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 Enterobacter sp. DGH3ي آنتي ميكروبي باكتري بوميفعاليتهاو بررسي برخي  شناسايي

  1طناز گودرزي و 2، جعفر وليزاده 2، نسرين كاظمي پور1، سيدمهدي علوي*1، سعيد امين زاده 2و1داريوش غلامي
  تهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري1

 بلوچستان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسيزاهدان، دانشگاه سيستان و 2

  22/9/91 :تاريخ پذيرش    20/6/91:تاريخ دريافت

  چكيده

جايي كه باعث  مركبات نقش بسيار مهمي را در اقتصاد هر كشور برعهده دارند و ايران نيز از اين قاعده مستثني نيست تا
همين دليل لازم است كه از بروز آفات تا حد امكان جلوگيري بعمل آيد و هب. در زمينه كشاورزي شده استخودكفايي اقتصادي 

ي باكتريايي و قارچي گوناگوني وجود دارند كه اثرات مخربي در صنعت بيماريها. شوددر جهت كنترل آنها اقدامات اساسي انجام 
ه بطريق سموم و آنتي بيوتيكها و آن هم تنها از  ي باكتريايي،بيماريهارل كنت. خصوص مركبات وارد مي نماينده كشاورزي و ب

. مي تواند بسيار مفيد واقع شود هاجهت كنترل اين بيماريباكتريال تركيبات آنتي از  استفاده. پذير مي باشدطور مقطعي امكان 
را از مركبات در ، نوعي باكتري بومي مي باشد كه قادر است باكتري عامل بيماري شانكر Enterobacter sp. DGH3باكتري 
اميد است كه با بهينه سازي محيط كشت اين باكتري و همچنين بهينه سازي توليد تركيب آنتي باكتريال توسط باكتري . بين ببرد

  . مذكور بتوان گام مهمي در جهت كنترل اين بيماري برداشت

  Enterobacter sp. DGH3 ،باكتريالآنتي تركيب ، بيماري باكتريايي :كليدي هايواژه
  aminzade@nigeb.ac.ir  :پست الكترونيكي،  02144580412: تلفن :نويسنده مسئول* 

  مقدمه
ي بيماريهابيماري شانكر باكتريايي يكي از مخرب ترين 

ي از جهان كه كشت در مناطق. )14و  2(مركبات مي باشد 
بيماري شانكر مركبات به وفور يافت مي شود، مركبات 

وجود ندارد، باكتري زانتوموناس سيتري يك آفت قرنطينه 
كه، بيماري مذكور باعث افت اي محسوب مي شود 

. )13( شديدي در بازار بين المللي مركبات گرديده است
 Xanthomonacinبيماري شانكر مركبات توسط باكتري 

citri subsp.citri(xcici) تلاشهاي . )11( ايجاد مي شود
فراوان جهت ريشه كني اين بيماري تاكنون بي نتيجه مانده 

جهت كنترل اين بيماري ناگزير به كشاورزان است و 
آنتي . مي باشند بيوتيكهاميايي و آنتي استفاده از سموم شي

موفق ترين خانواده دارويي جهت حفظ سلامتي  بيوتيكها
ثير آنتي أبا اين حال ت. )15( انسان و گياهان مي باشند

ي مورد استفاده جهت درمان عفونتهاي باكتريايي و بيوتيكها
مهاي مقاوم به سف كشاورزي در انتخاب ميكروارگانياهدا

كه اين موضوع سلامتي  آنتي بيوتيك با اهميت مي باشد
نگرانيهاي . )5( اه را تحت تاثير قرار مي دهدانسان و گي

و مقاومتهاي آنتي  بيوتيكهاموجود پيرامون استفاده از آنتي 
بيوتيكي از جنبه هاي زيادي به آلودگيهاي فلزات سنگين 

وسيله ه كسب مقاومت آنتي بيوتيكي ب. شبيه مي باشد
تغييرات ويژه اي را در متابوليسم باكتري ايجاد مي  ،باكتري

