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 چکيده

آید کهه توسه     گرمسیری به شمار می شانکر باکتریایی مرکبات یک بیماری مهم اقتصادی در بسیاری از کشورهای نواحی گرمسیری و نیمه 

چندین پاتوتیپ از بیمارگر توصیف شده است که براساس منشأ جغرافیایی، دامنه میزبانی و د.. شو ایجاد می Xanthomonas citri subsp. citriباکتری 

ههای درختهان میمهوترش بها ع  هم       هایی از برگ، میوه و سرشاخه ، نمونه1311در سال زراعی اند.  های ژنوتیپی متمایز شده نین برخی ویژگیهمچ

های آموده جداسازی و  های رایج از بافت آوری گردید. باکتری عامل بیماری با روش شانکر باکتریایی مرکبات از استان کهگیلویه و بویراحمد جمع

 بیمهاری،  ع  هم  بهه  توجهه  . بها شهد  ههای میمهوترش اابهات    روی برگنیز ها  زایی سویه بیماری و های بیوشیمیایی شناسایی ابتدایی اساس آزمونبر

یابی قسهمتی از ژن هیسهتیدین کینهاز بهاکتری      توامی و آر با استفاده از آغازگرهای اختصاصی سی زایی، آزمون پی بیماری آزمون فنوتیپی، خصوصیات

 اسهتان کهگیلویهه و بویراحمهد    در بیمهاری  ایهن  وجهود  از گزارش نخستین شد. این داده تشخیص Xanthomonas citri subsp. citriعنوان  ور بهمذک
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Abstract 

Citrus bacterial canker is an economically important disease in many tropical and subtropical countries and caused by Xanthomonas 

citri subsp. citri. Several pathotypes of this pathogen have been described that primarily distinguished by their geographical origin, host 

range and certain genotypic characteristics Leaves, fruits and twinges samples of ‘Mexican 'lime, with bacterial canker symptoms were 

collected from Kohgiluyeh and Boyer-Ahmad province in 2012. The bacterial strains were isolated from infected tissues using classic 

methods and primary identification of bacterial isolates was performed based on phenotypic characterization. Pathogenicity of isolates was 

approved on leaves of Mexican lime. Based on the disease symptoms, phenotypic and pathogenicity tests, PCR test by using specific primers 

and sequencing data of histidine kinase gene, the isolates were identified as Xanthomonas citri subsp. citri. This is the first report of the 

disease and the causal bacterium in Kohgiluyeh and Boyer-Ahmad province. 
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  جداسازي و شناسایي باکتري عامل شانکر مرکبات در استان کهگيلویه و بویراحمد: حيدرپناه و همکاران

