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Isolation of Agrobacterium tumefaciens the causal crown gall disease, from cypress in Kashan  

        

�%) *+�( #�,- .�- 	/01��%) *+�( #�,- .�- 	/01��%) *+�( #�,- .�- 	/01��%) *+�( #�,- .�- 	/01�*,,,,	��3� *� � � 	������ 	�4 	��3� *� � � 	������ 	�4 	��3� *� � � 	������ 	�4 	��3� *� � � 	������ 	�4         

�# �����56 7�85-�# 	8'9:
��
 ;<�!��
 7�=5- � �����56 7�85-�# 	8'9:
��
 ;<� ,

!�>��%�� , 7�=5-�#!� �? � !� �� 	=@
 A B� �� 9( �C!�'�(   

  

DA���# �E/G/GE       H �I)E/�/���G  

  

7��JK7��JK7��JK7��JK        

 ���L�� 	&MNON	L�  MNOP� �� �A Q�� �# �$%& !�& � �� 7#%LR � � !��"�# �5� S
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 	@�6LB  �? X (

� 7 U-��( � 7#%� Z-� ���� �� �
 �)����� �� (/@� X 
	 � ��%
������ ���J) � ��@�!�%L  �

]��- ^��_� � ,#� �R !�  ,
�L����L%J�� � ����5- 9�@� S/	`(� � ���� ,�a�?�( ,-b�R�# S� 


��a��� ,
�L����?ab 9��-#%� D�c� �R 7��� � S .����� 	���? �� �� �
	� �d%� , ��%@����R

-���d%� ,�%�(a�
 ,e�
 �8�L�]�# ��-# 6 7#�/��� 	@� 6 f��@� ��@? !�%@4 �� �%�(a �  ��-R �� g� 

�� �� 7#�/��� �� �#�$� ��d%� ,d�C_���?��? � � ��%@�d%� ,�����%� ��%� ��� (%�� ? � d%�  �%L�


�-#%�- .�(���� ��L%? �
 ���) h�iL �	��(�� ����� �>� ��
 W���] D5( �
%� ( � _���

�-#%�- .� !%��R������9	�=- A ��%
 ^�5- ��� 	�
 H � � �� �%
 �5�j  � DA 
 X�Y-�

L%?�� �# d�
 ��
 S�� �� � 7�
�5� !�
��Y� �
 d�
 S� T��4 �#������������ ��'  .  �

 �g�b%L%A�%� _�1<5� k��� 	��9������ �	�����'%�� �g�b%L%�9�A �  ��  7#�/���  ��   H��  

*��?�8� d%l`�   

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

g�- 	/01� *+�6 #�,- !���8�
 � �%) : �������Agrobacterium tumefaciens ��                        ... Nnn 

 �R � 	�) �� 7 �Y-� ;@6��)PCR ( �� 7�' ��� � �6�� �	o�1�"� ��
 
��pR g�6 ��

 � � !��"�#Agrobacterium tumefaciens (biovar 1) '�' 	����@ . �� H��9
 S�L�� S��

	
� �
 A. tumefaciens d�
 ���'�� 	� !� �� �� � � !��"�#  . 

7b��7b��7b��7b��     ��
 ��
 ��
 ��
����(����(����(����( : : : :� �� �� �� � , , , ,Agrobacterium tumefaciens     , , , , �$%& d�
 �$%& d�
 �$%& d�
 �$%& d�
 , , , ,	����@'	����@'	����@'	����@'        

        

 ���U� ���U� ���U� ���U�        

 q� �# �$%& !�& � ������ Agrobacterium tumefaciens 	��� 	��� �6�� ��������� �� 

�5�-� �6 D�� �� ;�� �� !R T��4 � #��# f��� �rPN �� �-%
 nN 	/�4 !�
��
 �� *4� 7#�%-�" 

 �@6 	� ���] �� �:L �# 	�%K �)Ogawa et al. 1995 .( �# �$%& !�& � �#�1�$� _��`"

�'�� 	� ���' d��- H�� ) ��
 �-�9" .`������ !��"�# �� �� � 7%��@	  �� � � ���� ��

� k�`] �$%& !�& �	�@'��  ) Lacy and Hansen 2000 .(  Y@� �@-�%? 	� !��"�# ��� ��L�


#%' D"�# 	?��] �� �- � �5�� �i�%? ;
�6 �� . ���L��- �d��- H�� ) ��
 �-�9" �#

�@6 	� ���) 7�� �6 _�] ��-R ���
 � � 7�' s$%�� !�' �'� !�& � �� 7#%LR.   

