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 يهاهي از جداي خواب آلود ناشي ختميياي باکتري لکه برگيماريب
  Pseudomonas viridiflavaلوان مثبت 

  

  

BACTERIAL LEAF SPOT OF Malvaviscus penduliflorus INCITED BY 
LEVAN-POSITIVE STRAIN OF Pseudomonas viridiflava 

  
  

 
  *۱ انيمياله رح و حشمتيومرث روح رضيک

  )۳۱/۱/۱۳۹۰ :رشيخ پذي؛  تار۲۹/۹/۱۳۸۹: افتيرخ ديتار(

  

  دهيچك

  هـا  لكـه  . در شهرسـتان سـاري ديـده شـد    )Malvaviscus penduliflorus( ختمـي  يهـا  يك بيماري لكه برگـي روي درختچـه  ۱۳۸۸درسال 

هاي آلوده روي محيط آگار غـذايي        نمونه با كشت . متر و داراي هاله روشن بودند     ا نامنظم سياه رنگ و نكروزه به قطر دو تا چهار ميلي           ي ياهيزاو

 توليد رنگدانـه سـبز   King’s Bها در محيط جدايه. شد اكسيداز منفي و لوان مثبت جداسازي ،گرم منفي، حاوي سوكروز يك باكتري كرم رنگ

 نقـوش الكتروفـورزي  .  بودنـد زا يبيمارپرتغال  ها روي گياهان ختمي، نارنج وزميني شدند جدايههاي سيبفلورسنت کرده و سبب لهانيدن ورقه  

-با توالي.  شبيه بودPseudomonas viridiflava استاندارد عامل بلاست مركبات در شمال ايران و جدايه جدايه ها بههاي سلولي جدايهپروتئين
ــابي ژن  ــد جدا16S rRNAيـ ــ چنـ ــركت ( ه يـ ــط شـ ــسهMillegenتوسـ ــوالي)  ، فرانـ ــسه تـ ــا در و مقايـ ــوالي ژن،GenBankهـ    تـ

16S rRNAه يدرصد به چند جدا۹۹هاي عامل لكه برگي ختمي  جدايه Pseudomonas viridiflavaينگار  انگشتيدر الگو. شبيه بود DNA 

 ، IS50-PCRدرصد و با روش ۴۵ها هي، جدا ERIC-PCR وREP-PCR, BOX-PCR ي با استفاده از آغازگرهاrep-PCRحاصل از روش 

 توان باكتري عامل لكه برگي    مي ي و ژنوتيپي  يزا  بيماري،  يپيهاي فتوت براساس مجموع ويژگي  . مشابهت داشتند   P.viridiflava درصد با گونه     ۴۶

  .معرفي نمود Pseudomonas viridiflava لوان مثبتيهاهيجدا به عنوان خواب آلود را ختمي
  

  

  

 
 
  

  Malvaviscus  rep-PCR , rRNA , : يدي كل يها واژه
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  مقدمه

ــي ــود ختم ــواب آل ــام  Sleeping hibiscus)(  خ ــا ن  ب

ــان  Malvaviscus penduliflorusعلمــي يكــي از گياه

 Malvaviscus يهــاگونــه. اســت Malvaceae خــانواده

ترانـه  ي وشـرق مد   ي و مرکـز   ي شـمال  يکاي مناطق آمر  يبوم

 چند سـاله  يادرختچه M. Penduliflorussگونه . هستند

ن شـت  دا و به دليل  رسد   متر مي  ۲به حدود   ارتفاع آن    بوده و 

 يفـضا   و هـا هاي زيبا به صورت گياه زينتي در باغچـه        گل

هاي اين گيـاه اسـتفاده طبـي        اندامتمام  . دشو كاشته مي  سبز

و ختمـــي ) Althea rosea (ي معمـــوليختمـــ. دارد

 يگـر ي ديهاز گونهين  )Hibiscus rosa-sinensis(ينيچ

در . شـوند ي خوانـده م ـ   ياند که به نام ختم ـ    ن خانواده ياز ا 

 خـواب آلـود در دنيـا اطلاعـاتي          ي ختم ـ يهايماريمورد ب 

 ايـن   ينت ـي ز يهايي كه روي گونه   هااز باكتري . وجود ندارد 

 Pseudomonasتـوان بـه    هـستند مـي  زا بيمـاري خانواده 

cichorii Xanthomonas campestris pv. 
malvacearumو P.syringaeاشاره نمود  )Chase 1986 .(