 مقدمه

 اختصها   خهود  بهه  را وسیعی کشت زیر سطح مرکبات

است. مرکبات نیهز ماننهد بسهیاری از ملاصهویت دیگهر       داده

ای مانند شانکر باکتریایی دارای چندین بیماری مخرب قرنطینه

هها در  باشند که شناسایی سریع و دقیق ع  م ایهن بیمهاری  می

 هههها بسهههیار حههها ز اهمیهههت اسهههت کنتهههرل و مهههدیریت آن

(et al., 2015 Pruvostدر .) باکتریههایی شههانکر عامههل ایههران 

 سهال  در بهار،  نخستین Xanthomonas citri subsp. citri  مرکبات

گهزارش   کرمهان  اسهتان  کهنوج در میموترش درختان از 13٣8

و  13۳۱ههای   ( و در سهال Alizadeh and Rahimian, 1990د )ش

و خسهارت زیهادی    گیر شد همهدر مناطق جنوبی ایران  13۳1

تهرش وارد سهاخت. ایهن بیمهاری در منهاطق       های میمهو  به باغ

وسیعی از استان کرمان، هرمزگان، فارس و مناطقی از سیستان 

باکتری  (Mohammadi et al., 2001).و بلوچستان گسترش دارد 

ههای  های جوان اعم از برگ، شهاخه تمام اندامبه عامل بیماری 

ای روی آن برجسهته  ههای و زخم  ندمی کحمله  هانرم و میوه

ههای   آورد. عامل شانکر مرکبهات دارای پاتوتیهپ  به وجود می

جغرافیهایی و   انتشهار مختلفی است که بر اساس دامنه میزبانی، 

شههوند.  برخههی صههفات ژنتیکههی از یکههدیگر تفکیههک مههی   

)شهانکر   Aترین فرم عامهل بیمهاری، فهرم     ترین و شایع مخرب

 اسهت  X. citri subsp. citri ناشهی از آسیایی یا شانکر حقیقهی(  

باشد، اما در بسهیاری از نهواحی دنیها وجهود      که بومی آسیا می

شده است.  خیز جهان گزارش کشور مرکبات 3۳بیش دارد و از 

ی میزبهانی وسهیع و    این فرم شهانکر بهه ملاهاا داشهتن دامنهه     

حساس بودن تمام ارقام مرکبات و گیاهان مرتب  به آن و نیهز  

خیهز   ترین میزان طغیان در مناطق مرکبات به جهت داشتن بیش

آیهد. دو   های مرکبات به شمار می ترین بیماری دنیا از خطرناک

وجهود دارد   Aسویه با دامنه میزبانی ملادود در گروه پاتوتیپ 

 Awو  *Aهههای  کههه از جنههوب غربههی آسههیا و فلوریههدا بههه نههام

بهها   *Aسههویه  .(Schubert et al., 2004)شههده اسههت  گههزارش

ارتباط نزدیکی دارد ومی فقه  بهر روی میمهوترش     Aپاتوتیپ 

(Citrus aurantifolia)  و سهههویهAW بهههر روی میمهههوترش و 

Citrus machrophylla ایجاد می بیماری ( کندSun et al., 2004 .)

کنهی بیمهاری    های مختلفی برای کنترل یها ریشهه   تاکنون روش

توان به حهذ    ها می جمله این روش شده است. از کار گرفته به

هههای آمههوده، جلههوگیری از ورود و پخههش   درختههان و نهههال

مبارزه شیمیایی و بیومهوژیکی، کاشهت   های گیاهی بیمار،  اندام

ههای بهاغ    ارقام مقاوم و ایجاد بادشکن در اطرا  و بین ردیف

اشاره نمود. از راهکارهای مناسب بهرای جلهوگیری از شهانکر    

ایهن راهکهار    آمریکا متلاده ایایت مرکبات قرنطینه است که در

 1111و  118۱ ههای  سهال  در فلوریدا، . درمی شوداجرا  هنوز

ی درختهان آمهوده و مشهکوک بهه      کنی و سهوزاندن همهه   ریشه

 متلاهده  ایهایت  در گرفتهه اسهت.   بیماری شانکر مرکبات انجهام 

 سهامم  درختهان  تمهام  و بیمار مرکبات و نابودی درختان حذ 

 etپهذیرد )  بیمار انجام می درخت یک از فوت 11۳۳ شعاع در

al., 2001 Gottwald    یه بهه  (. با توجه بهه مشهاهده ع  مهی شهب

بیماری شانکر مرکبهات در منطقهه باشهت اسهتان کهگیلویهه و      

بویراحمد و همچنین عدم گزارش این بیماری از استان، هد  

از انجام پژوهش حاضر، شناسهایی عامهل شهانکر مرکبهات در     

های مومکهومی   استان کهگیلویه و بویراحمد با استفاده از روش

 ان است.  و بیوشیمیایی و تعیین پاتوتیپ غامب در است

 

 بررسي  روش

های اردیبهشت، شهریور و مهر سهال   برداری در ماه نمونه

مرکبات استان کهگیلویه و بویراحمهد انجهام    های از باغ 1311

های دارای ع  م مشکوک شانکر باکتریایی نظیهر   . از بافتشد

د. جداسههازی و برداشههته شههنمونههه  ٣۳بههرگ، سههاقه و میههوه 

 Nutrient Agar (NA)ها روی ملای  کشهت   سازی جدایه خامص

 از آمهده  دسهت  بهه  ههای  جدایهه  تشهخیص  منظهور  . بهشدانجام 

 اسهتاندارد  های روش اساس بر  یزم های آزمون آموده، درختان

 .(Schaad et al., 2001) شههد انجههام گیههاهی شناسههی بههاکتری

آب مقطر تهیهه و بها   در cfu 1۳۳ -1۳ 1سوسپانسیونی با غلظت

ههای   سرنگ به زیر بشره برگ توتون تزریق شد. پیدایش مکهه 

ساعت،  ۱8تا  2۱شده، بعد از  های تزریق بافت مرده در قسمت
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هها روی   زایهی جدایهه   بیمهاری . شدعنوان واکنش مثبت ابت  به

