1±56/1 lmnop 42/1±79/4 l 13/1±49/1 nop 412 

MPR1 

14/1±52/1 jklmn 13/1±99/4 no 19/1±17/1 tu 417 
NEPR1 14/1±59/1 mnop 4/1±9/2 kj 19/1±29/1 rst 417 

KC3 

14/1±15/4 b 17/1±39/6 a 12/1±22/1 qrs 417 
ZC5 12/1±94/1 q 4/1±2/1 srq 14/1±2/1 lmn 414 

CP10 

14/1±44/1 x 4/1±4/9 def 13/1±97/4 ef 413 
CAL1 19/1±44/1 hijk 42/1±2/6 ab 17/1±17/4 hij 417 

MPR7 

19/1±54/1 klmno 45/1±29/9 def 19/1±19/1 u 414 
CA9 14/1±42/1 fghij 17/1±39/6 a 45/1±9/2 a 414 

SHC1 

14/1±42/1 x 13/1±49/1 rst 14/1±2/1 lmno 414 
ZA1 12/1±72/1 fghi 19/1±37/6 a 14/1±4/1 stu 414 

CN1 

16/1±47/1 tuvwx 45/1±29/4 no 16/1±17/1 tu 414 
MN6 14/1±76/1 fgh 4/1±4/6 b 17/1±17/4 hij 414 

MN8 

19/1±24/1 qrstuvwx 42/1±9/9 de 16/1±16/1 u 414 
AC1 16/1±22/1 qrstuvwx 45/1±77/2 hi 13/1±19/4 ijk 413 

CP9 

 

% 41ای که هستۀ یخ قوی بودند،  جدایه 69در میان 

ها حساسیت کمی به پراکسید هیدروژن داشتند،  باکتری

% حساسیت زیاد داشتند. 49% حساسیت متوسط و 27

ای که به عنوان هستۀ یخ ضعیف تفکیک  جدایه 27در 

% حساسیت متوسط و 96% حساسیت کم، 55شدند، 

ررسی این فاکتور % حساسیت زیادی نشان دادند. با ب44

در دو گروه هستۀ یخ قوی و ضعیف، مشخص گردید که 

اختلاف بین آنها معنادار نبوده و میزان حساسیت در 

های قوی به مقدار ناچیزی کمتر از انواع هستۀ  هستۀ یخ

ب(. میزان تولید  -9یخ ضعیف، محاسبه گردید )شکل 
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خوردار برای  ها از اهمیت ویژه آنزیم کاتالاز در میان جدایه

های هستۀ یخ قوی حساسیت کمتری  است. باکتری

ها  های هستۀ یخ ضعیف داشتند. داده نسبت به باکتری

 بسیار نزدیک بود و اختلاف معنادار مشاهده نشد.

 

 
 شده.  بررسیهای  در میان جدایه H2O2. میزان حساسیت به 2شکل 

 الف( حساسیت زیاد ب( حساسیت متوسط پ( حساسیت کم

 

 
 .زدگی زایی میان دو قدرت هستۀ یخ . مقایسۀ سه فاکتور مؤثر در بیماری9شکل 

 ، پ( میزان تولید سیدروفور پایووردینH2O2الف( میزان تحرک، ب( میزان حساسیت به 

 

 بررسی میزان تولید سیدروفور پایووردین

بر اساس تولید سیدروفور به دو گروه تقسیم ها  جدایه

ولید پایووردین، کم شدند. در گروه اول میزان ت

 بارة( بود. در>435/1) زیاد( و در گروه دوم، 435/1≥)

% در گروه اول 72که هستۀ یخ قوی بودند، هایی  جدایه

که هایی  جدایه بارة% در گروه دوم قرار گرفتند. در22و 

% 29% در گروه اول و 77هستۀ یخ ضعیفی داشتند، 

 .قرار گرفتنددر گروه دوم 
هایی  این نتایج نشان داد، میزان پایووردین در جدایه

که قدرت تشکیل هستۀ یخ زیادی داشتند، کمی بیشتر 

تر بود؛ اما مقایسۀ دو گروه ‌با قدرت ضعیفهای  از جدایه

اختلاف معناداری را در رابطه با تولید پایووردین نشان 

 .Kozolff et alهای  پ(. این نتایج با یافته -9نداد )شکل 

، مطابقت داشت. این محققان اثر شایان توجهی از (1983)

روی  3تا  5بین  pHترکیبات کلات آهن و تغییرات 

 هستۀ یخ مشاهده نکردند.