A. tumefaciens � �(�� .�/@� X 
 	���# �( D�� t�" � ���R .��%-b ;	p �� d%�i�  	 

�'�� .���@i� S	��] �( � �0" X��%�� ( .	 , �%U�] X��%�� ( .� � ����) .� �

 X�- �� u�9�Ti –���) � �)Tumor initiation ( D�`- �� �( D��� �(�� �# !�`J� #��# #%�� 

)Zamanie 2005 .(�������9	�� � �(�� S� �i0$ d�U�-� �� DNA �� �� Ti –) ���� X�- �� �)DNA 

– Transfer � �DNA – T (
 d%�� X��%�� ( ���
�	� _�%o 	
 �#  . 7���-�Ti –���) � �
 �

� �@��# �#�� � Skb wxx �? kb �xx � #��# �� $ DNA – T #��] kb �x �? kb �x#��# d%&  .

 y�p�Ti –���) ���] �
 �� � .DNA – TL� �@�`
 	 �@K DNA – T��  � � � .Ti – 

���)� D�� 7�' 7�
�5� *
 � )De Costa et al. 2001 .(L�%? k���  �	 16s rRNA 

 �(��� 
���� ^9� �� ���%���9��@� �U�& ���%� X�- � 7# ( Agrobacterium  �� ��Rhizobium 

z?�� �-#�#  )Young et al. 2001 .(� �#��@� �U�& S�@{�
 � �-%
 X�- SRhizobium tumefaciens 

 ��R. radiobacter z?��  �DA�. �4�� *����� d�� �# ����� �$%& !�& � ��E��� � �# �%=-� 

L�� � H��9
 �)���� �� �# ��� S� d�� �# �J��x� �(�� �� T��4 ����������� ��'  

)Dixon 1984 .(� �#��4 !� �� *�����L�� ��� �� ��� S����� �# %� ��� �� |:� � �� 
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D�� 7�' H��9
 �@$��@zK) Amani 1966, Aleyasin and Banihashemi 1993 .(	>?�A � 

 !���J�
 )Fatehi et al. 1988 (��� �( �@�'�# ���+���
 �� �(�� �� T��4 ����� �$%& !�& � 

��-��`(�? �� 7�' ��� %��o%1" �# !��`(�? � ~ ( �&�@� �b%L%A�%� _��. ,A�9�b%L%�. ,

��'%����	� ,l?� ) ��%A� �JL����@��� L%	 , ��%A� �JL�DNA ���)�����`] � � �� D

�-R	 ��?%���? T��$ � !b� �
 �
 .�� 9	� � �@'�� �� S�������-����  c(� �# !%@(� *
 � �%5( 

'�#��# �% .	���$ � 	-� ��) Irany and Ghasemi 2004 (� � �$%& !�& � T��4� �5

!��`(�? �
�����R !���� �� p !�Y	��   biovar 3 A. tumefaciens A i�	 �@�'�# ���+� � �-#%�- 

�
 !���%� �# �(����� �� �� �5�i�� S� �(�� D�#��# #%��  .DA i�) Marefat 2000 ( T��4

������ �(�� d�
 ��	�� ��� �$%& � �5�
 !��"�# �k� ,%LR ,�' � %�
� �� TA. tumefaciens 

biovar 1A i� 	#%�-  .	>L�o !���J�
 � )Salehie et al. 2004 (� T��4����� �# �� %� d�
 

�9$ !����� SA. vitis � A. tumefaciens biovar 1A i� 	�-#%�-  .��UU>� S��� � �� S	 

o%1"�?%@A _��:	 ,Iz?�� ���U� � ���%A� �JL� H%U- �`�l?� ) ���� S��
 ��  

A. tumefaciens biovar 1  S=�
�- �� %� �� 7��R D���)!b� �
( � �-#%�- H��9
 �����
 �� 

�� �(�� S�b%L� � 7� 
 ���K �# �� �J	�-#�# �� $ . � #%�� ���S ,� 
�%� !���J�
 � 

)Javaheri et al. 2000 (�&� D������) �%�] �� !�@� �Ti ,�
  
��pR� vir D2 (A-E’) D�� 

L%?� �i0$ ������� D/� ��@�A 
 ��J� ��  .���
 
��pR S�o�1�"� 	<5? �� �#�$ �( � �

�-%
 �
�� ������9� �(��� 
� �o%1" #%�� k���  � X%����) D���)  �%- ��Ti (�	  �'��

cJ? ��  �- #�%� �i0$ �@�`-�%?���-  �@�.  

�� ������ S�� !#%� �9?��`" �� ��%? ���A Q�� �# � � !��"�# �/@�  �q�? � !�'�( S	 

��A �# !R�� 9�� �Q�� S ,U>? S��� ������� �%�@� �������@' � � T��4 � �6�� 	����� 

� � �$%& !�& ��A Q�� �# � � !��"�# �5��' X�Y-� !�'�( S.  

