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  1چکیده
از شمار فراوانی  هاي مهم گیاهی بوده وگونهپاتوژن بسیاري از  Erwinia carotovora باکتري سابقه و هدف:
کند. این باکتري میرا آلوده  ها سبزيفرنگی، پیاز، چغندرقند و نیز  مانند ذرت، برنج، گوجه کشاورزيگیاهان زینتی و 

اندازه از برداشت تا پس  وپیش  زمینیسیبپوسیدگی نرم در ساقه و غده  پیدایشترین عواملی است که با  یکی از مهم
کاري کشور گزارش شده زمینیمناطق سیبتر  بیش دهد. اگرچه این بیماري دررا کاهش میگیاهان بازدهی  فراوانی

بنابراین  است.ي سازگار با محیط زیست براي پیشگیري از این بیماري انجام نشده مهاراست اما هنوز یک اقدام 
استان گلستان مانند  هاي کشاورزي کشوردر قطبویژه  بیماري پوسیدگی نرم به مهاردر کارا  شناسایی عوامل زیستی
هاي ریزوسفر و جداسازي و شناسایی باکتريپژوهش  هدف از انجام اینبنابراین  رسد.میامري ضروري به نظر 

آباد  زمینی روستاهاي مرزنکلا و فاضل سیبکشتزارهاي  در E. carotovoraدربرابر  آنتاگونیستی کارکرداندوفیت با 
   شهرستان گرگان واقع در استان گلستان بود.

  

شده و پس از  داده روي محیط نوترینت آگار کشتزمینی  سیبساقه برگ و ریشه، خاك، ي ها نمونه ها: مواد و روش
شناسایی در آغاز ها، سازي پرگنهنابپس از بررسی شدند. شناسی از نظر ریختهاي رشدکرده گرماگذاري پرگنه

ها به روش  جدایه آنتاگونیستی کارکرد. انجام شداسپور ساخت  آمیزي گرم و بررسی تواناییرنگها با انجام جدایه
نبود  روز گرماگذاري شده و هاله 5تا  3 برايها در دماي اتاق پلیت در این روش .شدبررسی از چاهک در آگار  پخش

اگونیست از آزمون هاي آنت جدایهپادزیست در  همادساخت  . براي بررسیگیري شدها اندازهچاهکپیرامون  رشد در
هاي کاتالاز و حساسیت به پروتئازها آزمون  از پادزیست هماد شناخت سرشت و زادبراي  شد. گیريبهره کلروفورم

سنجیده شد.  مهارکنندگی آن کارکردروي  pHو اثر  پادزیست هی مادگرمایپایداري سپس . گردید گیريبهره
     شناسایی شدند. 16S rRNAتعیین توالی ژن پایه  تر بر آنتاگونیستی بیش کارکردهاي با  جدایه

  

 ) جدا شد. در17) و خاك ریزوسفر (5) ساقه (7)، برگ (13باکتریایی به ترتیب از ریشه ( هسوی 42 سرهم ها: یافته
 کارکرددست آمده از بررسی  نتایج بهپایه  جدایه گرم منفی بودند. بر 9جدایه گرم مثبت و  33ها، جدایهمیان 

همگی باسیل گرم  آنتاگونیستی از خود نشان دادند که کارکرد E. carotovora برابر در جدایه 8ها، آنتاگونیستی جدایه
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دست آمده از آزمون کلروفورم  به هايیافتهبا  هاجدایهمهاري  کارکردند. بود باسیلوسمثبت اسپوردار بوده و جنس 
آزمون  . درساخت تري بیش پادزیست هماد ،تر بزرگرشد نبود  هبا هال ه، جدایگواه آزمایش در برابرداشت. همخوانی 

از تیمار با پس  ها آن .داردنراکسیدئیدروژن پها جدایهدر ه ساخته شدپادزیست  همادسرشت گردید که آشکار کاتالاز 
رویی آبگونه  توان پادزیستی و مهارکنندگی. استپروتئینی ها  آن سرشت دهد،مینشان شدند که ناکارا پروتئازها 

   8تا  pH7 مهارکنندگی را در نشان رفت و بهترین میان  گراد ازسانتیدرجه  100ها در دماي  این جدایهکشتگاه 
   16S rRNA توالی ژنپایه  داشتند، برE. carotovora برابر  در مهاري را کارکردترین  که بیشی هایجدایه داشتند.

