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 جداسازي و شناسايي اولين باكتري بومي كنترل كننده عامل بيماري شانكر مركبات،
Xanthomonas citri subsp.citri  

  2جعفر وليزاده و 2نسرين كاظمي پور ، 1طناز گودرزي ، 1سيدمهدي علوي ،*1، سعيد امين زاده  2و1داريوش غلامي
  تهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري1

  هدان، دانشگاه سيستان و بلوچستان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسيزا2

  9/7/91 :تاريخ پذيرش  17/3/91 :تاريخ دريافت

  چكيده

ي قرنطينه اي است كه بيماريهاازجمله ي مركبات مي باشد و بيماريهايكي از مخرب ترين  بيماري باكتريايي شانكر مركبات
 Xanthomonas citriباكتري عامل اين بيماري .تاس ايران وارد ساخته درتوليد مركبات  خسارت شديدي بر

subsp.citri(xcici) دقيقي در جهت كنترل بيولوژيك آن  تاكنون مطالعه ،بيماري در كشور ايراناين علي رغم وجود . باشد مي
، هستند پپتيدهاي آنتي ميكروبيال توليد شده توسط موجودات مختلف، براي اين كار كانديدهاي مناسبي. انجام نگرفته است

Lashar DGH2 اين باكتريوسين . نوعي باكتريوسين بومي و جديد مي باشد كه براي مهار اين بيماري كانديداي مناسبي مي باشد
. كه قادر به مهار سويه هاي ايراني و جهاني اين باكتري مي باشد ستاولين باكتريوسين مهار كننده باكتري زانتوموناس در دنيا

ات آتي بر روي اين باكتريوسين و بهينه سازي قدرت مهاركنندگي آن بتوان گام مهمي در جهت كنترل اين اميد است كه با تحقيق
  . بيماري برداشت

  باكتريوسين،  Xanthomonas citri subsp.citri(xcici)   ،Lashar DGH2شانكر مركبات،  :واژه هاي كليدي 
   aminzade@nigeb.ac.ir: ي، پست الكترونيك 021-44580412: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
سالانه بخش عمده اي از محصولات كشاورزي بر اثر آفات 

بيماري باكتريايي ). 1(و بيماريهاي گياهي از بين مي روند
شانكر مركبات بسياري از گونه هاي مهم مركبات از قبيل 

يرين،  ليموترش و ي شپرتقالهاگريپ فروت، برخي 
باكتري عامل اين بيماري  ).5( كند ليموشيرين را آلوده مي

Xanthomonas citri subsp.citri(xcici) داراي كه باشد  مي
 A، اگرچه سويه هاي تيپ است *Aو Aتيپ متفاوت  دو
 اتوليد مركبات ديده مي شود ام اغلب مناطق كشت و در

 كشورهاي حوضه وهند، تايلند  ، تنها در*Aسويه هاي تيپ
نتايج . استخليج فارس ازجمله ايران، شناسايي شده 

حاصله از مطالعات ديگر نشان مي دهد كه علاوه بر سويه 
)  Aتيپ (ميزباني وسيع  ، سويه هايي با دامنه*Aهاي تيپ 

حفاظت  .)2( دي متنوع ديگر نيز در كشور وجود دارتيپهاو 

آنتي بات مسي و پاتوژن، توسط تركي نوع گياهان عليه اين
جزء تركيبات ، كه هر دو مورد مقدور مي باشد بيوتيكها

و در چندين مورد  به شمار مي رودآلوده كننده محيطي 
گزارش شده است كه اين تركيبات به توليد نژادهاي مقاوم 

سالهاي اخير  در. ي پاتوژن گياهي منجر شده اندباكتريها
يكهايي معطوف تلاشهاي زيادي براي پيدا كردن آنتي بيوت

). 8( شده كه باكتري نتواند در برابر آن مقاوم شود
ي آنتي ميكروبيال پروتئينهاپپتيد ها يا  ،باكتريوسين ها

و  در دنياي ميكروبي پراكنده هستند ريبوزومي هستند كه
ي گرم مثبت و گرم منفي توليد مي شوند، باكتريهاتوسط 

اسيد  70تا  20( چكي دارند كو اغلب باكتريوسين ها اندازه
ي سلولها كهو داراي خصوصيات كاتيوني مي باشند ) آمينه

دروني و يا از  يهدف را با ناپايداري كامل پوشش غشا
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، DNaseي تهاجمي ديگراز قبيل فعاليت مكانيسمهاطريق 
RNase  ي سلولهاي ضروري پروتئينهاو اختلال در سنتز

