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  كيدهچ

در اين ميـان، بـاكتري عامـل    . آيند ل اصلي خسارت در گياهان به شمار مييباكتريايي از جمله دلاهاي  بيماري: مقدمه
كشت ليمو در سراسر دنيا را تحت تأثير خـود قـرار داده    Xanthamonas citri ssp. citri (Xcc(بيماري شانكر مركبات 

 .  است

ــا  مــــواد و روش   موجــــود در ســــكروتوم قــــارچتوانــــايي آنتاگونيســــتي تركيبــــات ضــــد ميكروبــــي   :هــ
Aspergillus awamori K-03   سـويه از بـاكتري    26عليـهXanthomonas citri ssp. citri     بـا اسـتفاده از روش ديسـك  

هـاي گـرم    همچنين، طيف بازدارندگي اين تركيبات ضد ميكروبـي بـر عليـه بـاكتري    . بررسي شد PDAبر روي محيط 
ــه     ــر از جملــ ــي ديگــ ــرم منفــ ــت و گــ   و Escherichia coli ،Bacillus subtilis ،Erwinia amylovoraمثبــ

Pseudomonas fluorescense  و دو پاتوژن مهم انسانيSalmonella typhi و Staphylococcus aureus ارزيابي شد.  

هـاي   توانـايي كنتـرل كننـدگي بـاكتري     A. awamori K-03 تركيبات ضد ميكروبي موجود در سكروتوم قـارچ  :نتايج
هاي ضد ميكروبي خود را در برابر گرما و همچنين، طيفـي از   مورد مطالعه در اين آزمايش را داشت و توانست ويژگي

  .هاي اسيدي و قليايي حفظ كند اسيديته

تـوان از تركيـب ضـد ميكروبـي      هاي ما در شرايط آزمايشگاهي ثابت كرد كه مي نتايج بررسي :گيري بحث و نتيجه
  .دكرهاي پاتوژن استفاده  به عنوان عاملي براي بيوكنترل باكتري K-03   A. awamori قارچموجود در عصاره خام 

  زانتوموناسقارچ، تركيبات ضدميكروبي، بيماري شانكر مركبات، باكتري  :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
بـات از جملـه   كشـانكر آسـيايي مر    بيماري باكتريايي

درختـان ميـوه   هاي باكتريايي اسـت كـه بـر روي     بيماري
عامل اين بيماري داراي دو تيپ متفـاوت  . شود ايجاد مي

A  و*A هاي تيپ  اگرچه سويه. استA   در بيشتر منـاطق
هاي تيپ  شود ولي سويه كشت و توليد مركبات ديده مي

*A    تنها در هند، تايلند و كشورهاي حوزه خلـيج فـارس
ا تنهـا  ه اند و دامنه ميزباني آن از جمله ايران شناسايي شده

ايـن بيمـاري در سـال    . محدود به درخت ليموترش است
ــار در ژاپــن بــر روي بــرگ  1899 هــاي  بــراي نخســتين ب

واشنگتن ناول مشاهده شد ولي نـامي بـراي آن مشـخص    
شـانكر را بـه عنـوان بيمـاري      1برگر و همكاران. )1( نشد

ايـن بيمـاري نخسـتين بـار در     . )2( جديد معرفـي كردنـد  
ايران بر روي ليموي مكزيكـي از منطقـه كهنـوج اسـتان     

. )4( گـزارش شـد  2وسـيله عليـزاده و رحيميـان    كرمان بـه 
هـاي   گسـترش شـانكر را در اسـتان    3رحيميان و همكاران

دنـد ايـن بيمـاري در بيشـتر     جنوبي بررسي و گزارش كر
باغــات اســتان هرمزگــان، كهنــوج و تعــدادي از باغــات  

همچنــين، . جيرفــت و سيســتان و بلوچســتان وجــود دارد
هــاي موجــود حساســيت  درختــان ليمــوترش بــه پاتوتيــپ

بالايي داشته ولي ارقام پرتقال، نارنگي و نارنج حساسيت 
  . )6و  5( كمتري دارند

عامل بيمـاري شـانكر مركبـات بـاكتري گـرم منفـي       
Xanthomonas citri ssp. citri   ــر روي اســت كــه ب