كند كه مي تواند براي رشد باكتري در مكانهاي ديگر مفيد 
واقع شود و باعث شيوع بيشتر باكتري با پايداري بالاتري 

آنتي  تركيبات مسي نيز همانند. نسبت به قبل گردد
. ، در اكوسيستمهاي مختلف پراكنده مي باشندبيوتيكها
 بيوتيكهادرگير در مقاومت به فلزات سنگين و آنتي عناصر 
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 بر روي كروموزومهاي ژنوم باكتريايي رمزدهي مي شوند
اين مواد خود اثرات جانبي زيادي بر محيط زيست و . )10(

از طرفي، اثرات كنترلي اين تركيبات  ؛ساير جانداران دارند
دي براي كشاورزان به مقطعي مي باشد و از نظر اقتصا

 ءبه همين دليل بايد به دنبال تركيباتي با منشا. يستنصرفه 
كه بتوان اين اثرات جانبي را به حداقل  ودبيولوژيك ب

، باكتريالپپتيد هاي آنتي  به عنوانباكتريوسين ها . رساند
. )8( كانديداهاي بسيار مناسبي براي اين منظور مي باشند

ستند كه باكتريوسين ها پروتئين و يا پپتيدهاي باكتريايي ه
توليد مي شوند و عليه  باكتريهاتوسط طيف وسيعي از 

باكتري توليدكننده  ايي فعاليت مي كنند كه بباكتريها
. )9( باكتريوسين مورد نظر قرابت خويشاوندي دارند

 بيوتيكهاباكتريوسين ها از چندين جنبه مختلف با آنتي 
ترين آنها مي توان به موارد  متفاوت مي باشند كه از مهم

  : زير اشاره نمود

ي ميكروبي سلولهاباكتريوسين ها بر روي ريبوزومها در ) 1
وليتهاي ثانويه متاب بيوتيكهاتوليد مي شوند، در حاليكه آنتي 

 .سلولي مي باشند

مولكولهاي باكتريوسين ممكن است به ديواره سلول ) 2
سطح سلول متصل شوند، حتي اگر  هدف در هر جايي از

گونه گيرنده مخصوصي در سطح سلول وجود نداشته  چهي
 .باشد

باكتريوسين ها از مكانيسمهاي مختلفي جهت كشتن ) 3
ي هدف استفاده مي كنند و همين امر باعث مي سلولها

گردد كه باكتري قادر به كسب مقاومت عليه باكتريوسين 
كه تحقيقات پيرامون  بنابراين شايسته است. )4( نباشد

ي باكتريايي بيماريهاباكتريوسين ها جهت كنترل بيولوژيكي 
. انجام گيرد ،ويژه بيماري باكتريايي شانكر مركباته و ب

Enterobacter sp. DGH3 مهاركننده باكتري  نوعي
هاي بيماري زانتوموناس مي باشد كه قادر است اغلب سويه

 .نقاط جهان كنترل كند زاي زانتوموناس را در ايران و ساير
اهدافي را كه از اين تحقيق متصور مي شود شامل كنترل و 

ريشه كني بيماري باكتريايي شانكر مركبات و همچنين 
بهبود كيفيت بازار مركبات در ايران مي باشد از طرفي اين 
تحقيق مي تواند به پيشبرد اقتصاد كشاورزي و همچنين 

مركبات مفيد واقع  كاهش خسارت ناشي از بيماري شانكر
  . شود

  مواد و روشها
موادي كه در اين تحقيق مورد استفاده : و دستگاهها مواد

  :قرار گرفتند شامل موارد زير مي باشند

، Qiagenخريداري شده از شركت ( DNAكيت استخراج 
(  PCR، كيت خالص سازي محصول )آمريكاكشور 

محيط ، )آلمان، كشور Rocheخريداري شده از شركت 
، Merckخريداري شده شركت ( nutrient Brothكشت 