درصد به  90ها به ترتیب بیش از شد که این جدایهآشکار  آن ژننوکلوتیدي توالی بررسی شناسایی شدند. پس از 
Bacillus subtilis  سویهZWQ-1  وBacillus Mycoides  29سویهB-B9 همانندي دارند.  

  

از  E. carotovoraبرابر  در مهارکنندگینشان هاي داراي بهترین جدایه این پژوهشکه در  جایی از آن گیري: نتیجه
 گیري بهرههاي گیاهی  زیستی بیماري مهارها براي  این باکتري توان بازدارندگیتوان از ب بودند، شاید Bacillusجنس 
  . گردد میکشتزارها پیشنهاد تر در گلخانه و  بیش هاي آزمایشها انجام آن باره کارکرد بهتر درداوري براي وانکه کرد، 

  
  ریزوسفر، پوسیدگی نرم، توان مهارکنندگی، اروینیاکاراتوورا، آندوفیت هاي کلیدي: واژه

  
  مقدمه

 Erwinia در جنس Erwinia carotovora باکتري
بوده که پاتوژن  Enterobacteriaceae هدر خانواد

هاي مهم گیاهی کشاورزي است. این بسیاري از گونه
ترین عواملی است که در ساقه و  یکی از مهمباکتري 

از برداشت پوسیدگی نرم پس  وپیش  زمینی غده سیب
را  گیاهانبازدهی  اندازه فراوانیو تا  آوردمیپدید 
میزبانی  دامنهاین باکتري البته . )5( دهدمی کاهش

 کشاورزياز گیاهان شمار فراوانی  و اي دارد گسترده
چغندرقند و نیز فرنگی، پیاز،  گوجهمانند ذرت، برنج، 

در  E. carotovora .)2( کند را آلوده می ها سبزي
داشته و  ايگسترده پخشنواحی معتدله و گرمسیري 

گوشتی و  اياندوخته هاي گیاهان داراي اندامویژه  به
را  E. carotovora ).10 ،3( نمایدمیآبدار را آلوده 

راه  گیاهان و در خاك یافت، که ازرویه  توان در می
مانند  گیاهرویه  موجود درهاي زخم یا منافذ محل

در بافت عروقی و شده و گیاه وارد  هاعدسک
 هاي زیستگاهویژگیتا  ماند می ايیاختهمیان فضاهاي

  براي  و دما آب آزاد، دسترسی به اکسیژن مانند
  ساخت  بااین باکتري . شود هیامبیماري  پیدایش

 ویژه به اي یاختهدیواره  هکنند تخریبچند اگزوآنزیم 
 ).5( گردد هاي گیاهی میبافت نرم شدنمایه  پکتینازها

 زمینی در هاي سیباین بیماري با آلوده کردن غده
 و پدیدآوردهاقتصادي زیادي را  زیان ،و انبارکشتزار 

. شودزمینی می سیب گیاه چند و چونکاهش مایه 
زمینی در جهان  بیماري پوسیدگی نرم باکتریایی سیب

بسته به ارزش  آن زیانگستردگی فراوانی داشته و 
 ناهماننداز کشوري به کشور دیگر  گیاهاناقتصادي 

  .)2( است
کارهاي پایه  پوسیدگی نرم باکتریایی بر مهار

مواد  از گیري بهرهاست.  بهداشتیو  کشاورزي
 بسته به پیامد بدپوسیدگی نرم  مهارشیمیایی براي 

 بر تواند میشیمیایی که این زهرهاي  هاي مانده
در  شود.نمیپیشنهاد  ،باشدزیانبار  بهداشت مردم

هاي حفاظت از گیاهان سازگار  کشاورزي پایدار روش
بنابراین  اهمیت هستند.داراي  با محیط زیست بسیار
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برابر  در دوستدار محیط زیست مهارتوسعه اقدامات 
 زیان تواند میپوسیدگی نرم  پدیدآورندههاي  باکتري

و کیفیت  رساندهرا به حداقل  سازيذخیره ناشی از
یک روش  زیستی مهاررا بهبود ببخشند.  هازمینیسیب

است.  بیماري پوسیدگی نرم مهاربالقوه براي 
هاي  متشکل از میکروارگانیسم زیستی مهارهاي  درمان

بیوتیک یا آنتیساخت  طریق غیرزنده از گیاهانزنده یا 
براي رشد پاتوژن، رقابت با  هاي مضرمولکولسایر 

 در مقاومتالقاء  وپاتوژن براي مواد مغذي و فضا 
. این کنند می پیدایشدر برابر بیماري محافظت  گیاه

