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است. این بيماری  دارها روی درختان ميوه هستهبيماری زاترینخسارت شانکر باکتریایي یکي از

شود. ایجاد مي Pseudomonas syringae pv. syringaeمنفي به نام توسط یک باکتری گرم

مقاومت ها و ترکيبات مسي باعث ظهور نژادهای جدید و بروز پدیده بيوتيکاستفاده مکرر از آنتي

استفاده از باکتریوفاژها است . در این پژوهش ترین ترکيبات جایگزین شده است. یکي از اميدوار

غرب ایران دار مشکوک به شانکر باکتریایي از شمالنمونه خاک از اطراف درختان ميوه هسته 56

استفاده شد.  ایها، از روش نقطهآوری شد. جهت بررسي حضور ذرات فاژی در داخل نمونهجمع

استفاده شد.  منفرد فاژی  هایسازی و تهيه پلاکبرای خالص  آگار نرم-هاز روش آگار دولای

ها جداسازی شد که از این شفاف بودند از نمونه جدایه فاژی که همگي دارای پلاک 75مجموعاً 

تعداد، پنج فاژ که بيشترین قدرت ليزکنندگي را داشتند، برای بررسي با ميکروسکوپ الکتروني و 

به فاژهای شناسي ریخت شباهت ی انتخاب شدند. از فاژهای منتخب، پنج فاژامطالعات گلخانه

از خود نشان دادند. هرچند هر پنج فاژ در  Microviridaeو  Myoviridae، Tectividaeخانواده 

کاهش رشد جمعيت باکتریایي در محيط کشت مایع موثر بودند اما کوکتل تهيه شده از مخلوط 

ای دیدتری از فاژهای انفرادی از خود نشان داد. نتایج آزمایشات گلخانهپنج فاژ اثر به مراتب ش

درصد  90نشان داد که این فاژها به طور موثر باعث کاهش توسعه بيمارگر در داخل گياه شده و تا 

پنج فاژ منتخب در این تحقيق در  توانند علایم ناشي از باکتری را در گياه کاهش دهند.مي

دار از هستهقبولي در کنترل عامل شانکر باکتریایي درختان ميوه انه نتيجه قابلآزمایشگاه و در گلخ

 باشد.ها در سطح منطقه قابل توصيه ميخود نشان دادند و فرمولاسيون آن

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Bacterial canker is one of the most devastating diseases on the stone fruit trees. This disease is caused by 

a gram-negative bacterium called Pseudomonas syringae pv. syringae. Consecutive use of antibiotics and 

copper compounds has caused the emergence of new resistance races. One of the most promising 

replacement compounds is the use of bacteriophages. In this research, 56 soil samples were collected 

from the suspected trees of having bacterial canker from northwestern of Iran. In order to check the 

presence of phage particles, double-layer soft-agar technique was used to purify individual phage plaques. 

A total of 75 phage isolates, all of which had clear plaques, were isolated from the samples, among them, 

five phages with the highest lysing capability were selected for electron microscopy and greenhouse 

studies. Among the selected phages, three phages showed morphological similarity to Myoviridae, 
Tectividae and Microviridae families. Although all five phages were effective in reducing the growth of 

bacterial population in liquid culture medium, significant differences were observed between them. The 

cocktail prepared from the mixture of five phages showed a much stronger effect than the individual 

phages. The results of the greenhouse tests showed that these phages effectively reduce the development 

of the pathogen inside the bean and can reduce the bacterial symptoms in the treated plant by 90%. The 

five isolated phages in this research showed acceptable results in the control of the agent of bacterial 

canker of the stone fruit trees in the laboratory and in greenhouse experiments, and their actual 

formulation is recommended at the regional level. 

Keywords: biocontrol, host range, bacterial canker of stone fruit trees 

 

 

  مقدمه

اغلب بومی مناطق معتدله هستند، متعلق  دار کهدرختان میوه هسته

هستند.   (Prunus)( و جنس آلوRosaceaeبه خانواده گلسرخیان )

این جنس بزرگ شامل گیاهان متعددی مثل هلو، شلیل، آلو، آلوچه 

-، گیلاس و زردآلو  هستند  که بصورت پایه و یا زینتی کشت می

های ترین بیمارییکی از مهم (.Khodayegan et al., 2013شوند )

دار، شانکر باکتریایی است  که در تمام مناطق درختان میوه هسته

جوانه،  های بلاستعمده کشت این درختان وجود دارد و به نام

بلاست شکوفه، سرخشیدگی، گموز و بلایت سرشاخه نیز شناخته 

زاترین سارتاین بیماری یکی از خ .(Agrios, 2005)شود می

های جوان که در باغ باشدمی دارهای درختان میوه هستهبیماری

ها و میوه، برگ (.Agrios, 2005رسد )درصد می 75خسارت آن تا 

ها در تمام سال حساس به این بیماری هستند. آلودگی از شکوفه

دهد و علائم تا فصل بهار ها در فصل زمستان رخ میطرق زخم

ترین علائم (. مشخصHuline et al.,2018 a,bد )قابل رویت نیستن

 این بیماری، تشکیل شانکر همراه با ترشح صمغ روی شاخه و تنه

(. نواحی آلوده که حالت Agrios, 2005در فصل بهار است )

فرورفته و تیره رنگ دارند و با ترشح صمغ همراه هستند روی 

خشک شدن باعث  و در نهایت بیمارگر شوندشاخه و تنه ظاهر می

(. Huline et al.,2018 a,bشود )مرگ درخت می های اصلی وشاخه

 Pseudomonasعامل این بیماری یک باکتری گرم منفی بنام 

syringae pv. syringae  گونه گیاهی  180است که دارای بیش از

. براساس گزارشات قبلی (Pinheiro et al., 2019باشد )میزبان می

 P. syringaeباکتری  morsprunorum  و syringaeدو پاتووار 

دار در منطقه آذربایجان عامل ایجاد آلودگی در درختان میوه هسته

ترین روشی که برای کنترل (. رایجVasebi et al., 2020 باشند )می

این بیمارگر در باغات کاربرد دارد، استفاده از مشتقات مس مانند 

(.  ,.2017Vasebi et alها است )بیوتیک( و آنتیO2Cuاکسید مس )

ها نیز به طور کامل موثر نیستند، زیرا با این حال این استراتژی

استفاده مکرر از این ترکیبات باعث ایجاد مقاومت در بیمارگر 

باکتریایی و تغییر در ساختار جمعیت این بیمارگر شده است. یکی 
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اکتریوفاژ ترین ترکیبات جایگزین، استفاده از فاژ یا باز امیدوارکننده

(Bacteriophage, phage) ( استAltimira et al., 2012 استفاده .)

