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از Xanthamonas citri subsp. malvacearumبازيابي و بيماريزايي باكتري 

هاو بررسي خصوصيات بيوشيميايي جدايهپنبهنه ساله آلوده هاي برگ
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1چكيده

ــا عامــل   ــه ب ــايي پنب ــت باكتري Xanthomonas citriبيمــاري بلاي subsp. malvacearum از
در مزارع پنبه استان گلستان بـروز  1384اي پنبه در ايران است كه در سال مهم و قرنطينهي هابيماري

1393در سال . شدهاي آلوده در اين سال جمع آوري و در دماي اتاق نگهداري ئي از برگهانمونه. كرد
قـرار  هاي آلوده پس از شستشو با آب لوله شهري، در چند قطره آب مقطر اسـتريل هائي از برگقسمت

سوسپانسيون فوق در روي محيط آگار غـذائي  . داده و به مدت چند ساعت در شرايط اتاق نگهداري شد
متر جداسازي گرديـد  ميلي1وي زرد رنگ، مدورهاباكتريساعت كلني 72-48پس از . مخطط گرديد
هوازي اجباري و هاكليه جدايه. هوازي منفي بودندي گرم، اكسيداز و رشد در محيط بيهاكه در آزمون

از گلوكز، اينولين، اورات، مالونات، لاكتات و تريپتـون اسـتفاده   هاجدايه. قادر به هيدروليز نشاسته بودند
-تارتـارات، دي -رافينـوز، فوكـوز، مـالتوز، ال   -رامنـوز، دي -كرده ولـي قـادر بـه اسـتفاده از ترهـالوز، ال     

در . ترئـونين و آدونيتـول نبودنـد   -دالسـيتول، ال گالاكتورونات، استات، نيكوتينات، گلايسين، كـازئين،  
تريپتوفان، -سيستئين، ال-زايلوز، ملزيتوز، ملي بيوز، گوانين، ال-فروكتوز، دي-استفاده از آرابينوز، دي

بـا  . مالئـات متغيـر بودنـد   -سوربيتول، سـيترات و ال -ديوالين،-آلانين، ال-هيستيدين، بتائين، بتا-ال
روز علائم آبسـوختگي مشـاهده شـد كـه در ادامـه      3اپيدرم برگ رقم گلستان پس از تزريق باكتري به 

بنـابراين لـزوم توجـه بـه نقـش      . هاي اصلي و فرعي نيز مشاهده گرديـد گسترش يافته و بلايت رگبرگ
.بقاياي گياهي آلوده در بروز و گسترش اين بيماري از اهميت ويژه اي برخوردار است
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Xanthomonas citriبلايت باكتريايي، بقا و پنبه،:هاي كليديواژه subsp. malvacearum

مقدمه
در اكثر منـاطق  تقريباًكهباشد زاي پنبه ميترين عوامل خسارتبلايت باكتريايي پنبه يكي از مهم

تاجيكسـتان،  مصـر، سـودان،   در كشـورهاي هنـد، پاكسـتان، چـين، اسـتراليا،      از جملـه  خيز دنيـا  پنبه
و در فصولي كه شرايط محيطي براي گسترش اين بيماري وجود داردآذربايجان و ازبكستانتركمنستان، 

ايـن  ). Brinkerhof, 1970وHilocks, 1992(شـود  مناسب باشد كاهش عملكرد شديدي را سبب مي
. كنداي از كشور بروز مياي ايران بوده كه هر از چند گاهي در نقطهي قرنطينههابيماري از بيماري

Xanthomonas citriعامل بيماري باكتري  subsp. malvacearum ،   يك بـاكتري بـذرزاد اسـت
)Bradbury, 1986(.شـود و گياهـان   از بذر و بقاياي گياهي تأمين مـي آلودگي به بيماري معمولاًمنبع

Hirano and(رونـد ي ثانويه بيماري بشمار مـي هاكانونعنوانهبآلوده  Upper, 1983(.  بيمـاري  عامـل
لائـم متفـاوتي   ي هـوائي بوتـه حملـه نمايـد و ع    هاقادر است در تمام مراحل رشد گياه و به همه قسمت
را ايجـاد مـي نمايـد    اي بـرگ و پوسـيدگي قـوزه   شامل بلايت گياهچه، سياه شـدن سـاقه، لكـه زاويـه    

)Srinivasan, 1994 .(
تـرين مايـه اوليـه آلـودگي از     اصـلي . توان بقا كمي دارد،عامل بيماري در خاكدر غياب پنبه آلوده 