. كنـد  مـي ايجـاد  هاي زرد رنگ  هاي كشت كلوني محيط
 32تـا   28بـاكتري   درجه حرارت بهينـه بـراي رشـد ايـن    

ــانتي  ــه س ــراد درج ــت  گ ــيه   . اس ــاري در حاش ــل بيم عام
هـا تـا    هاي ايجاد شده روي برگ، ميـوه و سرشـاخه   زخم

ماند، در حـالي كـه در خـاك     ها باقي مي زمان ريزش آن
  . )7( تواند زنده بماند فقط چند روز مي

ــامل   ــاري ش ــن بيم ــم اي ــم: علاي ــده و   زخ ــاي برآم ه
. ها، ساقه و ميـوه اسـت   نكروتيك مشخص بر روي برگ
هـا،   ، بدشـكلي ميـوه  هـا  شدت بيماري باعث ريزش برگ

هـا و   ها، خشكيدگي سـر شـاخه   ريزش پيش از موقع ميوه
البته اين بيماري سيستميك . استضعف عمومي درخت 
 و 8، 3( شـود  هاي موضـعي مـي   نيست و فقط باعث زخم

شانكر باكتريايي بـه كمـك قطـرات بـاران و يـا آب      . )9
زدن به گياهان و يا از طريق ابزار آلـوده   جاري و يا دست

كنترل بيماري شانكر، . يابد ميو مواد آلوده گياهي انتقال 
هــاي از بــين بــردن و از طريــق  از طريــق بهداشــت، شــيوه

چندين بار اسپري كردن سموم مسي، محلول بوردو و يـا  
  . )7 و 6( شود ها انجام مي بيوتيك آنتي

با توجه به اهميت استفاده از استراتژي مبارزه زيسـتي  
زا، در  هاي كنتـرل عوامـل بيمـاري    عنوان يكي از روش به

اي  يق توانايي آنتاگونيستي عصاره خام مجموعـه اين تحق
هاي قارچي براي استفاده در بيـوكنترل بيمـاري    از جدايه

  . شانكر مركبات بررسي شد
  

  ها مواد و روش
  برداري و جداسازي قارچ از خاك نمونه

برداري از خاك باغـات نـواحي شـمال كشـور      نمونه
و جنــوب كشــور  ) هــاي گلســتان و مازنــدران   اســتان(
 1390در تابسـتان  ) هاي هرمزگان، فارس و كرمان استان(

 4هاي خـاك، سـري رقتـي    از هر يك از نمونه. انجام شد
) پپتـون، گلــوكز و آگــار ( PDAتهيـه و بــر روي محــيط  

درجـه سلسـيوس و در تـاريكي بـه      30كشت و در دماي 
دسـت آمـده از    هاي به جدايه. مدت يك هفته انكوبه شد

به ظروف پتري حاوي محيط  هاي خاك هر يك از نمونه
ها و  كشت آب آگار منتقل و با گرفتن تك اسپور از آن

  .ديگري خالص شد PDAانتقال به محيط 
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  هاي قارچ از هر يك از جدايه 5تهيه عصاره خام
براي تهيه عصاره خام از حاشيه كشت هفت روزه هر 

ها، دو قطعه از محيط كشـت قـارچ حـاوي     يك از جدايه
 )متـر  سـانتي  1× 1(ژلوز محيط كشـت، بـه ابعـاد تقريبـي     

طور تقريبـي، جـدا و در    سلول اسپور به 75×  106حاوي 
 PDBليتـر محـيط    ميلـي  100: فلاسك ارلـن مـاير شـامل   

ريختـه شـد و بـه    ) گرم گلـوكز  20گرم پپتون،  4: شامل(
ــدت  ــا دور  20م ــاتور ب و  rpm 180 روز در شــيكر انكوب
محـيط كشـت   . سلسيوس نگهداري شـد   درجه 30دماي 

هاي قارچي، با عبور از كاغذ صافي فيلتـر   حاوي ميسليوم
مايع عبوري از صافي با حجم برابري از اتيل اسـتات  . شد

منفي درجـه   20ساعت در دماي  مخلوط و به مدت يك
  دقيقـــه در 30سلســـيوس قـــرار داده شـــد و بـــه مـــدت  

 g ×11627 عصـاره بـا اسـتفاده از تبخيـر     . سانتريفيوژ شد
 SpeedVacچرخشــــــــــي در دســــــــــتگاه  