بر روي پاتوژن و تأثیر تري  اختصاصیروش اثر 
  . )5( محدودي بر محیط دارد

هاي گیاهی شامل  بیماري زیستی مهاراستراتژي 
 یاپیش  هاي آنتاگونیستمیکروارگانیسماز  گیريبهره

 زیستی مهارعوامل  است. عفونت پیدایشاز پس 
خاك براي  بهسازي ها وبذر تیمارتجاري براي 

 زاي خاكاز گیاهان در برابر عوامل بیمارينگهداري 
هاي از باکتريتر  بیش، اکنون. در دسترس هستند
Bacillus subtilis هاي و گونهPseudomonas 

 زیستی مهار. شودمی گیريبهره زیستی مهاربراي 
هاي باکتري با پوسیدگی نرم هسازندي هاباکتري

ي هاریزوباکتریا  جدا شده از ریزوسفر آنتاگونیست
و هاي فلورسنت د، سودومونارشد هکنند تقویت
تر  پیش گیاهانهاي اندوفیت در بسیاري از باکتري

 B. subtilis باکتري براي نمونهشده است.  نشان داده
در کاهش پوسیدگی  زیستی ترین عواملکارا از یکی

به  ).20( ه استبود شدهانبار زمینی  سیب نرم غده
 مهارهاي اندوفیت براي باکتري از گیريبهره، تازگی

به دلیل توانایی  زادخاک ریشههاي بیماريزیستی 
ساخت  هاي گیاهی سالم وبافت ها درآنجایگیري 

. چندین )8 ،7( است بررسی شده بیوتیک بسیار آنتی
از رشد و بهبود  پشتیبانیاندوفیت باکتریایی براي 
 تواند میو بنابراین  نداشدهسلامت گیاهان گزارش 

). 16 ،9( زیستی باشند مهارمهمی از عوامل خاستگاه 
 )1999( و همکاران استورز از ها گزارشیکی از این 

 Pectobacterium carotovorumمهار باکتري  بارهدر
 ،Pseudomonasهاي سویه مانند یهاي اندوفیتباکتري با

Curtobacterium luteum  وPantoea agglomerans 
پیشین  هايهاي پژوهشیافته. اگرچه )17( بود

زیستی  مهارامیدوارکننده است، اما عوامل کمی براي 
است پوسیدگی نرم تا به امروز شناسایی شده بیماري 

)8.(   
 کاري زمینی مناطق سیبتر  بیش اگرچه این بیماري در

پژوهش هنوز یک  کشور گزارش شده است اما
سازگار با محیط زیست  آن که مهارسودمند براي 

 .انجام نشده استاین بیماري از  پیشگیريبراي باشد، 
 بیماري مهاردر کارا  زیستیشناسایی عوامل بنابراین 

 کشورشمالی  هاي استاندر ویژه  به پوسیدگی نرم
بنابراین  .گشا باشد تواند راه میاستان گلستان مانند 

و شناسایی  جداسازيپژوهش  این انجام هدف از
 کارکردریزوسفر و اندوفیت با  هاي باکتري

کشتزارهاي  در E. carotovoraبرابر  در یآنتاگونیست
شهرستان  آباد ي مرزنکلا و فاضلهاروستازمینی  سیب

  بود.استان گلستان  گرگان در
  

  ها مواد و روش
در این : اندوفیتهاي  جداسازي و شناسایی باکتري

کشتزارهاي  زمینی سیب برگو  ساقه، ریشهاز  بررسی
 واقع در آباد ي مرزنکلا و فاضلهاروستاکشاورزي 

. شدانجام  بردارينمونه شهرستان گرگانپیرامون 
چند بار  در آغاز به آزمایشگاهترابري پس از  ها نمونه

رویه هاي میکروب وغبارها با آب شسته شده تا 
براي گندزدایی رویه جدا شوند. سپس گیاهان 

  درصد  70 در اتانولهاي گیاهی هر یک  نمونه
درصد  5/2دقیقه، در سدیم هیپوکلریت یک  براي
 30 برايدرصد  70در الکل  دقیقه و مجدداً 20 براي
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سه بار با آب مقطر  در نهایتثانیه قرار داده شده و 
آبگونه لیتر از  یک میلی. استریل شستشو داده شدند

هاي باکتريبراي سنجش پاك شدن آخرین شستشو 
 شد.در محیط کشت نوترینت آگار کشت داده  اي رویه

 200در ضدعفونی شده  هاينمونهدر شرایط استریل 
 2تا  1 هاي تکهبه  میکرولیتر آب مقطر استریل