کننـد  يجـاد م ـ  ي ا ي لکه برگ  يني چ يختم  در ين سه باکتر  يا

 خـواب   ي ختم ـ ينها رو يچ کدام از ا   ي ه ييزا  بيماري از   يول

  گـر  ي د يهـا ياز بـاکتر  . باشـد ي در دسـت نم ـ    يآلود اطلاع 

 عامـل   Xanthomonas smithii pv. smithiiتـوان يم ـ

 .Schaad et al (بيماري بلايت باكتريايي پنبه را نام بـرد  

2005, Huang et al. 2008.( ًاز ي تـاکنون گزارش ـ ضمنا 

 بـه   Malvaviscus يهـا  در گونـه   يياي باکتر يماريوجود ب 

ــت ــه زاويثنااس ــ لک ــياهي  ــي ختم ــود ناش ــواب آل  از ي خ

P.syringae pv. syringae در مازندران)Rahimian 1989 (

  .منتشر نشده است

ــوالي)IS )Insertion sequenceعناصــر ــاي  ت ه

جـا   ه هستندكه به عنوان عناصر ساده جاب      DNAكوتاهي از   

 DNAاين عناصر به عنـوان نـشانگر        . كنندشونده عمل مي  

هـا   باكتري DNAپذيري  ژنتيكي و شكل     تنوع   در مطالعات 

ــ ــيه ب ــار م ــد ك  .)Mahillon& Chandler 1998(رون

هــاي نتيكــي بــاكتريژ   بــراي ارزيــابي تنــوع IS50آغــازگر

كار رفته اسـت    ه   ب Pseudomonasجنسمختلفي از جمله    

)Weingart & Volksch 1997 ،Nobel 2008 .(

 يگــار از انگــشت ن۱۹۹۷ در ســال همکــاران وينگــارت و

 ) ERIC و REP (ي تکــراريهــاي براســاس تــواليژنــوم

ص ي تــشخي بــراي بــه عنــوان روشــIS50 يوالحــاق تــوال

  اســتفاده کــرده وPseudomonas syringae يپاتوارهــا

 مطالعات  يژه برا ياد شده ابزار و   ي يهانشان دادند که روش   

   بـــايانگـــشت نگـــار . باشـــندي مـــيکيتاکـــسونوم

IS50-PCR  ــا ــث تم ــز باع ــكي ني ــا ز آش ــدار پاتواره  ش

)Weingart & Volksch 1997.(  

 يهـا گونـه   دريا ناحيه حفظ شده16S rRNAژن 

  و ي مطالعـات فيلـوژنتيک    يهاسـت کـه بـرا     مختلف باکتري 

بندي در دهه هـاي اخيـر مـورد اسـتفاده بـوده اسـت                طبقه

)Stackebrandt & Goebel 1994, Weisburg 1991(. 

 و DNA  بــا انجــام همولــوژيهمكــاران گــاردان و

ــر و ــوالي تكثيـ ــابي ژن تـ ــاتوار 16S rRNA،  ۴۸يـ  پـ

Pseudomonas syringae گونه نزديك به آنها را از ۸ و 

 قـرار دادنـد   ) genomospecies( گـروه  ۹ نظر ژنتيكـي در   

)Gardan et al. 1999.( 

 يپي و ژنوت  يپي فنوت يهايج بررس يگزارش حاضر نتا  

 لکـه   يارم ـي عامـل ب   ي بـاکتر  يينه شناسا يانجام شده در زم   

  .است خواب آلود ي ختميبرگ

  

  روش بررسي

  جداسازي برداري ونمونه

ــرگ ــه از ب ــاي درختچ ــي  ه ــي درخت ــاي ختم ــي (ه   ختم

 در چند منطقـه از شهرسـتان        ،داراي لكه برگي  ) آلودخواب



   ...بيماري لکه برگي باکتريايي ختمي خواب آلود ناشي از: رضي و رحيميانروح 

۲۵۱  

هـاي كاغـذي بـه      آوري ودر پاكـت   هايي جمع ساري نمونه 

 ي از برگ كه داراي يك يا      يها قسمت .آزمايشگاه منتقل شد  

بودند بـه   سياه رنگ با هاله روشن       اي تيره تا   قهوه چند لكه 

هـاي  تشتك داخل ه و شده دقيقه با آب شست ۵حدود  مدت  

پتري سترون در چند قطره آب مقطر استريل به وسيله تيـغ            

  ، در دماي آزمايشگاه    دقيقه نگهداري  ۳۰پس از   . شدندخرد  

 از سوسپانسيون حاصله روي محـيط كـشت آگـار           ياقطره

  م درصـــــد ســـــاکاروز ي نـــــي حـــــاويياغـــــذ

,NAS) Sucrose nutrient agar ( سـه روز  . شـد مخطط

 شگاه،ي ـآزما يدردمـا  هـا  تـشتک يپس از كشت و نگهدار

متـر  رنگ، به قطر دو تا سه ميلـي       كرم  هاي برجسته و    پرگنه

 ي مجـزا بـرا    يهـا  تک پرگنـه   .ندشددر سطح محيط ظاهر     

ــ و تکثيســازخــالص  King’s Bط کــشت ي محــير روي

(King et al. 1954)ــط گرد ــ مخط ــه . دي از دو جداي

P.viridiflavaعامل بلاست مركبات )Shams-Bakhsh 

& Rahimian 1997 ( در شــمال كــشور بــراي كارهــاي

  .شداي استفاده مقايسه

 
  ي و فيزيولوژيكيهاي بيوشيمياآزمون

هـاي  ي و فيزيولوژيـك طبـق روش      يهـاي بيوشـيميا   آزمون

 .Lelliot & Stead 1987) ،Schaad et al متــداول

   .انجام شد) 2001

ها در استفاده از منابع کربنه بـا اسـتفاده         توانايي جدايه 

شـاد و  بـه روش   همکـاران و  و(Ayer) از محيط پايه آير 

  .بررسي شد) (Schaad et al. 2001همكاران

 ـ يدهايقندها، اس   و اسـيدهاي آمينـه بـا روش         ي آل

 ۲۲/۰يلتـــر  و برخـــي بـــا عبـــور از ف)Tyndall(تنـــدال 

ک درصد به   ي تا   ۵/۰ي  ي و به غلظت نها    سترون ميكرومتري

نتايج استفاده يا عدم استفاده از منابع       . محيط پايه اضافه شد   

كربني بر اساس مقايسه ميزان رشد و تغيير اسيديته محـيط           

 چهارتا  ) محيط آير فاقد منبع كربني    (کشت نسبت به شاهد     

ــدار  ــشت و نگه ــس از ك ــه پ ــشتکيهفت ــا د ت ــاه   ير دم

°C۲۸‐۲۵،  شدارزيابي.  

