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 در خاك كشتزارهاي ري و كرج Xanthomonas campestrisباكتريهاي بالقوه بيماريزاي 

  ، شايسته سپهر و پريناز قدم*مددي، محمدرضا صعودي نيره علي
  شناسي، بخش ميكروبيولوژي علوم، گروه زيست ة، دانشكد)س(تهران، دانشگاه الزهرا 

  1/9/90: تاريخ پذيرش  15/1/89: تاريخ دريافت
  چكيده

و از برداشت  پسين باكتريهاي بيماريزاي گياهان زراعي بوده و از عوامل مهم فساد مهم تراز  Xanthomonasاكتريهاي جنس ب
غربالگري . آوري شد نمونه از خاك كشتزارهاي حومة شهرهاي ري و كرج جمع 71در اين مطالعه . باشند خسارت اقتصادي مي

و بررسي دو شاخص ويژة ويرولانس شناسي و بيوشيميايي  انجام آزمونهاي ريخت ،SX agarانتخابي  باكتريها بر روي محيط نيمه
در  X. campestris نسبي تراكم. شد احتماليباكتريهاي رشد يافته ميان  در X. campestris ةجداي تعداديبه جداسازي  منجر 

با ميانگين  ساكاريد اگزوپليقابليت توليد . ودب درصد SX agar ،69/0روي محيط  تراكم كل باكتريهاي رشد يافته بر مقايسه با
در طول  بيشينه پيگمان زانتومونادين با شاخص جذب نوري وجودو نيز  cP 1403ويسكوزيتة ميانگين و  g l-1 98/10تراكم 
ي شناساي. گرفت اين باكتريها مورد بررسي و تأييد قرار ويرولانس  به عنوان دو شاخص اصلي nm 7/444- 0/441 يهاموج

را  X. campestrisگونة فاكتورهاي ويرولانس كه بطور تصادفي انتخاب شدند، تعلق به  واجدهاي  جدايهاز  درصد 25 مولكولي
رغم نبود گزارشي از شيوع بيماري،  دهد كه علي اين بررسي نشان مي. كردتأييد  hrcC اختصاصي وجود ماركر ژني واسطةه ب

به عنوان يك بررسي . شوند در حومة ري و كرج يافت مي كلم اريزا در خاك كشتزارهايبالقوه بيم X. campestrisباكتريهاي 
حائز اهميت  كه در ايران شايع است،ها در خاك به دليل ايجاد خسارتهاي ناشي از فساد محصولات  وجود اين سويهموردي، 

  .باشد مي

  ساكاريد، زانتومونادين ، اگزوپليXanthomonas campestrisخاك،  ،)Brassica oleracea( كلم :هاي كليدي واژه
  msoudi@alzahra.ac.ir: ي، پست الكترونيك 88044051-9: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
 Xanthomonadaceaeدر خانوادة  Xanthomonasجنس 

در و  Xanthomonadalesتنها خانوادة موجود در راستة 
اعضاي اين جنس . پروتئوباكتريا قرار دارد - گاماردة 

اي، متحرك با يك تاژه قطبي، هوازي  ي ميلهباكتريها
ي پيگمانهاتوليد . اجباري و كيموارگانوتروف هستند

ي اين باكتريهاساكاريد زانتان ويژة  زانتومونادين و اگزوپلي
و در باكتري ديگري تا كنون گزارش نشده  استجنس 
جنس در گياهان بيماريزا بوده و بر پاية  اعضاي اين. است

بر ). 10(گونه تفكيك شده اند  20به  DNAهمولوژي 
شامل  X. campestris  بندي، گونة اساس آخرين طبقه

يان يچليپا پاتووارهايي است كه بيشتر در گياهان خانواده

(Cruciferae) كه در گذشته  حالي كنند؛ در بيماري ايجاد مي
در . شد ر براي اين گونه برشمرده ميپاتووا 141حداقل 

شامل  تنها پاتووارهاي موجود در اين گونهحال حاضر 
abberans ،armoraciae ،barbarea ،campestris ،

incanae  وraphani باكتري ). 10(باشند  ميX. 

campestris pv. campestris  عامل پوسيدگي سياه است و
كنند  ا ايجاد ميپاتووارهاي ديگر اغلب علائم لكه برگي ر

ي ريختي هابه طور كلي اين پاتووارها بر پاية ويژگي). 34(
قابل تمايز نيستند و شناسايي اين پاتووارها نيازمند شناخت 

با اين وجود تمايز آنها با آزمون ). 10(گياه ميزبان است 
و گاهي اوقات ) 22(بيماريزايي اغلب دشوار است 
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تمايز از يكديگر ايجاد پاتووارهاي مختلف، علائم غيرقابل 
  ).34(كنند  مي

دامنة ميزباني وسيعي دارد و  X. campestrisباكتري 
كلم ). 34(تواند متفاوت باشد  حساسيت ميزبان مي

)Brassica oleracea var. capitata ( و گل كلم)Brassica 

oleracea var. botrytis (باشند  مي هاترين ميزبانحساس
ي هرز به عنوان منابع هاذر و علفي گياهي، بهاپسمان). 28(

آلودگي ). 35(مهم بيماري پوسيدگي سياه گزارش شده اند 
اين باكتري به ). 21(تواند رخ دهد  از طريق خاك نيز مي

ويژه در شرايط آب و هوايي گرم و مرطوب به خوبي 
يابد و از فصلي به فصل ديگر در بذر آلوده، در  گسترش مي

ر بقاياي گياهي در خاك باقي خاك و حتي به مدت بيشتر د
ماند و به آساني از طريق آب باران به گياهان مجاور  مي

نشان داده ) 1999(لوپز و همكارانش ). 18(شود  منتقل مي
نقش مهمي ) EPS(ساكاريد  اند كه توانايي توليد اگزوپلي

  ).21(در خاك دارد  X. campestrisدر بقاي 

مهم بيماريزايي در  ساكاريد زانتان از شاخصهاي اگزوپلي
Xanthomonas spp. ي ها عملكرد). 11(آيد  به شمار مي

متنوع زانتان در باكتري شامل حفظ تعادل انرژي و كربن در 
در برابر تركيبات سمي گياه،  باكتريها، حفاظت )14(سلول 