Eppendorf/Hamburg/Germany) Concentrator (
هـا در دمـاي    تمامي عصاره. برابر غليظ شدند 10به ميزان 

  . )13-10( ري شدنددرجه سلسيوس نگهدا 4
  هاي قارچي ميكروبيال عصاره سنجش فعاليت آنتي

باكتريـالي   قارچ براي سنجش فعاليت آنتي 20عصاره 
ســويه از بــاكتري زانتومونــاس و همچنــين،  26در مقابــل 

هاي گرم مثبت و گرم منفي ديگر، از جملـه   ساير باكتري
Escherichia coli ،Bacillus subtilis ،

Pseudomonas fluorescens ،Salmonella typhi ،
Staphylococcus aureus  وErwinia amylovora 

  . بررسي شد
ميكروليتر از باكتري كشت داده شـده در   100مقدار 

  :شـــامل) عصـــاره مخمـــر و پپتـــون YP( محـــيط مـــايع
 cfu. ml-1 1023×4 هايي  تعداد باكتري، روي سطح پتري

بودند با استفاده از سوآپ  PDA كه حاوي محيط كشت

ميكروليتـر از هـر يـك از     15مقـدار  . استريل كشت شـد 
 5هـاي اتـوكلاو    هاي قارچي روي سـطح ديسـك   عصاره
متري كه به واسطه پانچ كاغذ صافي ايجاد شده بود،  ميلي

هاي آغشـته بـه    ها روي سطح پليت قرار گرفت و ديسك
 30ظـرف در دمـاي   . سوسپانسيون باكتري، قرار داده شد

فعاليـت  . ساعت انكوبـه شـد   24سلسيوس به مدت   درجه
گيري قطر ناحيـه بازدارنـده    باكتريالي به شكل اندازه آنتي

 اثر بررسي همچنين، براي. متر ارزيابي شد بر حسب ميلي
هـاي قـارچي    هـر يـك از جدايـه    سـكروتوم  قارچي ضد

 Macrophomina قــارچ دو روي بــر هــا آن فعاليــت

phaseolina و Rhizoctonia solani  10( ارزيابي شـد-
  . )16-14 و 12

ــيت    ــارچي داراي خاص ــه ق ــولي جداي ــايي مولك شناس
   آنتاگونيستي

براي شناسايي مولكـولي جدايـه داراي خاصـيت كنتـرل     
ژنومي  6CTAB ،DNAكنندگي ابتدا با استفاده از روش 

سپس، بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي عمـومي،     . استخراج شد
   18SrRNA توالي

)F18S-5'-CCTGGTTGATCCTGCCAGTA-3'  و
R18S-5'- GCTTGATCCTTCTGCAGGTT-3' (

هـاي مربـوط    با توالي آن تكثير شد و پس از تعيين توالي
ــايت  ــد  NCBI 7در س ــه ش ــزار  .مقايس ــرم اف  CLCاز ن

Sequence Viewer 6  نيـــز بـــراي ترســـيم درخـــت
  . فيلوژنتيك مربوط به اين قارچ استفاده شد

الگـو،   DNAميكروليتـر   1: شـامل  PCR8هر واكنش 
 MgCl2ميكروليتــر  PCR ×10 ،8/0ميكروليتــر بــافر  5/2
، )مولار ميلي 10( dNTPميكروليتر  5/0، )مولار ميلي 50(
ميكروليتر از هر يك از پرايمرهاي رفت و برگشـت   5/0

ــا غلظــت  ــزان  پلــي Taqپيكومــول،  10ب ــه مي  2/0مــراز ب
. ميكروليتر استفاده شد 19به ميزان  ddH2Oميكروليتر و 
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برنامه . سيكل انجام شد 30در طي  PCRتكثير در دستگاه 
PCR دقيقـه در   1،  گراد درجه سانتي 94دقيقه در  1: شامل

  گـراد  درجـه سـانتي   72دقيقه در  2و   گراد درجه سانتي 56
دقيقـه در   10مرحله تطويل نهايي نيـز در طـي   . استفاده شد