  

  ييزا بيماريآزمون 

  هــــــاي ريــــــشه دارشــــــده ختمــــــياز قلمــــــه

)Malvaviscus penduliflorus(، ــ ــي چي ختمــ  ينــ

)Hibiscus rosa-sinensis( ــال ــارنج  نه ــذري ن ــاي ب ه

)Citrus aurantium L. ( سـاله پرتقـال   هـاي دو و نهـال 

(C.sinensis (L.) Osb.) ــون ــراي آزم ــي زا بيمــاري ب ي

 ساعت قبل   ۲۴ ،هاچند برگ از هركدام از نهال     . ستفاده شد ا

.  شـدند   قـرار داده   هـاي پلاسـتيكي   زني در زير كيسه   از مايه 

 ۲۴ بـه مـدت      NASهاي مورد بررسي، روي محيط      جدايه

 با غلظـت    يوني كشت و سوسپانس   C۲۸°ساعت و در دماي     

cfu/ml ۱۰۸)   ون در طول   ي سوسپانس يزان کدر يبر اساس م

ون با محلـول پـاش      يسوسپانس. ه شد ي ته )نومتر نا ۶۰۰موج  

بـا  هـا   بـرگ ده و   ياهان پاش ي گ يهابرگ  و پشت  ي رو يدست

ون ي از سوسپانـس   يگريبخش د . ل زخم شدند  يسنجاق استر 

ق شده و بـا سـرنگ بـه    ي رقcfu/ml ۱۰۴ به غلظت معادل 

به عنـوان شـاهد از      . ق شد يها در چند نقطه تزر    پشت برگ 

.  استفاده شـد   يق و محلول پاش   ير تز يل برا يآب مقطر استر  

 در زير پوشش پلاستيكي تـا       ها مجدداً زني، بوته بعد از مايه  

 ساعت قرار داده شـد و پـس از برداشـتن پوشـش، در               ۴۸

 مشاهده علائم به صـورت روزانـه        يداري و برا   گلخانه نگه 

  .(Arabi et al. 2006) شدند يابيارز

 
  هاي سلوليمقايسه نقوش پروتئين

ــه ــا جداي ــار    ه ــيط آگ ــد روي مح ــك روز رش ــس از ي پ

ــاي Nutrient agar,NA)(غــذايي  در ،C۲۸– ۲۵° در دم

كـدري   .آب مقطر سترون به صورت سوسپانسيون درآمدند      
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)OD (نانومتر برابر با يـك تنظـيم        ۶۰۰ها در   سوسپانسيون 

 سـديم دوديـل سـولفات       ، حجـم نمونـه    ۱/۰به اندازه   . شد

)SDS% (۱۰       ۱۰ها به مـدت     ونه به هر لوله اضافه شد و نم 

  ســپس بــه مــدت. دقيقــه در آب جــوش قــرار داده شــدند

ــتگاه  ۱۰‐۱۵ ــوت در دســ ــواج فراصــ ــا امــ ــه بــ  ثانيــ

همــوژن ) UP200 Hielscher, Germany(ســونيكاتور

ــده و ــدت   ش ــه م ــه در ۱۰ب ــه ۱۰۰۰۰ دقيق  دور در دقيق

هـاي  بـه لولـه   ) Supernatant(رونـشين . سانتريفوژ شـدند  

 كردن نيم حجم گليـسرول بـه        جديد منتقل و پس از اضافه     

 .دندش ـهاي سلولي براي الكتروفورز استفاده      عنوان پروتئين 

 ۱۰جداكننده   ژل متراکم کننده پنج درصد و     در  الکتروفورز  

ــد ــد در   درصـ ــل آميـ ــي آكريـ ــس پلـ ــته يستم ناپيـ وسـ

 ۱۸در شــدت جريــان ثابــت  و (Laemmli 1970)يلملــ

) Bromphenolblue( تا رسيدن رنگ برم فنل بلو      آمپرميلي

ژل در محلـول   .شـد  انجـام  متري انتهـاي ژل به يك سانتي

 درصــد ۵۰ي بريليانــت بلــو، ز درصــد كومــا۱۲/۰حــاوي 

ک ي  سه ساعت تا    درصد اسيد استيك به مدت     ۱۰متانول و   

 ۱۰ درصد متانول و ۵۰ژل در محلول   . شدآميزي   رنگ شب

 يدرصد اسيد استيك تا زمان آشـکار شـدن شـدن نوارهـا            

داري  نگـه  %۷و سپس در اسيد استيك       يگ بر ، رن ينيپروتئ

ــد  & Ausubel et al. 1991, Ahmadvand)ش

Rahimian 2005) .  

 
 ي ژنومDNA يجداساز

 در دمـاي    NA در محـيط     پـس از دو روز رشـد      هـا   جدايه

°C۲۸– ۲۵   به صورت سوسپانـسيون     استريل ، در آب مقطر 

ــد ــدر. درآمدن ــسيون يک ــا در سوسپان ــه  ۶۰۰ه ــانومتر ب  ن

م يد پتاس ـيدروکـس ي حجـم ه  ۱/۰تنظيم و به آنهـا      واحد  ۲/۰

)KOH (   سـه   دو تا  ها به مدت  نمونه. يك نرمال اضافه شد 

هـا، بـه    از ايـن نمونـه     . شدند  در آب جوش قرار داده     دقيقه

 ايهاي زنجيـره  در واكنش ) Template( الگو DNAعنوان  

 دو از. (Arabi et al. 2006) استفاده شـد )PCR(پليمراز 

 .P.viridiflava ICMP (Internده اســتانداريــجدا

Collection of Microorganisms from Plants, 
Auckland, New Zeeland) 2848و  ICMP 3938 

P.s.pv.syringaeز ي نDNAدي گردي جداساز.  

  