باران، آبياري باراني و آب آبيـاري  ،مايه آلودگي توسط باد. شودبذرهاي آلوده و بقاياي گياهي تامين مي
قادر است در بذر و بقاياي خشك شده گيـاه  ،بيمارگر. يابداز گياه آلوده به گياهان سالم ديگر انتقال مي

شـود مـي گذراني كرده و با كاشت پنبه و در صورت مساعد بودن شرايط بيماري، آلودگي ايجاد زمستان
)Srinivasan, 1994.(

ديپلوئيـدهاي حسـاس   . هسـتند Gossypiumي اصلي بيمارگر گياهان متعلـق بـه جـنس    هاميزبان
و G. thurberi ،G.harknessiiي وحشـي  هاو گونهG. herbaceumو G.arboreumي زراعي هاگونه

G. stocksiiارقام تتراپلوئيد زراعي . اندگزارش شدهG. hirsutumوG. barbadense و رقم وحشيG. 
tomentosumاندي باكتري گزراش شدههااز ميزبان.

 Eriodendron، در مكزيــك گيــاه Thurberia thespeioidesدرآزيزونــا و مكزيــك گيــاه   
anfractusum)Ceiba pentandra(د ، در هنLochnera pusilla و گياهان ديگر از خانواده پنيركيان

ي جـانبي عامـل   هابه عنوان ميزبانT. lambas ،Hibiscus vitifoliusوThespesia populneaمانند 
,.Holt et al(ي پنبـه گـزارش شـده انـد     يبيمـاري سـوختگي باكتريـا    1994; Srinivasan, 1994;

Bradbury, 1986 .(ند با موفقيت گيـاه  همچنين در هند توانستJatropha curcas   را تلقـيح كننـد و
).Srinivasan, 1994(بود Phaseolus vulgarisباكتري قادر به آلوده سازي لوبيا 
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69محمدرضي نتاج و غلام خداكرميان

اصـلي تـرين مايـه اوليـه آلـودگي از      . عامل بيماري در خاك در غياب پنبه آلوده توان بقا كمي دارد
ي موجـود در بـذر   هـا طول رشد بذر در خـاك بـاكتري  در .شودبذرهاي آلوده و بقاياي گياهي تامين مي

اي مايـل بـه سـياه در    ي سـبز روشـن تـا قهـوه    هاشده و سبب ايجاد لكههاسبب آلوده كردن كوتيلدون
ي اوليه و همچنين در صورت مساعد بوده شرايط محيطـي بـراي شـيوع بيمـاري     هاو برگهاكوتيلدون

).Srinivasan, 1994(شود سبب سوختگي گياهچه پنبه مي
. اگرگياهچه آلوده دوام بياورد آلودگي ثانويه در ديگر گياهان و در مراحل مختلف ايجاد خواهـد شـد  

يابـد و سـبب ايجـاد    مايه آلودگي توسط باد و باران و آب از گياه آلوده به گياهان سالم ديگر انتقال مـي 
رگ شده بنابراين آلودگي زمـاني اتفـاق   وارد بهااز راه روزنههاپاتوژن در برگ.شودي بعدي ميهاآلودگي

دهد باكتري توانائي رخنه مسـتقيم  شواهدي هم وجود دارد كه نشان مي. باز باشندهامي افتد كه روزنه
به داخل برگ را دارد و اين زماني اتفاق مي افتد كه ميزان مايه آلـودگي زيـاد و فعاليـت آنزيمـي زيـاد      

گ فعاليت كرده و با توليد پكتيناز سبب تخريب بافت ميزبان مـي  باكتري در بافت پارنشيم بين بر. باشد
باكتري . ي گوشه دار مي شودهاعامل بيماري بندرت وارد بافت آوندي مي شود و سبب ايجاد لكه. شوند

هاي هوائي گياه پخش شده و سبب آلـودگي  عامل بيماري توسط قطرات آب، باد و باران به تمام قسمت
ي روي بذر، الياف و سطح بذر هاوده شدن قوزه در اكثر موارد سبب آلوده شدن كركآل. مي شودهااندام

اتفاق مي افتد كه در نتيجه بـاكتري توسـط بـذر    ) Internal infection(شده و گاهي آلودگي داخلي بذر 
در پـاتوژن قـادر اسـت   . به مناطق ديگر انتقال يافته و به عنوان كانون آلودگي در آينده بروز خواهد كرد

گذراني كرده و با كاشت پنبه و در صورت مساعد بـودن شـرايط   بذر و بقاياي خشك شده گياه زمستان
).Srinivasan, 1994(بيماري، آلودگي ايجاد خواهد شد 