ي گياهي و به حداقل رساندن هاكاهش تماس با سلول
كتري با طولاني ي دفاعي ميزبان، تحريك تكثير باهاپاسخ

و پشتيباني تهاجم يا  هاكردن جذب آب توسط بافت
 EPSيافتگان  جهش). 12(باشد  كلونيزاسيون سيستميك مي

 .X. oryzae pv. oryzae ،X. axonopodis pv     يباكتريها

manihotis  وX. campestris pv. campestris  در مقايسه
 EPSضور ح. هاي وحشي بيماريزايي كمتري دارند با سويه

. با شدت بيماريزايي در اين باكتري همبستگي آماري دارد
تواند با كمك به بقاي باكتري در برابر شرايط  مي اگزوپليمر

تنش مانند خشك شدن و عمل تركيبات ضدميكروبي گياه 
در هر دو مرحلة  EPS نقش. در پايداري تجمع شركت كند

 X. campestris pv. campestrisفيتي و بيماريزايي در  اپي

پژوهشگران ديگر گزارش كردند ). 12(پيشنهاد شده است 
كه اثر مهاري اگزوپليمر زانتان بر تجمع كالوز در 

  ).32(اهميت دارد  Xanthomonasزايي  عفونت

ي زرد رنگ متصل به پوشش پيگمانها ها زانتومونادين
دار  ان برم پلي -سلولي و شامل مخلوطي از استرهاي آريل

 Xanthomonasهاي  در همة گونه پيگمانهاين ا. باشند مي
هاي بدون پيگمان نيز گاهي يافت  وجود دارند اما سويه

در حفاظت در برابر آسيب  ها زانتومونادين. )10( شود مي
ايجاد شده توسط نور مرئي در حضور اكسيژن نقش دارند 

ي هافيتي براي باكتري بقاي اپي. ندمؤثرفيتي  و در بقاي اپي
در پايداري موفق بيماري ضروري  Xanthomonasجنس 
  ).23(است 

در ايران اغلب  .Xanthomonas sppي ناشي از هابيماري
است؛ هرچند كه  توسط متخصصين كشاورزي گزارش شده

ي هاولي گزارش ،رسند چندان شايع به نظر نمي هااين بيماري
            باكتري .متعدد از رخدادهاي پراكنده وجود دارد

X. axonopodis pv. citri  عامل شايع شانكر مركبات در
آفات و  مؤسسهدر آمارهاي . )3(جنوب ايران است 

و ) بيماريهاي گياهي ةدر مجل(بيماريهاي گياهي ايران 
ي متعدد ولي هاسالانه گياهپزشكي ايران گزارش ةكنگر

ها در گياهان  ي ناشي از زانتومونادهاپراكنده از رخداد بيماري
مركبات، پنبه، گردو، مريم گلي، نعناع، كلم و زراعي مانند 

 .Xي راكم بالااخيراً ت. گياهان زينتي در ايران وجود دارد

axonopodis pv. phaseoli  در بذرهاي لوبيا در استان
  ).1(مركزي نشان داده شده است 

ي باكتريهايكي از شش جنس اصلي  Xanthomonasجنس 
در ) پس از برداشت يهابيماري(مولد فساد در ميوه و سبزي 

لذا اگرچه اين باكتريها بيماري شايعي در ايران . جهان است
تواند منجر به  كنند ولي وجود آنها در خاك مي ايجاد نمي

 آنجايي كهاز  ).9(آسيب به محصول و زيان اقتصادي شود 
ين مهم ترزانتومونادين از  پيگمانساكاريد و  توليد اگزوپلي

 Xanthomonas campestrisي ويرولانس در هاشاخص
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هاي  جستجو و غربالگري سويهباشند، در اين پژوهش  مي
ة ري و در خاك كشتزارهاي حومپيگمان مولد زانتان و 

وجود . كرج به عنوان نمونه، هدف اين پژوهش قرار گرفت
هايي در خاك كشتزارها هشدار دهنده است،  چنين سويه

شرايط مساعد وجود اين باكتريها در خاك نه تنها در زيرا 
تواند منجر به  شود، بلكه مي موجب بيماري گياه مي

 post-harvest(ي پس از برداشت محصولات هابيماري

disease (ي اقتصادي هايا همان فساد شده و خسارت
در  هاين ميكروارگانيسماتوجه به نقش . بسياري وارد كند

كاهش سهم دور ريز محصولات كشاورزي پس از برداشت 
  . ايي خواهد داشتسزه نقش ب

  مواد و روشها
برداري از خاك سطحي   نمونه: برداري  موقعيت و نمونه

كشتزارهاي حومة شهرهاي ري و كرج طي شهريور تا 
ها به روش تصادفي با  نمونه. انجام گرفت 1386اسفند 
يي از خاك با قطر هابرداري دستي به صورت ستون نمونه 

هاي  طح در كيسهاز س cm 25 و ارتفاع cm 5/3تقريبي 
 درجه سانتي گراد 4آوري و در  پلاستيكي نازك جمع

موقعيت جغرافيايي ). 17(حداكثر تا سه هفته نگهداري شد 
خاك در محلول كلسيم  pH. برداري تعيين شد محل نمونه 

ي هاها طبق روش مولار و رطوبت نسبي نمونه 01/0كلرايد 
  ). 7(گيري شد  استاندارد اندازه

خاك پس از  g 10مقدار : باكتريهاربالگري جداسازي و غ
ي و حذف بقاياي درشت ميلي متر 2عبور از الك با منافذ 

 درصد 1/0محلول سديم پيروفسفات  ml 95گياهي، در 
)w/v ( مولار سوسپانسيون شد و به  1/0و سديم كلرايد

نشيني، از مايع  پس از ته). 17(دقيقه همزني شد  15مدت 
سريال ) w/v( درصد 85/0كلرايد رويي در محلول سديم 

بر روي   صد ميكروليتر از هر رقت. رقت تهيه شد
 Selective Xanthomonasانتخابي  ي محيط نيمهها پليت

(SX) agar  به مدت  ها پليت). 29(با سه تكرار كشت شد
  .گرماگذاري شدند گراد سانتي درجه 28روز در دماي  5

كه خصوصيات  SX agarي رشد يافته بر روي محيط كلنيها
شفاف با  ي نيمهكلنيها(شناسي مشابه با زانتومونادها  ريخت