        

 ��'�� � #�%� ��'�� � #�%� ��'�� � #�%� ��'�� � #�%�        

 _�p�� �� ��#��� _�p�� �� ��#��� _�p�� �� ��#��� _�p�� �� ��#���        

���L�� 	& MNONCMNO� ��  � � !��"�# �#A Q��� !�'�( S��R T�4 �� ��#��� . X�=@
 �#

 � �
��#���A�3� �'� � 7�p #%��	 #]�- ��� � �$%& �� �5��#�%� !��"�# S �� $ 	�� � 
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g�- 	/01� *+�6 #�,- !���8�
 � �%) : �������Agrobacterium tumefaciens ��                        ... P}M 

����# !��"�# �� � DA 
�4 �� *������' ���# � �-%�-  . T"�# !#�# �� $ �� |) �
 �-%�-

�-�' TU�@� 7�=5����R �� 	8����) ��
 �`�6 .  

MMMMCCCC �9������ T��4 �������  �9������ T��4 �������  �9������ T��4 �������  �9������ T��4 �������         

 #��i?� D"�#  
 �� �-%�-  �� � ��-�' h�<�-� !�& � ������ �<5� *��4 . ��L�


� !�� � �# ����� *L�� D�`$ T��' f� �  �� 	�-�� g� #��] 	?�i0$ � 7�' ��`' hR *��

� �6%:�
 W�%? �-�
��� �%0� � 7�' 7�� �  �- #�%� 7#%LR DA�� �D �� �o�# g� *��� 

 ��� �� |:� � �-�' 	>0� 	-%/4�3 �U�$# g� _��)�U�$# 7# ���  
 ( !� ��  0U� hR ��

�-�' 7#�# %5�`' .R �# 7#%LR ����A�� � �-�' �L ���6 �-%�:) hN} 7�=5����R W�� ' �# �U�$# 

�@�A 
 �� $ . !� ��  0U� hR W�%? 7��R D��� 7��14 �?�� .���-%��' ��$� X% . �� |:�

 D$�  
M}} W�>� ��� � ��'�# �  ��L� 8�� IA ]  d%�����R T��'�/� X%�-%�R _� ��- � X 
 

�� ./ � X 
KH2PO4 E� ./ �X 
K2HPO4 x�/� � X 
 Sodium taurocholate w� ./ _�/L%� � X 


 *�9�@�wE ./ ��
R � X 
�E �L%�� d��`� 6 � X 
 )� ./ �o�# (w ��L 	���  ,@����� D� *)� .

�o�# (�  0U� hR �  ��L 	��� �xxx  ��L 	���  ���]�} !%����6�  ��L 	��� �# X 
� 8�� [ �� 

��# 
 ;<) 7���" �� �5�' ���� g�.  g�5? ���# �# � �) ��
Ċ �� _�� �� � �=- ��� 

�-�' ���# . yL�p ��
 	@�6 � 	�� � Z-� � � 
�+ T8' k��� � ��A�� �'� ��
 	@�6

�-�' ���� �L�" � h�<�-� .  

����CCCC	��9������ _��q� !%��R 	��9������ _��q� !%��R 	��9������ _��q� !%��R 	��9������ _��q� !%��R  

 �� �� _��q�������9� �����
 �  H�� ����� !���J�
 � )Ridé et al. 2001 (�' 7#�/��� .  

����CCCCwwww    CCCC
 
 
 
  j�% j�% j�% j�%        

	-%/4�3 � %5�`' ��� �@K �� |) j�%
 7��? �5��)  #�� H�� �� 	>0� 	-%/4�3

a�� �# 7�'%5�`' � (�
 D��<3 �# D�%) !�@( !��� � E�
 g�5? �# � ������ � � �) 

A�o Ip�6 ���]	�-�' 7#�# �� $ h%& � !� ��  .�� !� �xx� �L� J� � �6�� !%�`-�:�%�  �

L�=K ��	�%- � �E/x & �# ~%� d%�xx ��%-�-  ,d#�i� U? ��	M}O × M � �6�� d%��   

)colony forming unit, cfu (��  ��L 	��� �#��' 7#�# �� $ j�%
 _�i0$ �0� .  �# �
 g�5?

 ���#°C �� _�� �� MP�-�' ���# �=- ���  . _��q� �L9@� �� j�%
 _�i0$ 96 � �# d�
 ��L%?

��� 	��9������� �
 �D�� .  
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��
 ����������� �����  

����CCCC����CCCC    ��%
��%
��%
��%
 	=- A  	=- A  	=- A  	=- A  

 	=- A ��%
 ��
 ^�5-)� 	
 �  (D��p �� � �6�� !%�`-�:�%� �# cfu M}O × M �# 

 _�� ��  ��L 	���N}�-�' ��'�6 	8����) ���-���
 �# � 7#�# �� $ �U�$#  .�# ��-���
 �-�<�
 

 �#��#� °C �� _�� �� P��/
  ��# �=-��-�'  . 