هامواد و روش
ه و سـپس بـا هيپوكلريـت    ابتدا با آب لوله شـهري شسـت  ،هانمونه: جداسازي و خالص سازي باكتري

با چاقوي سترون از حد فاصل بافت . شدندضدعفوني ثانيه30به مدت ) تجاريدرصد1محلول (سديم 
ليتـر آب مقطـر سـترون انتقـال     متر برداشته و درون چند ميليقطعاتي به ابعاد چند ميلي، آلوده و سالم

بعد از له نمودن قطعات گياهي درون آب مقطر سترون، اين سوسپانسـيون در دمـاي اطـاق    . ندداده شد
مخطـط گرديـد   ) Nutrient Agar(يك لوپ از سوسپانسيون فوق در محيط آگار غـذائي  . نگهداري شد

)Fahy and Persley, 1983 .(تك . گراد قرار گرفتنددرجه سانتي28-25روز در دماي 4-2هاتشتك
ص پس از اطمينان از خلـو ه و اي كشت شدصورت نقطههي ظاهر شده روي محيط آگار غذائي بهاپرگنه
 Schaadet(زائي انجام شدند ي بيماريهاآزمايشات استاندارد جهت تشخيص باكتري و آزمون، هاپرگنه

al., 2001.(
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,.King-B)King et alطتوليد رنگدانه فلورسنت روي محي: هاخصوصيات فنوتيپي جدايهبررسي
ن، ي توليـد لـوا  هـا ، آزمون)2001(شاد و) 1982(آزمون گرم بر اساس روش ساسلو و همكاران ،)1954

زميني، آرژنين دهيدرولاز و توليد فـوق حساسـيت در توتـون مطـابق     ي سيبهااكسيداز، لهانيدن ورقه
، كاتالاز، هيدروليز نشاسته، رشد هـوازي  )1964(ن او كلمنت و همكار) 1966(روش ليليوت و همكاران 

) 1983(هيدروليز ژلاتين بر اسـاس روش فهـي و پرسـلي    وگراددرجه سانتي41هوازي، رشد در و بي
، تحمل بـه نمـك طعـام و اسـتفاده از قنـدها،      80ي احياي نيترات، هيدروليز توئين هاآزمون. انجام شد

سـاير  . انجـام شـد  ) 2001(بـر اسـاس روش شـاد و همكـاران     هااسيدهاي آلي، اسيدهاي آمينه و الكل
و شـاد و  ) 1983(شناسـي بـه روش فهـي و پرسـلي     ندارد باكتريي استاهانيز بر اساس روشهاآزمون

.انجام شد) 2001(همكاران 
از cfu106براي انجام آزمون اثبات بيماريزائي با تهيه سوسپانسيوني به رقت تقريبي: اثبات بيماريزائي

گياهان فوق در داخل گلخانه و در شرايط مطلوب دمائي و . به اپيدرم گياه ميزبان تزريق شد،باكتري
.)Srinivasan, 1994(رطوبتي قرار گرفتند 

و بحثنتايج
، انـدازه آنهـا  زرد تـا نـارنجي  رنگ بهي باكتري عامل بيماري هاجدايه: هاخصوصيات فنوتيپي جدايه

در محـيط  قـادر بـه رشـد    كاتالاز مثبـت و  ،اكسيداز منفيو گرم همگي. بودندصافو گرد، مترميلي1-2
.قادر به رشد نبودندهوازي در محيط بيكه بوده در حاليهوازي
ي فـوق بـه كوتيلـدون و    هـا ي باكتري، سوسپانسيون جدايههاجدايهبيماريزائيبه منظور اثبات : زائيبيماري

سـوخته ظـاهر   ي آبهـا صورت لكـه تزريق، علائم اوليه بيماري بهروز پس از 4. اپيدرم برگ پنبه تزريق شد
.اي شكل و بلايت رگبرگهاي اصلي و فرعي نمايان گرديدي زاويههاشده و در ادامه به صورت لكه

بروز آبسوختگي پس از تلقيح -1شكل
سوسپانسيون باكتري در اپيدرم برگ

ي زاويه اي با گسترش هاپيدايش لكه-2شكل
علائم بيماري

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

71محمدرضي نتاج و غلام خداكرميان

Xanthomonas citriباكتري فنوتيپيخصوصيات- 1جدول  subsp. malvacearum پنبهجدا شده از برگ آلوده
شماره ايزوله