  . )11( انجام گرفت  گراد سانتي  درجه 72دماي 
فعاليت عصـاره   و مواد شيميايي بر  اسيديتهتأثير حرارت، 

  قارچي 
بــا اســتفاده از بــافر ســديم   اســيديتهبــراي بررســي اثــر 

تهيه شد و عصاره قارچي با هر  9تا  4هاي  اسيديتهفسفات، 
 30بـه مـدت    1:1هاي ساخته شده با نسبت  اسيديتهيك از 

گيـري مقاومـت بـه گرمـا      بـراي انـدازه  . دقيقه مجـاور شـد  
بـه مـدت     گـراد  سانتيدرجه  100تا  50عصاره در حرارت 

همچنـين، بـراي بررسـي    . )16- 14( نيم ساعت قرار گرفت
يـك درصـد    EDTA9اثر مواد شيميايي، عصاره قارچي با 

دقيقـه مجـاور شـد و فعاليـت آنتاگونيسـتي در       30به مدت 
  . )17( تمامي موارد با استفاده از روش ديسك بررسي شد

   (MIC) 10تعيين حداقل غلظت بازدارنده
تعيــين حــداقل غلظــت بازدارنــده عصــاره قــارچي بــا 

در ميكروپليـت   Broth microdilutionاستفاده از روش 
 2048تـا   4هـاي   بـراي ايـن كـار غلظـت    . الايزا انجام شد

ليتــر از عصــاره حــاوي تركيــب     ميكروگــرم در ميلــي 
ميكروبيــال تهيــه شــد و ســپس، كــدورت بــاكتري   آنتــي

ــاس  ــويه (زانتومون ــتگاه  ) NIGEB 88س ــه كمــك دس ب
در زيـر  . تنظيم شد cfu. ml-1  105 ×5 اسپكتروفتومتر در
 100هـاي سـاخته شـده حجـم      از غلظتهود از هر كدام 

از نمونه . هاي ميكروپليت اضافه شد ميكروليتر به چاهك
هـاي   ميكروليتـر بـه دامنـه غلظـت     1باكتري نيز به ميـزان  

ميكروپليـت   ،در نهايت. تركيب ضد ميكروبي اضافه شد
سـاعت قـرار    24به مـدت    گراد درجه سانتي 30در دماي 
  .11گرفت

  نتايج 
جدايه قارچي بر  20پس از بررسي اثر مهاري عصاره 

قـارچي    روي سويه مختلف باكتري زانتوموناس، عصـاره 
تـري نسـبت بـه     هاله عـدم رشـد شـاخص    3جدايه شماره 
 18S rRNA ي پـس از تكثيـر ناحيـه   . كـرد سايرين ايجاد 

) Roche )Penzberg/Germanyبا كيت  PCRمحصول 
ــه    ــوالي ب ــين ت ــراي تعي ــاوران خــالص و ب شــركت ژن فن

يــابي حاصــل پــس از انجــام  نتيجــه تــوالي. فرســتاده شــد
BLAST  در سايتNCBI     و رسـم درخـت فيلوژنتيـك

هـاي قـارچ    نشان داد كه توالي حاصل بـه يكـي از سـويه   
Aspergillus awamori       مربوط اسـت ايـن قـارچ بـا نـام

Aspergillus awamori K-03   ــذيرش ــماره پ ــا ش و ب
KF922319  در سايتNCBI  1شكل (ثبت شد .(  

 K-03 A. awamori ايــن بررســي عصــاره قــارچدر 
سويه از باكتري مولـد بيمـاري شـانكر مركبـات      26عليه 

نتـــايج ). 2جـــدول (خاصـــيت آنتاگونيســـتي نشـــان داد 
هاي ما در شـرايط آزمايشـگاهي ثابـت كـرد كـه       بررسي

توان از تركيب ضد ميكروبـي موجـود در سـكروتوم     مي
به عنوان عاملي براي بيوكنترل  K-03   A.awamori قارچ

ــاكتري  ــاير ب ــتفاده    س ــز اس ــاتوژن ني ــاي پ ــرده ــاده . ك م
 K-03 A. awamori ميكروبي توليدي توسـط قـارچ   ضد

هاي مختلف باكتري زانتومونـاس فعاليـت    علاوه بر سويه
هاي گـرم مثبـت و گـرم     بازدارندگي برعليه ساير باكتري