 ،داشتند) هيدروليز نشاسته ةمركز ارغواني مايل به آبي و هال
 24منتقل و به مدت  Yeast Malt (YM) agarبه محيط 

گرماگذاري شدند  گراد سانتي درجه 28ساعت در دماي 
رشد زرد و هايي كه بر روي اين محيط  جدايه). 24(

ها بر  سازي جدايه خالص. موكوئيد داشتند، انتخاب شدند
  .انجام شد) Nutrient agar, NA(روي محيط آگار مغذي 

  : ها شناسايي جدايه

شناسي و  شناسايي توسط خصوصيات ريخت
ي ريخت هاشناسايي ابتدا بر اساس ويژگي :بيوشيميايي

، KOHي هاآزمون. شناسي و بيوشيميايي انجام گرفت
فرمانتاسيون گلوكز  -كاتالاز، اكسيداز، حركت، اكسيداسيون

)O-F( كردن ژلاتين،  ، توليد ايندول، توليد استوئين، مايع
، احياي نيترات، توليد )16(، تحمل نمك 80ليپوليز توئين 

آز، فعاليت آرژينين  ، فعاليت اوره)H2S(هيدروژن سولفيد 
، King Bهيدرولاز، خاصيت فلورسنس بر روي محيط  دي

گلوكز ) w/v( درصد 5با  NAرشد موكوئيد بر روي محيط 
) w/v( درصد 1/0و يا سوكروز، تحمل دما، مهار رشد با 

، هيدروليز اسكولين، )TTC(فنيل تترازوليوم كلرايد  تري
هيدروليز نشاسته، پروتئوليز شير، استفاده از سيترات و 

، )27( هاپروپيونات، توليد اسيد از تعدادي از كربوهيدرات
 درصد 10و  درصد 20، درصد 30ي هارشد در تراكم

)w/v ( و  گراد سانتي درجه 4گلوكز، مهار رشد در دماي
5/4 pH استات سرب، متيل گرين و تيونين در تراكم ،

و رشد بر روي ) 30(، فعاليت لسيتيناز )w/v( درصد 01/0
 Xanthomonas هاي هبراي جداي) 8(محيط آسپاراژين 

campestris ي هادر تمام آزمون. حتمالي انجام شدا
) ساعته 24- 48( ةبيوشيميايي از كشت خالص و تاز

با سه  هااستفاده شد و آزمون NAبر روي محيط  باكتريها
 X. campestris DSM 1706 باكتريهاي. تكرار انجام گرفت

  شده جدا  ايران  خاك  از كه  b82 ةسوي X. campestrisو 
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  .استفاده قرار گرفتندشاهد مورد  به عنوان) 4(بود 

: شناسايي با استفاده از ماركر ژني اختصاصي گونه
شناسايي مولكولي با استفاده از رديابي يك ژن اختصاصي 

 Xanthomonas campestris ةجداي 9گونه بر روي 
دروغين به عنوان  ةو يك جداي به عنوان نماينده احتمالي

 - لبه روش فن DNAاستخراج . انجام گرفت شاهد منفي
، از پرايمرهاي PCRبراي انجام ). 15(كلروفرم انجام شد 

معرفي شده توسط ) HrcCR2و  HrcCF2(اختصاصي گونه 
متعلق  hrcCكه بخشي از ژن ) 33(زاكاردلي و همكارانش 

كنند، استفاده شد كه  را تكثير مي X. campestris  به باكتري
پس از . ساخته شد) CinnaGen(توسط شركت سيناژن 

ن مقادير بهينه براي دماي اتصال و تراكم يون منيزيم، تعيي
PCR  نهايي در مخلوط واكنشlµ 25  حاويµM 5/0  از

از  HrcCR2 ،µM 200و  HrcCF2هركدام از پرايمرهاي 
 dNTPs( ،mM 2(هركدام از دزوكسي ريبونوكلئوتيدها 

MgCl2،  U 25/1  آنزيمTaq- DNA  پليمراز وµl 25/1  از
DNA لگو انجام گرفتبه عنوان ا .  

 كرج و ري ةآوري شده از كشتزارهاي حوم هاي خاك جمع مشخصات نمونه -1جدول 

  تاريخ
  *رطوبت نسبي  pH†  محصول زراعي  مزرعه  موقعيت جغرافيايي  منطقه  برداري نمونه

  ها نمونه ةشمار  )%(

35N˚839/33 بادآجعفر  16/6/86
495/23˚51E 

  1-4  70/19  0/8 گل كلم 1

35N˚241/45 محمدشهر  7/7/86
200/55 ˚50 E  

  5-12  69/18  7/7  )سبز و قرمز(كلم 2

35N˚850/30 كهريزك  27/7/86
718/21 ˚51 E  

  13-17  79/21  1/8 )قرمز(كلم 3

35N˚878/28 حمزه آباد  27/7/86
522/21 ˚51 E  

  18-23  38/19  2/8 )سبز(كلم 4

35N˚846/44 ولدآباد  6/9/86
809/52 ˚50 E  

  24-28  11/15  6/7 )قرمز(كلم 5

810/44˚35N
849/52 ˚50 E  

  29-34  52/15  7/7 )قرمز(كلم 6

778/44˚35N
826/52˚50E 

  35-41  48/17  4/7 )سبز(كلم 7

780/44˚35N
861/52 ˚50 E  

  42  00/15  6/7 اسفناج و كلم 8

823/44˚35N
828/52˚50E 

  43  00/18  7/7 گل كلم 9

35N˚241/45 محمدشهر  4/12/86
200/55 ˚50 E  

  44-51  69/22  8/7  )سبز و قرمز(كلم 2

35N˚846/44 ولدآباد  4/12/86
809/52˚50E 

  52-56  22/24  8/7 )قرمز(كلم 5

810/44˚35N
849/52 ˚50 E  

  57-62  96/22  8/7 )قرمز(كلم 6

778/44˚35N
826/52˚50E 

  63-70  99/22  6/7 )سبز(كلم 7

780/44˚35N
861/52 ˚50 E  

  71  29/20  7/7 اسفناج و كلم 8

  در هر مزرعه ها ميانگين حاصل از رطوبت نسبي تمام نمونه *                     ها در هر مزرعه تمام نمونه pHميانگين حاصل از  †
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 درجه 93برنامه تكثير شامل مراحل واسرشتي اوليه در 
چرخه شامل واسرشتي در  35دقيقه،  3به مدت  گراد سانتي