ای از باکتریوفاژها به عنوان عوامل کنترل زیستی دارای مزایای بالقوه

باکتریوفاژها از نظر دامنه  بیوتیکی است.نسبت به ترکیبات آنتی

کنند و محدود به یک گونه بسیار اختصاصی عمل می میزبانی

باشند، بنابراین آسیب های خاص باکتریایی مییی یا سویهباکتریا

ها( در طبیعت وارد های مفید باکتریایی )آنتاگونیستکمتری به گونه

-ها روی طیف وسیعی از باکتریبیوتیککنند، در حالی که آنتیمی

 Hawkins et al., 2010; Parkگذارند )های بیمارگر و مفید تاثیر می

and Nakai 2003) حال حاضر گزارشات متعددی از کاربردهای  در

فاژها در کنترل بیمارگرهای باکتریایی در بخش کشاورزی  عملی

(. Bae et al., 2012; Czajkowski et al., 2014ثبت شده است )

گزارشات  متعددی از وجود فاژهای موثر علیه پاتووارهای جنس 

عملی  به چاپ رسیده است ولی کاربرد P. syringaeسودوموناس 

 Di lallo etاز این فاژها برای کنترل این بیمارگر بسیار نادر است )

al., 2014; Prior et al., 2003; Qiao et al., 2010; Rombouts et 

al., 2016; Vidaver et al., 1973; Yin et al., 2019 .) هدف از این

های موثر علیه سویه تحقیق جستجوی باکتریوفاژهای اختصاصی

به  Pseudomonas syringae pv. syringaeاکتری بیمارگر مقاوم ب

خاک است و تعیین هویت و بیوتیک و ترکیبات شیمیایی از آنتی

ا را برای کنترل های باشد که بتواند آنها به گونهفعالیت ارزیابی آن

 زیستی معرفی کرد.

 

  هاروش و مواد

ه باکتری در این پژوهش از جدای جدایه باکتریایی و محیط کشت:

 Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) strain K26بیمارگر 

(KY569176)دار آلوده به شانکر ، که قبلا از درختان میوه هسته

به  آذربایجان شرقی(، جداسازی و باکتریایی از زردآلو )عجب شیر،

 2Bو  1Bروش مولکولی با استفاده از دو آغازگر اختصاصی 

(، به عنوان میزبان Vasebi et al., 2019شناسایی شده بود )

باکتریایی برای جداسازی و شناسایی فاژهای اختصاصی استفاده 

از محیط کشت K26 استرین Pss برای کشت باکتری  .شد

( استفاده شد. همچنین برای کشت King’Bبی )اختصاصی کینگ

 براث از محیط کشت مایع نوترینت  Pss k26شبانه باکتری 

(Nutrient broth ) .استفاده شد 

سازی به منظور جدا برداری به منظور جداسازی باکتریوفاژ:نمونه

ی در بردارباکتریوفاژهای اختصاصی موثر بر باکتری میزبان، نمونه

نطقه مختلف استان ماز پنج  1399-1400فصل بهار سال های 

ر، از شیر، تبریز، مرند و آذرشهشرقی شامل اسکو، عجبآذربایجان

لو، دار شامل آمتری خاک اطراف درختان میوه هستهده سانتیعمق 

ختان از درآلو، گیلاس و هلو و نیز درخت بادام )آلبالو، آلوچه، زرد

ر داهمیوه خشکباری( مشکوک به شانکر باکتریایی درختان میوه هست

های آوری شده در داخل کیسه های جمعانجام شد. نمونه

 ل و در دمای چهار درجه سلسیوسپلاستیکی به آزمایشگاه منتق

 داری شدند. نگه

برای جداسازی ذرات باکتریوفاژ  جداسازی ذرات فاژی از خاک:

 40گرم خاک از هر نمونه جداگانه وزن و  20از خاک، به میزان 

 ) HCl -M Tris1O, 2L ddH1Sm bufferلیتر بافر استخراج فاژمیلی

) 4mM MgSO 10mM NaCl;  100; 7.5pH  ر اِرلن حاوی به ه

ساعت در  16 الی 2ها به مدت نمونه خاک اضافه شد. ارلن

دور در دقیقه و دمای اتاق قرار  200انکوباتور متحرک با سرعت 

نشین ها به مدت یک ساعت جهت تهارلن داده شدند. پس از آن

شدن ذرات ساکن خاک قرار داده شدند. سپس مایع رویی به داخل 

و سانتریفیوژ به مدت پنج دقیقه با  ه شدهای استریل ریختفالکون

دور در دقیقه انجام شد. پس از سانتریفیوژ فاز رویی  8000سرعت 

ها و ذرات معلق برداشته شد. جهت جداسازی ذرات فاژ از باکتری

 45/0دیگر، سوسپانسیون بدست آمده از فیلتر سر سرنگی استریل 

ر درون یخچال میکرومتر عبور داده شد. سوسپانسیون حاوی فاژ د

 ,.Slawiak et al)با دمای چهار درجه سلسیوس نگه داری شد

2009).         