 کوبیده متري قطعه قطعه شده و در هاون استریل میلی
یک لوپ از سوسپانسیون  نیم ساعتاز پس  .شدند

(ساخت شرکت مرك  روي محیط نوترینت آگار
 26در دماي روز  5تا  3 برايکشت شده و  آلمان)
 بر هاپرگنه . سپسشدگرماگذاري  گرادسانتی درجه
(اندازه، رنگ و شکل) جداسازي و  شناسیریختپایه 
ها  جدایه شناسایی اولیه ).13 ،11( سازي گردیدند ناب

ساخت  آمیزي گرم و بررسی توانایی با انجام رنگ
  .انجام شداسپور 

 10: هاي ریزوسفر سازي باکتري نابجداسازي و 
زمینی  پیرامون ریشه سیبشده  الک نمونه خاكگرم از 

روي استریل ریخته و  آب مقطرلیتر میلی 100در  را
سپس . قرار داده شددور در دقیقه  250با دور  شیکر
دقیقه سوسپانسیون ثابت گذاشته شد تا خاك  10 براي

 گیري بهرهبا  سوسپانسیونبخش رویی از رسوب کند. 
دست  به 10-3و  10-4 هاي رقت استریل آب مقطراز 

 لیتر روي میلی 1/0دست آمده  آید. از رقت نهایی به
 -Lمحیط کشت نوترینت آگار ریخته و با میله رویه 

محیط رویه  شدن از خشکپس  شد. فرم استریل پخش
ساعت  48 براي اتاقها در دماي پلیتکشت، 

پایه  هاي رشد کرده برپرگنهگرماگذاري شدند. سپس 
 ناب (اندازه، رنگ و شکل) جداسازي و شناسی ریخت

 ازها  جدایهشناسایی اولیه براي  ).20( شدند
اسپور ساخت  توانایی بررسی آمیزي گرم و رنگ
  . شد گیري بهره

براي بررسی : ها آنتاگونیستی جدایه کارکردبررسی 
ک چاهاز  پخشروش  ازها  آنتاگونیستی جدایه کارکرد

 50به  جداگانهها  جدایهشد.  گیري بهره آگار در
(ساخت شرکت  لوریا برتونیلیتر محیط مایع  میلی

انتقال لیتر  میلی 250 ارلندر یک  هایمدیا هندوستان)
دور  200 با دور روي شیکرروز  4 براي و شده داده

 20گرماگذاري شدند.  در دقیقه در دماي اتاق
 استریل هايپلیتدر  آگار محیط لوریابرتونی لیتر میلی

از لیتر  میلی. یک ریخته شد متر میلی 90قطر  به
 E. carotovora استاندارد یهسو باکتریاییسوسپانسیون 

هاي  باکتريها و  (تهیه شده از مرکز کلکسیون قارچ
محیط لیتر  میلی 3با  )CFU/ml108(صنعتی ایران) 

درجه  45درصد آگار) با دماي  6/0برتونی آگار ( لوریا
 هاي پلیتروي ه و به سرعت مخلوط شدگراد  سانتی

 پخش شدند. برتونی آگار لوریا کشت حاوي محیط
حفر متر در آگار  میلی 6قطر ی به های کچاه سپس

 30برايها  جدایه شده کشتپیش  از هاي . محیطندشد
ي ها مانده زدایشبراي دور در دقیقه  15،000 در دقیقه
میکرولیتر از هر  100 ، سپسشدهوژ سانتریف اي یاخته
درون  در میکرون 45/0فیلتر  بااستریل شده  نمونه

تا  3 براي اتاق در دماي ها پلیت. دش ریخته ها چاهک
پیرامون  رشد درنبود  و هالهشده  روز گرماگذاري 5

براي هر جدایه . )1(شکل  شدگیري  اندازهها  چاهک
   .)11( آزمایش جداگانه انجام شد دوتکرار و  دو
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  .هاي آنتاگونیست عدم رشد ایجاد شده توسط جدایه ههال -1شکل 

Figure 1. Growth inhibition zone by antagonist isolates. 
  