 �� |) d�
 *��4 ;����)P ��/
  �$�� �##�d�9������  � !#%� ��� ��'�� 	� �
 �.  d�
 ��

� T��4 �#�Y� �
����������� ��' .   

����CCCC� � � � ����
,
,
,
,				�
 �
 �
 �
 ����b%L%A�%� b%L%A�%� b%L%A�%� b%L%A�%� ����JJJJ				� � � � � � � � ����'%'%'%'%����������������	�	�	�	�            

 ��
 	@�6 ���P D56 W�>� ��� � �6�� �����  
 ��A�� �'� ��4�� IA  Z-� �� �

 H�� �� �b�? � X 
 �9��R#�' !���J�
 � )Schaad et al. 2001 (�# ;@6��  T��U� �KOH �� 

 H��%`L�� !���8�
 � )Sulsow et al. 1982  (�' 7#�/��� .��
 W�>� ��� �'�  

Luria Berthani (LB)� � �DA 
 �� $ 	�� � #�%� _� � . #%�� X�4 �� #%�� S��i? �� �

 W�>� �� 7�=5����R W�� ' �# � >?IA ��
R !��� )f��� (�' 7#�/���.@{�
 � S��i? D�� S

�4 �� #%�� W�>� �� D@��%�A �-��=-� #%�� XKing’s B  � ��
��# �# � �6�� �'�°C �� � 

°C N� D56 ��
 W�>� �� SC  �IA �' 7#�/��� )Schaad et al. 2001( .  

H�� �� ���%
 	� � ���%
 �'� ���-%��RS`/�a � %�
 ) Hugh and Leifson 1953 ( �

 H�� �� ����`6�|6�%6) Schaad et al. 2001 (6 � H�� �� �a�?���#) Dye 1968 (�' X�Y-� .

�' X�Y-� �' 7#�9A� 7��� �o�# �# !R �� �6 7�' ��o%? ���) W�>� ����%� �R 7��� !%��R .

 7�%/L%� !b���
 ��
 ��L%?)H2S ( hR ���) W�>� �� ���6�� �� 7�@@6 ^��]� #�%� � d��@�� �

�' 7#�/��� D8��@� � |6�%6 ��
 � i� �� � �-%�:) )Schaad et al. 2001 .(  

S��%��� ��L%? � #� T��� !%��R �� � ��  7#��R D56 W�>�MR-VP �' 7#�/���  

), Bogs et al. 1998 Dye 1968 .( 9�L����
 � S�L%8�� 9�L����
 �_� ��- ��L%?DNase �  !%��R �

7�' ��o%? ���'�� ���)  � ��@��`L����� � _%���L ) Lelliot and Stead. 1987( -�DA 
 X�Y .

 d��@? H�� �� 7#�/��� �� S� ( f��@�)Tyndalization (�A �� �%�4 �� ���
�� ��	 �%) )Millipore (

��- D��p �� � 7�' !� ��	�%E/x>� �� ��) W� �? j���- � �' �A�3� ��E _�%o �� ��� 

 �' 	������ �-����)Fahy and Hayward 1983 .(  

����CCCC �����) �������  �����) �������  �����) �������  �����) ������� Tip     �6�� �� �6�� �� �6�� �� �6�� �� � � � �        
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g�- 	/01� *+�6 #�,- !���8�
 � �%) : �������Agrobacterium tumefaciens ��                        ... P}N 

� ��� !�OO��� �� ,�(���� ��� �� �#�$ �( �
 ���� �%�%? #�Y�%
 �� � j� ��%
 �5

=- A	 �%�%? �L%� �����) ������� �� � �-#%� )Tumor inducing plasmid ( �-�' h�<�-�

)����� �� .(� ��� � H�� �� �%�@� S t ���� !���J�
 �)Sambrook et al. 2001( 7#�/��� 

�' .�6�� ����� � A. tumefaciens W�>� ��� �����) ���] LB�' 7#�# D56  . ��P}} 

 d%�>�  ��L� 8��STET)  ���(��O % ,� ? �o�# � !%�X-100 , �x� ��	L �  �EDTA- � *

�a%� ,E� ��	L �  �Tris/HCl ��a%� . ,� pH (  D56 �� 7#%? g��P� �6�� ��4��   �A�3�

�' . |:�N� ��@�l?� )  ��L� 8�� K  ) D��p ��M}  ��L 	��� �# X 
 	���  ( 7#�9A� !R �� �

 _���M} �' �����=- 7�=5����R W�� ' �# �U�$#  . _��� �
 �L%Lr} � H%� hR�# ��-�q 

 _��� |:� � 7#�# �� $ �� � + �# ��o�A�� |:�M}�# �U�$#  g × MN}}} b%/� �-�� 

�-�' .� 	��� d%�>�� *
 � TU�@� � =�# �L%L �� 	��� *Y] )PN�  ��L� 8��  ( !R �� 

 X A� �6 /���R�9� TJL� T )M /�P ( �' �A�3� . _��� �
 �L%L� �# �U�$# g × MN}}} 

�' ��'�# �  �:�� W�%? 	��� D�`$ |:� � �-�' b%/� �-�� . d#�i�O/} 	��� ��A *Y] 