 درجه 64ثانيه، اتصال در  45به مدت  گراد سانتي درجه 93
 درجه 72ثانيه و طويل شدن در  30به مدت  گراد سانتي
ل شدن نهايي در ثانيه و مرحله طوي 90به مدت  گراد سانتي

هاي فاقد  نمونه. دقيقه بود 7به مدت  گراد سانتي درجه 72
DNA  الگو و فاقد يكي از پرايمرها به عنوان شاهد منفي

 .Xآمده از باكتري  به دست DNAاز . بررسي شدند

campestris DSM 1706  در نمونه شاهد مثبت استفاده
ژل  قطعات تكثير شده توسط الكتروفورز بر روي. گرديد
. اتيديوم برمايد مرئي شدند  آميزي و رنگ درصد 2آگارز 

  .براي هر جدايه با دو تكرار انجام شد PCRواكنش 

 :ساكاريد اگزوپليتوليد  :ارزيابي فاكتورهاي ويرولانس
و هاي زرد و موكوئيد  هدر جداي ساكاريد اگزوپليتوليد 
به  DSM 1706و  b82هاي  سويه X .campestrisي باكتريها

مورد بررسي  سنتزي عنوان شاهد با استفاده از محيط توليد
ر روي محيط ساعته ب 24يك لوپ از كشت . قرار گرفت

 YM brothمحيط  ml 5به لوله حاوي  YM agarشيبدار 
 درجه 28انتقال داده شد و به مدت يك شب در دماي 

به از كشت يك شبه سپس . گرماگذاري شد گراد سانتي
به عنوان  YM brothبه محيط  درصد v/v (2(ميزان 
به مدت  گراد سانتي درجه 28كشت تلقيح و در دماي  پيش

كشت به ميزان  از محيط پيش. گذاري شدساعت گرما 8
)v/v (5 ي ارلن ماير هابه فلاسك درصد-ml250  حاويml 

و  گراد سانتي درجه 28محيط توليد تلقيح و در دماي  50
rpm 140  آزمايش با . ساعت گرماگذاري شد 72به مدت

توليد سنتزي عبارت   تركيب محيط. چهار تكرار انجام شد
، پتاسيم 28/0، نيتروژن 20صنعتي  سوكروز): g l-1(است از 

  ).pH 7( 02/0، منيزيم 12/0، فسفر 28/0

ظاهري مايع تخمير توسط ويسكومتر بروك  ةويسكوزيت
در دماي اتاق  rpm 60در  3فيلد با استفاده از سوزن شماره 

)C˚2 ± 26 ( تعيين شد)با استفاده از  ساكاريد اگزوپلي). 5

و سديم كلرايد ) ع تخميربرابر حجم ماي 5/1(ايزوپروپانول 
رسوب حاصله پس از صاف شدن به ). 5(رسوب داده شد 

در آون تا درجه سانتي گراد  50 ± 5ساعت در  24مدت 
دار بودن  تعيين معني). 26(رسيدن به وزن ثابت خشك شد 

با ) Tukey(ها با آناليز واريانس يكطرفه و آزمون توكي  داده
نسخه  Minitabافزار  توسط نرم درصد 95اطمينان  ةفاصل

  .انجام گرفت 2/15

ساعت  48پس از  :استخراج پيگمان و تعيين طيف جذبي
ي باكتريايي از سطح ها، سلولNAرشد بر روي محيط 

دار اضافه  متانول در لوله آزمايش درپيچ ml 3برداشته و به 
دقيقه در حمام آب جوش قرار  5ها به مدت  لوله. شدند

 g 8000دقيقه در  15داده شدند و سپس به مدت 
درجه  50- 60مايع رويي در حمام آب . سانتريفيوژ شدند

قرار داده شد تا آب محتوي نمونه تبخير شود و سانتي گراد 
 nm 443در  4/0جذب نوري عصاره حاوي پيگمان به 

ها براي تعيين جذب بيشينه توسط  سپس عصاره. برسد
ن با دو اين آزمو). 27(اسپكتروفوتومتر پرتونگاري شدند 

ميانگين . تكرار و سه بار رسم طيف در هر تكرار انجام شد
 λmaxطول موجي كه داراي بيشترين جذب بود، به عنوان 

  .گزارش شد

  نتايج
خاك  ةهفتاد و يك نمون: باكتريهاجداسازي و غربالگري 

شهرهاي كرج و ري  ةاز نه كشتزار در پنج منطقه در حوم
تراكم كل باكتريهاي ميانگين ). 1جدول (آوري شد  جمع

در هر  SX agarانتخابي  رشد يافته بر روي محيط نيمه
بر اساس . آمد به دست cfu g-1 104 ×16/1خاك  ةنمون
 SX agarي محيطهاروي  كلنيهاشناسي  ي ريختهاويژگي

 YMو ) شفاف با مركز ارغواني مايل به آبي ي نيمهكلنيها(

agar )مچنين و ه) 1شكل ) (ي زرد و موكوئيدهاكلني
نمونه  16جدايه از  78، )ي گرم منفيباكتريها(گرم واكنش 

مشخصات . انتخاب شدخاك  ةنمون 71پس از بررسي 
هاي  به تفكيك نمونهاز خاك  باكتريهامربوط به جداسازي 
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و  احتمالي Xanthomonas campestrisهاي  حاوي جدايه
هاي زرد رنگ  جدايه(هاي دروغين  هاي حاوي جدايه نمونه
  .نشان داده شده است 3و  2جدولهاي در ) وكوئيد ديگرو م

  

  
  Xanthomonas campestrisهاي  تراكم و تعداد جدايه -2جدول 

 ةشمار
تراكم     نام  †تعداد  نمونه

)cfu g-1(  
تراكم 

  (%)نسبي 

3  2  
SAM 
0301, 
SAM 
0302 

101×24/1  52/0  

4  1  SAM 
0401  101×24/1  56/0  

33  4  
SAM 
3301- 
SAM 
3304  

*101×57/1  *27/0  

41  1  SAM 
4101  101×99/3  19/0  

42  22  
SAM 
4201- 
SAM 
4222  

102×74/2  90/1  

 69/0 09/7×101   30  كل
  تراكم تخميني *       هاي منتخب تعداد جدايه †

  
  