لي هدف از بين مي برند كه در نهايت منجر به مرگ سلو
 به دليلباكتريوسين ها سموم قوي هستند كه ). 7(مي شوند

مورد  ،فعاليت كشندگي قوي ولي با طيف كشندگي محدود
قابل توجه اين است كه  توجه خاص قرار دارند و نكته

 آنهايا سميت  )3( باكتريوسين ها براي انسان سمي نيستند
ه علي معمولاًاغلب باكتريوسين ها ). 4( بسيار كم مي باشد

 ؛نزديكي با استرين توليدكننده دارند گونه هايي كه رابطه
باكتريوسين ها اولين بار توسط ). 17(فعاليت مي كنند

A.Gratia   او در حال تحقيق . كشف شدند 1925در سال
بود كه اين امر منجر  باكتريهاي براي كشتن فرآيندبر روي 

. و كشف باكتريوسين ها گرديد آنتي بيوتيكهابه پيشرفت 
محدود مي گردد و اين  اخير اين يافته ها به چند سال همه

او . نشان دهنده اهميت كشف باكتريوسين ها مي باشد
اولين كشف خود را كوليسين ناميد زيرا باعث كشتن 

E.Coli  به معني كشنده "كوليسين"(گرديد E.Coli  مي
و جالب اينجاست كه اين باكتريوسين از خود ) باشد

E.Coli كه  است امروزه مشخص شده. ي گيردم ءمنشا
بزرگ و متنوع از لحاظ  باكتريوسين ها يك خانواده

عملكردي را شامل مي شوند و در واقع سمومي هستند كه 
). 16( ي باكتريايي و آركي آ يافت مي شونددودمانهادر 

ي رده بندي باكتريوسين ها بسيار متفاوت مي باشد روشها
ننده، مكانيسم كشندگي ك توليد سويه از جمله بر اساس

، وزن مولكولي و )مانند تشكيل منفذ و فعاليت نوكلئازي(
ي بزرگ، پلي پپتيد ها و داشتن پروتئينها(شيمي مولكولي 

توليد  ، نحوه)آمينواسيدهاي غيرمعمول مانند لانتيونين ها
رده ) ريبوزومي، تغييرات پس ريبوزومي و غيرريبوزومي(

ريوسين ها در چند مورد از اغلب باكت). 10(بندي مي شوند
باكتريوسين ها يك طيف : ي معمول متفاوتندآنتي بيوتيكها

كشندگي محدودي دارند و بنابراين تنها براي باكتري كه از 
لحاظ تاكسونمي خيلي به استرين توليدكننده آن 

ي تفاوتهااز ديگر . باكتريوسين نزديك باشد سمي مي باشند

اين است كه اغلب  بيوتيكها آنتيمهم ميان باكتريوسين ها و 
ريبوزومي دارند و تركيبات پروتئين  ءباكتريوسين ها منشا

همچنين باكتريوسين ها قادرند در . دار ريبوزومي مي باشند
آنتي  حالي كهي كم و در حد پيكومول مهار كنند در غلظتها
در حد ميكرومول مهار مي كنند و در حقيقت اين  بيوتيكها
متمايز مي  آنتي بيوتيكهاريوسين ها را از ، اكثر باكتويژگيها

تاكنون هيچ گزارشي از باكتريوسين مهاركننده ). 6(كنند
 Lasharزانتوموناس مشاهده نشده است، باكتريوسين 

DGH2   اولين باكتريوسين مهاركننده سويه هاي مختلف
زانتوموناس عامل بيماري شانكر مركبات در ايران و ساير 

از اين تحقيق  ي كهبه طور كلي اهداف. نقاط جهان مي باشد
 مهاركننده شناسايي باكتري عبارتند از بوده است مورد نظر

بر روي  باكترياثربخشي اين ، باكتري زانتوموناسرشد 
، امكان دستيابي به باكتريوسين باكتري عامل مولد شانكر

 و براي مطالعات آتي نظر توليدي توسط باكتري مورد
يت عامل بيماري شانكر مركبات بررسي امكان كاهش جمع

و همچنين اصول  مي باشد و كنترل بيولوژيكي بيماري
مبارزه بيولوژيك با آفات و افزايش كاربردي از قبيل 

بهبود كيفيت ميوه از طريق مركبات،  راندمان توليد
مركبات از اين  و بهبود بازار جلوگيري از بروز آفات
  .مطالعه متصور مي باشد

   روشهامواد و
اندامهاي سالم و :هاي باكتريايي و محيط كشت ويهس

مركبات و همچنين نمونه هاي خاك و آب از مناطق  آلوده
شهرهاي نيك شهر، ( مختلف استان سيستان و بلوچستان 

