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   ۱ کيوان بهبودي وزاده ، مسعود احمد**ارغوان کمالي

  )۲۹/۴/۱۳۹۰ :رشيخ پذي؛  تار۷/۷/۱۳۸۹: افتيخ دريتار(

  

  دهيچك

هـاي   مستقيم توسـط ارزيـابي سـلول    ه صورت غير بPseudomonas fluorescens يها نيدر اين تحقيق تشکيل بيوفيلم در تعدادي از استر

 به دليل توانايي  Pseudomonas fluorescens UTPF98استرين. باکتريايي رنگ شده توسط کريستال ويوله بررسي و با هم مقايسه گرديد

به سطح، تشکيل ميکروکلنـي    ناپذير   پذير و برگشت   شامل اتصال برگشت  ( سپس مراحل تشکيل بيوفيلم   . فراوان در تشکيل بيوفيلم انتخاب شد     

در نهايت تأثير برخي عوامل     . اي رديابي شد   هاي شيشه  در اين استرين بر روي اسلايد     ) و تشکيل ماکروکلني همراه با توليد اگزوپلي ساکاريد       

 آرابينـوز، زايلـوز، مـانوز،    گالاکتوز،(، منابع کربن )آهن، منيزيم، کلسيم، روي، مس، موليبدن، منگنز، بور و کبالت   (ها   اي شامل کاتيون   تغذيه

آلانـين، پـرولين، تيـروزين، لوسـين، آسـپارژين، آلانـين، ايزولوسـين، گلايـسين،          فنيـل  اسيد، آسپارتيک(آمينه   هاي ، اسيد)گلوکز و رامنوز

هـا در    تأثير کاتيون . رسي شد برده بر   و فسفر بر تشکيل بيوفيلم در استرين نام       ) اسيد، هيستيدين، ترئونين، آرژنين، ليزين و گلوتامين       گلوتاميک

از طرفـي   . شده تأثير مثبت بـر تـشکيل بيـوفيلم داشـتند            آمينه آزمايش  هاي کربن و اسيد    چنين همه منابع   هم. باشد تشکيل بيوفيلم متفاوت مي   

دهـد کـه شـرايط       دست آمده از اين پژوهش نشان مـي        نتايج به . تشکيل بيوفيلم با ميزان فسفر موجود در محيط کشت رابطه معکوس داشت           

اي  هاي فلورسنت، شناخت شرايط تغذيه     براي بيوکنترل موفق توسط سودوموناد    . گذارد اي محيط کشت بر روي تشکيل بيوفيلم تأثير مي         تغذيه

  .باشد گذاري الزامي مي گذار بر تشکيل بيوفيلم و چگونگي اين تأثير تأثير
  

  

  اي ، شرايط تغذيه Pseudomonas fluorescensبيوفيلم،  : يدي كل يها واژه
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  مقدمه