ساخت  براي بررسی: پادزیست همادساخت  بررسی
آزمون  از هاي آنتاگونیست جدایهبا  پادزیست هماد

آزمون  شد. براي انجام این گیريبهرهکلروفورم 
 خطی در محیط نوترینت آگار کشت به گونه ها جدایه
گذاري در دماي گرماساعت  72پس از  شده وداده 

 از استریلآب مقطر با  ها باکتريگراد  درجه سانتی 28
 پنبه آغشته به تکهشدند. سپس یک  شسته پلیترویه 
   به گونهب پلیت گذاشته و رم روي درِوکلروف
بخار کامل  خروج قرار داده شد، پس از وارونه
   سوسپانسیون باکتري میکرولیتر از 200 ،رموکلروف

E. carotovora با غلظت CFU/ml 103 به گونه 
 ها پلیتشد. سپس  پخش پلیترویه  یکنواخت روي

ساعت  48 برايگراد  سانتی درجه 28در دماي 
   هاي باکتري پرگنهاین  شدند. پس از گرماگذاري

E. carotovora 19( شمارش شدند(.  
شناخت براي : پادزیست هماد شناخت سرشت و زاد

 آنتاگونیست هايجدایه پادزیست هماد سرشت و زاد
گردید. براي  گیري بهرهحساسیت به کاتالاز آزمون  از

بدون  روییآبگونه لیتر از میلی 1، آزمونانجام این 
درجه  37 دماي ساعت در 3 براي یاخته باکتري

لیتر، گرم در میلیمیلی 1( کاتالازبودن گراد در  سانتی
بخشی از آلدریش، آلمان) گرماگذاري شد. - سیگما

با . شد آزمون گواه یاخته همانند بدونرویی آبگونه 

 ي دارايهاکچاهپیرامون  در رشدنبود  ههال پیدایش
 که کش باکتريآمیزه یک ساخت  آنبدون کاتالاز و 

حساسیت  .دوشمینیست، آشکار  پراکسیدئیدروژن
 ترکیبات ضدباکتریایی به آنزیم پروتئولیتیک با

پس از گرماگذاري یاخته بدونرویی آبگونه  گرماگذاري
گراد با  درجه سانتی 37 دماي ساعت در 1 براي

گرم  میلی 1آنزیم  هر دواز قلیایی (پروتئ و Kپروتئیناز 
آزمون و بررسی  )آلدریش، آلمان-سیگما، لیتردر میلی

دقیقه در  3 براي ها آنزیماین  از گرماگذاري،پس  شد.
 یابود سپس . ندشدناکارا گراد  سانتیدرجه  100دماي 
 ها بررسی شد چاهکپیرامون  رشد در بدون ههالنبود 

 هپروتئینی بودن ماد ،رشد بدون ههالنبود در  که
  ).11( )2(شکل  دوشمیروشن  پادزیست

پایداري : ضدباکتریایی کارکردبر  pHو  نشان گرما
 500 گرماگذاريضدباکتریایی با  کارکرد ییگرما

 ،40ي هادر دمایاخته بدوناز مایع رویی  میکرولیتر
آزمون  دقیقه 30 برايگراد سانتیدرجه  100و  80 ،60
هاي pH در ضدباکتریاییهاي آمیزه کارکرد. شد

روز در  1 برايرویی آبگونه دن نهاپس از گوناگون 
 pH 3 با گراد در بافرهاي فسفات درجه سانتی 4دماي 

ه خنثی شدمحیط زمان این از پس  که شدسنجش  9تا 
  ).11( شد کشی آن آزمونتوان باکتريو سنجش 
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  .گراددرجه سانتی 100دهی در بعد از حرارت هاجدایه از بین رفتن فعالیت آنتاگونیستی -2شکل 

Figure 2. Loss of antagonistic activity of isolates after heating to 100 °C. 
  

توالی ژن پایه  هاي آنتاگونیست بر شناسایی جدایه
16S rRNA : براي استخراجDNA  یک پرگنه از

جدایه آنتاگونیست در محیط کشت لوریابرتونی 
درجه  37ساعت در دماي  24 برايشد و  زنی مایه

از  گیريبهرهگراد گرماگذاري گردید. سپس با سانتی

لیتر از  آلمان) یک میلی (کیاژن، DNA کیت استخراج
سازنده براي  بر پایه دستورکاراین محیط کشت 

 DNAاستخراج به کار رفت. کیفیت و کمیت 
درصد  1استخراج شده با بردن روي ژل آگاروز 

  . )3(شکل  شدبررسی 
  

  
  .ها ژنومی جدایه DNAروي روي  PCR نتایج واکنش -3شکل 

Figure 3. PCR results on the genomic DNA of isolates. 
  