 P. syringaeها در  بررسی تولید هموسرین لاکتون

ها بر  با هدف بررسی اثر هموسرین لاکتون شش جدایه

ی های مؤثر در سازگار قدرت هستۀ یخ و دیگر فاکتور

باکتری )که در تحقیق حاضر بررسی شدند( انتخاب 

هایی که هستۀ یخ قوی  شدند. در این آزمایش جدایه

هایی که قدرت  ( با جدایهCN1 ،CA9 ،NA4بودند )

( مقایسه شدند. MN3 ،CC1 ،ZS1ضعیفی داشتند )

 CN1 ،CA9 ،NA4نتایج نشان داد سه جدایۀ 

(. 6هموسرین لاکتون بیشتری تولید کردند )شکل 

بود.  cfu/ml  414زدگی در همۀ آنها حداقل غلظت یخ

قدرت  ZS1 و CC1، MN3های  در حالی که در جدایه

هستۀ یخ و تولید هموسرین لاکتون پایین بود. بنابراین 

توان نتیجه گرفت که ارتباط مستقیمی میان قدرت  می

ها در  هستۀ یخ و میزان تولید هموسرین لاکتون

 ود دارد.وج P. syringaeباکتری 
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 دو نوع سیگنال مشاهده شد:  .P. syringaeموجود در HSLs های  و سیگنال TLC. صفحۀ 6شکل 

4 )C6-HSL 3(2 و-oxo-C6-HSL. 

 

در رابطه با حساسیت به پراکسید هیدروژن، مشاهده 

هایی که کمترین میزان حساسیت را نشان  گردید، جدایه

بیشتری تولید (، هموسرین لاکتون CN1 ،CA9دادند )

ها رابطۀ عکس میان این سیگنال و  کردند. این داده

حساسیت به پراکسید هیدروژن را نشان دادند. این نتایج 

 & Tarighiو  Quinones et al. (2005)های  با یافته

Taheri (2011) مطابقت داشت. این محققان با ایجاد ،

اثبات کردند که میزان حساسیت  ahlIموتاسیون در ژن 

، CN1های  جدایه یابد. ه پراکسید هیدروژن افزایش میب

CC1 ،ZS1  وMN3  تحرک زیادی داشتند. در دو جدایۀ

CA9  وNA4 ترتیب، میزان تحرک کم و متوسط بود.  به

بررسی این نتایج رابطۀ عکس میان میزان هموسرین 

لاکتون و تحرک اسوارمینگ را نشان داد که مطابق 

 ;Quinones et al., 2005د )های محققان دیگر بو گزارش

Tarighi & Taheri, 2011.) 

در رابطه با میزان تولید سیدروفور پایووردین، در 

کمترین میزان تولید  ،شده بررسیهای  میان جدایه

بود که کمترین میزان  MN3 ۀمربوط به جدای

 CN1 ۀجدای ،هموسرین لاکتون را داشت. از طرفی

د کرد که سیگنال بیشترین میزان پایووردین را تولی

نسبتاً زیادی از این باکتری ردیابی گردید. با توجه به 

مستقیمی میان میزان این سیگنال و  ۀها، رابط‌این داده

تولید سیدروفور پایووردین مشاهده شد. این نتایج با 

 مغایرت داشت. این محقق ،Tarighi (2011)های  یافته

( Psyr-1712ایجاد موتاسیون در ژن ) نشان داد با

pspL 3، کاهش چشمگیری در تولید سیگنال-oxo-C6 

HSL شده در  )که تنها سیگنال شناختهP. syringae 

. همچنین تولید پایووردین در این دهد میاست( رخ 

( تحت pspL. بیان این ژن )یابد میافزایش ها  موتانت

گ آن و همولو استکنترل سیستم حد نصاب احساس 

 وجود دارد. P. aeruginosa در

ه در این کاررفت بههای  با توجه به اینکه جدایه

اند و  دار جدا شده هسته ةتحقیق از روی درختان میو

ی از نظر ژنتیکی دارند، بنابراین دلیل این زیادتنوع 

های  تواند به علت بومی بودن و تفاوت مغایرت می

 P. syringaeکتری با بارةدر ها باشد. ژنتیکی این جدایه

pv. tabaci که قادر به هایی  موتانت که مشاهده شده

 AHLsتولید پایووردین نبودند، توانایی کمی در تولید 

در توتون زایی  داشتند که هر دو برای بیماری

(. در این باکتری، Taguchi et al., 2010ند )ا ضروری

 شناسایی گردید.ها  کتورمستقیمی میان این فا ۀرابط

 