 5در احتمالي  X. campestrisهاي  ميانگين تراكم جدايه
 ها به ترتيب نمونة خاك حاوي اين باكتريها و در كل نمونه

cfu g-1 101  ×1/7  وcfu g-1 100 ×99/4 در . بود
ي هدف باكتريهايانگين درصد تراكم م ي مثبتها نمونه

ميانگين تراكم . بود درصد 69/0 هاتراكم كل باكترينسبت به 
×  cfu g-1 102نمونه حاوي آنها  12در هاي دروغين  جدايه

بود و ميانگين درصد تراكم آنها نسبت به تراكم كل  02/1
  .آمد به دست درصد 56/2 هاباكتري

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

احتمالي  Xanthomonas campestrisهاي  ريخت جدايه -1شكل 
شفاف با مركز ارغواني  ، كلنيهاي نيمهSX agarبر روي محيطهاي 

 YMو ) A(هالة روشن هيدروليز نشاسته در اطراف آن   مايل به آبي و

agarهاي زرد رنگ و موكوئيد  يه، كشت جدا)B(  

: شناسي و بيوشيميايي ي ريختهاشناسايي براساس ويژگي
ي بيوشيميايي هاچهل و هشت جدايه بر اساس آزمون

، استفاده از H2Sآز، توليد  اورهحركت، شامل  كليدي
شد بر روي اژين به عنوان تنها منبع كربن و نيتروژن، رآسپار

، تحمل نمك، رشد w/v (TTC( درصد 1/0مهار رشد با 
سوكروز، اكسيداز، هيدروليز  درصد 5موكوئيد بر روي 

نشاسته، توليد اسيد از سوكروز و استفاده از سيترات و 
آنها همچنين در . ها متمايز شدند از ساير جدايه پروپيونات

پيگماني  و داشتن ساكاريد اگزوپليبررسي اوليه براي توليد 
اين . پاسخ منفي دادند با طيف جذبي مشابه با زانتومونادين

به دليل فقدان دو فاكتور اصلي ويرولانس،  باكتريها
 ةجداي 30 ،به اين ترتيب. هاي دروغين ناميده شدند جدايه

A 

B 
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X. campestris ي ويرولانسهاواجد شاخص احتمالي 
 هاآني بيوشيميايي بيشتر بر روي هامتمايز شدند و آزمون

  ). 4جدول ( انجام شد

  

  هاي دروغين تراكم و تعداد جدايه -3جدول 

 ةشمار
تراكم     نام  †تعداد  نمونه

)cfu g-1(  
تراكم 

  (%)نسبي 

10  2  
SAM 
1001, 
SAM 
1002 

101×29/8  580/0  

13  3  
SAM 
1301- 
SAM 
1303  

101×23/1  56/0  

14  2  
SAM 
1401, 
SAM 
1402  

100×78/8  58/3  

16  3  
SAM 
1601- 
SAM 
1603  

101×33/1  74/2  

25  1  SAM 
2501  

*101×85/
3  

*07/0  

27  2  SAM 
2701, 
SAM

*101×62/
7  

*14/0  

28  2  
SAM 
2801, 
SAM 
2802  

100×52/8  55/0  

41  1  SAM 
4102  101×99/3  19/0  

45  4  SAM 
4501- 
SAM

101×77/1  21/1  

46  3  SAM 
4601- 
SAM

101×32/1  38/1  

49  19  SAM 
4901- 
SAM

102×50/6  44/14 

51  6  SAM 
5101- 

102×58/2  23/5  
 56/2 02/1×102   48  كل

  تراكم تخميني *         هاي منتخب تعداد جدايه †

ها به  ، شباهت فنوتيپي اين جدايههاانجام اين آزمون با
بيشتر مورد تأييد قرار  Xanthomonasاعضاي جنس 

 درصد 01/0ها در حضور تراكم  جدايه اين ةگرفت؛ هم
ة منابع نتيجمتفاوت از متيل گرين رشد نمودند كه اين 

قادر به رشد  كهها  اين جدايه همة .)30 و 10( است ديگر
و  درجه سانتي گراد 36، دماي SX agarبر روي محيط 

و  80گلوكز، هيدروليز نشاسته، توئين  درصد 10تراكم 
ژلاتين، پروتئوليز شير، استفاده از سيترات و پروپيونات، 
توليد اسيد از گلوكز، سوكروز، آرابينوز، زايلوز، فروكتوز، 

الوز و سلوبيوز بودند، گالاكتوز، مانوز، مالتوز، رافينوز، تره
متعلق به ) 30(ي فنوتيپي هابندي بر اساس ويژگي طبق طبقه

ها قادر به  بيشتر سويه .باشند مي X. campestrisفنون 
؛ هرچند كه بخشهايي از توالي باشند ميمصرف لاكتوز ن

در آنها وجود دارد و امكان احياي مصرف  لاكتوزاپرون 
  ).2(ان داده شده است يافته نش هاي جهش لاكتوز در سويه

 30ي كمي ميان هادر ميان خصوصيات بررسي شده، تفاوت
هاي شاهد  احتمالي و حتي سويه X. campestris ةجداي

 ها سويه برایام شده جتست ان 53موع جاز م. مشاهده شد
تحمل دما، تحمل  يهااز ميان آزمون آزمون 1- 6 در تنها

لاكتوز، مانيتول و نمك، لسيتيناز و توليد اسيد از رافينوز، 
 ).5جدول ( ها تفاوت مشاهده شد مانوز ميان جدايه

: شناسايي با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي گونه
 Xanthomonas campestris  ةجداي 9شناسايي ژنتيكي 

و به صورت تصادفي انتخاب  به عنوان نمايندهكه احتمالي 
مؤيد يك ماركر  بر اساس پرايمرهاي اختصاصي شدند،

تر  پيشكه انجام گرفت  X. campestris ةبراي گونني ژ
پس از . )33(ه بود معرفي شد توسط زاكاردلي و همكارانش

 bp 520مورد نظر به طول حدود  DNA ، قطعهPCRانجام 
 SAM 3301 ،SAM 4101 ،SAMاز هفت جدايه شامل 