خريداري ( Nutrient Agar، محيط كشت )كشور آلمان
، دستگاه ترموسايكلر )، كشور آلمانMerckشده از شركت 

 )primus 25 advanced 4002-95، با شماره كاتالوگ-us ،
ميكرو سانتريفيوژ سانتريفيوژ و ، دستگاه )كشور آمريكا

، سيستم )، كشور آلمانKendroده از شركت خريداري ش(
خريداري شده (  ChemiDoc-It®TS2 Imagerعكسبرداري 

  )انگلستان، كشور UVPاز شركت 

هاي خاك و نمونه: هاي باكتريايي و محيط كشتسويه
 ساقهشامل ميوه، برگ و ب و همچنين اندامهاي گياهي آ

از مناطق مختلف استانهاي  اعم از آلوده به بيماري و سالم،
جنوبي كشور و به خصوص استان سيستان و بلوچستان 

هاي مورد نظرتحت شرايط نمونه .جمع آوري گرديد
درجه سانتي  4هاي خاك و آب در دماي نمونه(مناسب 

به ) گراد و اندامهاي گياهي در پاكتهاي كاغذي مخصوص
 لگريغرباآزمايشگاه منتقل گرديدند و بلافاصله عمليات 

هاي مختلف باكتريايي بر جداسازي سويه. انجام گرفت
 طبق پروتوكولهاي استاندارد در باكتري شناسي انجام گرفت

هاي باكتريايي مورد نظر جهت غربالگري جدايه ). 1(
هاي مختلف زانتوموناس فعاليت آنتي باكتريال عليه سويه
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 هاي بيماريتمامي سويه. انجام گرفت) سويه مختلف 150(
توليدكننده عامل آنتي باكتريال در هاي زا و همچنين سويه
كشت  )NA( و محيط كشت جامد) NB( محيط كشت مايع

و ) شاخص(زا هاي بيماري از همه سويه .داده شدند
 40هاي توليدكننده، استوك با گليسرول همچنين سويه

نگهداري درجه سانتي گراد  - 70درصد تهيه گرديد و در 
  .شدند

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

 24پيش كشت داده شد و بعد از مدت  محيط كشت مايع
كدام جداگانه  ساعت كه از پيش كشت آنها سپري شد هر

-DDمنتقل و با روش  بيوگرامبر روي ديسكهاي آنتي 

AWDA داده شدند كشت ديسكي.   

 سويه 500بعد از اينكه : توليدكننده سويه جداسازي  
خاك، آب و اندامهاي باكتريايي  ابعباكتريايي مختلف از من

پيش كشت   NBجداسازي و در محيط كشت مايع گياهي 
ساعت كه از كشت آنها سپري  24داده شد و بعد از مدت 

هركدام جداگانه بر روي ديسكهاي مخصوص منتقل و  ،شد
. كشت ديسكي داده شدند DD-AWDAبا روش نوين 

از ) باكتريوسين توليدكننده سويه( كلني توليدكننده هاله
استوك تهيه ها ديگر كلنيها جدا و جهت بررسيهاي آتي از آن

و ) ميكروبيولوژيكي(د و تستهاي مورفولوژيكي ش
  .   گرديدانجام انجام ها بيوشيميايي آن

سويه جداشده : تشخيص و شناسايي سويه جدا شده 
و  MRبراي آزمونهاي بيوشيميايي از قبيل ژلاتين، سيترات، 

ساير فاكتورها مورد ارزيابي قرار گرفت و تستهاي 
. ميكروبي نيز طبق پروتوكولهاي استاندارد انجام شد

دنبال آن ه و ب16SrDNA يابي الي شناسايي بيشتر با تو
آناليز فيلوژنتيكي جهت شناسايي سويه توليد كننده انجام 

 ).7(گرفت 

بعد : توسط باكتري توليدكننده باكتريالتوليد عامل آنتي 
ساعت از پيش كشت باكتري توليد كننده  24از اينكه مدت 