جمع ) ايرانشهر، چابهار، جكيگور، سرباز، راسك، قصرقند
بعد از انتقال به آزمايشگاه بلافاصله عمليات . آوري گرديد
سويه هاي مختلف  آغاز گرديد جداسازي جداسازي

باكتريايي بر طبق روش مرسوم در باكتري شناسي انجام 
هاي  سويهو جهت توليد باكتريوسين عليه ) 11( گرفت

غربالگري ) سويه مختلف 120(مختلف باكتري زانتوموناس 
هاي شاخص و توليدكننده در  سويههمه . انجام گرديد
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كشت داده شدند ) NB )Nutrient Brothمحيط كشت مايع 
استفاده  )NA)Nutrient Agar  و از محيط كشت جامد

و همچنين ) شاخص(از همه سويه هاي بيماريزا . گرديد
درصد تهيه 20سويه هاي توليدكننده استوك با گليسرول 

  . نگه داري شدند درجه سانتي گراد -70گرديد و در 

 سويه 500بعد از اينكه : جداسازي سويه توليدكننده
باكتريايي مختلف از منبع باكتريايي مذكور جداسازي و در 

پيش كشت داده شد و بعد از مدت   NBمحيط كشت مايع 
سپري شد هركدام جداگانه بر  آنهاساعت كه از كشت  24

-DDي مخصوص منتقل و با روش نوين ديسكهاروي 

AWDA )Disc Diffusion-Agar Well Diffusion 

Assay( ند، بدين ترتيب كه كشت ديسكي داده شد
سوسپانسيوني از هر باكتري بيماريزا با كدورتي معادل نيم 

 به وسيلهتهيه و  NBمك فارلند در محيط كشت مايع 
 NAميلي ليتر 15سواپ استريل روي سطح پليت محتوي 
ميكروليتر از  10تلقيح گرديد سپس ديسك آغشته به 

در  ليتهاپ. شدباكتري توليدكننده روي سطح پليت قرار داده 
 24درجه سانتي گراد آنكوبه و بعد از گذشت 35دماي 

كلني . ساعت تشكيل هاله عدم رشد بررسي گرديد
جدا و  كلنيهااز ديگر ) سويه توليدكننده( توليدكننده هاله

ي تستهاي آتي از آن استوك تهيه گرديد و بررسيهاجهت 
و بيوشيميايي آن انجام ) ميكروبيولوژيكي(مورفولوژيكي 

     .شد

شده  سويه جدا: تشخيص و شناسايي سويه جدا شده
و  MRي بيوشيميايي از قبيل ژلاتين، سيترات، آزمونهابراي 

ي تستهاو  ساير فاكتورها مورد ارزيابي قرار گرفت
شناسايي . ي استاندارد انجام شدپروتكلهاميكروبي نيز طبق 

دنبال آن آناليز  ه و ب 16srDNAلي يابي ابيشتر با تو
توليد كننده انجام  سويهنتيكي جهت شناسايي فيلوژ
  ).12(گرفت

پيش كشت باكتري توليد كننده بعد از  :توليد باكتريوسين
در (ساعت آنكوباسيون، سانتريفيوژ گرديد 24گذشت مدت 

ويي از فيلتر و مايع ر )دقيقه15و به مدت  g × 7000دور 
عبور داده شد و مايع جمع آوري  ميكرومتر 2/0غشايي 

درجه  4ي آتي در يخچال با دماي بررسيهاجهت شده 
  . نگه داري گرديدسانتي گراد 

ي روشها :سنجش فعاليت و تعيين طيف آنتي ميكروبيال
مختلفي جهت سنجش فعاليت آنتي ميكروبيال باكتريوسين 

در  جاسازيها وجود دارد كه در اين تحقيق از دو روش 
در چاهك  جاسازيو ) Disc Diffusion(ديسك
و همچنين از روش ) Agar-Well Diffusion Assay(آگار

 Discدر روش . استفاده گرديد DD-AWDAنوين  

diffusion  ي محتوي محيط كشت پليتهابعد از تهيه
ليتر از باكتري  ميكرو 100سطح پليت با  ،NAباكتريايي 

مك 5/0قبلا از باكتري هدف، استاندارد (   هدف تلقيح 
بر روي محيط كشت  ي استريلديسكهاو ) لند آماده شدفار

 10و مقدار  گرفتندجامد مورد نظر در پليت قرار 
ميكروليتر از سوسپانسيون باكتري توليدكننده بر روي 

درجه  35به گرمخانه با دماي  پليتها. ديسك گذارده شد
ساعت تشكيل هاله 24سانتي گراد منتقل گرديدند و بعد از 