4204 ،SAM 4205 ،SAM 4210 ،SAM 4213  وSAM 

 X. campestris DSM(بت شاهد مث ةو همچنين سوي 4217

را  X. campestrisبه  هاآمد و شناسايي آن به دست) 1706
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 SAM 0302 ،SAMهاي  جدايه DNAاز  تأييد نمود، اما

شكل (اي حاصل نشد  چنين نتيجهدروغين  ةجدايو  0401
2.(  

دروغين  ةجداي 48كدام از  هيچ: فاكتورهاي ويرولانس
 رفته به كاريط سنتزي در مح ساكاريد به توليد اگزوپليقادر 

ساكاريدي با ويسكوزيته بالا در  نبودند، اما توليد اگزوپلي
احتمالي مشاهده شد  X. campestrisهاي  هجداي ةهم

ساكاريد در اين  ميانگين توليد خام اگزوپلي). 5جدول (
و ميانگين ) g l-1 10/12حداكثر ( g l-1 98/10ها  جدايه

 cPحداكثر ( cP 1403 ظاهري مايع تخمير ةويسكوزيت
ر و ميزان توليد مايع تخمي ةويسكوزيت. آمد به دست) 1554
 SAM 0301 ،SAMهاي  جدايه ساكاريد اگزوپلي خام

0302 ،SAM 0401  وSAM 4205 هاي  نسبت به جدايه
  ).>05/0p(ديگر كمتر و از لحاظ آماري متفاوت بود 

  

  

  

 1احتمالي از يكديگر Xanthomonas campestrisاي ه جدايه ةآزمونهاي بيوشيميايي متمايز كنند -4جدول 

  باكتريها                     

 2آزمونها          

S
A

M
 0301

 S
A

M
 0302

 S
A

M
 0401

 S
A

M
 4201

 S
A

M
 4206

 S
A

M
 4213

 

جدايه
 

هاي         
X

. cam
pestris

 
ديگر

 

X
. cam

pestris
 

3
D

SM
 1706

و  
b82
 

4
X

. cam
pestris

  

 4 4 4 4 4 5 5 5 (%)تحمل نمك 

 C˚( 38 39 39 38 37 37 38 37(تحمل دما 

 + - - - - - + + + لسيتيناز

 :توليد اسيد از

D - مانوز + + + - - + + + + 

 6v - - - - - + + + رافينوز

 5w + W - - - - - v لاكتوز

 - - - - - + - + مانيتول
، (+)، كاتالاز (+)حركت : احتمالي از يكديگر نشد Xanthomonas campestrisهاي  نتايج ديگر آزمونهايي كه موجب تمايز جدايه 1

، فلورسنس در )- (هيدرولاز  آز و آرژينين دي ، اوره)-(، توليد ايندول و استوئين (+) H2S، توليد )O( O-F، (+)،احياي نيترات )-(اكسيداز 
و  %20، %10، توانايي رشد در (+) 80ن، كازئين، نشاسته، ژلاتين و توئين ، هيدروليز اسكولي)-(، رشد در محيط آسپاراژين KingBمحيط 

 متيل گرين% 01/0و ) -( تيونين% 01/0استات سرب و % TTC، 01/0% 1/0، (+)گلوكز و سوكروز % 5، رشد موكوئيد در )-(،گلوكز 30%
 - Dاينوزيتول،  ميوسوربيتول، آدونيتول، ، سوربوز - L، رامنوز -L توليد اسيد از، (+)، استفاده از سيترات و پروپيونات )-( C˚4رشد در ، (+)

                        (+) سلوبيوز و مالتوز، سوكروز، فروكتوز -D، زايلوز - D، گالاكتوز - D ،گلوكز -Dترهالوز، ، آرابينوز - Lو ) -( اينولين و دكسترين، ملزيتوز
  شاهدهاي  سويه 3 .آزمونها در سه تكرار انجام گرفت 2
% 70: +: كه در اينجا به صورت زير نمايش داده شد) 30(طبق بررسي ون دن موتر و سوئينگز  X. campestrisويژگيهاي مربوط به فنون  4

  متغير: v 6  ضعيف: w 5 .ها سويه% v :70-30و  ها سويه >% 30: -ها،  سويه <
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هاي زرد رنگ و  ساكاريد در جدايه خمير و ميزان توليد خام اگزوپليظاهري مايع تة كشت، ويسكوزيت ميزان رشد در محيط پيش -5جدول 
  هاي شاهد موكوئيد و سويه

  ها جدايه
   †ظاهري مايع تخمير ةويسكوزيت

)cP( 
   †ميزان توليد خام

)g l-1( 

X. campestris 
  احتمالي

SAM 0301 
SAM 0302 
SAM 0401 

*911  *57/9  

SAM 4205 
*412 *12/7 

 27/11 1399 هاي ديگرجدايه

 - ~1 هاي دروغين جدايه

X. campestris b82** 1459 82/10 

X. campestris DSM 1706** 1508 48/11 
  هاي شاهد سويه **       )>05/0p(هاي ديگر  دار در مقايسه با جدايه تفاوت معني *               .باشند اين مقادير ميانگين چهار تكرار مي †

  هاي دروغين احتمالي و جدايه X. campestrisهاي  جدايهپيگمان ) λmax( ةجذب بيشين -6جدول 

  )nm( †پيگمان λmax  ها جدايه
 ׀——׀——׀——׀——׀

450    440    430    420    410 

X. campestris0/441-7/444 احتمالي                             ▬  

                         ▬▬▬ 6/414-4/425 هاي دروغينجدايه

X. campestris b82*  8/442 •                               

X. campestris DSM 
1706*  3/442  •                              

† λmax 3اين آزمون با دو تكرار و . متانولي پيگمان خام در آن بيشترين جذب را دارد ةطول موجي است كه عصار بيانگر 
  هاي شاهد سويه *               .رار انجام شدبار رسم طيف جذب در هر تك

  

  

  

  

  

  
با استفاده از احتمالي  Xanthomonas campestris نمايندههاي  جدايه DNAتكثير شده از  PCRآناليز ژل الكتروفورز محصولات  -2شكل 

: 3، رديف SAM 0302: 2رديف ن، هاي دروغي يكي از جدايه: 1رديف نشانگر وزن مولكولي، : Mرديف ( HrcCR2و  HrcCF2پرايمرهاي 
SAM 0401 4، رديف :SAM 3301 5، رديف :SAM 41016، رديف :SAM 4204 7، رديف :SAM 4205 8، رديف: SAM 4210 ،