 و g 7000×در دور ( سپري گرديد آن را سانتريفيوژ نموده
 2/0غشايي و مايع رويي از فيلتر ) دقيقه15به مدت 

سرين براي غيرفعال نمودن ميكرومتر عبور داده شد، سپس 
پروتئازهاي موجود در محيط، به سوپرناتانت مذكور 

PMSF جهت بررسيهاي آتي در سپس . افزوده گرديد
  .داري گرديدنگهدرجه سانتي گراد  4يخچال با دماي 

روشهاي : يف آنتي ميكروبيالسنجش فعاليت و تعيين ط
مختلفي جهت سنجش فعاليت آنتي ميكروبيال باكتريوسين 

دو روش انتشار در ها وجود دارد كه در اين تحقيق از 
و همچنين از روش نوين  ديسك و انتشار در چاهك آگار

DD-AWDA انتشار در ديسك، در روش . استفاده گرديد
، NAبعد از تهيه پليتهاي محتوي محيط كشت باكتريايي 

قبلا ( ميكروليتر از باكتري هدف تلقيح  100سطح پليت با 
و ) مك فارلند آماده شد5/0از باكتري هدف، استاندارد 

ديسكهاي استريل بر روي محيط كشت جامد مورد نظر در 
ميكروليتر از سوسپانسيون  10پليت قرار گرفتند و مقدار 

پليتها به . ري توليدكننده بر روي ديسك گذارده شدباكت
درجه سانتي گراد منتقل گرديدند و  35گرمخانه با دماي 

در روش ). 9(ساعت تشكيل هاله بررسي گرديد 24بعد از 
 5/0( بعد از تهيه آگار نيمه جامد انتشار در چاهك آگار،

يكروليتر از پيش كشت باكتريايي م 100مقدار  ،)درصد
در  مخلوط شد و آگار نيمه جامدميلي ليتر از  5هدف در 

يك پليت جداگانه كه قبلا دو سوم آن با محيط كشت 
چاهكهايي به  سپس. اضافه شد ه بودپر گرديد NAجامد 
ميكروليتر از  100ميلي متر در آنها ايجاد و مقدار  5قطر 

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

  ).3( ساعت بررسي گرديد

در اين روش ابتدا يك سوم از پليت :  DD-AWDAروش 
 پس از خنك شدن، .پر مي گردد NAبا محيط كشت جامد 
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دماي  و درآماده  pH=  7با  NAمحيط كشت نيمه جامد از 
به . دقيقه استريل شد 20به مدت  و درجه سانتي گراد 121

 100ميلي ليتر از محيط كشت نيمه جامد مذكور، مقدار  5
ميكروليتر از پيش كشت باكتريايي هدف تلقيح  250تا 

افزوده  NAگرديد و به پليت محتوي محيط كشت جامد 
سوسپانسيوني از هر باكتري بيماري زا با كدورتي . شد
با تهيه و  NBل نيم مك فارلند در محيط كشت مايع معاد

ميكروليتر  10دقت، ديسكهاي آنتي بيوگرام  آغشته به 
 NAسوسپانسيون باكتريايي بر روي محيط كشت جامد 

تا  32سپس پليتها به گرمخانه با دماي . مذكور قرار گرفت
ساعت تشكيل  24درجه سانتي گراد انتقال و بعد از  37

  .هاله بررسي گرديد

 DNAبراي استخراج : باكتري توليدكننده DNAاستخراج 
 ژنوميك DNAاز كيت استخراج  ،باكتري توليدكننده

خالص شده جهت نگه داري به  DNAاستفاده شد و 
در . گراد منتقل گرديد درجه سانتي - 20يخچال با دماي 

استخراج شده، جذب  DNAپايان براي اطمينان از كيفيت 
 280و  260نمونه هاي خالص شده در طول موجهاي 