مشاهده اثر پلاک ایجاد شده بوسیله باکتریوفاژ روی باکتری 

-جهت بررسی حضور ذرات فاژی در داخل سوسپانسیون میزبان:

 Akbaba) شدای استفاده ای یا لکههای فیلتر شده از روش نقطه

and Ozaktan, 20121; Kudva et al., 1999; Rabiey et al., 

در محیط مایع  Pssابتدا یک کشت شبانه از باکتری بیمارگر .(2020

میکرولیتر از این محیط کشت که  20نوترینت براث تهیه شد. سپس 
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  2mMCaCl10 ،2MgCl ، 4MgSOمیکرولیتر از سه یون  10حاوی 

( جامد بود، Nutrient agarروی پلیت حاوی محیط نوترینت آگار )

ها به مدت یک تا دو ساعت در انکوباتور ریخته و پخش شد. پلیت

درجه سلسیوس جهت سازگاری باکتری با محیط  28با دمای 

فاژی  داری شدند. پس از این مرحله از سوسپانسیونکشت نگه

ای روی پلیت ریخته شد. در بصورت لکه میکرولیتر 10حدود 

های و بار استریل در شرایط برابر با پلیتپلیت شاهد از آب مقطر د

های مورد آزمایش قرار داده شد. ایجاد مناطق لیز شده و پلاک فاژ

واضح و شفاف روی کشت باکتری به عنوان مثبت بودن تست 

 حضور ذرات فاژی در نظر گرفته شد.  

از روش  های منفرد فاژیجهت مشاهده پلاک سازی فاژ:خالص

.  به این ترتیب (Bertani, 1951)استفاده شد  نرمآگار -دو لایه آگار

میکرولیتر از محیط کشت شبانه باکتری میزبان که  100که به 

میکرولیتر  100تنظیم شده بود،  cfu/ml 710 جمعیت باکتریایی آن به

متر اضافه شد. برای از سوسپانسیون فاژی در میکروتیوب دو میلی

میکرولیتر محلول  10تریاییهای باکاتصال بهتر فاژ به سطح سلول

درجه  37دقیقه در دمای  15اضافه و به مدت  2MgClیون 

های حاوی داری شد. سوسپانسیون باکتریوفاژ به لولهسلسیوس نگه

گرم بر  7محیط کشت نوترینت آگار )محیط نوترینت آگار حاوی 

درجه سلسیوس از پیش گرم شده بود،  48لیتر آگار( که در دمای 

ه شد و پس از مخلوط کردن به سرعت روی پلیت انتقال داد

ها به محتوی نوترینت آگار از پیش آماده شده پخش شد. پلیت

درجه سلسیوس قرار  28ساعت در انکوباتور در دمای  24مدت 

ها در صورت ظاهر شدن، از لحاظ مورفولوژی، اندازه گرفتند. پلاک

بودند و از  هایی که شفافو شکل مورد بررسی قرار گرفتند. پلاک

نظر شکل و اندازه متفاوت بودند، انتخاب و با استفاده از لوپ 

لیتر بافر استخراج منتقل شدند. سپس استریل به اِرلن حاوی دو میلی

دقیقه در  30ها به مدت سازی فاژ به محیط، ارلنجهت آزاد

دور در  دقیقه و دمای اتاق قرار  120انکوباتور متحرک با سرعت 

آوری و سانتریفیوژ شد. از این مدت محلول جمع گرفتند. پس

سازی فاژ فیلتر شد. سپس مایع رویی بدست آمده جهت خالص

تمامی این مراحل چهار بار تکرار شد و بعد از چهارمین مرحله 

درجه سلسیوس  4محلول بدست آمده مجددا فیلتر شد و در دمای 

ها ونهنگهداری شد. برای افزایش غلظت فاژهای خالص شده، نم

سازی داده شدند. چندین بار در محیط کشت مایع باکتریایی غنی

ای از باکتری بیمارگر جهت غنی سازی باکتریوفاژها ابتدا کشت تازه

در محیط مایع نوترینت براث تهیه شد و جمعیت باکتریایی آن با 

تنظیم   Cell/mL 710روی nm600ODاستفاده اسپکتروفتومتری در 

2MCaCl ,میکرولیتر از هر سه محلول یون 10شد. سپس حدود 

 4, MgSO2MgCl 10 لیتر محیط کشت حاوی باکتری میلی 9  به

لیتر از مایع فیلتر شده به ارلن انتقال میلی 1 میزبان اضافه شد، سپس

لیتر آب میلی 1 داده شد. در ارلن شاهد به جای مایع فیلتر شده از

انکوباتور متحرک  با  مقطر دو بار استریل استفاده شد. محیط در

ساعت  18گراد به مدت درجه سانتی 28دمای  در دقیقه  120دور 

انکوبه گشت تا باکتری میزبان توسط فاژها مورد عفونت قرار بگیرد 

ساعت محیط در داخل  18و تکثیر بیابند. پس از گذشت زمان 

به  در دقیقه  4000آوری شد و سانتریفیوژ در دور فالکون جمع

دقیقه صورت انجام شد. فاز رویی که حاوی فاژ است  10مدت 

میکرومتر عبور داده شد تا خالص  45/0جمع آوری شد و از فیلتر 

لیتر از میلی1شود. سپس جهت افزایش تعداد ذرات فاژها به هر 

 )2M ZnCl1 (میکرولیتر محلول روی کلرید  20مایع فیلتر شده 

 37وباتور با دمای اضافه شد و به مدت زمان پنج دقیقه در انک

در   5000گراد قرارداده شد. سپس سانتریفیوژ با دور درجه سانتی

دقیقه انجام شد و فاز رویی به عنوان مایع  10دقیقه به مدت زمان 

 Czajkowski  et al., 2019; Czajkowskiحاوی فاژ برداشته شد )

et al., 2016 .) 