از یک جفت آغازگر عمومی که  گیريبهرهبا 
آورده شده است تکثیر  1ها در جدول  هاي آنتوالی
انجام شد. براي  PCR واکنشبا  16S rRNAژن 

(سیناژن، ایران) یک  2X، به مسترمیکس PCRانجام 
میکرولیتر  5پیکومول)،  20میکرولیتر از هر آغازگر (

DNA شد. افزوده میکرولیتر آب مقطر استریل  19 و
چرخه شامل واسرشت در دماي  30 سازي با فراوان

  در دماي پیوند ثانیه،  30 برايگراد سانتی هدرج 94
در  دراز شدنثانیه و  30 برايگراد  سانتی هدرج 56

ثانیه انجام شد.  30 برايگراد سانتی هدرج 72دماي 
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به ترتیب در انی پای درازشدنو آغازین واسرشت 
  دقیقه و دماي  3 برايگراد سانتی هدرج 94دماي 

سپس . انجام شددقیقه  10 برايگراد سانتی هدرج 72
درصد برده شده و  1روي ژل آگاروز  PCR فراورده

از کیت استخراج از ژل (کیاژن، آلمان)  گیري بهرهبا 
 نوکلوتیدهايتوالی شناخت سازي گردید. براي  ناب

به شرکت ماکروژن دست آمده  هب PCR نابفرآورده 
دست  نوکلئوتیدي به توالیشد. فرستاده جنوبی  کره

هاي بانک ژنی با  توالیهمولوژي با دیدگاه آمده از 
 داده شدندهمخوانی  BLASTاز برنامه  گیري بهره

)1.(  

  
  .)22در این تحقیق ( گیري بهرهباره  آغازگرهاي -1 جدول

Table 1. Primers used in this study (22). 

  PCR محصولات
PCR product 

) توالی  5→3 ) 
Sequence (5→3) 

 آغازگر
Primers 

1500bp 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ 16S-F 
 5’-ACGGCTACCTTGTTACGACTT3’ 16S-R 

  
  نتایج و بحث

، )13( از ریشهباکتریایی به ترتیب  هسوی 42 سرهم
جدا  )17(پیرامون ریشه خاك و ) 5ساقه ( )7( برگ
جدایه  9جدایه گرم مثبت و  33ها،  جدایهمیان  . درشد

 کارکرد بررسی هاي یافتهپایه  گرم منفی بودند. بر
 E. carotovora برابر در جدایه 8ها،  آنتاگونیستی جدایه

همگی از خود نشان دادند که آنتاگونیستی  کارکرد
 باسیلوسجنس از بوده و  اسپوردار گرم مثبت باسیل

   .ندبود
 A6و  A3 هاي ها، جدایه جدایهاین میان  در

 در مهاري را کارکردترین  ترین و کم بیشترتیب  به
 )2(جدول  ود نشان دادنداز خ E. carotovoraبرابر 
دست آمده از آزمون کلروفورم  به هاي با یافتهکه 

، گواه آزمایشر مقایسه با یعنی دداشت. همخوانی 
متر  میلی 18 رشدي به قطرنبود  هبا هال A3 هجدای

 5 رشدي به قطرنبود  هبا هال A6 هترین و جدای بیش
ساخت  را پادزیست هن میزان مادتری کممتر میلی

 هکاتالاز مشخص گردید که مادآزمون  کردند. در
ی به جزء سرشتها جدایهبا  هساخته شدپادزیست 

با  هساخته شدپادزیست  همادپراکسیدئیدروژن دارد. 
غیرفعال شدند  هاپروتئاز از تیمار باپس  هاجدایهاین 

مهاري  کارکرد. ها بود آن پروتئینی سرشتنگر که بیا
درجه  100ها در دماي  جدایهیاخته  بدونمایع رویی 

که سایر تیمارهاي  رفت در حالیمیان  گراد از سانتی
اثر تغییرات باره دربودند.  تأثیربی ها روي آن يگرما
pH  مشخص شد که  هاآن مهاري کارکردروي  

بهترین اثر را در  ها جدایه اینیاخته  بدونمایع رویی 
pH 7  ندداشت 8تا.   
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  .هاي آنتاگونیست جدایهمشخصات و میانگین قطر هالۀ عدم رشد  -2جدول 
Table 2. Characteristics and mean diameter of growth inhibition zone. 