  .شوند هاي مثبت و منفي مشاهده نمي در تصوير كنترل. )SAM 4217: 10و رديف  SAM 4213: 9رديف 
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طيف جذب  ،احتمالي X. campestrisهاي  هجداي ةهمدر 
هاي   يي مشابه سويهپيگمانهامتانولي حاوي  ةنوري عصار

ة ديگر، جذب بيشينة جداي 48در كه   بود؛ درحالي شاهد
 nm 4/425 - 6/414عصارة متانولي حاوي پيگمان در دامنة 

بيشتر اعضاي جنس ). 6جدول (قرار گرفت 
Xanthomonas اصلي در  ةجذب بيشينnm 445 )29 ( و يا

nm 441 )27( فرعي  ةي بيشينهامعمولاً جذب. دهند نشان مي
كمتر  nm 22ي هاهاي چپ و راست در طول موج در شانه

  ).29(بيشتر نيز وجود دارد  nm 25و 

  بحث
تقريباً ِِِبه طور انحصاري از  Xanthomonasاعضاي جنس 

ي گياهي در ارتباط هستند، هايي كه با بيماريزيستگاهها
ي قابل اعتماد در مورد هاشبيشتر گزار. شوند جداسازي مي

كهنه تازه يا ضايعات  زانتومونادها در رابطه با وجود آنها در
جداسازي  ةدربار. باشد بر روي گياهان آلوده مي

Xanthomonas spp.  از خاك، بقاياي گياهي و گياهان
اطلاعات  وليي اندكي وجود دارد، هاعلامت گزارش بي

كند  فراهم مي كتريهاباي اين زيستگاههامعتبري را در مورد 
اگرچه حضور اين باكتري در خاكهاي زراعي در ). 29(

، اين نخستين )4(ايران پيش از اين نشان داده شده است 
 .Xهاي  پژوهش براي جستجو و دستيابي به سويه

campestris محسوب  ي كلم در ايراندر خاك كشتزارها
 7ا از تنه X. campestrisهاي  در اين مطالعه جدايه. شود مي

آمد و ميانگين تراكم آنها  به دستخاك  هاي هنمون درصد
فوكوئي و . است  هبود cfu g-1 101  ×09/7  ها نمونه ايندر 

 cfuهاي تيآلوده جمع نواحي در خاك) 1994(همكارانش 

g-1 106  29(را نيز گزارش كرده اند(.  

تواند  هوايي و نحوه فعاليتهاي كشاورزي مي  و وضعيت آب 
 مطالعات. لازم براي انتشار بيماري را مساعد نمايد شرايط

تر بقاياي  منجر به تجزية سريع دماي بالا بقا نشان داده كه
 و گردد باكتري مياز ظت فاگياهي و بنابراين كاهش ح

كند و ميكروفلور  هوازي ايجاد مي محيط بي شديدرطوبت 

همچنين يك همبستگي منفي بين . دهد خاك را تغيير مي
 .Xي سلولوتيك و تعداد باكتري هاميكروارگانيسم تعداد

campestris. pv. campestris بالا مشاهده  اًدر رطوبت نسبت
بيماري شايع در گياهان  رغم نبود علي). 19و  6(شده است 

در ، وجود باكتري در ايران بنابر دلايل آب و هوايي حساس
 در اين بررسي هاي خاك كشتزارهاي كلم نمونه برخي از

علائم بيماري را  مستعد گياهان گاهي .بود ملاحظهابل ق
). 28(دهند  سازي در انبار نشان مي ديرتر و در هنگام ذخيره

ديگر  اين پديده كه بيماري پس از برداشت و به عبارت
ايران شايع است و سهمي از دور  شود، در فساد ناميده مي

ريز محصولات جاليز و سبزيها را به خود اختصاص 
بيماريهاي پس از برداشت منجر به كاهش كيفيت  .دده مي

عدم برداشت . محصول و زيان اقتصادي خواهند شد
، كشتزارعدم آماده سازي اوليه در ،صحيح ميوه و سبزي

نگهداري در شرايط  درست وحمل و نقل نا سازي و آماده
نامناسب موجب تلفات بخش مهمي از ميوه و سبزي 

درصد  35در مجموع از آن  شود مقدار گفته ميشود كه  مي
  . توليدات كشور بيشتر است

براي جداسازي  SX agarنسبي محيط  كارآيياين مطالعه 
را  كارآيياين . كند را تأييد مي X. campestrisهايي از  سويه

و  X. campestrisهايي از  در يك پژوهش بر روي سويه
 )29( درصد 100تا  23كنندة نشاسته ديگر  هاي تجزيه گونه

استار ). 13(گزارش كرده اند  درصد 10و در پژوهش ديگر 
براي جداسازي  SX agarبه كاربرد محيط كشت ) 1981(

محيط . اشاره كرده است X. campestrisباكتري 
 1974توسط شاد و وايت در سال  SX agarانتخابي  نيمه

مورد استفاده  مشابهي  ةدر مطالعنخستين بار طراحي شد و 
يل اين طراحي، قابليت مصرف نشاسته دلا. قرار گرفت

و  B، اثر متيل ويولت X. campestrisهاي  توسط تمام سويه
متيل گرين در بهبود تمايز كلني و انتخابي شدن بيشتر 

گوشت براي افزايش سرعت رشد  ةمحيط و وجود عصار
X. campestris جز  به). 29(باشد  ميX. campestris pv. 

campestrisمانند ريهايي ، باكتX. campestris pv. 
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begoniae ،X. campestris pv. citri ،X. campestris pv. 

dieffenbachiae،X. campestris pv. nigromaculans ،X. 

juglandis pv. corylina ،X. hyacinthi  وX. pisi  نيز
در اين ). 27(توانند بر روي اين محيط جداسازي شوند  مي

هيدروليز نشاسته در مرحله  ةهال  مشخصات كلني وبررسي 
ي بسياري با كلنيهاغربالگري چندان مفيد واقع نشدند زيرا 
 رشد كرد SX agarريخت شبيه زانتومونادها بر روي محيط 

هايي با فعاليت آميلازي قوي يا تعداد زيادي  و وجود سويه
هاله براي   هاي آميلاز مثبت مانع از تشخيص اين از سويه
به محيط  كلنيهابنابراين تعداد زيادي از . شد ي ديگر كلنيها