هـاي متنـوع     هايي متشکل از يـک گونـه يـا گونـه           جمعيت

باکتري به صورت چسبيده به يکديگر و يا به سطوح زنـده            

سـلولي،   هـاي خـارج    ساکاريد اي از پلي   زنده در زمينه   و غير 

توسعه بيوفيلم يک فراينـد پيچيـده        .شوند وفيلم ناميده مي  بي

باشـد و در     هاي جمعـي بـاکتري مـي       است که نيازمند رفتار   

  مقايسه با زندگي منفرد فوائـد زيـادي را بـراي بـاکتري در             

مراحـل تـشکيل    ).Davey & O’Toole 2000(دارد  بـر 

پـذير   نا پذير و برگشت   بيوفيلم شامل اتصال ابتدايي برگشت    

هــا و در نهايــت بلــوغ  کلنــي  ســطوح، تــشکيل ميکــروبــه

 Exopolysaccharidesهـا همـراه بـا تـشکيل         کلني ميکرو

)EPS ( باشـد   مـي)Molina et al. 2003 .( کـه   هنگـامي

اسمزي،    از جمله فشار   يا ط محيطي ويژه  يها در شرا   باکتري

نـد  يرنـد، فرآ  يگ ي قـرار م ـ   pHاکـسيژن، دمـا و        آهن، تـنش  

چنـد جزئيـات تـأثير ايـن         شود، هر  از مي لم آغ يوفيل ب يتشک

بـه   ارگانيـسم  ها روي توسعه بيوفيلم از يک ميکـرو  شاخص

  .ميکروارگانيسم ديگر متفاوت است

آلي يک فاکتور کليدي لازم براي تـشکيل         فسفات غير 

ــط   ــوفيلم توس  P. aureofaciensو   .fluorescens Pبي

تنظـيم   phoR/phoBباشد که توسـط سيـستم تنظيمـي          مي

 GacS/GacAسيــستم تنظيمــي ديگــر سيــستم . شــود مــي

کنــد و در  باشــد کــه در تــشکيل بيــوفيلم شــرکت مــي مــي

هـاي گـرم منفـي بـه شـدت           ها و بقيه باکتري    سودوموناس

هاي سـطح سـلول      تغييرات در پروتئين  . حفاظت شده است  

ز نقـش مهمـي را در آغـاز تـشکيل           ي ن EPSبه همراه توليد    

 در P. fluorescensها،   باکترياز ميان. کند بيوفيلم ايفا مي

دهـد، ايـن     شـده بيـوفيلم تـشکيل مـي        همه شرايط آزمايش  

هاي ژنتيکـي مختلفـي بـراي آغـاز          ارگانيسم از مسير   ميکرو

 Davey & O’Toole(کنـد   تشکيل بيـوفيلم اسـتفاده مـي   

لم يوفيل ب ي تشک ين پژوهش بررس  ي هدف از انجام ا    .)2000

،  P. fluorescensست ي ـ آنتاگونيها ني از استريدر تعداد

، مـشاهده   آنهـا لم در   يوفي ـل ب ي تـشک  ي و کم ـ  يف ـيسه ک يمقا

و  يا شهي شيها دي اسلايلم رويوفيل بيمراحل مختلف تشک

 يط ـي و محيا هيزنده تغذ رين عوامل غ  يتر  از مهم  ير برخ يتأث

نه، فـسفات، دمـا،     ي آم يها ديها، اس  ، قند ي فلز يها مثل نمک 

ن يلم در اسـتر يوفيل بي تشک و زمان برpH ح، يه تلقيسن ما

  .باشد يبرتر م

  