  ها جدایه
Isolates 

 واکنش گرم
Gram reaction 

 اسپورزایی
Sporulation 

 نمونه
Sample 

  مکان
Location 

 عدم رشد همیانگین قطر هال
Mean diameter of inhibition zone (mm) 

A1 + + برگ 
Leaf 

  آباد فاضل
Fazelabad 

11 

A2 + + خاك 
Soil 

 مرزنکلا
MarzanKola 

8 

A3 + + خاك 
Soil 

  آباد فاضل
Fazelabad 

18 

A4 + + ریشه 
Root 

 مرزنکلا
MarzanKola 

10 

A5 + + خاك 
Soil 

  آباد فاضل
Fazelabad 

6 

A6 + + خاك 

Soil 

  آباد فاضل
Fazelabad 

5 

A7 + + ریشه 

Root 

 مرزنکلا
MarzanKola 

16 

A8 + + خاك 
Soil 

  آباد فاضل
Fazelabad 

10 

  
مهاري  کارکردترین  که بیش A7و  A3 هايجدایه

توالی پایه  ، برداشتندE. Carotovora برابر  در را
شدند. پس از تعیین توالی  شناسایی16S rRNA  ژن

ها  جدایهمشخص شد که این  16S rRNAژن 

 Bacillus subtilisدرصد به  90ترتیب بیش از  به
  سویه  Bacillus Mycoidesو  ZWQ-1سویه 

29B-B9 ان هت داشتند که اطلاعات مربوط به آنشبا
  آورده شده است. 3در جدول 

  
  .16S Rrnaتعیین توالی ژن پایه  ها بر شناسایی جدایه -3جدول 

Table 3. Identification of isolates based on 16S rRNA gene sequencing. 

ها جدایه  
Isolates 

 NCBIترین سویه  نزدیک
Closest NCBI strain  

 شماره دسترسی
Accession number  

 درصد مشابهت
Percentage of similarity  

A7  Bacillus mycoides strain 29B-B9  MF062608.1 92 

A3 Bacillus subtilis strain ZWQ-1  FR729926.1 93 

  
 در کشوربیرون  ودرون  درهمانندي  هاي پژوهش

 هاي ریزوسفري و اندوفیت باکتري شناساییویژه 
  زیستی پوسیدگی نرم ناشی  مهارآنتاگونیست براي 

  که از آن  است انجام شده E. carotovora از
  یاد ) 2001( توفیک و همکاراناز بررسی توان  می

   ،Pseudomonas fluorescenceکرد که کارایی 
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Pseudomonas Putida اي از گونه و Bacillus  را
گسترش و و کاهش  E. carotovora در مهار باکتري

 ندنشان داد زمینی سیب این بیماري در گیري همه
  نیز گزارش کردند که ) 1998( شارگا و لیون. )18(

B. subtilis هسوی Bs 107 برابر  درE. carotovora 
. )15( مهاري دارد کارکرد Erwinia atroceptica و

آنتاگونیستی  کارکرددر مصر بررسی  چنین در یک هم
P. fluorescence، Pseudomonas aeruginosa، 

B. subtilis اي ازو گونه  Streptomycesدو برابر  در
در همین  .)14( نشان داده شد E. carotovoraجدایه 
نیز نقش مهارکنندگی ) 2001( رایان و همکارانرابطه 

 IN937a هو سوی GBO3 B. subtilis هسوی
Bacillus amyloliquefaciens را گزارش کردند 

)21(.   
نیز نشان ) 2007( لمسا و زلری پژوهشطی یک 

و  B. subtilisمانند  هاي آنتاگونیستی دادند که جدایه
Bacillus macerans  مهاردر  گیريبهرهپتانسیل 

 الیازل. )12( زمینی را دارند هاي سیببیماريزیستی 
 با Streptomycesهاي  گونهنیز گزارش کرد که ) 2008(

یونوفورها و ها،  بیوتیک آنتیمانند  ترکیباتیساخت 
 مهارهاي هیدرولیتیک کاندیداهاي خوبی براي  آنزیم

. )6( هاي گیاهی منتقله از راه خاك هستندبیماريزیستی 
 شان دادنددر قرقیزستان ن )2016( دولوتکلدیو و همکاران

 sk-6 Streptomyces diacetochromenesis هسوی که
اثر  sk-2 Streptomyces graminarus هسوی و

 دارند E. carotovoraدربرابر  توجهی قابلمهاري 
در چین نیز نشان داد که  پژوهشهاي یک یافته. )5(

 KC-1 Bacillus amyloliquefaciens اندوفیت هسوی
 ،Pectobacterium pectovorum قادر به مهار رشد باکتري