 گیری کلی نتیجه

بیمارگر گیاهی، افزایش های  در بسیاری از باکتری

افزایش جمعیت،  ۀبه واسط  AHLسطح بیان سیگنال

و زایی  بیماریهای  منجر به بیان برخی از فاکتور

طور غیرمستقیم  که به شود میثانویه های  متابولیت

را به همراه دارد. آمیز گیاه میزبان  کلنیزاسیون موفقیت

وابسته به های  در بیان رفتار AHLنقش تولید سیگنال 

 فیتی یا تهاجم غلظت سلولی که در سازگاری اپی

P. syringae طور کامل مشخص نشده  ند، بها دخیل

فیتی و ‌که در سازگاری اپیهایی  است. از میان فاکتور

مؤثرند، در این تحقیق حرکت از نوع زایی  بیماری

و میزان تولید  H2O2، حساسیت به Swarming ای توده
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 P. Syringaeسیدروفور پایووردین بررسی شد. تحرک در 

و  ندحرکت ک فیتی شود که باکتری از فاز اپی موجب می

های گیاه برساند، بنابراین هر  ها یا زخم خود را به روزنه

تری را  سطح وسیع ،چه تحرک در باکتری بیشتر باشد

 ۀد. یکی از فاکتورهای دفاعی اولیتواند آلوده کن می

تولید پراکسید  ،بیمارگرها ۀگیاهان در برابر حمل

( است که به علت داشتن خاصیت H2O2هیدروژن )

شود.  از بین بردن بیمارگرها می موجبکشی  میکروب

مقاومت  H2O2بنابراین هرچه بیمارگرها نسبت به 

سازی  توانایی بیشتری در آلوده ،بیشتری نشان دهند

میزبان خواهند داشت. سیدروفورها با گرفتن آهن 

شوند که آهن از  می موجبمحیط به نفع بیمارگر 

و میزبان خارج شود و در  ی دیگرها دسترس میکروب

زایی  ثر در بیماریؤیکی از فاکتورهای م ،نتیجه

که قدرت هایی  در باکتریند. شو محسوب میها  بیمارگر

زان تولید ی داشتند، تحرک و میزیادهستۀ یخ 

در حالی که حساسیت به  ،پایووردین افزایش یافت

با های  جدایه بارةپراکسید هیدروژن کم شده بود. در

توان هستۀ یخ ضعیف، نتایج معکوس مشاهده گردید. 

اختلاف  در رابطه با میزان تحرکها  میانگین ۀمقایس

 معناداری میان این دو گروه نشان داد.

ها در  موسرین لاکتوننتایج بررسی مقدار تولید ه

تا حدی ارتباط مستقیم بین این  P. syringae ۀگون

ها  سیگنال را با قدرت هستۀ یخ جدایههای  مولکول

شده، با  ر فاکتورهای بررسیدیگ بارةنشان داد. در

حساسیت به ها  افزایش میزان هموسرین لاکتون

پراکسید هیدروژن و تحرک، کاهش یافته بود و میزان 

وفور پایووردین افزایش نشان داد. این در تولید سیدر

های با قدرت هستۀ یخ بیشتر  حالی بود که جدایه

دادند. اگر چه نتایج  ی را از خود نشان میزیادتحرک 

طور کیفی نشان داد که ارتباط مستقیمی بین  ما به

ها و توانایی ایجاد هستۀ  مقدار تولید هموسرین لاکتون

با این حال تحقیقات  ،وجود دارد P. syringaeیخ در 

یافتن ارتباط کمی بین غلظت سلولی و  برایبیشتر 

ها با استفاده از  مقدار تولید هموسرین لاکتون

 لازم و ضروری است. HPLCتری مثل  های دقیق روش
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ABSTRACT 
The quorum sensing is a phenomenon which controls the production of virulence factors in some bacteria. 

But the correlation between the ice nucleation activities which is one of the most important virulence 

factor in P.syringae with this system in unknown. In order to investigate that, in spring of 2013, 248 

samples (including leaves and flowers) were collected from twigs of stone fruit trees in Khorasan Razavi 

province. Ice nucleation active bacteria, were identified and among them the P. syringae isolates were 

distinguished by LOPAT tests. Among virulence factors three of them such as swarming motility, 

susceptibility to hydrogen peroxide and pyoverdine production were studied. The swarming motility of 

the isolates with high ice nucleation activity were significantly more than those isolates which indicated 

low ice nucleation activity. There was no significant different in susceptibility to hydrogen peroxide and 

pyoverdine production between high and low ice nucleation active isolates. The production of homoserine 

lactones in six selected P. syringae belonged to the different groups of ice nucleation activity were 

extracted and detected using Chromobacter violaceum CV026 which was overlaid on Thin-layer 

chromatography plates. Our results indicated direct correlation between ice nucleation activity and the 

amount of homoserine lactone production and confirmed that the hypermotile isolates have high ice 

nucleation activity. 
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