  يروش بررس

ــترين      ــدادي اسـ ــدا تعـ ــژوهش در ابتـ ــن پـ ــراي ايـ بـ

Pseudomonas fluorescens  انتخــاب شــد و از لحــاظ

مقايـسه کمـي    . تشکيل بيـوفيلم بـا هـم مقايـسه گرديـد          

ــا اســتفاده از روش ميکروتيتــر  پليــت  تــشکيل بيــوفيلم ب

)(Fletcher 1977لــه بعــد، اتــصال در مرح.  انجــام شــد

هـا قـرار     اي کـه در مخلـوط بـاکتري        ها به لام شيشه    باکتري

ــاران    ــاکري و همک ــتفاده از روش ش ــا اس ــه اســت ب گرفت

)Shakeri et al. 2005 ( ابتـدا  . مورد بررسي قرار گرفـت

يک لوپ از کلني باکتري انتخاب شده روي محـيط کـشت            

 LBليتـر محـيط       حاوي پنج ميلـي    ةبه يک لول  ) KB(جامد  

 ساعت در انکوبـاتور     ۲۰ تا   ۱۸قيح شد و سپس به مدت       تل

پس از گذشت اين زمـان، دو       .  قرار داده شد   Co30با دماي   

ليتر از اين محيط برداشته شد و با اضافه کردن محـيط             ميلي

در طـول   ۱/۰ تـا  ۰۸/۰کشت استريل، جذب نوري آن بين 

کـساني از  هـاي ي  تنظيم گرديد تـا جمعيـت   nm ۶۲۵موج 

 ۱۰۰سـپس در شـش ظـرف ارلـن          . باکتري به دسـت آيـد     

 اضــافه شـد و دو اســلايد   LBليتـر   ميلــي۵۰ليتـري   ميلـي 

درون آنهـا قـرار     % ) ۹۶ با اتانـل      ضدعفوني شده (اي   شيشه

 سـلول   ۱۰۶ليتر از سوسپانسيون که شـامل      يک ميلي . گرفت

. ها اضافه شـد    باکتري بود در شرايط استريل به درون ظرف       
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هــاي ارلــن در دمــاي آزمايــشگاه و روي شــيکر بــا  ظــرف