  ). 4( باشد عامل پوسیدگی نرم کلم چینی، می
  

  گیري کلی نتیجه
توسط  انجام شده هايپژوهشو  این پژوهشدر 

ي مهارگر بیماریزاي بررسی هاجدایه تر دیگران بیش
این نشانگر که  بوده است Bacillusجنس از  شده

ها  باکتريتوان از پتانسیل آنتاگونیستی این  است که می
 .کرد گیري بهرههاي گیاهی بیماريزیستی  مهاربراي 

باره کارکرد این به هر گونه براي داوري بهتر در
 تر در هاي بیشآزمایشهاي مهارگر انجام  باکتري
  گردد.    گلخانه و کشتزارها پیشنهاد می شرایط
توان این بررسی نبود  کمبودهاي این پژوهشاز 
. در در مهار بیماري یاد شده استکشتزار ها در  جدایه

مهار زیستی براي معرفی عوامل آینده  هاي پژوهش
آنتاگونیستی  کارکردبررسی هاي گیاهی  در بیماريکارا 

 مختلفهاي زیستگاه ایشگاه وآزم شرایط ها در جدایه
  شود. میتوصیه 
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Abstract1 
Background and Objectives: Erwinia carotovora is a pathogen of many important plant 
species and infects a large number of ornamental and agricultural plants such as corn, rice, 
tomatoes, onions, sugar beets and vegetables. This bacterium is one of the most important 
factors that greatly reduces crop yields by causing soft rot in the stems and tubers of potatoes 
before and after harvest. Although the disease has been reported in most potato-growing areas 
of the country, no environmentally friendly control measure has been taken to prevent this 
disease. Therefore, identifying the biological factors effective in controlling soft rot disease, 
especially in agricultural hotspots such as Golestan province, seems to be essential. This study 
aimed to isolate and identify rhizosphere and endophytic bacteria with antagonistic activity 
against E. carotovora in potato fields of Marzankola and Fazelabad villages of Gorgan city 
located in Golestan province. 
 
Materials and Methods: Soil, root, leaf and stem samples of potatoes were cultured on  
nutrient agar medium and after incubating at 26 °C for 3-5 days the grown colonies were 
morphologically examined. After purification of the colonies, the initial identification of the 
isolates was performed by Gram staining and the ability to produce spores. The antagonistic 
activity of the isolates was determined by agar well diffusion method. In this method, the plates 
were incubated at room temperature for 3-5 days and the growth inhibition zone was measured 
around the wells. Chloroform test was used to evaluate the production of antimicrobial agent by 
antagonist isolates. Catalase and protease sensitivity tests were used to determine the nature of 
the antimicrobial agent. Then, the thermal stability of the antimicrobial agent and the effect of 
pH on its inhibitory activity were measured. Isolates with more antagonistic activity were 
identified based on 16S rRNA sequencing. 
 
Results: A total of 42 bacterial strains were isolated from roots (13), leaves (7), stems (5) and 
rhizosphere soil (17). Among the isolates, 33 isolates were Gram-positive and 9 isolates were 
Gram-negative. Based on the results of antagonistic activity of isolates, the 8 isolates showed 
antagonistic activity against E. carotovora, all of which were Gram-positive spore-forming 
bacilli and belonged to the genus Bacillus. The inhibitory activity of the isolates was consistent 
with the results obtained from the chloroform test. That is, compared to the control, the isolate 
with a greater amount of antimicrobial agent had the larger growth inhibition zone. In the 
catalase test, it was found that the antimicrobial substance produced by the isolates is of a nature 
other than hydrogen peroxide and it was inactivated after treatment with proteases, indicating 
their protein nature. The inhibitory activity of the supernatant of these isolates was lost at  
100 °C and had the best inhibitory effect at pH 7 to 8. The isolates that had the highest 
inhibitory activity against E. carotovora were identified based on the sequence of 16 S rRNA 
gene. After sequencing, these isolates were found to be more than 90% similar to Bacillus 
subtilis strain ZWQ-1 and Bacillus Mycoides strain 29B-B9, respectively.  
                                                
* Corresponding Author; Email: ania_783@yahoo.com 

 



 1400) 2شماره ()، 11نشریه مدیریت خاك و تولید پایدار جلد (
 

170 

Conclusion: Considering that in the present study, the isolates with the best inhibitory effect 
against E. carotovora belonged to the genus Bacillus, it seems that the antagonistic potential of 
these bacteria can be used for biological control of plant diseases, of course, to better judge 
about their performance, it is necessary to conduct further experiments in greenhouse and field 
conditions.   
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