ها با  . برگشدانجام  Citrus aurantifolia) )های میموترش  برگ

و  با سهوزن در شرای  سترون  زنی مایه آب معمومی شستشو و

گهذاری سوسپانسهیون کشهت تهازه بهاکتری بها غلظهت         قطره 

CFU/ml 1۳۳  د شههانجههامGraham et al., 1989))منظههور . بههه 

 از جفهههت آغهههازگر Xanthamonas citri تشهههخیص گونهههه

Xac01/ Xac02 ردیابی پاتوتیپ ،A   از جفهت آغهازگرM+/M-  و

  -Ms+/Msاز جفهههههت آغهههههازگر  *Aردیهههههابی پاتوتیهههههپ 

(et al., 2014 Yousefi-koupaei  اسههتفاده گردیههد. اط عههات )

آورده شههده اسههت.  1اسههتفاده در جههدول   آغازگرهههای مههورد

 BIO-RAD ترموسههایکلر دسههتگاه از اسههتفاده بهها PCR واکههنش

 PCR در  یافتهه  تکثیهر  قطعهات  بررسهی  منظور به. انجام گرفت

 یهک درصهد بها   ها در ژل آگهارز   امکتروفورز نمونه تشخیصی،

 یهد بروما یدیومبا ات ژل ،انجام یقهدق 1۳مدت  به 1۳-1۳۳ ومتاژ

مشاهده   Gel documentationو با استفاده از دستگاه یزیآم رنگ

 شد. یبردار عکسو

بازی تکثیرشده توسه   جفت  82۱در شش جدایه، قطعه 

تعیین تراد  گردید. برای این منظهور   -Ms+/Msجفت آغازگر 

هها بهه همهراه آغهازگر اختصاصهی بهه       ایهن ژن  PCRملاصول 

. بهرای اطمینهان از صهلات    شهد شرکت تکاپوزیسهت ارسهال   

هها بها   آمده از هر نمونه، ههر یهک از تهوامی    دست های بهتوامی

های موجود در بانهک  با توامی Blastاستفاده از ابزار جستجوی 

یهابی  های توامیای مقایسه فیلوژنتیکی جدایهژن مقایسه شد. بر

 هایی از جدایهتوامی ، X. citri subsp. citriشده، هشت جدایه از 

X. fuscans subsp. fuscans ،X. citri pv. vignicola ،X. 

campestris pv. campestris ،X. campestris pv. vesicatoria ،X. 

hortorum، X. axonopodis pv. phaseoli ،X. oryzae pv. oryzae ، 
X. oryzae pv. oryzicola ،X. fragariae از بانک ژن اخذ و گونه 

Xylella fastidiosa عنوان تاکسون خارج از گروه انتخهاب   نیز به

 MAFFT v.7.043bافهزار  هها بها اسهتفاده از نهرم    گردید. تهوامی 

ردیههف گردیدنههد. آنامیزهههای فیلههوژنتیکی بهها اسههتفاده از   هههم

Distance Method .انجام گردید  

 
 آغازگرهای مورداستفاده در این مطامعه. -1جدول 

Table 1. Primers used in this study. 