YM agar توليد پيگمان زانتومونادين و . منتقل شدند
ي منحصر به فرد جنس هاساكاريد زانتان از ويژگي پلي

Xanthomonas ي زرد كلنيهاتشكيل  و آيد به شمار مي
شناسي مهم در اين  رنگ و موكوئيد از خصوصيات ريخت

و انتخاب  YM agarيط استفاده از مح. است باكتريها
ي زرد و موكوئيد منجر به كاهش قابل توجه در باكتريها

ساكاريد و  پلياگزوعلاوه بر اين، توليد . دشها  تعداد جدايه
نيز نقش  باكتريهاي زانتومونادين در بيماريزايي اين پيگمانها

هاي داراي اين دو  سويهبنابراين ). 23و  12(مهمي دارد 
   .لقوه بيماريزا به شمار آوردتوان با ويژگي را مي

، Xanthomonas دار جنس هاي پيگمان سويه ةهم
يي با ويژگيهاي كروماتوگرافي و جذب نوري هاپيگمان

كنند كه در باكتريهاي زرد رنگ ديگر يافت  مشابه توليد مي
و يا وجود  ها بررسي وجود زانتومونادين. )10( نشده است

تواند براي  ها ميهاي ژني كدكننده براي سنتز آن خوشه
به  Xanthomonasهاي ناشناخته به جنس  نسبت دادن سويه

كننده بر روي بقاي  ها اثر محدود نبود زانتومونادين. رود كار
جداسازي از بافت ). 10(فيتي و عفونت در ميزبان دارد  اپي

 ةي توليد كنندباكتريهاگياهي و خاك اغلب تعداد زيادي 
زمون احتمالي مناسب براي يك آ. دهد مي به دستپيگمان 

هاي  ن طيف جذب عصارهها تعيي شناسايي زانتومونادين
ي هاتعيين ويژگيتر نياز به  شناسايي دقيق باشد و خام مي

تعيين طيف در اين مطالعه  ).29(كروماتوگرافي آنها دارد 

جذب عصاره متانولي حاوي پيگمان تمايز خوبي ميان 
هاي دروغين  و جدايه احتمالي X. campestris  هاي جدايه

  .ايجاد كرد

زرد  ةجداي 30شناسي و بيوشيميايي  ي ريختهانتايج آزمون
ي باكتريهاو موكوئيد به خوبي با خصوصيات مربوط به 

) 30( X. campestrisو فنون ) Xanthomonas )10جنس 
اي اختصاصي  قطعه وجود در اين بررسي،. مطابقت داشت

كه در خانواده  hrcCاز ژن  X. campestrisباكتري  در
به صورت تصادفي در برخي از  قرار دارد، hrpي هاژن

از يك سو اين بررسي . هاي احتمالي بررسي شد جدايه
ي سنجش اگزوپليمر و زانتومونادين را شاخصهاصحت 
 .Xژني وجود و از سوي ديگر به عنوان ماركر  تأييد كرد

campestris اين جستجو توسط  .را تأييد نمودPCR 7 از 
 ةبه گون هاو به اين ترتيب شناسايي آن آمد عمله بجدايه 

X. campestris  ةجداي دوتأييد شد، اما اين قطعه از X. 

campestris  جدايه دروغين بررسي شدهو  ديگراحتمالي 
براي رشد درون گياه و ايجاد  hrpژنهاي . حاصل نشد

محصولات اين ژنها اجزاي . علائم بيماري ضروري هستند
ي سيستم ترشحي بوده و براي بيماريزايي كاملاً اصل

ممكن  hrcCي فاقد ژن ها جدايه). 33(ضروري هستند 
از  اينكههاي ديگري باشند يا  است متعلق به گونه
زانتومونادهاي . طلب به شمار روند زانتومونادهاي فرصت

باشند كه در  طلب، جوامعي از زانتومونادها مي فرصت
كنند، اما علائم بيماري  ن زندگي ميارتباط نزديك با گياها

 hrpي هاكنند و فاقد ژن آشكاري بر روي ميزبان ايجاد نمي
  ).31(معمول در اعضاي بيماريزاي اين جنس هستند 

آمده،  به دست احتمالي X. campestris هاي هجداي ةهم
و ويسكوز نمودن مايع  ساكاريد اگزوپليتوانايي توليد 

بسيار با ظر كاربرد صنعتي از نكه  كشت را نشان دادند
از سوكروز در  درصد 2  تراكم؛ )25و  20(اهميت است 
رفت و موجب تمايز ميان تعدادي از  به كارمحيط توليد 

  . ها شد جدايه
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Potentially virulent isolates of Xanthomonas campestris from 
agricultural soil of Ray and Karaj 

Alimadadi N., Soudi M.R., Sepehr S. and Ghadam P. 

Microbiology Dept., Faculty of Science, Alzahra University, Tehran, I. R. of Iran 

Abstract 

The Xanthomonas genus is one of the most important groups of crop plant pathogenic 
bacteria and they are one of main causal agents of post-harvest spoilage and economical 
loss. In this research, 71 agricultural soil samples collected from suburb of Ray and 
Karaj cities. Screening of bacteria on semiselective SX agar medium, performing 
morphological and biochemical tests and evaluation of two specific virulence factors 
resulted in a number of X. campestris isolates among all putative growing bacteria. 
Relative percentage of X. campestris to total number of bacteria grown on SX agar was 
0.69%. Capability of exopolysaccharide production by average concentration of 10.98 g 
l-1 and average viscosity of 1403 cP and presence of xanthomonadin pigment with 
maximum absorbance index within the range of 441.0-444.7 nm wavelengths, as two 
main virulence factors, was determined and confirmed. Molecular identification for 
25% of the randomly selected isolates possessing virulence factors, indicated X. 
campestris species by confirming the presence of specific hrcC gene marker. This study 
indicates that despite lack of any report on prevalence of the related diseases, the 
potentially virulent X. campestris can be found in soil of cabbage farms in suburb of 
Ray and Karaj cities. As a case study, existence of these strains in soil is noticeable 
because of probability of losses caused by spoilage of agricultural products which is 
prevalent in Iran. 

Keywords: cabbage (Brassica oleracea), soil, Xanthomonas campestris, 
exopolysaccharide, xanthomonadin 
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