آزمونها
123456789101112

------------)Gram reaction(واكنش گرم 
------------)King-B )Flourescent on KB mediumفلورسنت روي 

++++++++++++)Oxidative metabolism(هوازي رشد 
------------)Fermentative metabolism(رشد بي هوازي 

------------)Levan production(توليد لوان 
------------)Oxidase(اكسيداز 

++-+-----+++)Soft rot on potato(ي سيب زميني هالهانيدن ورقه
++++++++++++)Hypersensitive reaction(فوق حساسيت 

++++++++++++)Catalase(كاتالاز 
++++++++++++)Starch hydrolysis(هيدروليز نشاسته 
++++++++++++)Tween 80 hydrolisis(80هيدروليز توئين 
--+++++-----)Gelatin hydrolysis(هيدروليز ژلاتين 

++++++++++++)Growth in 5% NaCl% (5رشد در نمك طعام 
++++++++++-+)Nitrate reduction(احياي نيترات 

++++++++++++)Growth in 37ºC(گراد درجه سانتي37رشد در 

Xanthomonas citriباكتري بيوشيميائي خصوصيات - 2جدول  subsp. malvacearum پنبهجدا شده از برگ آلوده
شماره ايزوله

آزمونها
123456789101112

:)Carbohydrate source utilization(استفاده از 
++++++++++++)Sucrose(سوكروز 

------------)D-Galactose(گالاكتوز -دي
++++++++++++)D-Glucose(گلوكز -دي

------------)Maltose(مالتوز 
------------)D-Mannose(مانوز -دي

------------)Cellobiose(سلوبيوز 
------------)L-Thereonin(ترئونين -ال

+--+++---+++)Arabinose(ارابينوز 
----------++)D-Fructose(فروكتوز -دي

------------)Trehalose(ترهالوز 
--+-++--+---)D-Xylose(زايلوز -دي
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------------)L-Rhamnose(رامنوز -ال
------------)D-Raffinose(رافينوز -دي

------------)Fucose(فوكوز 
----+-------)Melezitose(ملزيتوز 
---------+--)Melibiose(ملي بيوز 
------------)Casein(كازئين 
++++++++++++)Inulin(اينولين 
++++++++++++)Tripton(تريپتون 
+++++++++---)Betaine(بتائين 

+--+++--+-+-)L-Cycteine(سيستئين -ال
------------)Glysine(گليسين 

+---+++--+++)L-Tryptophan(تريپتوفان -ال
----++---+--)L-Histidine(هيستيدين -ال
------------)L-Threonine(ترئونين -ال
-+--+-------)L-Valine(والين -ال
------+-+++-)β-Alanine(آلانين -بتا

++++--------)Guanine(گوانين 
---------+-+)D-Sorbitol(سوربيتول -دي
------------)Meso-Inositol(اينوزيتول-مزو

------------)Adonitol(آدونيتول 
------------)Dulcitol(دالسيتول 
++++++++++++)Lactate(لاكتات 
------------)Acetate(استات 
++++++++++++)Urate(اورات 

++++++++++++)Malonate(مالونات 
------------)L-Tartrate(تارتارات -ال

--+---------)Citrate(سيترات 
------------)D-Galactoronate(گالاكتورونات -دي
+---+-------)L-Maleate(مالات -ال

------------)Nicotinate(نيكوتينات 
++++++++++++)Malonate(مالونات 
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اما همين درصد كم بذور آلوده براي ،درصد بذور آلوده به اين باكتري بسيار كم استطور طبيعي هب
Brinkerhoff and(بروز اپيدمي شديد بيماري در شرايط مطلوب كافي است  Hunter, 1963.( اين

رود باكتري مانند ديگر زانتومونادها نسبت به خشكي و حرارت بالا حساس بوده و به سرعت از بين مي
)Mehta, 1990 .(

ها داري ساز وكارهايي هستند كه به واسطه آنها مي توانند به سـطوح و بـه يكـديگر متصـل     اكتريب
قادرند روي بسياري از سطوح جاندار . بيوفيلم مي تواند از يك يا چند گونه ميكروبي تشكيل شود. شوند

ي پزشـكي  هـا انـواع ايمپلنـت  و بي جان مانند مواد معدني، فلزات، سطوح جانوري و گياهي، ريه روده و 
تشكيل بيوفيلم راهي براي حفظ توده زنده سلولي در محلـي  ). O,Toole et al., 2000(تشكيل گردند 