 Transmission)مشاهده فاژ با میکروسکوپ الکترونی عبوری

electron microscopy): ها به منظور مشاهده مورفولوژیکی و نمونه

رستاک تهران برای  تخمین اندازه فاژها به شرکت پرتو رایان

 TEM, 100 kv, Resolution)مشاهده با میکروسکوپ الکترونی

ها جهت مشاهده ساختمان ارسال شدند. قبل از ارسال نمونه (200

فاژها و افزایش غلظت و تعداد ذرات فاژی، فاژ، به منظور تکثیر 

 20سازی شدند. سپس های فاژی به مدت دو هفته غنینمونه

های باکتریوفاژ غلیظ شده با استفاده از استات میکرولیتر از نمونه

 400آمیزی منفی شدند و روی گرید مسی اورانیل دو درصد رنگ

ندارد شناسایی مش قرار گرفتند. تصاویر گرفته شده با فاژهای استا

ها شده قبلی موجود در منابع معتبر به منظور تشخیص خانواده آن

 مطابقت داده شد.
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به منظور بررسی توان  منحنی رشد باکتری همراه با باکتریوفاژ:

کنترلی باکتریوفاژهای جداسازی شده بر کاهش جمعیت باکتریایی 

ازی محیط سمیزبان، منحنی رشد باکتری همراه باکتریوفاژ با آلوده

برای هر پنج فاژ به طور Pss آگار با  باکتری میزبان  کشت نوترینت

انفرادی و مخلوطی از فاژها )فاژهای کوکتل( در ساعات مختلف 

لیتر محیط میلی 5فالکون استریل که حاوی  هایثبت شد. به لوله

میکرولیتر از محیط  100بودند، مقدار  کشت مایع نوترینت براث

 cfu/ml  710 که جمعیت آن به Pssتری میزبان کشت شبانه باک

میکرولیتر مایع حاوی فاژ با غلظت بالا  100تنظیم شده بود و 

میکرولیتر سوپانسیون باکتریایی  100اضافه شد. برای شاهد مثبت 

میکرولیتر مایع  100بدون اضافه شدن مایع فاژ و برای شاهد منفی 

ساعت در  24و به مدت  فاژ بدون باکتری میزبان در نظر گرفته شد

درجه  28دور در دقیقه و دمای  200انکوباتور متحرک با سرعت 

 48سلسیوس نگهداری شد. سپس از زمان صفر )زمان اولیه( تا 

ساعت، هر دو ساعت با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر غلظت 

گیری شد. برای هر نمونه نانومتر اندازه  600 ها در طول موجنمونه

 Pinheiro et al., 2019; Rabiey etرار در نظر گرفته شد )سه تک

al., 2020.) 

جهت  سنجی فاژها در شرایط گلخانه بر میزبان لوبیا:زیست

اثر ، (in vivo)بررسی تاثیرات فاژها در شرایط خارج از آزمایشگاه 

( .Phaseolus vulgaris Lهای فاژی روی گیاه میزبان لوبیا )جدایه

ورد بررسی قرارداده شد. در این طرح پنج گروه در پنج تکرار م

تیمار در نظر گرفته شد، گروه اول، گروه تیمارهای انفرادی که با 

فاژ )انفرادی(، گروه دوم شامل سوسپانسیون -سوسپانسیون باکتری

مخلوطی از فاژها که به نسبت برابر ترکیب شدند  -باکتری

ا باکتری میزبان )تیمارکوکتل(، گروه سوم کنترل مثبت که فقط ب

پاشی فاژ(، گروه چهارم کنترل منفی ) آب مقطر تیمار شد )بدون مه

پاشی با محلول دو بار استریل( و گروه آخر کنترل منفی )فقط مه

های پنج اینچی که شامل خاک کمپوست بود فاژ(.ابتدا در گلدان

بذر لوبیا )رقم ازنا( کاشته شد. هر گلدان شامل پنج تکرار بود. 

ایش در طرح کاملا تصادفی انجام شد. میزبان لوبیا به مدت آزم

تقریبی ده روز تا مرحله دو برگی شدن در شرایط گلخانه تحت 

ساعت و با آبیاری  12ی نوری درجه سلسیوس با دوره 22دمای 

 Pssای از باکتری میزبان سه روز در هفته قرار داده شد. کشت شبانه

سوسپانسیونی با غلظت  ه شد.تهی در محیط مایع نوترینت براث

cfu/ml710  تهیه شد. جهت بررسی بهترین عملکرد فاژها در

زمانهای مختلف فعالیت بیمارگر، آزمایش در سه طرح تلقیح 

 Prevention، پیشگیری ) (Simultaneously inoculation)همزمان

inoculation( و مه پاشی فاژ بعد از ایجاد آلودگی )Therapy )

هت اثر بخشی فاژها بر کنترل بیمارگر مه پاشی در انجام شد. ج

 Fuji)انجام شدند  1هنگام غروب انجام شد. تیمارها مطابق جدول 

et al., 2010; Nga et al., 2021; Wei et al., 2017)  در تیمارهای

های ترد و لطیف میزبان لوبیا با مقدار ناچیزی از پودر همزمان، برگ

دوم( جهت ورود باکتری میزبان خراش دهنده )پودر کاربورانخراش

ها به استثنای داده شدند، سپس سوسپانسیون باکتری روی برگ

پاشی شدند. دو گروه شاهد منفی بطور های شاهد منفی مهگروه

پاشی شدند. جداگانه با محلول فاژ و آب مقطر دو بار استریل مه

و  ها، محلول فاژهادقیقه و خشک شدن برگ 30پس از گذشت 

بر هر  PFU/ml 610-510روه کوکتل )فاژهای مخلوط( با غلظت گ

پاشی شدند و به مکان تاریک منتقل شدند. گروه گلدان تیمار مه

 پاشی با باکتری میزبان بود. شاهد مثبت تنها شامل مه

ی در تیمارهای پیشگیری نیز شرایط انجام آزمایش مانند مرحله

 هایلول فاژ و گروه فاژقبلی بود با این تفاوت که ابتدا هر مح

شی پاهای میزبان هر گلدان بطور جداگانه مهکوکتل بر روی برگ

شدند و در یک دوره تاریکی جهت عملکرد موثر فاژها قرار 

ز ایجاد خراش روی اساعت، پس  48-24گرفتند. پس از گذشت 

 مارهایپاشی شدند. در تیها با سوسپانسیون باکتری میزبان مهبرگ

کتری های میزبان پس از ایجاد خراش با  بابتدا برگدرمان نیز ا

حلول فاژ ساعت با م 48-24پاشی شدند و پس از گذشت میزبان مه

ه پاشی شدند و در مکان تاریک قرار داداسپری کوکتل و فاژهای

د. شدند. شرایط کنترل مثبت و منفی برای هر سه گروه یکسان بو

ظه پلاستیکی قرار ها جهت حفظ رطوبت در داخل یک محفگلدان

 14الی  7ساعت پوشش برداشته شد. پس از  24داده شدند. پس از 

 ظاهر شده بر روی هایها بررسی شد و تعداد لکهروز سطح برگ

 ها در هر گلدان ثبت شد. برگ
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 های میزبان لوبیا در شرایط گلخانهفاژها بر برگ پاشیمراحل مه -1جدول 