آگار  ز تهيهبعد ا AWDAدر روش ). 13(بررسي گرديد 
مايكروليتر از پيش  100مقدار ) درصد 5/0(نيمه جامد

 ميلي ليتر از آن مخلوط شد و 5كشت باكتريايي هدف در 
در يك پليت جداگانه كه قبلا دو سوم آن با محيط كشت 

ميلي  5پر گرديد افزوده و چاهكهايي به قطر  NAجامد 
 ميكروليتر از سويه 100ايجاد و مقدار  آنهامتر در 

توليدكننده به هر چاهك اضافه شد و به گرمخانه با دماي 
 24درجه سانتي گراد منتقل و تشكيل هاله بعد از  35

  ).14( ساعت بررسي گرديد

 DNAبراي استخراج : باكتري توليدكننده DNAاستخراج 
 ژنوميك DNAباكتري توليدكننده از كيت استخراج 

استفاده ) ، كره جنوبيBioneerخريداري شده از شركت (
خالص شده جهت نگه داري به يخچال با  DNAشد و 
در پايان براي . منتقل گرديد سانتي گراددرجه  -20دماي 
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استخراج شده، جذب نمونه هاي  DNAاطمينان از كيفيت 
 به وسيلهنانومتر  280و 260ي موجهاخالص شده در طول 

  . دستگاه طيف سنج خوانده شد

راحل فوق، براي پس از انجام م: DNAالكتروفورز 
ميكروليتر از آن را  5استخراج شده  DNAمشاهده كيفيت 

تهيه شده در (درصد  1روي الكتروفورز افقي ژل آگارز 
برده و پس از رنگ آميزي با اتيديوم ) TBE 1Xبافر 

عكس برداري  GBOX HRبرومايد با كمك دستگاه 
  ).15( صورت گرفت

  PCRبرنامه دمايي و زماني  -1جدول

 شماره مراحل  )ºC(دما  )ثانيه(زمان

30 94  Denaturation 1 

90  56  Annealing 2  

30 74  Extension 3 

300 74  Final-Extension 4 

- 35  Cycle Count 5 

 

 µl 25اين واكنش در حجم نهايي ( PCRي مخلوط غلظتها -2جدول 
  )تهيه شد

  مواد  غلظت µlحجم به

5/1 mM 5/1 MgCl2  

5/2  X 10  Reaction  buffer 

1 mM 5  dNTP(mix) 

1  pM 20  Reverse primer 

1 pM 20  Forward primer  

2 ng/µl70 DNA template  

5/15 -  ddH2O  

5/0 unit 1  Taq DNA 
polymerase 

 16srDNAبراي تكثير :  16srDNAو  PCRواكنش 
). 9(استفاده شد PCRمربوط به باكتري توليدكننده از روش 

برنامه به كار گرفته شده در دستگاه  2و  1جداول 
ترادف . ترموسيكلر و مخلوط واكنشها را نشان مي دهد

به كار گرفته جهت اين مطالعه  reverseو  forwardآغازگر 
  .آمده است 3در جدول 

 

  16srDNAتكثيراستفاده شده جهت  آغازگرهاي -3جدول 

  آغازگرنام   توالي آغازگر

GAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTG-3´5´- Forward  
5´- CCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAG-3´ Reverse  

 

خالص سازي  با استفاده :  PCRخالص سازي محصول 
خريداري شده از شركت ( PCRاز كيت تخليص محصول 

Roche انجام گرفت) ، آلمان . 

جهت اطمينان از درجه خلوص :  16srDNAالكتروفورز 
انجام  الكتروفورز ژل آگارز PCRمحصول استخراج 

ميكروليتر از آن را روي  5بدين ترتيب كه . گرفت
تهيه شده در بافر (درصد  1الكتروفورز افقي ژل آگارز 

TBE 1X ( برده و پس از رنگ آميزي با اتيديوم برومايد با
 عكس برداري صورت گرفت GBOX HRكمك دستگاه 

)15(.  
  بحث و نتايج 

بعد : باكتريوسين داسازي و تشخيص سويه توليدكنندهج
ي تستها ؛از اينكه اثر مهاري باكتري توليدكننده مشاهده شد

 و گرفتسويه مورد نظر انجام ) 4جدول(بيوشيميايي 
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باكتري مورد نظر يك سويه جديد از كرونوباكتر تشخيص 
و رسم  اين سويهمربوط به  16srDNA آزمون .داده شد