  .وسيله دستگاه طيف سنج خوانده شده نانومتر ب

پس از انجام مراحل فوق، براي :  DNAالكتروفورز 
ميكروليتر از آن را  5استخراج شده،  DNAكيفيت  بررسي

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

  .عكس برداري صورت گرفتبرومايد 

براي تكثير  : 16srDNAو  PCRواكنش انجام 
16SrDNA از روش  مربوط به باكتري توليدكنندهPCR 

برنامه به كار گرفته  2و  1جداول . )16 و 12( استفاده شد
شده در دستگاه ترموسيكلر و مخلوط واكنشها را نشان 

به كار  Reverseو  Forwardترادف آغازگر . دهد مي
  .آمده است 3در جدول 16SrDNA گرفته جهت تكثير 
  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 ( PCRغلظتهاي مخلوط  -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 pmol 20 Reverse primer 

1 pmol 20 Forward primer  

2 ng/ul70  DNA template  

5/15 -  ddH2O  

5/0 unit 1  Taq polymerase  

  

 16SrDNAآغازگرهاي استفاده شده جهت تكثير -3جدول 

  نام آغازگر توالي آغازگر

5´-GAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTG-3´ Forward      
5´- CCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAG-3´ Reverse 
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خالص سازي با استفاده از :  PCRخالص سازي محصول 
   . انجام گرفت PCRكيت تخليص محصول 

جهت اطمينان از درجه خلوص :  16SrDNAالكتروفورز 
الكتروفورز ژل آگارز انجام  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، 
  . عكس برداري صورت گرفت

  و بحث نتايج

بعد : جداسازي و تشخيص سويه توليدكننده باكتريوسين 
از اينكه اثر مهاري باكتري توليدكننده مشاهده شد تستهاي 

سويه مورد نظر انجام گرفت و ) 4جدول(بيوشيميايي 
باكتري مورد نظر يك سويه جديد از كرونوباكتر تشخيص 

 JX308306با شماره پذيرش  Genebankو در  داده شد
مربوط به اين سويه و رسم  16SrDNAنجام ا .ثبت گرديد

ييدكننده اين ادعا مي باشد أتدرخت فيلوژني آن نيز 
 .Enterobacter spاين باكتري بومي با نام  ).1شكل(

DGH3  دومين باكتري مهاركننده باكتري عامل بيماري
  .شانكر مركبات مي باشد

  Enterobacter sp. DGH3نتايج تستهاي بيوشيميايي  -4جدول 

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

  +  تخميرمانيتول - اوره  -  اندولتوليد

MRa-  تخميرآرابينوز + حركت  +  

VPb +  هيدروليز ژلاتين در
  درجه سانتي گراد22

  +  تخميرسوربيتول +

H2S -  تخمير گزيلوز + ONPGc  +  

  +  اورنيتين دكربوكسيلاز + تخمير لاكتوز  +  سيتراتمصرف

a:metyl red    b: voges-Proskauer    c :ortho-Nitrophenyl-β-galactoside  

 
 قابل تشخيص مي باشد باكتريهاباكتري مورد نظر از ساير . رسم درخت فيلوژني - 1شكل 
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 .Enterobacter spمي وتاكسون: مي باكتريوتاكسون

DGH3  بدين صورت است كه در قلمروBacteria و در ،
، Gama proteobacteria، و در رده Proteobacteria  شاخه

، در خانواده Enterobacterialesو در دسته 
Enterobacteriaceae  و در جنسEnterobacter قرار دارد.    