Table 1. Steps of spraying phages suspension on the leaves of bean host in greenhouse conditions 

3 2 1 Step 
After 30 min, phage suspension 

was sprayed on the leaves 
Spraying host bacterial 

suspension on the leaves 
Wound formation by carborundum 

powder on the surface of the leaves Simultaneously inoculation 

Bacterial suspension was 

sprayed 
Wound formation on the 

surface of the leaves after 24 h 
Spraying phages suspension on the 

leaves 
Prevention inoculation 

After 24 h. phage suspension 

was sprayed on the leaves 
Spraying host bacterial 

suspension on the leaves 
Wound formation by carborundum 

powder on the surface of the leaves Therapy inoculation 

 

      
اختصاصی به  کتری توسط فاژهای( لیز شدن چمن با b.های ریز و شفاف فاژهای اختصاصی در روش آگار دو لایه نرم( ایجاد پلاکaاثبات حضور ذرات فاژی  -1شکل 

 ای.لکه -ایروش نقطه

Fig 1. Proving the presence of phage particles, a) the presence of small and clear plaques of specific phages in soft top agar technique. b) 

Lysis of bacteria lawn by specific phages in spot assay technique. 

 

    نتایج

 جداسازی ذرات فاژی از خاک و اثبات حضور ذرات فاژی:

ای لکه -ای. پس از جداسازی ذرات فاژی، اثبات فاژ به روش نقطه

بصورت شفاف و لیز شده  فاژهای مربوط به پلاک .صورت گرفت

در (. a -1در چمن باکتری در محیط کشت مشاهده شدند )شکل 

 ژهافا های موثری ازعیتجم ،مرند و تبریز، آذرشهر های خاکنمونه

 خاکهای نمونه شد. درمشاهده  Pssبرای کنترل باکتری میزبان 

ه ، باکتریوفاژی مشاهدآوری شده از مناطق اسکو و عجب شیرجمع

 نشد. 

 سازی باکتریوفاژخالص

آگار دو  روش سازی ذرات منفرد فاژی ازبرای جداسازی و خالص

های منفرد با اشکال یه پلاکلایه استفاده شد. در تکنیک آگار دو لا

های متفاوت در سطح محیط کشت در چمن باکتری ظاهر و اندازه

هایی که واضح، شفاف و اندازه متفاوتی (. پلاکb –1)شکل ندشد

سازی در دمای چهار درجه انتخاب و پس از خالص ،داشتند

پنج جدایه فاژی که  و نگهداری شدند. مجموعا هفتاد سلسیوس

 . ندسازی شدهای شفاف بودند خالصلاکهمگی دارای پ

 نتیجه شمارش ذرات فاژها به روش آگار دو لایه 

 PFU/mlمیزان وجود ذرات فاژی برای هر فاژ بر طبق فرمول 

های ایجاد شده در این روش، محاسبه شد. برای شمارش پلاک

سطح  هایی قابل قبول در نظر گرفته شدند که تعداد پلاک درپلیت

 -2، 10 -1 هایعدد نباشد. در رقت 300و بیشتر از  30آن کمتر از 

ملا های زیاد عدر برخی از فاژها به دلیل وجود پلاک 10 -3و 10

 شمارش تعداد ذرات فاژی غیرممکن ارزیابی شد. به همین دلیل

های کبرای محاسبه تعداد پلا 10-7تا  10 -4هایعموماً از رقت

نج پشمارش پلاک، مجموعاً بر اساس نتایج  فاژی استفاده گردید.

دگی که حاکی از قدرت لیزکنن فاژ که بالاترین میزان ذرات فاژی

 (. 2)جدول  بالای آنها بود برای آزمایشات بعدی انتخاب شد
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 ی منتخبآخرین رقت مهار کنندگی ذرات فاژها -2جدول 
Table 2. The last critical dilution of selected phages particle 

Phage 

particle 

The last critical 

dilution 

Plaque 

number 

Phage 

83.65.10 6- 10 73 MAH-15 
91.60.10 7-10 32 AZA-17 
82.75.10 6-10 55 AZG-19 
92.30.10 7-10 46 AZB-20 
112.30.10 9-10 46 AZZ-21 

 

 نتیجه تصویربرداری میکروسکوپ الکترونی

-عکس وپ الکترونیتصاویر پنج فاژ منتخب توسط میکروسک

ها را تولید و ترین پلاکبرداری شد. این پنج فاژ بزرگترین و واضح

(. 2بیشترین کاهش را در جمعیت باکتری ایجاد کرده بودند )شکل

جدا شده از شهرستان مرند، میزبان هلو، دارای سر و  MAH-15فاژ 

 باشد که بیشتر شبیه به فاژهاینانومتر می 100دم بلند با اندازه 

جدا شده از  AZA-17 است. فاژ (Myoviridae)خانواده میوویریده 

های گرد، از میزبان آلوچه به ترتیب دارای پیکره شهرستان آذرشهر،

 100بدون دم و زوائد پروتئینی کوتاه روی کپسید پروتئینی با اندازه 

باشد که بیشتر شبیه به فاژهای خانواده میکروویریده نانومتر می

(Microviridae)  یا(Corticoviridae) باشد. فاژهای میAZG-19، 

AZB-20  وAZZ-21  جدا شده از شهرستان آذرشهر، میزبان

های چندوجهی، بدون دم و و زردآلو، دارای پیکره گیلاس، بادام

 200باشند و با اندازه زوائد پروتئینی بلندتر روی کپسید خود می

به فاژهای خانواده تکتیویریده نانومتر که بیشتر شبیه 

(Tectiviridae) باشد. با این حال جهت شناسایی و اثبات دقیق می

 باشد.ها شناسایی ژنوم در سطح مولکولی نیاز میآن

نرخ رشد باکتری میزبان در حضور و در غیاب باکتریوفاژهای 

( نشان داد که در حضور ذرات فاژی از 3جداسازی شده )شکل 

شود. ای جلوگیری مییزبان تا حد قابل ملاحظهرشد باکتری م

های باکتریایی در دو ساعت اول در چگالی نوری برای تعداد سلول

محیط کشت آلوده به باکتری بدون فاژ )شاهد( و در محیط کشت 

 آلوده به باکتری همراه با فاژ یکسان بود و تفاوتی مشاهده نشد.