  IS50-PCRو rep-PCRبا ي ژنومDNAينگارانگشت

ــشت ــاري انگـــ ــا روشDNA نگـــ ــومي بـــ   ژنـــ

 rep-PCR)repetitive extragenic palindromic,rep(، 

  و BOXAIR، REP1R/REP2با استفاده از آغازگرهـاي      

ERIC1/ERIC2 و روشIS50-PCR)insertion sequence (

ــازگر  ــتفاده از آغـــــــــ ــا اســـــــــ  IS50 بـــــــــ

)'CAGGACGCTACTTGTGT-3'5(  هاي  طبق روش

ــد     ــام گرديـ ــر انجـ ــي تغييـ ــا كمـ ــده و بـ ــيه شـ  توصـ

Versalovic et al. 1991)، Weingart & Volksch 

 ۵/۲ ميكروليتــر شــامل ۲۵هــا بــه حجــم واكــنش .)1997

 ، MgCl2مولار  ميليPCR buffer 10X ، ۵/۲ ميكروليتر

پيكو مول از هريـك     dNTP ، ۱۰مولار از مخلوط     ميلي ۲/۰

 واحد آنزيم ۵/۱  الگو وDNA ميكروليتر ۵/۱ ،از آغازگرها

از دســتگاه . انجــام شــد) شــركت ســيناژن(تــك پليمــراز 

 بـراي  Applied Biosystems 2720(USA)کلريترموسا

  . استفاده شدDNAتكثير 

 ۳۵ سـپس    ،C۹۴° دقيقـه در   ۴تكثير با برنامه دمايي     

 ثانيـه   REP,BOX(  ،۳۰( ثانيـه  ۵۰بـه مـدت      C۹۴°چرخه  

)ERIC (ثانيـه  ۶۰و )IS50(،  دمـاي اتـصال °C ۵۰ ،°C۴۰، 

°C۵۲ ، °C۳۸    ثانيه به ترتيب براي آغازگرهـاي       ۶۰به مدت 

BOX،REP،ERICو IS50 ، ــسترش ــاي گ ــه C۷۲° دم  ب

) REP(دقيقــه ۴و ) IS50 وBOX،ERIC(دقيقــه ۳مــدت 

 بـه مـدت     DNAهـاي   طويل شدن نهايي رشـته     .انجام شد 
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  .صورت گرفت C۷۲°دقيقه در ۱۰

 بـا دو ميکروليتـر      PCRهشت ميکروليتر از محصول     

 درصــد ۵۰ درصــد بــرم فنــل بلــو و۱۵/۰ يمحلــول حــاو

 مـولار تـريس،   /TBE ،۸۹(  س براتيسرول در بافر تريگل

) EDTA  ،۲/۸ ~ pH مولار   /۰۰۲ مولار اسيد بوريك،   /۸۹

بـا   خته شـده و ير% ۵/۱ ژل آگارز يهامخلوط و در چاهک   

ن بافر به عنوان بـافر محفظـه در اخـتلاف           يبردن هم  کاره  ب

ن اندازه قطعات   يي تع يبرا. شد ولت الکتروفورز    ۹۰پتانسيل  

اده اســتف) Fermentasســاخت شــرکت  (1Kbاز نــشانگر 

 ميکروگـرم در  ۵/۰محلـول ( ژل با اتيديوم برومايـد . ديگرد

 Ausubel) برداري شد عکس از آنآميزي ورنگ) ليترميلي

et al. 1992).  

  

  هاتحليل داده تجزيه و

  در ژل  DNAمقايسه نقوش قطعات     با   ها    جدايه يبندگروه

   عـدم وجـود قطعـات همـسان         اي وجود   هي بر پا  يدهو نمره 

.   صورت گرفـت    )Jaccard(جاکارد تشابه   و تعيين ضريب  

هـاي  مقايسه جفت ها از طريق ميـانگين      دندوگرام با روش    

 NTSYSافـزار  و با استفاده از نـرم ) UPGMA (بي وزن

  .شد ترسيم 2.02

  

  هاجدايه16S rRNAتكثير ژن 

 ميكروليتـر   ۵/۲ ميكروليتـر شـامل      ۲۵ها بـه حجـم      واكنش

مولار  ميليMgCl2 ، ۲/۰مولار  ميلي10X PCR ، ۵/۲بافر

ــوط  ــر dNTP، ۵/۱از مخلـ ــو، DNA ميكروليتـ    ۵/۱ الگـ

ــراز    ــك پليمـ ــزيم تـ ــد آنـ ــيناژن (واحـ ــركت سـ   و) شـ

  پيكــــــــو مــــــــول از جفــــــــت آغــــــــازگر۱۰

A1(5/-GAGTTTGATCATCATGGCTCAG-3/) 
  و

B6 (5/-TTGCGGGACTTAACCCAACAT-3/) 