، E. coli ،Bacillus subtilisمنفــي ديگــر از جملــه   
Pseudomonas fluorescence و Erwinia amylovora 

ــاتوژن مهــــم انســــاني   و Salmonella typhiو دو پــ
Staphylococcus aureus  2شـــكل (را نشـــان داد .(

حداقل غلظـت بازدارنـده بـراي تركيـب ضـد ميكروبـي       
 A. awamori K-03، 128 موجـود در سـكروتوم قـارچ   

  . ليتر تعيين شد ميكروگرم بر ميلي



  
 

  K-03 Aspergillus awamori  95تركيبات ضد ميكروبي توليد شده توسط قارچبيوكنترل عامل مولد بيماري شانكر مركبات با استفاده از 
 

ــب ضــدميكروبي موجــود در      خاصــيت مهــم تركي
پايـداري در دمـاي    K-03 A. awamoriسكروتوم قارچ 

ضـمن آنكـه    .دقيقه بود 30درجه سلسيوس به مدت  100
و همچنـين در   هـاي متفـاوت   اسـيديته فعاليت خود را در 

 .حفظ نمود EDTAحضور 

ــارچ  ــكروتوم ق ــر  A. awamori K-03  س ــيچ اث ه
 Macrophominaدو قـارچ  كنندگي را در مقابل  كنترل

phaseolina  وRhizoctonia solani نشان نداد.  
  

  گيري و نتيجه بحث
 K-03 A. awamori قارچ  نتايج حاصل از تاثير عصاره

هاي مختلف باكتريايي بيانگر وسـيع الطيـف بـودن     بر سويه
اين اثر بازدارنـدگي وسـيع    .ضدميكروبي است  اين تركيب

هاي پيچيده آنتاگونيستي باشـد كـه    تواند ناشي از سيستم مي
هاي  نتايج حاصل از بررسي. شود توليد مي  توسط اين قارچ

 .)16( مؤيـــد همـــين مســـئله اســـت 12ژنـــگ و همكـــاران

هـــاي بســـياري پيرامـــون مقاومـــت تركيبـــات  گـــزارش
ميكروبيال در دماهـاي بـالا وجـود دارد كـه در ايـن       آنتي
درجـه   100دقيقه در دمـاي   30عه اين ميزان به مدت مطال

نشــان دادنــد ) 16( ژنــگ و همكــاران. گــراد بــود ســانتي
  اسـيديته ميكروبيـال نسـبت بـه     حساسيت تركيبـات آنتـي  

هـا در محـدوده    بسيار متفاوت است و تعداد زيادي از آن
ماده استخراجي در ايـن  . ها فعال هستند اسيديتهوسيعي از 

ــامي    ــان داده و در تم ــين ويژگــي را نش ــز هم ــه، ني مطالع
هاي تهيه شـده فعاليـت خـود را بـه خـوبي حفـظ        اسيديته
تركيب عصاره  13مشابه نتايج مژگاني و همكاران. كردند

دقيقه  30پس از  EDTAداراي خاصيت ضد ميكروبي با 
ايـن  . ها ايجـاد نكـرد   مجاورت تغييري را در عملكرد آن

هاي فلـزي   عدم بازدارندگي گوياي اين است كه كاتيون
) 17( نقشي در فعاليـت ايـن مـاده ضـد ميكروبـي ندارنـد      

  ). 1جدول (

  
  

  
قرار گرفتن اين . است Aspergillus awamoriهاي قارچ  نشان داد اين ايزوله يكي از سويه 3ايزوله شماره  18S rRNA بررسي توالي -1شكل 

اين قارچ با . اي جديد در جنس مربوط به خود است يك شاخه جداگانه از درخت بيانگر اين مهم است كه قارچ ياد شده سويهسويه قارچي در 
  .ثبت شد NCBIدر سايت  KF922319و با شماره پذيرش  Aspergllus awamori K-03نام 
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  A. awamori K-03 و شيميايي بر عامل بازدارنده توليد شده توسط قارچ تأثير عوامل بازدارنده فيزيكي -1جدول 