 كننده اين ادعا مي باشد تأييدنيز  درخت فيلوژني آن

 .Cronobacter spاين باكتري بومي با نام  .)1شكل(

DGH1 عامل بيماري  باكتري اولين باكتري مهاركننده
  . شانكر مركبات مي باشد

 Cronobacter sp. DGH1 ي بيوشيميايي باكتريويژگيها -4ل جدو

  واكنش باكتري  ماده بيوشيميايي واكنش باكتري ماده بيوشيميايي واكنش باكتري  ماده بيوشيميايي

  +  مانيتول - اوره  - اندول

MRa-  آرابينوز  +  حركت  -  

VPb +  سوربيتول + ژلاتين  +  

H2S -  گلوكز +     

     - لاكتوز  + سيترات

a:metyl red 

b: voges-Proskauer 

 

 

  قابل تشخيص مي باشد باكتريهاساير با كادر از  باكتري مورد نظر .رسم درخت فيلوژني -1شكل 

Cronobacter sp. DGH1

enterobacteria 

Obesumbacterium proteus strain 

Hafnia alvei 

Cronobacter dublinesis subsp. dublinesis strain DE5187

Cronobacter dublinesis subsp.lausanensis strain E515

Cronobacter dublinesis subsp. Lactaridi strain E464 

Cronobacter turicensis Z3032 strain Z3032 
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بعد از اينكه : ي ميكروبيال و محدوده آنفعاليت آنت
با  Cronobacter DGH1 فعاليت آنتي ميكروبيال سويه

بررسي گرديد و سويه هاي مختلف  DD-AWDAروش 
باكتري پاتوژنيك تحت اثر مهاري باكتري توليدكننده قرار 

منتقل  سانتي گراددرجه  35به گرمخانه با دماي  ؛گرفتند

 cmهاله اي به قطر  ،ساعت 24گرديدند و بعد از گذشت 
به  CFBP-3369از سويه  جهاني . )2شكل( مشاهده شد 1

استفاده گرديد كه اين سويه نيز توسط  شاهدسويه  عنوان
  . مهار شد Cronobacter sp. DGH1باكتري 

  
  Cronobacter sp. DGH1  ازتشكيل هاله عدم رشد توسط باكتريوسين ترشحي  -2شكل 

بعد از استخراج : كتري توليدكنندهبا DNAاستخراج 
DNA  ازCronobacter sp. DGH1  مورد محصول براي
 DNAشد و اندازه انجام الكتروفورز ژل آگارز نظر 

   .)3شكل(تخمين زده شد bp17000 ژنوميك اين باكتري

  

             

  

  

استخراج شده از  DNAالكتروفورز ژل آگارز  -3شكل
Cronobacter sp. DGH1      A :DNA   باكتريM :ماركر 

DNA  

 PCRاز محصول استخراج :  16srDNAالكتروفورز 
 16srDNAالكتروفورز ژل آگارز انجام گرفت و اندازه ژن 

  .  )4شكل(تخمين زده شد bp550باكتري مورد نظر 

  

  

  

  

  

 Cronobacterباكتري  16srDNAالكتروفورز ژل آگارز -4شكل

sp. DGH1            A :16srDNA   M : ماركرDNA  

 هاله عدم رشد

250bp 

M A 

500bp 

750bp 

550bp

10000 bp 

6000 bp 

A M 
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Isolation and identification of the first indigenous bacterial strain 
against Xanthomonas citri subsp.citri causal agent of citrus canker 

disease 
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J.2 
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Abstract    
Citrus  canker  bacterial  disease  is  one of the  most devastating  citrus  diseases and 
including  a quarantine disease that severe damage to citrus, which made Iran. Is that 
why this is necessary to study about inhibition of this disaster. Xanthomonas citri 
subsp.citri (xcici) is agent of this disease. In recent years, many efforts have been 
focused on finding antibiotics that bacteria can not be resistant against it. Antimicrobial 
peptides produced by different organisms, are good candidates for this approach. We 
were collected soil, water and plant organs samples from variation regions of sistan and 
balluchestan (up to ten regions) then we moved them to the laboratory under suitable 
conditions. Lashar DGH2 a new bacteriocin, which is native and is a good candidate for 
controlling this disease. This bacteriocin is the first world Xanthomonas inhibitory 
bacteriocin were used against different bacterial strains Xanthomonas and able to inhibit 
strains  of this  bacterium  in  Iran and another countries. It is hoped  that, with  future 
research on this bacteriocin and optimization of its inhibitory effect be able an important 
step in controlling this disease. 

Key words:  Citrus canker, Xanthomonas citri subsp.citri(xcici), Lashar DGH2, 
Bacteriocin 

 