)Manceau & Horvais 1997) (اخته شـده توسـط   س ـ

 برنامـه زمـاني و    . انجام شد ) يجنوب کره   Bionnerشرکت  

 به مـدت    C ۹۴°ي شامل مرحله واسرشت سازي اوليه       يدما

 بـه   C ۹۴° چرخـه شـامل واسرشـت سـازي          ۳۵ ،سه دقيقه 

 به مـدت  DNA ، °C ۵۶مدت يك دقيقه اتصال آغازگر به  

 دقيقـه ودر  ۱ بـه مـدت   C ۷۲° دقيقه وگسترش در دماي   ۱

 بـه  قيقـه  د۱۰ به مدت C ۷۲°آخر گسترش نهايي در دماي      

  ).Manceau & Horvais 1997(شدکار برده 

 
  نتايج

  ي فنوتيپيهاي و تعيين ويژگيجداساز

 بـا علائـم لکـه       ي تا حدود  ي ختم ي لکه برگ  يماريعلائم ب 

 P. s Pv. Syringae له يوسه گونه که بني ايياي باکترياهيزاو

 يهالکه. تفاوت داشت) Rahimian 1989( شوديجاد ميا

 نامنظم بوده و رنگ آنهـا       ي و گاه  ياهيزاو برگ اغلب    يرو

   بـود   ي قبل ـ يمـار يتـر از ب   اه و پررنـگ   يل به س ـ  ي ما ياقهوه

ل بـه زرد    ي ـه سبز ما  ي حاش يها دارا لکه  از يبعض). ۱ شکل(

با اتصال   اد بوده و  يها ز د، تعداد لکه  ي شد يدر آلودگ . بودند

  ن يچن ـ  از برگ نکروزه شده و     يعيگر سطح وس  يکديآنها به   

 يکروسـکوپ ي م يبررس در. کردنديزش م ي ر  غالباً يياهبرگ

ده شـده   ي ـ بر يهـا ه لکـه  ياز حاش ـ ) ooze (يتراوش بـاکتر  

 انجام شده در    يهايج بررس يگزارش حاضر نتا  . مشهود بود 

  . استيماري عامل بي باکترييف وشناساينه توصيزم

 ي بـا علائـم لکـه برگ ـ       ي ختم ـ يهـا از کشت نمونه  

ه صاف که پـس     يحاش  رنگ و   کرم يها با پرگنه  يهايجدايه

ده يمتر رس ـاز زمان کشت به قطر دو تا سه ميلي از سه روز

بيـست جدايـه کـه      . دست آمد ه   ب NASط  ي مح يبودند رو 

 توليـد رنگدانـه فلورسـنت کردنـد     Kings B  محـيط يرو

 ي آنها بررس ـ  ي و فيزيولوژيک  ي فنوتيپ يهايانتخاب و ويژگ  

  ، يحـرک، هـواز    شـکل، مت   يا، ميله يها گرم منف  جدايه: شد
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 از ي خواب آلود ناشي برگ ختميداراي هاله روشن رو متر ورنگ و نكروزه به قطر دو تا چهار ميلي  تا سياهيانامنظم قهوهي ها لكه .۱شکل 

 Pseudomonas viridiflava لوان مثبت يهاهيجدا
Fig. 1. Necrotic irregular brown to black spots, surrounded by chlorotic halos on leaves of Malvaviscus 

penduliflorus incited by a levan-positive strains of Pseudomonas viridiflava 
  

ــالاز مثبــت و ــ کات ــوده و ســبب لهانيــدن ياکــسيداز منف    ب

 يها لوان توليد کرده ولجدايه . شدندي سيب زمينيهاورقه

ها از گالاکتوز ،     همه جدايه . قادر به هيدروليز آرژنين نبودند    

 ـ        ‐يزايلوز ، د  ‐يد  يتارتارات و لاکتـات اسـتفاده کـرده ول

‐رافينـوز و ال   ‐ي مـصرف سـلوبيوز، زايليتـول ، د        يتواناي

 در  هـا   جدايـه  ي فنـوتيپ  يهـا يويژگ ـ. تارتارات را نداشـتند   

  . خلاصه شده است۱ جدول

  

  ييزا بيماري

 از هفت روز در پهنك بـرگ ختمـي خـواب            پسها    جدايه

 ي برو يهاي نكروزه با هاله روشن ايجاد كردند ول       آلود لكه 

پـس  هـا     جدايه.  نشد ديده ي علائم يني چ يپهنک برگ ختم  

 يهـا از ده روز بر روي پهنك بـرك نـارنج و پرتغـال لکـه              

   از  مجــدداًهــا جدايــه). ۲ شــکل(جــاد كردنــد يآبــسوخته ا

 King B و NAS يهـا وي محيطزني شده ر هاي مايهبرگ

  . شدجداسازي 

 
   ي سلوليها پروتئينيمقايسه الگو

   ي ختمـــيهــا  جدايـــه ي ســلول يهـــا پــروتئين يالگــو 

 ــ  ــد ولـ ــم بودنـ ــشابه هـ ــات و يمـ ــه مرکبـ ــا جدايـ    بـ

P.viridiflava ICMP2848  در چند باند تفاوت داشتند .

ــات ن  ــه مرکبـ ــجدايـ ــسبتاً يـ ــباهت نـ ــالاز شـ ــايي بـ    بـ

P.viridiflava ICMP2848در چنــد بانــد ي داشــته ولــ 

  ).۳ شکل(ز بودند ي از هم قابل تمايانيم

  

  ها  جدايه 16S rRNA ژن يبررس

چنـين جدايـه      و هم  ي در ختم  زا  بيماري يها  جدايهدر همه   

P.viridiflava از ژني جفـــــت بـــــاز۱۵۵۰ قطعـــــه   
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  وP.viridiflavaختمي در مقايسه با جدايه مركبات و جدا شده از ي هااي باكتري و تغذيهييخصوصيات مورفولوژيك، بيوشيميا .۱جدول

P.syringae pv. syringae  

Table 1 . Morphological, biochemical and physiological characteristics of the bacterial strains isolated from 
Malvaviscus penduliflorus compared with those of a citrus isolate, Pseudomonas viridiflava and 
pseudomonas syringae pv. Syringae 

 

   )Reaction (واكنش جدايه  
 

  

P.syringae pv. 
syringae P.viridiflava مركبات)Citrus(   ختمي)Malvaviscus(  آزمون)Tests(  

  )Oxidase(اكسيداز   ‐ ‐ ‐ ‐

  )Catalase(كاتالاز      + + + +

  )Potato rot( يني لهانيدن سيب زم + + + ‐

  )Levan formation(توليد لوان    + + ‐ +

+ + + + 
 فوق حساسيت در توتون

 )Hypersensitivity Tobacco(  

‐ ‐ ‐ ‐ 
  رژنينآهيدروليز 

 )Arginine dihydrolase(  

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

  )Hydrolysis of gelatin  (هيدروليز ژلاتين

  )Hydrolysis of casein(كازئين 

 )Hydrolysis of starch(هيدروليز نشاسته - - - -

  )Urease(اورآز  - - - -

   )Nitrate reduction( احياي نيترات  - - - -

   )Production of indole(توليداندول - - - -

   )Methyl red reaction( متيل رد  - - - -

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 Acid production fromتوليد اسيد از

  ( D-manitol )ل مانيتو‐د

   )Adonitol( آدونيتول  - - - -

   )Galactose( گالاكتوز  + + + +

   )Inositol( اينوزيتول  + + + +

   )D-sorbitol( سوربيتول ‐د - - - -

   )Glycerol( سرول ي گل + + + +

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

،  )Cellobiose(سلوبيوز

  )Rhamnose(رامنوز

   )D-trehalose( ترهالوز  ‐د - - - -

   )Sucrose( سوكروز  + - - +

  ( meso-Erythritol )مزواريترول + + + +

  ( D-Glucose ) گلوكز‐د + + + +
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  .۱ادامه جدول 