، ۱۲، ۸، ۴پس از گذشـت  .  قرار داده شدندrpm  ۱۰۰دور

ــشه  ســاعت اســلايد۲۴ و ۲۰، ۱۶ ــه منظــور  هــاي شي اي ب

و بـه خـوبي بـا    . ويوله خارج شـدند    آميزي با کريستال   رنگ

هاي پلانکتونيک و    آب مقطر استريل به منظور حذف سلول      

لات ضعيفي با اسلايد داشتند شـسته       هايي که اتصا   يا سلول 

 ـ   آميزي اسلايد  رنگ. شدند بـه  % ۲ ةها توسط کريـستال ويول

مدت پنج دقيقه صورت گرفت و بعد از شستشو و خـشک            

لم بــا يوفيــل بيکــردن در دمــاي آزمايــشگاه، مراحــل تــشک

 مشاهده و با – H2  Olympus Bميکروسکوپ نوري مدل

  .شد برداري  عکس400Xبزرگنمايي 

 بررسي تأثير نـه کـاتيون آهـن، روي، کبالـت،            ظوربه من 

منگنز، موليبدن، مـس، کلـسيم، بـور و منيـزيم بـر تـشکيل               

هــا اســتفاده  ن نمــکيــهــاي مختلــف ا بيــوفيلم از غلظــت

ها  غلظت پايه نمک . (Slininger & Jackson 1992)شد

 به عنوان عامـل  EDTA ميکرومول  ۱۳۴تهيه و به هر کدام      

 سـاعته   ۲۴ک لـوپ از کـشت       کلات کننده اضـافه شـد ي ـ      

ــترين  ــه  UTPF98 P. flourescensاس ــته و ب  ۳۰برداش

 & M63 (O’Tooleليتــر محــيط کــشت حــداقل  ميلــي

Kolter 1998) ۲۴هاي ارلن بـه مـدت    ظرف. ، اضافه شد 

 قـرار  rpm۱۰۰  روي شيکر با دور oC۳۰ساعت در دماي 

گرفتند و پس از آن، غلظت باکتري بـا اسـتفاده از دسـتگاه              

 ميکروليتر از باکتري بـا      ۲۰مقدار  . پکتروفتومتر تعيين شد  اس

ــاکتري در هــر ۱۰۷در حــدود (غلظــت مــشخص   کلنــي ب

هاي ميکروتيترپليت که هر کـدام داراي        به چاهک ) ليتر ميلي

هاي مختلف عناصر متعدد بودنـد،        ميکروليتر از غلظت   ۱۸۰

 تکرار در نظـر گرفتـه       ۴براي هر غلظت عنصر     (اضافه شد   

 به عنوان شاهد منفي مـورد  M63يط بدون عنصر   شد و مح  

 سـاعت   ۲۴در نهايت پليت به مـدت       ). استفاده قرار گرفت  

 قرار گرفت و بقيـه مراحـل        oC۳۰ داخل انکوباتور با دماي   

ر ي تـأث  يجهت بررس . مطابق روش ميکروتيترپليت انجام شد    

هـاي   لم، قنـد  يوفي ـل ب ي تـشک  يتروژن بر رو  يمنابع کربن و ن   

ــوز و    ــالاکتوز و زايل ــانوز، گ ــوکز، م ــوز، گل ــوز، رامن آرابين

آلانـين، آسـپارژين،     اسـيد، فنيـل    هاي آمينـه آسـپارتيک     اسيد

اسيد، گلوتامين، آرژنين،  لوسين، ترئونين، پرولين، گلوتاميک

لوسين و گلايـسين     تيروزين، هيستيدين، آلانين، ليزين، ايزو    

ــدند ــاب ش ــا  . انتخ ــه آنه ــول پاي ــر(محل  ۱۰۰۰م در دو گ

ــرآب ــد  ليت ــراي قن ــر ب ــا و  مقط ــي۱۰ه ــرم در   ميل  ۱۰۰۰گ