Reference 
Annealing 

temperature 
Fragment length Sequence Primer name 

Coletta-Filho et al., 2006 60 581 
CGCCATCCCCACCACCACCACGAC 

AACCGCTCAATGCCATCCACTTCA 

Xac01 

Xac02 

Yousefi-koupaei et al., 2014 68 391 
GCTAGGTAGCGGGTCTTTCC  

TCGAGCTCGATGACACCTTC 

M+ 

M- 

Yousefi-koupaei et al., 2014 64 824 
CCGGGAACGGCAATTCCTCA  

CAGCAGGCGATTGCCTGTCT 

Ms+ 

Ms- 

 

 

 نتایج و بحث

ههای زرد،    بها پرگنهه    جدایه 21از درختان مرکبات آموده 

ی  د. همهه شجداسازی  NAدار روی ملای  کشت  گرد و معاب

ها گرم منفی، اکسیداز منفی، کاتهایز مثبهت، ههوازی     این سویه

ه مثبهت،  مثبت، هیدرومیز نشاست 8۳اجباری، موان مثبت، تویین 

مستیناز منفی، هیدرومیز ژیتین مثبت، آرژنین دهیدرویز منفی، 

ها قهادر   یک از جدایه آز منفی و اسکومین مثبت بودند. هیچ اوره

هها روی   زمینهی نبودنهد. ایهن سهویه     های سیب به مهانیدن ورقه

درصهد رشهد    یهک، دو و سهه   طعام نمک ملای  کشت حاوی

ای زرد  دانهه  رنهگ  YDCچنین روی ملاهی  کشهت    کردند، هم

دانهه فلورسهنتی    هیچ رنهگ  .(Schaad et al., 2001)تومید کردند 

ایجهاد نگردیهد. تمهام     KBها روی ملای  کشهت   توس  جدایه

ههای   ها قادر به ایجاد واکنش فوق حساسیت روی بهرگ  جدایه

سهازی   های جداسازی شهده و خهامص    توتون بودند. این سویه
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 Xanthomonas citriگونه شده براساس خصوصیات فنوتیپی با 

subsp. citri     مطابقهت داشهتند. در واکهنشPCR    بها اسهتفاده از

انتظهار   ی قابهل  قطعهه  Xac02 و  Xac01آغازگرهای اختصاصی 

مطامعهه تکثیهر شهد     های مهورد  بازی در تمام سویه جفت  181

 .X. citri subsp شده  جدایه شناسایی 21(. همچنین در 1)شکل 

citri در PCR آغازگر فت با جM+  وM-  بهازی   جفت  311قطعه

ههای جداشهده از مرکبهات در     اکثهر سهویه   (.2د)شکل شتکثیر 

شناسهایی   A استان کهگیلویه و بویراحمد تلات عنهوان پاتوتیهپ  

بها اسهتفاده از آغازگرهههای    PCRچنهین در واکههنش   دند. ههم شه 

بازی فقه    جفت  82۱انتظار  ی قابل قطعه -Msو  +Msاختصاصی 

 B8و  S14 ،S6 ،M12 ،M15 ،A8 ،M16 ،S24 ،M18 جدایهه   1در 

 *A عنهوان پاتوتیهپ   بهه هها   ایهن جدایهه   کهه  (3)شکل  دشتکثیر 

از *A دند. این جفت آغهازگر بهرای تمهایز پاتوتیهپ     ش شناسایی

 .(et al., 2014 Yousefi-koupaei)بهود  شهده   طراحهی  Aپاتوتیهپ  

 کردنهد.  ایجاد در میموترشع  م بیماری اخیرهای  تمامی جدایه

 Neighbour-Joining (NJ)شهده بها روش   درخت فیلهوژنی ترسهیم  

یهابی قطعهه تکثیهری بها آغهازگر       آمهده براسهاس تهوامی    دست به

Ms+/Ms- شده از استان کهگیلویهه و   جدا  نشان داد که شش سویه

بها میهزان شهباهت     Awههای پاتوتیهپ    بویراحمد به همراه سویه

 گیرنههد. درصههد در یههک گههروه مجههزا قههرار مههی    11بههایی 

 

 
 Xanthomonas citri های جدایه PCR ملاصول امکتروفورز -1شکل 

subsp. citr1i آغازگرهای با شده تکثیر Xac01  وXac02. 

M ،1: مارکر مومکومی :M11 ،2 :A7 ،3 :S4 ،۱ :B23 ،1 :C20 ،٣ :M17 ،۳ :

B17 ،8 :S14 ،1 :S6 ،1۳کنترل منفی :. 
Fig. 1. Electrophoresis of PCR-products from Xanthomonas citri 

subsp. citri isolates with primers Xac01 and Xac02. 