 7�' ��'�# � )N�} ��L� 8�� (# 
 �A�3� # � ��0� T-�)� )�9�� ��� .h%�� D��!#�#  

DNA���) ��� �-�� T�4 �/� _�� �� b%M�$# � �# �Ug × MN}}}�' X�Y-�  . ��(DNA 

 7��R D����%�� d%-�?� ���} %�) _�
 7�=��# �# !�' .5" D�� � �' 7#�# %5�`'� D

��# �#� Ċ �� _�� �� ���# �=- D4�� � # 
�� . ��o�] h%�� �� ) ��(DNA (��!�9�} 

��L� J�0U? ����#  0U� hR  ���' �A�3� !� ��   .D��p DNA�-%�- ������)   �� �


A� �J:�� ��%� ,7�' ����>� , D��pDNA�]��  
 k��� � d%�>�  OD d#�i� ng/µlEx 

DNA �' ����>� .DNA d�{<� �# 7#�/��� !��� �? ������) ºC � # 
 �����=-��.  

�CCCC !%��R  !%��R  !%��R  !%��R PCR    �"� ��
 
��pR �� 7#�/��� ���"� ��
 
��pR �� 7#�/��� ���"� ��
 
��pR �� 7#�/��� ���"� ��
 
��pR �� 7#�/��� ��	o�1	o�1	o�1	o�1            

��� #�%� �#��
 �	�� �( ������9	��� ��-R �=- A ��%
 	%
 � ��� _��q� �� j�#%� 7� ,

Y-� ;@(���� 7 ��) 	� D�� �R � ���) #%�� _��q�� �������9	�) Ti (DA 
 _�%o . |)

���) ~� <��� ����%�%? �L%� � ,  �c8? ���-b �� �� �i0$T-DNA H�� �� �� 7 �Y-� ;@6�� 

 �R � 	�) 	o�1�"� ��
 
 ��pR �� 7#�/��� �At1  

 )5’ ATGCCCGATCGAGCTCAAGT 3’ ( �At2 
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 ����������� �����  

)CCTGACCCAAACATCTCGGCTGCCCA 3’ 5’( � �i0$ �(� d%& �� ���cJ? �� ��� �  

�	 ��� �@@(���	 �' )Haas et al. 1995( . ��
 
��pRAt1 � At2�� �� �i0$ ��-b � T-DNA 

d%0� NOO<�-� %=L� !�%@i� �� ���  �� � h�R�@��� 	� d�1?� ! .�����R S��
 �L%L T"�# �# ;� 

�}}� �L� J� ����- *Y] �# � 	� M}}� �L� J�DA 
 X�Y-�  �.    cJ? �� �� �i0$  DNA �� 

 7�=��#PCR (Mastercycler gradient)  T��'� 	o�1�"� ��
 
��pR ��  ��L� 8�� )�} 

)�d%�%J( ��L� 8�� ���K �dNTP � ./���	�a%�  , *�9�@� �� �6  ��L� 8�� ;'w� ��	 � �a%� 

�x  A��  ��L� 8�� �x � D��p  �� � w ./9-R �]��� *Taq polymerase � �/Gx hR  ��L� 8�� 

 ��L� 8�� j@) � 7�'  �0U? ��� �# !� ��  0U�)�wxX 
%-�- ( DNA  �A�3� �L%L  
 ��  %=L�

�' . �L%L �� �
���# 
 �A�3� 	-�i� Sp�� 7 0$  .L 7�=��# �# �
 �L%PCR  � �-�' 7#�# �� $

���- �?�� ] �%1<� 	 T��' !R  :°C nP _��� r} ��
 ��'� !�' ��� D�� ��-�q DNA 

 #��i? �� |:� ��Gy�? �� �" K  °CnP _�� �� �$# .��U ,°C r� _��� P� ���-�q °C �� 

 _���r} ��-�q  7�' d��4� �# �
 �L%L !���) �# �°C P�-�' ���# �=-   

 )Pulawska and Sobiczewski 2005 .(�) �� |)�cJ? !��   �#PCR ���U� M}� �L� J� �L%L  
 ��  �

�� � ��'�# �� ���
R db �  A�� �# �o�# TBE )Tris/ base O�� �X 
 ��%� ��.�/� �X 
 

EDTA �/}!� ��  0U� hR ��a%� M}}}� ��	L� � (��I
 �������
R db |:� � 7�'   ��

 �� !�M}} _�� �� DL� N D4�� �# 
 ��%A� �JL�� . ����� � X%���?� d%�>� �� 7#�/��� �� db

)M}� �� �# X 
� J��	L� � ( _���N} ;��? D>? ��# db 7�=��# �# � �9��R Z-� �U�$# 

 ~%� d%& �� ;/@� ^����� �%-NrPDA 
 �� $ 	������ #�%�  ��%-�-  )Mazzola et al., 1992( . �#

L� �4%�Y�  
�-%�- ��@6 �# ��%A� �8  	L%8L%� !�� ��  
���@' �� 	�o� ��
bp �xx 9�- 

�' 7#�/���. ���� f� � �)C58 (A. tumefaciens L����	   �(#Ziemieenowicz 7�=5-�# �� 

Jagiellonian!��`�L �' ��A 
  �- �# D�c� �
�' !�%@4 �� � . �
�' �0� �# �( �
�-�� X��?

@4 �� �@�A 
 �� $ D�c�? !�%��' ��A 
  �- �# D�c� ����-. 

        

Y��-Y��-Y��-Y��-����            

MMMMCCCC ������ T��4 ���� ���  ������ T��4 ���� ���  ������ T��4 ���� ���  ������ T��4 ���� ���         

 D/
 W�>� ��� 7#%LR ���L�
 D56 �� |) ���IA �0� �� Z-� ��/� ��
 	@�6 � 
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g�- 	/01� *+�6 #�,- !���8�
 � �%) : �������Agrobacterium tumefaciens ��                        ... P}� 

�-�' 	� T��' �� 	��� �6�� ��
 	@�6 yL�p D� c6� �6 �-�'  
�+ ��o�- . ��
 �-%�- ��

 �4%�Y� 7�' ���R f��MOh�<�-� ����� # 
 �� �	�����'%�� ���-%��R  , � g�b%L%�9�A

�' X�Y-� ��-R ��� g�b%L%�� . 

����CCCC 	��9������ _��q�  	��9������ _��q�  	��9������ _��q�  	��9������ _��q�         

 ���6MO�
 H � ��� 	��9������ !%��R �# ����� �� � y�? �� 	=- A ��%
 � j�%
 �5

 �� |)M� � �O�-#%�- d�
 *��4 ��L%? ��� . �
 H ��� �%
 �5� ��%
 ��
 ^�5- � j

R W�%? �6 	=- A�-#��- !�5- 	���4 �-%={�
 ��-#%� 7�' 	-� ���� !� ��  0U� h .  

� ––––o%1" o%1" o%1" o%1" ����?%@A _�?%@A _�?%@A _�?%@A _�����::::				            

����� ���6 	� W�� ' �# � 7#%� 	/@� ��@��8) � ����`6� �X 
 !%��R  �- �� �
  �#�$ ���%


�-#%�- 96%�
 �� 7#�/��� �� .����� S�� S�@{�
 ���# �# �'� D����$ ����# �
°C �E ,  T�>?

- .�E % ,
�L�������( 9�S ,�a�?�( ,
�L����-b�R 9��-#%� D�c� 7��� � S .�� g� e�
�����   �


 W�>� ���King’s B�@�'��- D@��%�A DL�] �  .L%?�d��-� � ,!�%L , , ��
H2S � S�l�`�� �� 

]� �!%�:)�- ^�� � _� �
�L����?ab 9��%? � S� SO}� �� 7#�/��� � � d� � _� �–L �9��# S ��
 

����/@� �
 �	#%�  .����� S�� 	���?9�� �� 7#�/��� 	��-�%? �
�d%� ,d�C�%@����R ,�%�(a�
 ,

-��� ��'�# �� �%�(a � d%� �� 7#�/��� �� �#�$ 	L���� ��d%� ,����%� ,���%@�d%� ,�%L�
 ? , �%�L��

 �-#%�- �� (%� �) d����.( 

PPPPCCCC _a%1>� ��%A� �8L�  _a%1>� ��%A� �8L�  _a%1>� ��%A� �8L�  _a%1>� ��%A� �8L� PCR            

1>� ��%A� �8L� _a%PCR ���] DNA D��p �� ng/µl�wx �
 
��pR �� 7#�/��� �� �� 

 	o�1�"�At1 �At2   �c8? �� �#�$ �
 ��� ) S�� �6 #�# !�5- ���� � X%���?� �� db �9��R Z-�

 �i0$NOO�-�' ���� D/�  . D�c� �
�' ��
�-�� �� db ��� 7�' #�Y�� ��
�-��) �����

#���-����A. tumefaciens C58 (�6 D'�# DU��0� ��) T8'M.(     ���-%��R j���- ��U>? S�� �#

 ��
 ����� �� ��Iz? � 	�����'%�� �	8�b%L%A�%�A. tumefaciens  !��"�# �� 7��R D��� � �

A Q��� !�'�( S H�� �� 7#�/��� ��PCRDA 
 �� $ ����? #�%� 	o�1�"� ��
 
��pR g�6 �� ....        
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 d���MC _��o%1" 	:�?%@A��
 �����  Agrobacterium tumefaciens  �� 7�' ���!��"�# 

� � �# !�'�( S�A Q��   
Table 1 . Phenotypic characteristics of Agrobacterium tumefaciens strains isolated from 

cypress in the Phin orchard of Kashan  

 

 	
9��)Characteristic(   ;@(��

)Reaction( 

 	
9��)Characteristic(   ;@(��

)Reaction( 

 X 
 ;@(��)Gram reaction(  C   ��@��`�L)Lecithinase(  C  

 ���%
 �'� / ���%
 	�)Oxidative/Fermentative(  C   d�–_���?��? ) L-tartrate(  C  

 D@��%�A ��
 !��=�) ��L%?)Fluorescent pigment(  C   ��� �'�)Growth on(    

j�%
 � 	=- A ��%
 ��� �%�%? ��L%?  

) Tumor on tomato and carrot(  

+  Luria–Bertani agar +  

!��-��L y�� 	@���) Potato rot(  C  SC medium   +  

S�-b�R �a����
#) Arginine dihydrolase(  +  T�>? .�- X�i& � %  

)Growth in 5 % NaC(  

+  

 !�%L ��L%?)Levan formation(  C  �'� �#) Growth at(    

 �a�?�()Catalase(  +  °C �O) Growth at 28°C(  +  

9�L����
 S�%? O} )Tween 80 hydrolysis(  C °C �E) Growth at 35°C( +  

 ����`(�)Oxidase(  +  �� ���� ��L%? ) :Acid from(   

 _� ��- ^��]�)Nitrate reduction(  C   d%�� ����)Erythritol(  -  

 S�?ab 9�L����
)Gelatin hydrolysis(  +   d%��9��)Melezitol(  + 

 ����5- 9�L����
)Starch hydrolysis(  C  d�C �%@����R)L-Arabinose( +  

 S�L%J�� 9�L����
)Esculin hydrolysis(  C   d%���%@��)Inositol(  C  

DNase )DNase activity( C  d%��-��) Mannitol(  +  

� ��L%?d��- )Production of Indole(  C   �%����)Xylose (  C  

 ��L%?H2S S�l�`�� � !%�:) �� )H2S from peptone and cystein(  C   �%L�
 7 ?)Trehalose( C  
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 d����C) ���#�(                     Table 1. (continued) 

 S����( 9�L����
)Casein hydrolysis(  +   �%�L��)Maltose(  C  

 �R 7���)Urease(  +   �%�(a�
)Galactose ( +  
MR / VP   

   
C  �#C d%����%�)D-Sorbitol( C  

 �� 7#�/���) :Utilization of(     �� (%�)Sucrose( C  

d�C S�9�L )L-lysine( C  �%�(a)Lactose( +  

 _� ���)Citrate(  C      

C : /@� ;@(��	 ,L�iA #%�� X�4� � D�( ? �� 7#�/��� X�4 ��_�� 

) -, Negative reaction or no growth(  

 : +D�c� ;@(�� ,L�iA #%���D �( ? �� 7#�/��� �� _��)+, Positive reaction or growth(  

  

��- k���  ����-%��R �� 7��R D��� j�A �9�b%L%�J	 ,��'%����	�� � ������9	���- � � D��� j

 H�� �� 7��RPCRcJ? 	o�1�"� ��
 
��pR g�6 �� �  DNA��� ��
 ��!��"�# �� To�]  

� ��� ����  �$%& !�& � �#A Q�� ��( S !�'# 
 �<5�� �( �7� �
 � �6��� �����  !�& �

 �$%&� �#�SQ��  A. tumefaciens biovar 1 � 	�'��  . . . .��
��6 �� 7��R D��� j���-    # � _��- �� 

L	� � �� !���J�
 � ); Ridé et al., 2000 Ley. 1963 Bernaerts and De( # DU��0�#�� .        