بعد از اينكه فعاليت : و محدوده آن باكتريالفعاليت آنتي 
با روش   Enterobacter sp. DGH3 سويه باكتريالآنتي 

DD-AWDA هاي مختلف باكتري بررسي گرديد و سويه
پاتوژنيك تحت اثر مهاري باكتري توليدكننده قرار گرفتند، 

درجه سانتي گراد منتقل گرديدند و  35به گرمخانه با دماي 
مشاهده  cm2 ساعت هاله اي به قطر  24بعد از گذشت 

-LMGو CFBP- 3369جهاني هاي از سويه. )2شكل(شد 

 هااستفاده گرديد كه اين سويه سويه شاهد به عنوان 2392
  . گرديد مهار Enterobacter sp. DGH3نيز توسط باكتري 

  

  

  

  
 

 

 

 

  Enterobacter sp. DGH3شكيل هاله عدم رشد توسط ماده آنتي باكتريال ترشحي توسط -2شكل 

 N  : ،كنترل منفيb46  :زاي زانتوموناس سيتري مي باشد سطح پليت آغشته به باكتري بيماري. ماده آنتي باكتريال ترشحي توسط باكتري.  

بعد از استخراج : باكتري توليدكننده DNAاستخراج 
DNA  ازEnterobacter sp. DGH3  مورد محصول براي
ژنوميك اين  DNA شد وانجام الكتروفورز ژل آگارز نظر 

 ).  3شكل(مشاهده گرديد  باكتري

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

  ). 3شكل( تخمين زده شد bp505باكتري مورد نظر 

 نتيجه گيري نهايي

مركبات يكي از مخرب ترين بيماري باكتريايي شانكر 
بيماريهاي باكتريايي مي باشد كه علي رغم تلاشهاي فراوان 
در ايران و ساير نقاط جهان تاكنون درمان قطعي براي اين 

لذا پيدا كردن جايگزين مناسب، . بيماري يافت نشده است
  .جهت مهار اين بيماري بسيار ارزشمند مي باشد

  

  

  
  

  

  

 16SrDNAاستخراج شده و  DNAالكتروفورز ژل آگارز  - 3شكل
: DNA   Aماركر : Enterobacter sp. DGH3    Mباكتري 

16SrDNA  B :  كنترل منفيC :DNA باكتري  

كانديداي مناسبي براي اين مهم  باكتريها مترشحهتركيبات 
تركيب آنتي باكتريال ترشحي توسط . مي باشد

M A B C 

500bp 
750bp 

16SrDNA 

DNA باكتري  

 تشكيل هاله عدم رشد

N 

b46
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Enterobacter sp. DGH3  يكي از اين تركيبات مهم جهت
از آن جايي كه . مهار باكتري عامل بيماري مذكور مي باشد

باكتري مذكور يك باكتري بومي مي باشد و ميزبان 
از بخش سالم  بيولوژيك آن نيز درختان مركبات مي باشد و

گياه آلوده به باكتري بيماري زا جداسازي شده است و با 
توجه به سازش پذيري بالاي اين باكتري با شرايط آب و 
هوايي كه اين بيماري در آن جا يافت مي شود اميد است 

كه با تحقيقات بيشتر بر روي اين باكتري بتوان گام مهمي 
  . ت برداشتجهت درمان بيماري باكتريايي شانكر مركبا

از پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست : تقدير و تشكر
فناوري كه طي طرح ماموريت محور كنترل بيماري شانكر 

از انجام اين پروژه حمايت  406 –م  مركبات به شماره
  . نموده است تشكر و قدرداني مي گردد
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Abstract   
Citrus take over important roles in economy for every country and Iran is no exception 
to this rule is where the economic self-sufficiency in agriculture is the reason that the 
incidence of pests as possible to prevent. We have to do drastic an actions in order to 
their control. There are a variety of bacterial and fungal diseases that can have 
devastating effects on agriculture, especially citrus. Control of bacterial infections, is 
only by pesticides and antibiotics and through the cross section is possible. Use of 
antimicrobial compounds for the control of these diseases can be very useful. 
Enterobacter sp. DGH3 is a native bacterium which isolate from south west of Iran, can 
destroy the cause bacterial canker disease in citrus. It is hope that, controlling this 
disease with optimization of its medium and production of antimicrobial component by 
foregoing bacteria.  
Key words: Bacterial disease, antibacterial component, Enterobacter sp. DGH3 

 