M: Molecular marker; 1, M11; 2, A7; 3, S4; 4, B23; 5, C20; 6, M17; 

7, B17; 8, S14; 9, S6; 10, Negative control. 

 Xanthomonas citri های جدایه PCR ملاصول امکتروفورز -2شکل 

subsp. citri  آغازگرهای  با شده تکثیرM+ / M 

M : 1: مارکر مومکومی،  S14  ،2 : A7  ،3 : S4  ،۱ : B23  ،1 : A8  ،٣ : C20  ،۳ :

B17  ،8 : M17  ،1 : M11  ،1۳ : S6  ،11 : B2  ،12 : LMG9322. 

Fig 2. Electrophoresis of PCR-products from Xanthomonas citri 

subsp. citri isolates with primers M+ / M. 

M: Molecular marker; 1, S14; 2, A7; 3, S4; 4, B23; 5, A8; 6, C20; 7, 

B17; 8, M 17; 9, M1; 10, S6; 11, B2; 12, LMG9322. 

 

 
 Xanthomonas citri های جدایه PCR ملاصول امکتروفورز -9شکل 

subsp. citri  آغازگرهای  با شده تکثیرMs+ / Ms- 

M ،1: مارکر مومکومی :S14 ،2 :S6 ،3 :M12 ،۱ :M15 ،1 :A8 ،٣ :M16 ،۳ :

S24 ،8 :M18 ،1 :B8 ،1۳ :LMG9322. 
Fig. 3. Electrophoresis of PCR-products from Xanthomonas citri 

subsp. citri isolates with primers Ms+   / Ms-. 

M: Molecular marker; 1, S14; 2, S6; 3, M12; 4, M15; 5, A8; 6, M16; 

7, S24; 8, M18; 9, B8; 10, LMG9322. 

 

موجهود در بانهک   *A آمده هیچ پاتوتیهپ  دست براساس نتایج به

بررسهی در ایهن تلاقیهق را     های مورد ژن تشابه ترادفی با سویه

براسههاس نتههایج حاصههل از آنههامیز فیلههوژنتیکی  نشههان ندادنههد.

، X. campestrisاز قبیل  Xanthomonasهای مختلف جنس  گونه

X. axonopodis  وX. oryzae های مجزایی قرار گرفتند.  در گروه

که عامل ایجهاد سهوختگی    X. citri pv. vignicola سویه باکتری

 ههای  باشهد، در گهروه مجزایهی نسهبت بهه سهویه       در گندم می
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X. citri subsp. citri   عامههل شههانکر مرکبههات قههرار گرفههت 