     

       

          
 ,c, d نانومتر. 100های میکروویریده، ( فاژهای شبیه به خانواده bنانومتر. 100فاژهای خانواده میوویریده،  ( aتصاویر میکروسکوپ الکترونی که احتمالا مربوط به -2شکل

e  ،باشند.نانومتر می 200(  فاژهای خانواده تکتیویریده 

Fig 2. Transmission Electron Microscopy (TEM) images probably related to a) Myoviridae family, 100nm. b) Microviridae family, 100 nm. 

c,d and e) Tectiviridae family, 200 nm.   
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پس از این زمان چگالی نوری محیط کشت تنها حاوی باکتری 

میزبان )شاهد( در مقایسه با محیط کشت همراه با فاژ در حال 

باکتریایی بود در حالی که کاهش آن در های افزایش تعداد سلول

محیط کشت باکتری همراه با فاژ مشاهده شد. چگالی نوری باکتری 

 cfu/ml 13 10ساعت به 48میزبان بدون فاژ )شاهد( در طول دوره 

افزایش یافت. هر پنج فاژ در کاهش رشد باکتری میزبان موثر بودند 

ریایی در بین های مختلفی در کاهش رشد جمعیت باکتاما تفاوت

سه گروه فاژی از پنج فاژ وجود داشت. بیشترین تاثیر بر کاهش 

-AZB رشد باکتری میزبان در بین فاژهای فردی توسط فاژ 

تفاوتی از  AZZ-21و MAH-15، AZA-17بدست آمد. فاژهای 20

زایی نداشتند و از این لحاظ بر کاهش رشد نظر تاثیر روی عفونت

د. در این میان گروه فاژی کوکتل میزان باکتری میزبان یکسان بودن

تاثیر بیشتری در کاهش رشد باکتری میزبان داشتند. قابل ذکر است 

بین گروه شاهد و گروه فاژهای  (>05/0p)داری که تفاوت معنی

 99ها با اطمینان دار بودن دادهانفرادی و کوکتل مشاهده شد )معنی

  05/0طح احتمال ، آزمون دانکن در سSPSSدرصد با نرم افزار 

 درصد انجام شد(.

 

 .Pseudomonas syringae pv)منحنی رشد باکتری در میزبان  -3شکل 

syringae (Pss  همراه با باکتریوفاژ بصورت انفرادی و فاژهای کوکتل 

Fig 3. Growth curve of bacterial population of 

Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) with individual 

phages and cocktail phages  

 

 سنجی فاژها در شرایط گلخانهزیست

برای فهم اینکه فاژها در کدام مرحله قادر به کاهش بیماریزایی بر 

پاشی سنجی در سه بخش مهمیزبان موثر هستند، طرح زیست

فاژ، پیشگیری و درمان انجام شد. پس از  -همزمان باکتری بیمارگر

های ظاهر شده پاشی شده، لکههای میزبان مهدو هفته بررسی برگ

های تیمار شده با فاژ و تیمار نشده مشاهده، شمارش در سطح برگ

-های ظاهر شده در برگو یادداشت شد. براساس نتایج، تعداد لکه

ها نسبت به لکهفاژ کمتر و اندازه  های تیمار شده با سوسپانیون

ت( کوچکتر بود. هیچ گونه های تیمار نشده با فاژ )کنترل مثببرگ

پاشی با آب مقطر و فاژ( های کنترل منفی )مهعلائمی در برگ

پاشی همزمان باکتری (. در طرح مه aمشاهده نشد )شکل چهار،

فاژ و پیشگیری هر دو باعث کنترل و مهار بیمارگر  -بیمارگر

آمیز شدند و حضور فاژ در هر دو طرح، بصورت موفقیت

پاشی را بطور موثر کاهش داد. در طرح مهبیماریزایی باکتری 

-های تیمار شده با بیمارگر و فاژها در مقایسه با برگهمزمان، برگ

 Phageدرصد(  76های تیمار نشده )کنترل مثبت( به ترتیب )

MAH-15( ،81  )درصدPhage AZA-17( ،72  )درصدPhage 

AZG- 19( ،68 )درصد Phage AZB-20 (75و  )درصدPhage 

AZZ-21 90کوکتل ) های تیمار شده با بیمارگر و فاژهایو برگ 

(. در eو   b ،4درصد( باعث کاهش بیماریزایی بیمارگر شدند)شکل 

های تیمار شده با بیمارگر و فاژها در طرح پیشگیری نیز برگ

درصد(  76های تیمار نشده )کنترل مثبت( به ترتیب )مقایسه با برگ

Phage MAH-15( ،74  )درصدPhageAZA-17( ،83  )درصد

Phage AZG-19( ،75 )درصد Phage AZB-20 ( 82و 

های تیمار شده با بیمارگر و و برگ Phage AZZ- 21درصد(

درصد( باعث کاهش بیماریزایی بیمارگر شدند  83کوکتل ) فاژهای

افزار های هر دو گروه با نرم(. همچنین آنالیز داده -d)شکل چهار

SPSSنشان داد که بین گروه 05/0احتمال  ، آزمون دانکن در سطح 

های های تیمار نشده با سوسپانسیون فاژ )کنترل مثبت( و برگبرگ

( وجود >p  05/0تیمار شده با سوسپانسیون فاژ تفاوت معنا داری)