  اثر آنتاگونيستي  تيمار  عامل
  + درصد EDTA1  شلات كننده

  حرارت
 ) گراد درجه سانتي(

50  +  
70  +  
90  +  

100  +  

   اسيديته

4 +  
5  +  
6 +  
7  +  
8  +  
9  +  

  .استهمچنان اثر آنتاگونيستي خود را حفظ كرده + 
 

  
  
  

  
 
 

  زانتوموناسزاي  هاي بيماري بر روي برخي از سويه A. awamori K-03 بررسي اثر آنتاگونيستي سكروتوم قارچ -2شكل
  
  
  

 

C- NIGEB-48 NIGEB-260R2 

NIGEB-218 NIGEB-381 NIGEB-252R1 
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 A. awamori K-03ميزان ناحيه بازدارنده سكروتوم قارچ  - 2جدول 
  هاي ديگر هاي مختلف زانتوموناس و باكتري بر سويه

قطر ناحيه بازدارنده   نام سويه  رديف
  متر بر حسب ميلي

1  NIGEB-213R1 25  
2  NIGEB-243R2 15  
3  NIGEB-31 16 
4  NIGEB-287R1 22  
5  NIGEB-

A2L3R1L
13  

6  NIGEB-213R2 35  
7  NIGEB-281R23 16  
8  NIGEB-216R2 25  
9  NIGEB-228R1 20  

10  NIGEB-244R1 17  
11  NIGEB-266R2 10  
12  NIGEB-243R1 11 
13  NIGEB-384 10 
14  NIGEB-170 15 
15  NIGEB-232 20 
16  NIGEB-385 20 
17  NIGEB-48 35  
18  NIGEB-218 35  
19  NIGEB-9322 25  
20  NIGEB-A252R1 40  
21  NIGEB-388 22  
22  NIGEB-380 35  
23  NIGEB-260R2 30  
24  NIGEB-381 35  
25  NIGEB-242R1 25 
26  NIGEB-269 25 
27  Bacillus subtilis 20 
28  Erwinia 

amylovora
15  

29  Pseudomonas 
fluorescens 25  

30  Escherichia coli 25 
31  Staphylococcus 

aureus 20  
32  Salmonella typhi 25  

  
  

در ايـن  توان با قاطعيـت ابـراز كـرد كـه      مي ،در پايان
بـه وسـيله   توانسـت  عامل بيماري شـانكر مركبـات   پروژه 

ــارچ   ــي موجــود در ســكروتوم ق ــات ضــد ميكروب   تركيب
 A. awamori K-03  در شـرايطin vitro   كنتـرل شـود .

بنابراين، با توجه به اهميـت اسـتفاده از اسـتراتژي مبـارزه     
ــه  ــتي ب ــي از روش  زيس ــوان يك ــل   عن ــرل عوام ــاي كنت ه
گـــذاري بـــر روي ايـــن تركيبـــات  زا، ســـرمايه بيمـــاري

ضدميكروبي براي مهار بيماري شـانكر مركبـات و سـاير    
هاي باكتريايي و قارچي ديگـر ارزشـمند خواهـد     بيماري

  .بود
  و قدردانيتشكر 

هزينه اجـراي ايـن پـژوهش از طريـق طـرح اولويـت       
، پژوهشگاه ملـي  )406م (محور شانكر مركبات با شماره 

مهندسي ژنتيك و زيست فناوري تأمين شـده اسـت كـه    
تشــكر و  از تمــامي اعضــاي محتــرم گــروه بــدين وســيله
   .شود قدرداني مي
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Abstract 

Introduction: Bacterial phytopathogens have a great impact on yield loss. In between, the 
causative agent of citrus canker Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc), has influenced citri culture 
worldwide. 

Materials and methods: Antimicrobial efficacy of Aspergillus awamori K-03 secrotome was 
tested against 26 strains of Xanthomonas citri ssp. citri using disc diffusion method. 

Results: The secretome managed to control other Gram positive and negative bacterial 
pathogens including Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Salmonella 
typhi, Staphylococcus aureus and Erwinia amylovor. The secretome was heat stable and 
remained active in wide ranges of pH (4-9). 

Discussion and conclusion: Our result demonstrates that the A. awamori K-03 secretome has 
antimicrobial activity and can be used as a biocontrol agent. 

Key words: Fungi, Antimicrobial substances, Canker disease, Xanthomonas citri ssp. citri 
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