پس از تهيه، بـا عبـور از        ) هاي آمينه  مقطر براي اسيد   ليترآب

بقيه مراحـل شـبيه     .  ميکرون استريل شد   ۲/۰پور   فيلتر ميلي 

 .آزمون بررسي تأثير عناصر بود

به منظور بررسي اثر فسفر بر تشکيل بيـوفيلم از محـيط            

 به عنوان منبـع فـسفر     KH2PO4ود داراي که خM63پايه 

 در  KH2PO4به اين ترتيب که ميزان      . باشد، استفاده شد   مي

محيط يک بار نصف و بار ديگر دو برابر شد و بـا اسـتفاده               

 پليت اثر ميزان فـسفر بـر روي تـشکيل          از آزمون ميکروتيتر  

 انجام شده در قالـب      هاي تمام آزمايش . بيوفيلم بررسي شد  

.  تکرار انجام شد   ۴ کاملاً تصادفي با حداقل      هاي طرح کرت 

و مقايسه ميانگين صفات به روش حـداقل   واريانس تجزيه

افزار  از نرم با استفاده )  > LSD  ()۰۵/P( دار تفاوت معني

SASانجام گرفت .  

  

  نتايج و بحث

 نشان دادند که  (Madulla et al. 2006)مدولا و همکاران

بيوتيـک فنـازين بـا       توليد آنتي رابطه مستقيمي ميان توانايي     

  در ايـن تحقيـق نيـز از ميـان         . تشکيل بيـوفيلم وجـود دارد     

ــاکتري ــده، جدايـــه  هـــاي آنتاگونيـــست آزمـــايش بـ   شـ

 fluorescens UTPF98  P.  شـيرزاد  که مطابق تحقيقات

ــد  ) Shirzad et al. 2008 (و همکــاران ــه تولي ــادر ب ق
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ــود بيــوفيلم بيــشتري تــشک  آنتــي ــازين ب يل داد بيوتيــک فن

کـه اخـتلاف تـشکيل بيـوفيلم در ايـن جدايـه بـا                يطور به

 مراحـل تـشکيل     .باشـد  هاي ديگـر قابـل توجـه مـي         جدايه

پـذير   نا پذير و برگشت   بيوفيلم شامل اتصال ابتدايي برگشت    

هــا و در نهايــت بلــوغ  کلنــي بــه ســطوح، تــشکيل ميکــرو

 Molina et(باشد   مي EPSها همراه با تشکيل کلني ميکرو

al. 2003 .(  ــا اســتفاده از در ايــن تحقيــق ايــن مراحــل ب

، ۱۲،  ۸،  ۴اي پس از گذشـت       هاي شيشه  آميزي اسلايد  رنگ

) اسـلايد ( ساعت از تماس باکتري بـا سـطح          ۲۴ و   ۲۰،  ۱۶

باشـد    مشخص مي  ۱شکلهمان طور که در     . نشان داده شد  

هاي چسبيده به سطح افزايش      با افزايش زمان، تعداد باکتري    

 سـاعت تجمعـي از     ۲۴تـا جـايي کـه پـس از          کنند   پيدا مي 

 قابـل   EPSهاي باکتريـايي قـرار گرفتـه در پوشـش            سلول

  .مشاهده است

دست آمده در ايـن تحقيـق، همراسـتا بـا نتـايج        نتايج به 

 Costerton et al. 1995; Wimpenny(محققين پيـشين 

& Colasanti 1997; O’Toole & Kolter 1998) 
ط کشت تأثير بـسزايي بـر       نشان داد که محتواي غذايي محي     