های دارد و هر دو طرح باعث کنترل بیمارگر شدند و میانگین داده

تاثیرات فاژهای دو گروه تفاوت چندان زیادی باهم نداشت، اما 

AZG-19  و AZZ-21  در گروه پیشگیری از نظر تاثیر عملکرد بر

پاشی بیمارگر موثرتر از گروه همزمان بود. قابل ذکر است مه

کوکتل در هر دو گروه  بخصوص گروه  سوسپانسیون فاژهای

همزمان تاثیر بیشتری روی کاهش بیماریزایی بیمارگر نسبت به 

(. در 3 و  جدول a   ،b،5ند )شکل فاژهای انفرادی نشان داد

ها در سطح ی لکههای ظاهر شده و اندازهی درمان تعداد لکهمرحله

ی های تیمار شده با سوسپانسیون فاژ نسبت به دو مرحلهبرگ
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همزمان و پیشگیری بیشتر بود، با این حال تفاوت معناداری بین 

مثبت( و  های تیمار نشده با سوسپانسیون فاژ )کنترلبرگ گروه

(، اما p<0/05های تیمار شده با سوسپانسیون فاژ مشاهده شد )برگ

درصد باعث کاهش  30از نظر تاثیر بر بیماریزایی کمتر از 

 Phage MAH-15( ،14درصد( 24بیماریزایی شدند که به ترتیب )

درصد  Phage AZG-19( ،7درصدPhage AZA-17( ،28  )درصد( 

)Phage AZB- 20 ( 25و )درصدPhage AZZ-21 های و برگ

درصد( قرار گرفتند  39تیمار شده با بیمارگر و فاژهای کوکتل )

 (.3و جدول  c -5ت و شکل  -4)شکل 

 

 آ     

     

      
( bوسپانسیون باکتری به تنهایی(، مثبت )تلقیح شده با س ل( کنتر aپاشی؛های گیاه میزبان لوبیا در تیمارهای مختلف مهعلائم لکه برگی باکتریایی بر برگ ( a -4شکل 

 پاشی با آب(.مه)کنترل منفی  (f ور مرحله تلقیح همزمان د  -پاشی با فاژهای کوکتل(مه eتیمار درمان،  ( dتیمار پیشگیری، ( cتیمار تلقیح همزمان باکتری و فاژ، 
Fig 4. a) Bacterial leaf spot symptoms by different treatment on leaves of bean; a) positive control (inoculated with bacterial 

suspension), b) simultaneous inoculation stage c) prevention stage d) treatment stage e) sprayed with cocktail phages - in the 

stage of simultaneous inoculation and f) negative control (sprayed with water). 

 

a b 

c d 

e f 
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نترل کشده به عنوان یون فاژ و تیمار نهای تیمار شده با سوسپانسهای ظاهر شده در سه گروه همزمان، پیشگیری و درمان در برگمقایسه میانگین تعداد لکه  -3جدول 

 (. cfu/mL710با غلظت  Pssمثبت )سوسپانسیون باکتری 

Table 3. Comparison of the average number of spots appearing in three groups: simultaneous, prevention and therapy in leaves treated with 

phage suspension and untreated as a positive control (Pss bacterial suspension with a concentration of 1017 cfu/ml). 

Average data of 

therapy treatments 

Average data of 

prevention treatments 

Average data of 

Simultaneous 

treatments 

Factors  

76c,d 23.67b 23.76a,b Spraying Pss bacteria and phage 15 

86e,f 25.33b 19.33a,b Spraying Pss bacteria and phage 17 

72.33c 17b 27.33a,b Spraying Pss bacteria and phage 19 

93.333f 24.67b 35.33a,b Spraying Pss bacteria and phage 20 

75.33c 17.67b 24.67a,b Spraying Pss bacteria and phage 21 

61.33b 16.33a,b,c 9.33a,b Spraying Pss bacteria and cocktail phages 

100.67d,f 100.67d 100.67c Positive control -Pss 

a0 a0 a0 Negative control-dH2O 
a0 a0 a0 Negative control-phage 

 

 
درمان. تیمار (  cو پیشگیری تیمار( bن،تلقیح همزما تیمار( aیدر گیاه میزبان لوبیا در سه مرحلهPss  مقایسه کلی تاثیرات سوسپانسیون فاژها بر توسعه باکتری  -5شکل

 (. >05/0pدانکن )–SPSS ها با نرم افزارآنالیز داده

Fig  5.  A general comparison of the effects of phages suspension on the development of Pss bacteria in the bean host plant in three stages: a) 

simultaneous inoculation treatments, b) prevention treatments and c) therapy treatments. Data analysis with SPSS-Duncan software (p<0.05). 
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  بحث

دار یکی از مشکلات اساسی در شانکر باکتریایی درختان میوه هسته

باشد دار بخصوص گیلاس در سطح جهانی میدرختان میوه هسته

 ,.Huline et al). شود )که باعث از بین رفتن محصولات سالانه می

2018(a,b); Spotts et al., 2010روز سه پاتووار از تا به امP. 