  ( D-Fructose )    فروكتوز‐د + + + +

  ( D-raffinose )رافينوز‐د - - - -

  ( Xylitol )زايليتول   - - - -

 ( D-Xylose )زايلوز ‐د + + + +

 ( D-Mannose ) مانوز‐د + + + +

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 ( Utilization of)استفاده از

 Citrate )  (سيترات

 Succinate ) (سوكسينات + + + +

 ( Lactate )لاكتات  + + + +

 (Malonate )مالونات + + + +

 ( L-Tartrate )تارتارات‐ال - - - -

  (D-Tartrate )  تارتارات‐دي + + + -

  

 
 ي  ختمKh1ه يبا جداي ه زني روز پس از ما۱۰ برگ پرتغال رقم واشنگتن ناول، يجاد شده بر روي لکه آبسوخته ا.۲لشک

Fig. 2. Necrotic spots appearing on Washington navel orange leaves, 10 days after inoculation with strain Kh1 
  

16S rRNAقطعه تخليص  استخراج و). ۴شکل( تکثير شد

 بـه  ي سـه جدايـه ختم ـ  16S rRNA حاصل از تكثيـر ژن 

ــوان نما ــا اســتفاده از كيــت يعن ــده، از روي  ژل آگــارز ب   ن

High Pure PCR Product Purification Kit   

يابي ژن مورد نظـر بـا       توالي. انجام گرديد ) Rocheشركت(

 Millegen استفاده از آغازگرهـاي اسـتاندارد، در شـركت        

  .صورت گرفت) فرانسه(

 بــه دســت آمــده، پــس از ي نوکلوتيــديهــايتــوال

) multiple sequence alignment( چندگانه يسازهمرديف

 مربوط به اين ناحيه يهاي با ساير توالClustal Wبا برنامه

ــه ــادر گون ــف يه ــود در  Pseudomonas مختل  موج

GenBank  شـدند  مقايـسه) Thompson 1994 .( يتـوال 

 درصـد  ۹۹ ي ختم ـيها هجداي 16S rRNA ژن ينوکلوتيد

   ۹۴ و P.chicoriiدرصـد بـه     P.viridiflava ، ۹۶ه  يبه جدا 
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ه ي جداA، ي ختميهاهي جداKh1 ،K1 ،Kb ،Ke،Mb،Md،K3،Kh2: ديلامي  اکريها در ژل پلهي جدايسلولي هاني پروتئيالگو .۳شکل 

 P.viridiflava(Pv.)مرکبات، 
Fig. 3. Polyacrylamide gel electrophoretic protein profiles of strains inciting Malvaviscus penduliflorus leaf spot 

(Lanes Kh1,K1.Kb,Ke.Mb,Md,K3,Kh2), citrus isolate (Lane A) and Pseudomonas viridiflava (Lane Pv).  

  

 شـباهت  P. syringae pv. morsprunorumدرصـد بـه   

ــوال. داشــت ــ نوکلوتيت ــ جدا16S rRNA ژن يدي  Kbهي

.  ثبـت شـد    GenBank در   JF836019 بـه شـماره      يختم

 ياهيبـا روش اتـصال همـسا      هـا     جدايه يدرخت فيلوژنتيک 

)Neighbour-joining(  )Saitou & Nei 1987(  و بـا 

ــا MEGA 4اســتفاده از نــرم افــزار   bootstrap، ۵۰۰ ، ب

با توجه به دندروگرام حاصله، جدايـه       . تکرار ترسيم گرديد  

 داشـته   P.viridiflavaهت را به جدايه      بيشترين شبا  يختم

  ).۵ شکل(در يک گروه قرار گفتند  و

  

-IS50 و rep-PCR بـا  ي ژنـوم  يDNA ينگـار انگشت

PCR  
 نشان  rep-PCRشده با    تكثير DNAسه نقوش قطعات    يمقا

 وجـود نداشـته     يقابـل تـوجه    تفاوت   ها  جدايه  ميان داد که 

جدايـه مرکبـات و دو        از ي ختم ـ يهـا   جدايـه  نقـوش    ولي

 P.syringae pv. syringae وP.viridiflavaجدايه استاندارد

 ـ   ي الگو .متفاوت بودند  دسـت آمـده بـا آغـازگر        ه   نقـوش ب

ERIC-PCR     در سـطح    يتم ـ خ يهـا   جدايـه  نشان داد که 

  در.  درصـــد يـــک گـــروه را تـــشکيل دادنـــد۷۵تـــشابه 

REP-PCR داشـته  گر شباهت يکدي درصد به    ۹۲ ها  جدايه  

   ۵۵  فقـط  يتم ـ خ يهـا   دايهجن  ي تشابه ب  BOX-PCRو در   
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ــه  .۴شــكل  ــاز۱۵۵۰قطع ــ تکثي ب ــاروز  S rRNA 16 ر شــده از ژني ــگ آم۵/۱در ژل اگ ــ درصــد رن ــا اتيزي ــ شــده ب ــوم برومايدي  .دي

Kb،Ke،Kh1،k1،K3،Md،Kh2،K2،Meو ختمي يهاهي جدا Pvجدايه  P.viridiflava باشديم.B وي منفشاهد  A  ي نشانگر جـرم مولکـول 

 .است
Fig. 4. The 1550 bp fragment from the 16S rRNA gene in 1 % agarose gel stained with etidium bromide. 

Malvaviscus penduliflorus isolates ( Lane Kb,Ke,Kh1,K1,K3,Md,Kh2,K2,Me ). P.viridiflava (Lane Pv), B: 
(Negative control). A: 1kb DNA ladder. 