(. نتایج حاصل از این پژوهش وجود بیمهاری شهانکر   ۱)شکل 

شده در استان کهگیلویهه و   های مرکبات بررسی مرکبات در باغ

حصهول اطمینهان از تشهخیص     رایبه یید کهرد.  تأبویراحمد را 

شهده از   ههای جهدا  صلایح پاتوتیپ و همچنین مقایسهه سهویه  

 ،هههای دنیههامرکبهات اسههتان کهگیلویههه و بویراحمههد بهها سههویه 

انجام گرفت. پهس   -Ms+/ Ms گرشده با آغاز یابی ژن تکثیر توامی

شهده و رسهم درخهت فیلهوژنی،      یابی ژنی قطعه تکثیراز توامی

ههای پاتوتیهپ   های استان کهگیلویه و بویراحمد با سویهسویه

Aw توس  یوسهفی   در یک گروه قرار گرفتند. طی پژوهشی که

انجهام شهد    (et al., 2014 Yousefi-koupaei)کوپایی و همکارن 

و  Aمنظور تفکیک پاتوتیپ  شده به از این آغازگر و قطعه تکثیر

A*  رسهد کهه ایهن آغهازگر     . بهه نظهر مهی   شهده اسهت  استفاده

ههم   Aاز  Awمنظهور تفکیهک پاتوتیهپ     اختصاصی نبوده و بهه 

تهوان در  را مهی  Aکار برد. همچنهین پاتوتیهپ    هتوان آن را ب می

در نظههر گرفههت و  Awو   *Aهههای گههروه جههدایی از پاتوتیههپ

شباهت ژنی زیادی بها یکهدیگر    Awو  *Aکه پاتوتیپ  آنجایی از

( این احتمال وجهود دارد کهه قطعهه    Zhang et al., 2015) دارند

باشد  *Aتواند مختص پاتوتیپ شده، نمی بازی تکثیرجفت 82۱

نیز وجود دارد. همچنین این  Awو امکان تکثیر آن در پاتوتیپ 

و  *Aاحتمال وجود دارد که به دمیل تشابه بسیار زیاد پاتوتیهپ  

Aw هایی از پاتوتیهپ  سویهAw      در منهاطق دیگهر ایهران وجهود

نتایج  بر اساسشده باشند.  معرفی *Aعنوان پاتوتیپ  داشته و به

شهده در آزمهون    ی ژنی و ع  م ایجهاد یابآمده از توامی دست به

های جداسازی شهده از اسهتان کهگیلویهه و    زایی، سویهبیماری

در یهک گهروه    Awپاتوتیهپ  ههای  بویراحمد همراه با سهویه 

 در رابطه با ردیابی و تنوع ژنتیکی بهاکتری بندی شدند.  دسته

X. citri subsp. citri ،بررسههی دقیههق پاتوتیههپ ایههن  در ایههران

شده و عامل شانکر مرکبهات در ایهران    بیمارگر بسیار کم انجام

 شهههده اسهههت معرفهههی *Aو  Aعنهههوان سهههویه  تهههاکنون بهههه

 (Rezaei et al., 2012)رسههد شناسههایی دقیههق . بههه نظههر مههی

تهری  های موجود در ایهران نیازمنهد بررسهی گسهترده     پاتوتیپ

در اسههتان قطعههی اسههت. تههاکنون  Aحضههور پاتوتیههپ اسههت. 

از ایران گزارش نشده اسهت ومهی بها توجهه بهه       Aw پاتوتیپ 

شده اسهت کهه احتمهال حضهور ایهن       مطامعات فیلوژنی اع م

 (.et al., 2015 Pruvostپاتوتیپ در ایران وجود دارد )

 

 
ترسیم شده براساس ژن هیستیدین کینیاز از شش  یشجره فیلوزن -4شکل 

جدا شده از استان کهگیلویه و  Xanthomonas citri subsp. citriسویه 

ها به روش اتصال  های نارنجی رنگ( و سایر جدایه بویراحمد )ستاره

تکرار  1۳۳۳با تعداد  bootstrap ملااسبه  (Neighbour-Joining).مجاور 

 (Outgroup) عنوان مدل خارج گروه به Xylella fastidiosaگونه انجام و 

 .ر گرفته شده استدر نظ
Fig. 4. Neighbor-Joining phylogenetic tree using Histidine kinase 

gene sequence of six Xanthomonas citri subsp. citri strains isolated 

from Kohgiluyeh and Boyer-Ahmad province (orange stars) and 

other GenBank isolates. Bootstrap values were calculated from 1000 

replicates and Xylella fastidiosa was used as outgroup. 

 

های استان کهگیلویهه   در مطامعه حاضر نیز برخی از سویه

نشان  Aw های پاتوتیپ  و بویراحمد تشابه بسیار باییی با سویه

ههای   وجود تشخیص دقیق پاتوتیپ نیاز به بررسهی  این دادند. با

های انتقال و شیوع این بیماری که  بیشتری دارد. با توجه به راه

بیمهاری از   احتمهایا  ،باشهد  ها مهی  جمله آن انتقال نهال آموده از
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های  و پاتوتیپهای مجاور وارد این استان شده  مناطق و استان

 کننهههد. اسهههتان خسهههارت وارد مهههیمختلهههف بیمهههارگر در 

یزم اسهت چگههونگی ورود بیمهاری بههه ایهن اسههتان    از اینهرو  

صورت دقیق بررسی شود تا خاستگاه جغرافیایی دقیق عامل  به

بیماری مشخص شده و با شناسهایی صهلایح آن، راهکارههای    

 مناسبی برای مقابله با این بیماری در این منطقه صورت گیرد.
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