syringaeهای ، بنامPss ،1Psm 2وPsm  به عنوان عوامل اصلی

در چند سال اخیر با  .(Lie et al., 2015)اند بیماری شناخته شده

ها و ترکیبات مسی بیوتیکظهور و گسترش پدیده مقاومت به آنتی

های بیمارگر دیده شده است که استفاده از در میان باکتری

رسد. اولین مرحله عفونت فاژ، فاژها سودمند به نظر میباکتریو

باشد و بستگی به وجود جذب فاژ به سطح سلول باکتری می

ها . این گیرنده(Kuvda, 1999)گیرنده در سطح سلول باکتری دارد 

های متفاوت هستند . ساکاریددر سطح سلول باکتری همان لیپوپلی

ک منیزیوم به اتصال فاژ های مختلف از جمله نماضافه کردن نمک

کند، زیرا فاژ برای اتصال نیاز به به سطح سلول باکتری کمک می

اگر  .(Calendar et al., 1998)کلسیم و منیزیوم دارد  هاییون

ساکارید سطحی خود را از دست بدهد یا باکتری میزبان لیپوپلی

دچار تغییر شود دیگر فاژ توانایی اتصال به باکتری میزبان را 

دهد و خواهد داشت و در نتیجه مقاومت در باکتری میزبان رخ مین

 .(Mehdizadeh et al., 2008)شود در محیط کشت پلاک ایجاد نمی

در این پژوهش پنج فاژ اختصاصی که توانایی آلوده و هدف گرفتن 

را بطور اختصاصی داشتند، جداسازی و شناسایی  Pssبیمارگر

د به عنوان عامل کنترل بیولوژیکی شدند. برای اینکه یک فاژ بتوان

مطرح و موثر باشد یکی از فاکتورهای مهم و اولیه توانایی آلوده و 

باشد که این پنج فاژ پتانسیل بالقوه را لیز کردن میزبان باکتریایی می

به عنوان کنترل بیولوژیکی در کنترل شانکر باکتریایی درختان میوه 

که همه این پنج فاژ قادر به  دار نشان دادند. قابل ذکر استهسته

های شفاف در چمن باکتری میزبان در محیط کشت ایجاد پلاک

بود.   (Lytic cycle)بودندکه نشان از یک چرخه عفونت لیتیک

فاژهایی که دارای چرخه لیتیک باشند خطر انتقال افقی 

 .(Penades et al., 2015)دهند را کاهش می (Horizontal gene)ژن

زیرا  فاژها در کنترل زیستی اهمیت بخصوصی دارد بودن لیتیک

توانند چرخه زندگی خود می  (Lysogenic cycle)لیزوژنیک فاژهای

را تغییر داده و وارد ژنوم باکتری میزبان شوند. این فاژها باعث 

و بروز پدیده  های بیماریزایی، ژنهای تولیدکننده توکسینانتقال ژن

و خطر انتقال و جابجایی ژنوم را مقاومت در باکتری میزبان شده 

 ;Boyd et al., 2001; Merril et al., 2003)دهند افزایش می

Walder, 1998) 

های میزبان کارایی این پنج فاژ برای کنترل بیمارگر در سطح برگ

لوبیا به عنوان سیستم مدل مورد بررسی قرار گرفت. عامل شانکر 

 Brown)ای یجاد لکه قهوهدار باعث اباکتریایی درختان میوه هسته

spot) های میزبان لوبیا شده و بصورت رورست و  روی سطح برگ

شود. بنابراین میزبان لوبیا به میوسیع در سطح برگ لوبیا پخش 

 Hunterعنوان یک میزبان جایگزین برای این بیمارگر انتخاب شد)

and Legard, 1990). های کنترل زیستی بیمارگر بر سطح برگ

ان لوبیا نشان داده شدکه بیشترین میزان تاثیر کاربرد فاژها در میزب

-مه بصورت مرحله تلقیح همزمان و پیشگیری بود و کاربرد فاژها

ها باعث کاهش توسعه پاشی قبل از ورود بیمارگر بر سطح برگ

بود.  درصد در هر دو مرحله  80بیماریزایی و جمعیت بیمارگر تا 

کوکتل بیشترین میزان تاثیر را به  ورتبص همچنین کاربرد پنج فاژ

 پاشیهمراه داشت اما پس از ورود بیماگر و توسعه آن و سپس مه

فاژ بر سطح میزبان )به عنوان مرحله درمان( و کاهش بیماریزایی  

 39درصد در فاژهای انفرادی و حدود  30بسیار ناچیز و کمتر از 

بیماریزایی کوکتل مشاهده شد که برای کاهش  درصد در فاژهای

 کوکتل مورد استفاده قرار بگیرند فاژهای بهتر است فقط بصورت

توان به اثرات آمیز استفاده از فاژها میهای موفقیتاز سایر پژوهش 

 Erwiniaگلابی ) آتشک بر عامل بیمارگرQE1337-26 فاژ  پاشیمه

amylovoraهای گلدانی سیب اشاره کرد که باعث کاهش ( بر نهال

همچنین کاربرد  .(Boule et al., 2011) اندیی بیمارگر شدهبیماریزا

ای بر عامل بلایت برگی پیاز و گوجه فرنگی فاژها در شرایط مزرعه

(Xanthomons sp.)  قابل مقایسه با ترکیبات مسی بود که به شدت

مانکوزب -باعث کاهش بیمارگر و خیلی موثرتر از ترکیبات مسی

علائم بلایت ناشی از سوختگی  بود. همچنین فاژها باعث کاهش

شدند. با این حال کاربرد  P.s. pv. porriفرنگی با عامل در تره

نیازمند مطالعه بیشتر است. زیرا اشعه ماورابنفش  فاژها در فیلوسفر

های هوایی گیاهان شود. تواند باعث تخریب ذرات فاژ در بخشمی
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اعث از بین های گوجه فرنگی در اول صبح بکاربرد فاژها در برگ

 Iriarte et)ها یک روز بعد به دلیل نور ماورابنفش شد رفتن آن

al.,2007). های مطالعات متعدد نشان داده است که کاربرد فرمول

حفاظتی مانند استفاده از پودر شیر خشک برای کاهش اثرات نور 

 ,.Balogh et alماورابنفش بر جمعیت فاژها موثر بوده است )

های ضعیف توان استفاده از سویهرهای دیگر میاز راهکا .(2010

بیمارگر که امکان تکثیر فاژ را در غلظت بالا بدون آلوده کردن گیاه 

. از کابردهای دیگر (Iriate et al., 2012)کنند اشاره کرد فراهم می

موثر فاژ اضافه کردن آنها به طور مستقیم به خاک اطراف ریشه 

-ها را افزایش مییت ماندگاری آناست که قابل گیاهان )ریزوسفر(

ها در کنار فاژها باعث ماندگاری دهد. همچنین کاربرد آنتاگونیست

 Balogh et al., 2010; Jonesشود )ها در بخش فیلوسفر گیاه میآن

et al., 2007 البته این نکته حائز اهمیت است که زمان کاربرد .)

ین دلیل پیشنهاد فاژها نقش مهمی در پایداری فاژها دارد. به هم

شود یا قبل از طلوع آفتاب در صبح یا به هنگام غروب آفتاب می

استفاده شود. فاژهای جداسازی شده در این پژوهش قادر به کنترل 

دار بودند با این حال بیولوژیکی شانکر باکتریایی درختان میوه هسته

 ها موردمطالعات بیشتری برای بررسی توانایی فاژها و کاربرد آن

های نیاز است و بهتر است برای شناسایی دقیق فاژها از روش

 روزتر کمک گرفت.های بهمولکولی و تکنولوژی
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