  

  

  
  

 GenBank موجود در Pseudomonasهاي  ختمي با گونه Kb جدايهS rRNA 16مقايسه توالي ژن  ازصل  حا دندروگرام.۵ شکل
Fig. 5. Phylogenic tree comprising the 16S rRNA nuclotide sequence data of Malvaviscus penduliflorus strain K1 

and Pseudomonas strains available in GenBank   
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۲۵۹  

  در نقـوش بـه دسـت آمـده بـا هـر سـه روش               . درصد بود 

rep-PCR   يهـا  جدايـه  ي درصـد تمـام  ۷۷  در سطح تشابه 

ه ي درصد با جدا   ۴۵ فقط    قرار گرفتند و   گروهک  ي در   يتمخ

ن ي ـشـباهت ا  . مـشابهت داشـتند    P.viridiflava استاندارد

ــه ــا  جدايـ ــات  هـ ــه مرکبـ ــا جدايـ ــا ۴۳بـ ــد و بـ    درصـ

P.syringae pv. syringae ۱۲  د ي ـگردبـر آورد   درصـد

  ). ۶ شکل(

ــات   ــوش قطع ــسه نق ــا DNAمقاي ــده ب ــر ش    تکثي

IS50-PCR     ي در ختم ـ  زا  بيمـاري  يها  جدايه نشان داد که 

.  در صـد در يـک گـروه قـرار گرفتنـد            ۶۶در سطح تـشابه     

ي ختمـــي بـــا جدايـــه اســـتادارد هـــا جدايـــهشـــباهت 

P.viridiflava ۴۶      درصـد و    ۳۸ درصد، با جدايه مرکبات 

 درصـد بـرآورد   P.syringae pv. syringae ۲۶ه يبا جدا

  ).۷ شکل( شد

 BOX-PCR به کار گرفته شـده،       يهاان روش ياز م 

ــکل( ــکل (IS50-PCRو ) ۸ش ــوان ب)۹ ش ــ ت  در يشتري

  .را داشت ها  جدايه ني بيهاانعکاس تفاوت

  

 بحث
 خـواب   ي ختم ـ يها درختچه يعلائم بيماري لكه برگي رو    

م ي ـعلا. آلود در چند منطقه از شهرستان سـاري ديـده شـد           

   ازي ناشــــياهيــــ از لکــــه زاوي تــــا حــــديمــــاريب

P. syringae pv. syringaeها رنـگ  لکه  متفاوت بوده و

 ياهي ـاز لکـه زاو   ) اهيل به س  ي ما ياقهوه (يتررهيبه مراتب ت  

بـه منظـور   . داشتند) Rahimian 1989(ف شده ي توصقبلاً

 ي جدايه باکتر۲۰ عامل بيماري و ارزيابي تنوع آن        ييشناسا

ــدندرســي بر ــر پا. ش ــب ــيه وي ــايژگ ــوژيكي و يه  فيزيول

توليـد رنگدانـه فلورسـنت،        ژه  ي ـ، به و  ها  جدايهبيوشيميايي  

 و عـدم توليـد انـدول        يط هـواز  يسم گلوکز در شرا   يمتابول

 متعلـق بودنـد     Pseudomonas جدا شده به جنس      يباکتر

)Schaad et al. 2001, Palleroni 1973(. ي به ها جدايه

هـاي سـيب    ي بـه دليـل لهانيـدن ورقـه        دست آمده از ختم   

 هـاي شـمعداني و     ايجاد فـوق حـساسيت در بـرگ         زميني،

 اسـتفاده از     توتون، عدم توليد اكسيداز وآرژنين هيدرولاز و      

  مالونـات و   لاكتات، مانوز، دي تارتارات،   زايلوز، اريتريتول،

هـا بـا    يژگ ـين و يتارتارات و مطابقت ا    ‐عدم استفاده از ال   

 بـه عنـوان   P.viridiflava ICMP 3938اندارد جدايه است

ن تفـاوت   يتـر مهـم .  شـدند  يين گونه شناسا  ي ا يهانياستر

ــه ــا جداي ــيه ــا جداي ختم ــات ب ــ و مركب ــه تي ــهي  پ گون

P.viridiflava  ن گونـه   ي ـگـر ا  ي د يها  جدايه از   ياري و بس

جدايـه اسـتاندراد    ي ختمـي و هـا  جدايـه . د لـوان بـود  يتول

P.syringae pv. syringaeسوكروز اسيد توليد كـرده   از 

 ايـن   P.viridiflavaپ  ي ـه ت ي ـولي جدايـه مركبـات و جدا      

 خـواب   ي ختم ـ ي رو ي ختم يها  جدايه. توانايي را نداشتند  

جـاد  ي را ا  يمـار ي بـوده و علائـم مشخـصه ب        زا  بيماريآلود  

 ـ   ينارنج را ن    پرتغال و  ها  جدايهن  يکردند، ا   يز آلوده کرده ول

 علائـم در مرکبـات       محدود، شـدت   يهاشيبر اساس آزما  

  .  مرکبات بوديها جدايهله يوسه جاد شده بيکمتر از علائم ا

، REP هاي حفاظت شده تكـراري  سه گروه از توالي

ERIC   و BOX     هـاي بـين ژنـي       به طور مجزا در موقعيت

نقش مهمي در سـازماندهي      اند و ها قرار گرفته  ژنوم باكتري 

 ي ژنومي الگو).Louws 1994(كنندها ايفا ميژنوم باكتري

 مختلـف   يها با اندازه  يها قطعات ن روش يدست آمده از ا   ه  ب

DNA      در سـطح پـاتوار و       ها  جدايه است كه موجب تمايز 

). Weingart & Volksch 1997, Little 1997(شود ياسترين م

 ـ rep-PCRن حـال روش     يبا ا  ن ي ـکـار بـرده شـده در ا   ه  ب

نــه  بــه گوهــا جدايــهن يــد تعلــق ايــأيگــزارش قــادر بــه ت

P.viridiflavaانگشت نگاري . نبودندDNA  با اسـتفاده از 

  ي هـا   جدايـه  نشان داد كه     IS50-PCR و   rep-PCRروش  
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۲۶۰  

  
با استفاده rep-PCR  در آزمون يختمدست آمده از ه  بيهاهي جداي اثر انگشتي الگويبيترک   ،UPGMA ترسيمي به روش دندروگرام .۶شكل

ه يجدا A، ي ختميهاهي جداBOX-PCR .Kb،Ke،Mb،Me،Md،Kh1،Kh2،K1،K2  وREP-PCR, ERIC-PCR ياز آغازگرها

 Pseudomonas viridiflava (Pv) ،P.s.pv syringae(Pss)مرکبات، 
Fig. 6. Dendrogram obtained by comparison of strains isolated from. Malvaviscus penduliflorus (lanes 

Kb,Ke,Mb,Me,Md,Kh1,Kh2,K1,K2),citrus isolate (lane A), P. syringae pv syringae (lane Pss) and P. 
viridiflava (Pv). 