زنـدگي در بيـوفيلم مزايـاي متعـددي     . خاص و براي دوره معين براي آغاز تعاملات بهتر با محيط اسـت 
ي مختلـف گيـاه و نيـز بقـاي     هـا براي بقاي باكتري در روي گياه و كلنيزاسيون قسـمت هابيوفيلم. دارد

همچنـين بيـوفيلم موجـب افـزايش مقاومـت در برابـر برخـي        . بيمارگر در خارج از ميزبان نقش دارنـد 
ي محيطي و  تحمل مواد ضد ميكربي، حفاظت از شكار شدن در برابر آغازيـان تـك سـلولي يـا     هاتنش

افزايش مقاومت در برابر اشعه ماورا بنفش، قابليت تجيه كننـدگي  . شوندنتقال ژن افقي ميدستيابي به ا
تـراكم زيـاد جمعيـت بـاكتري،     . ي ثانويه را نيز گسترش مـي دهنـد  هازيستي و افزايش توليد متابوليت

انجـام  فرصتي را براي انجام برخي فرآيندها فراهم مي كند كه سلولهاي منفرد نمي توانند به طور مـوثر 
Jahid and(دهند  Ha, 2012.(

كنترل بلايت باكتريائي به مشكل بحث برانگيزي به علت آلودگي سيستميك آن تبديل شده است و 
بيمارگر قـادر اسـت   ).Islam et al., 2003(اصلاح و توليد ارقام مقاوم نيز نتوانسته رضايت بخش باشد 

دهـد بيمـارگر   گزارشاتي نيز وجود دارد كه نشـان مـي  . ردماه دوام آو6-5مدت ي تازه گياه بههادر اندام
ي گياه آلـوده در خـاك   هاولي اگر اندام. ي خشك گياه دوام بياوردهاسال در اندام17مدت قادر بوده به

اي نيز كه بصورت خودرو و گياهان آلوده. مرطوب دفن شوند، حداكثر به مدت يك ماه دوام خواهد آورد
شـوند، منبـع آلـودگي در مزرعـه هسـتند      مزرعه زودتر از گياهان اصـلي سـبز مـي   از بذرهاي سال قبل 

)Srinivasan, 1994 .( رود ولي اگر بيمـارگر همـراه   گراد بيمارگر از بين ميدرجه سانتي50در دماي
گراد را به مدت يك ساعت و درجه سانتي90بذر يا بقاياي گياهي باشد، در هواي گرم و مرطوب، دماي 

با توجـه بـه جداسـازي و بيمـاريزائي     ). Srinivasan, 1994(آورد ساعت دوام مي5خشك تا در هواي
سـال، توجـه بـه قرنطينـه گيـاهي و دقـت در جابجـائي        9هاي آلوده پس از ي باكتري از بافتهاجدايه
.شودي گياهي از اهميت بسزائي برخوردار ميهانمونه
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Relief and Pathogenicity of Xanthomonas citri subsp. malvacearum from 
infected cotton leaves after 9 years and investigation of biochemical 

characteristics of isolates

*M. Razinataj1 and G.Khodakaramian2
1Cotton Research Institute, Gorgan, Iran.

2College of Agriculture, Bu-Ali Sina University, Hamedan, Iran.

Abstract1
Cotton bacterial blight is a important and quarantine diseases of cotton in Iran 

that appeared in cotton fields of Golestan province in 2005. Samples of infected 
leaves collected and served in room temperature. In 2014, sections from infected 
leaves washed with tap water, then were placed in a few drop sterile distilled water 
in room temperature for five hours. The suspension streaked on NA medium. After 
48-72 hours isolated bacteria colonies yellow, circle and 1 mm diameter. The 
bacteria were negative in gram, oxidase and fermentative growth tests. All of 
isolates were positive oxidative growth and starch hydrolysis. The isolates used 
from glucose, inulin, urate, malonate, lactate and tripton but did not used from 
trehalose, L-rhamnose, D-raffinose, fucose, maltose, L.tartrate, D-galacturonate, 
acetate, nicotinate, glycine, casein, dulcitol, L-threonine, and adonitol. Isolates 
were variable in utilization of arabinose, D-fructose, D-xylose, melezitose, 
melibiose, guanine, L-cysteine, L-tryptophan, L-histidine, betaine, β-alanine, L-
valine, D-sorbitol, citrate and L-maleate. In Pathogenicity test, bacterial suspension 
injected with sterile syringe into epidermis leaf of Golestan cotton cultivar. The 
water-soaked spots observed after 3 days that extended and revealed vein blight. 
The importance oftherole ofinfectedplant debrisin theincidence andspread of the 
diseaseisofparticular importance.
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