هاي استفاده شـده در ايـن        همه کاتيون . تشکيل بيوفيلم دارد  

پژوهش در هر سه سطح آزمايش شده تـشکيل بيـوفيلم را            

هايي که بيشترين    غلظت. در مقايسه با شاهد تحريک کردند     

هاي آهـن،    تأثير را بر تشکيل بيوفيلم داشتند در مورد نمک        

 ۱/۸،  ۷۰،  ۴۰۶،  ۱۸۰به ترتيب   منيزيم، روي، موليبدن و بور      

هـاي دو ظرفيتـي      کـاتيون . )۲شکل  ( ميکرومول بودند    ۹۷و

مـستقيم بـر     به صورت مستقيم و غيرCa+2 و   Mg +2مثل 

گذاري به طور مستقيم  اين اثر . گذارند تشکيل بيوفيلم اثر مي   

ــأثير بــر تعــاملات الکترواســتاتيک و بــه طــور   از طريــق ت

هـاي اتـصال بـا ايفـاي          فرايند مستقيم از طريق کمک به     غير

هاي آنزيمـي صـورت      هاي سلولي و کوفاکتور    نقش کاتيون 

 ;Fletcher 1988; Song & Leff 2006) (گيـرد  مـي 

Geesey et al. 2000.       با توجـه بـه مطالـب عنـوان شـده

هاي دو ظرفيتـي کـه همـه منجـر بـه افـزايش               نقش کاتيون 

ــوف ــشکيل بي ــه   ت ــک ب ــدند کم ــژوهش ش ــن پ يلم در اي

 بنـين و همکـاران    . باشد هاي اتصال در باکتري مي     دينفرآ

(Banin et al. 2005)    از آهن به عنـوان سـيگنالي بـراي 

در . نـام بردنـد   P. aeruginosaتوسعه بيوفيلم در باکتري 

اين تحقيق نيز رابطه مثبتـي ميـان غلظـت آهـن و تـشکيل               

  .)۲شکل (بيوفيلم مشاهده شد 

 اسيد آمينـه    ۱۵ انتخاب شش قند به عنوان منبع کربن و       

هـا در ترشـحات     اساس حـضور آن    به عنوان منبع نيتروژن بر    

ريشه لوبيا چشم بلبلي، نخود، گندم، ذرت و برنج صـورت           

  هـاي آزمـايش   در ميان قنـد . (Knee et al. 2001)گرفت 

تـرين منبـع کـربن در        شده گـالاکتوز و آرابينـوز کـه رايـج         

ثير را بـر    ترشحات ريشه گياهان مذکور بودند، بيشترين تـأ       

ديگـر  ). شتر از شـاهد ي ـ برابـر ب   ۴(تشکيل بيـوفيلم داشـتند      

شده فراواني کمتري در ريزوسفر گياهـان         هاي آزمايش  قند

 ترکيبات  شود که احتمالاً   بنابراين، نتيجه مي  . ذکر شده دارند  

ترشحات ريشه اين گياهان بـراي تـشکيل بيـوفيلم در ايـن      

ع نيتروژن براي رشـد   از آنجايي که منب   . هستنداسترين بهينه   

ها و به دنبال آن تـشکيل بيـوفيلم اهميـت فراوانـي              باکتري

ــان شــاهد   ــدون منبــع M63(دارد، تفــاوت آشــکاري مي  ب

هـاي مختلـف وجـود        حاوي آمينو اسـيد    M63و  ) نيتروژن

اسـيد   شده آسـپارتيک    هاي آمينه آزمايش   در ميان اسيد  . دارد

 شـاهد افـزايش     ميزان تشکيل بيوفيلم را پنج برابر نسبت به       

بقيـه  . آلانـين بيـشترين تـأثير را داشـت         پس از آن فنيل   . داد

حـدود  (هاي آمينه آزمايش شده تأثيرات نسبتاً مشابهي         اسيد

شـکل  (بر تشکيل بيوفيلم داشـتند      ) سه برابر بيشتر از شاهد    

در مورد نقـش فـسفر در تـشکيل بيـوفيلم، نتـايج ايـن         . )۳

 ـ KH2PO4پژوهش نشان داد کـه افـزايش          ه محـيط پايـه     ب

M63    ــي ــوفيلم م ــشکيل بي ــاهش ت ــه ک ــر ب ــود   منج   ش
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  ،ساعتC:۱۲ ساعت، B:۸ ساعت، A:۴( اي هاي شيشه  روي اسلايدP. fluorescens UTPF98مشاهده تشکيل بيوفيلم در استرين   .۱ شکل

D : ۱۶،ساعتE :۲۰ساعت و F: ۲۴ساعت پس از اتصال (  

Fig. 1.Observation of biofilm formation in P. fluorescens UTPF98 on glass slides (A: 4 hours, B: 8 h, C: 12 h, D: 
16 h, E: 20 h, F: 24 h after attachment) 

 

اين کـاهش ممکـن اسـت در نتيجـه کـاهش            . )۴ شکل(

 .به محيط باشـد  KH2PO4 فشار اسمزي در اثر افزايش 

 يک ارتباط )O’Toole & Kolter 1998 (اتوله و کلتر

منفي را ميان فـشار اسـمزي محـيط و تـشکيل بيـوفيلم              

هاي زيادي در زمينه تغييـر تـشکيل         گزارش. نشان دادند 

هاي مختلف به محـيط وجـود         افزودن نمک  بيوفيلم توسط 

 McEldowney & Fletcher 1986; O’Toole).دارند 

& Kolter 1998)هـا اغلـب بـه تغييـر در فـشار       اثر نمک 

هـا نيـز بـر روي        شود و افزايش يـون     يوني محيط منجر مي   

نتايج ارائه شده در اين تحقيـق        .گذارند فشار اسمزي اثر مي   

اي محيط کشت    دهند که محتواي تغذيه    به وضوح نشان مي   

  بـراي يـک    . کنـد  تشکيل بيوفيلم نقش مهمـي ايفـا مـي         در
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 P. fluorescens عناصر موليبدن، آهن، روي، بور و منيزيم بر تشکيل بيوفيلم در استرين ) غلظت(يسه تأثير سه سطح مقا .۲شکل 

UTPF98  
Fig. 2. Comparison betwean 3 leves (concentrations) of cations (Mo, Fe, Zn, B and Mg) on biofilm formation in 

P. fluorescens UTPF98 
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  P. fluorescens UTPF98 آمينه در تشکيل بيوفيلم در استرين  ش پانزده اسيدنق .۳شکل 

Fig. 3. The effect of 15 aminoacids on biofilm formation in P. fluorescens UTPF98 
  
  

  
  UTPF98  P. fluorescens اثر فسفات بر تشکيل بيوفيلم در باکتري  .۴شکل

Fig. 4. The effect of KH2PO4 on biofilm formation in P. fluorescens UTPF98 
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هـا نيـاز بـه دانـستن         بيوکنترل موفـق توسـط سـودوموناس      

گــذار بــر تــشکيل بيــوفيلم و   تــأثيريا تغذيــههــاي  فــاکتور

ها و تطابق    انتخاب استرين . ها داريم  آن گذاري چگونگي تأثير 

دست آوردن يک    ترين عامل در به    ها با شرايط مزرعه مهم    آن

  .باشد ل موفق ميبيوکنتر
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