  

  
ــ جداي اثــر انگــشتي دنــدروگرام الگــو.۷شــکل   ،IS50-PCR . K3 ، Kb،Ke ، Mb  در آزمــون يدســت آمــده از ختمــه  بــيهــاهي

Mc،Md،Kh1،K1،K2ي ختميهاهي جدا ،Aه مرکبات، يجداPseudomonas viridiflava (Pv) ، P.s.pv syringae (Pss) 
Fig. 7. IS50-PCR dendrogram obtained by comparison of strains isolated from. Malvaviscus penduliflorus (lanes 

Kb,Ke,Mb,Mc,Md,Kh1,K3,K1,K2),citrus isolate (lane A), P. syringae pv syringae (lane Pss) and P. 
viridiflava (Pv). 

 
  



   ...بيماري لکه برگي باکتريايي ختمي خواب آلود ناشي از: رضي و رحيميانروح 

۲۶۱  

 
  

، ي ختم ـيهاهيجدا)  BOX- PCR).. Kb.،Kh1،Ke،K1،Kh2،Mb،Me،Md، K2ها با  جدايهDNAنقوش قطعات حاصل از تكثير  .۸شکل

Aه مرکبات، ي جداPseudomonas viridiflava (Pv) ، P.s.pv syringae (Pss) .B و  يمنف کنترلA   ۱۰۰۰ ي نـشانگر جـرم مولکـول 

 .باشدي ميباز
Fig. 8. BOX – PCR fingerprints of bacterial strains isolated from Malvaviscus penduliflorus (lanes 

Kb,Kh1,Ke,K1,Kh2,Mb,Me,Md,K2), Citrus isolate (Lane A) , P.viridiflava (Lane Pv) and P.s .pv.syringae 
( Lane Pss). B: (Negative control). M: 1Kb DNA ladder 

  

  
  

 ـ جداIS50- PCR.. K3 ،Kb،Mb،Mc،K1،K2،Ke،Kh1،Mdها بـا   جدايهDNA حاصل از تكثير نقوش قطعات .۹شکل  A ،ي ختم ـيهـا هي
 ۱۰۰۰ ي نـشانگر جـرم مولکـول   Mو  يکنترل منف Pseudomonas viridiflava (Pv) ، P.s.pv syringae (Pss)   .Bه مرکبات، يجدا

  .است يباز

Fig. 9. IS50 – PCR fingerprints of bacterial strains isolated from Malvaviscus penduliflorus (Lanes 
Kb,Kh1,Ke,K1, ,Mb,Mc,Md,K1,K2), Citrus isolate (Lane A) , P.viridiflava (Lane Pv) and P.s .pv. syringae 
(Lane Pss). B: (Negative control). M:1Kb DNA ladder 
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۲۶۲  

جدايـه  ن نظـر از     ي ـاز ا  نتيكـي بـوده و     ژ ختمي داراي تنوع  

  .  متمايز هستندP.viridiflavaمركبات و جدايه استاندارد 

ــدي    ــوالي نوكلوتي ــسه ت  16S rRNAژن  در مقاي

 درصد بـه    ۹۹ي ختمي بيش از     ها  جدايهد كه   يمشخص گرد 

 موجـود در    P.viridiflavaه در چند جدايه     ين ناح ي ا يتوال

GenBank ــه ــه ازجمل ــا  جداي ، RMX23 ،ME3.1bي ه

LPPA 139 و UASWS0038 ن ي شباهت دارند کـه چن ـ

 به عنوان محـدوده انتـساب بـه همـان گونـه             يزان شباهت يم

). Stackebrandt & Goebel 1994(شنهاد شده اسـت  يپ

 يهـا يژگ ـيبـر اسـاس و  هـا   جدايـه  يي بر شناسايديأيکه ت

  .باشدي م P.viridiflava به عنوان يپيفنوت

هاي فنـوتيپي،  ويژگي در حال حاضر براساس مجموع

توان بـاكتري ايجـاد كننـده لكـه         مي ي و ژنوتيپي  يزا  ريبيما

لـوان  ي  هـا   جدايـه  را به عنوان     تمي خواب آلود  برگي در خ  

 .معرفي نمودP.viridiflava مثبت 

 از  يعيف وس ـ ي ـ ط ي تـاکنون رو   ين بـاکتر  يا ا يدر دن   

ر بادنجـان، گوجـه     ي مختلف نظ  يهارهي متعلق به ت   يهاگونه

 يويوک) Goumans & Chatzaki 1998(، خربزه يفرنگ

)Young et al. 1988 (ران فقـط  ي در اي بوده ولزا بيماري

ــات  ) Shams-bakhsh & Rahimian 1997(از مرکب

و  اسـفناج  شه بهـار، يهم )Sahragard et al. 1997(بادام 

 گنــدم، Rahimian & Goharzadeh 2000)( حــانير

 )Razinataj & Taghavi 2004(ار ي ـ و خيخردل وحش

اهـان اثبـات    ين گ ي ـ ا ي آنهـا رو   يـي زا  مـاري بي و   يجداساز

 .ده استيگرد

ــ باکتري لکــه برگــيمــاريب   ف شــده در ي توصــيياي

ن ي بـه عنـوان دوم ـ     P.viridiflava از   ير ناش ـ يگزارش اخ 

  .ديآي خواب آلود به حساب مي ختميياي باکتريماريب

  

  منابع

  . مراجعه شوديسيمتن انگل) 91-89(جهت ملاحظه به صفحات 
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