        

 �>� �>� �>� �>�        

� ���d�
 �� 7#%LR � � !��"�# �5 ,� . �(���/@� X 
 	 ,��� ���TJ'  ,`(�� � ���

��- k���  � �( �' ��� D�c� �a�?�(��� j��
 !%��R  � �(�� #���-���� ���@' 	!�%@4 ��   

A. tumefaciens (biovar 1) <5?�7#�# � �'. @{�
�>� �� S��
 W���<�-� D5( 	   

 LB, IA � SC���@' D�� 	�� � ���%M# 
 7#�/��� �� .UA%�� �# D����������%4 �� 	 �� 

�$� �(�� #%�� � �
 d�
 !#%� !�%� � 7��? T�@{�
 � d�
 �# � �(�� D��p S� � DA�� �# 

>� �� 7#�/�����
 W�=�`� D5( 	 #��#  )Sigee 1993 .(������ #%�� ������ ��
 ��  

 A. tumefaciens ���>� �W �
�#�%�   7#�/���,  ���(	� >� � WIA �#    ������ �        ���  
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     M        1                       2                         3                    4                            5                            6                    7                                8                        9                            10                           M 

 
 

 T8'M C �i0$  �cJ? NNO ��� D/� Agrobacterium tumefaciens  	o�1�"� ��
 
��pR �� 7#�/��� ��

At1 � At2 ,  ��
 .
�KM�  M}�  
���@'  	L%8L%� !�� �M}} ��@
# 	� !�5- �� ���� 

 .
�KM , 	/@� �
�')!� ��  0U� hR( , .
�K��  D�c� �
�' )#���-���� �����  

 C58 A. tumefaciens( ��
 .
�K �N 	L� M} ��
 ����� A. tumefaciens  �� 7��R D���

!��"�#� � #%5�� T��' ��  .  
Fig. 1 . Agarose gel electrophoresis of PCR products of Agrobacterium tumefaciens with sepcefic primers 

At1 and At2; M, 100 bp DNA marker; lane 1 is negative control (distilled water); lane 2 is 

positive control (A. tumefaciens, C58) showing the amplification of the fragment approximately 

338 bp in length; lanes 2 to 10, strains of A. tumefaciens isolated from cypress.  

 

>� ���W �
� LB  �SC #%�. � d�
 7��14 D5(��� � � !��"�# �5�>� � D5( W

o�1�"�	 IA  , ��� !�%@4 ��������� �# H�� S� A. tumefaciens (biovar 1) <5?� 7#�# �

bp  ���  
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g�- 	/01� *+�6 #�,- !���8�
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�' .� �#�H�� S &	 _�� �) ��� �� 7��14 D5( �� |�>� � D5( WIA  ,�
 �@
 )� 

 �1<5� ��A. tumefaciens (biovar 1) '�] ���/� ��� 7%�$ 9( � � ��� �'� 	�@@(  .#�' � 

!���J�
 )Schaad et al. 2001 (>� �� 7#�/���� D5( WIA  !�%@4 �� ��� � H�� .� �# f

�������<5? � � �A. tumefaciens (biovar 1) A i�	# ( �-� 7 . 	
#%LR !�9�� � � !��"�#

A Q�� �# d�
 !�& � ��� !�'�( S#%� ���'�%0� ��( �J��4 � � !��"�# �� �$%& �# �� d�
 *

� ���@�'�# �5 .� �#�U>? S�# 
 �<5� ���4 �( ��� *������� d�
 � Q�� �# � � !��"�# 

A� �( !�'�( S�� X 
 ���`- �U0@� .	� �� � �'�� 	��- �� .-�] ;�� � _� 5� _�#%�%�  

9(�"�@{�
 � ���4 S�4��� _�	� 	� � �$%& �# *"� �� � y�� �-�%? �
 �5� � 7�' !�
�

 y�%� �� � H �`
 �������#%'  .U>?� _�US�#%
 � ����?) Tarbah and Goodman 1986  (

� !�5-	'�- *"� � �� � �( �
# 	 �� �
#� �	� �� � �# ������ � �$%& !�& � � %� �5

- q%� ;U�#��#  .#�i�� T��%4����) ���� �� � �Ti  ,������%�� ( �@	 �(�� � �%@? � 

�-b�J	 ��!��9 ������ �� � �#  �-��# ;U-)Zhu et al. 2000, Knauf et al. 1982 .(� #%�� ��� S

� �#�U>? S��( ����� ���
 � ��� d�
 �L%� �A Q�� �# � � !��"�# �!�'�( S A. tumefaciens 

(biovar 1) <5?��-�' 7#�# � .� ��@�����@' X�9L S	��� ��-R �%@? � �
 �-%
 � � � !��"�# 

�� �#�i? D�� �# �%5( �&�@�  ����'�� S� D��  q%� d �@(  . !%��RPCR �U� �#� �� �`

����
 H��  ��@� 	D5( T��'  ,�������o%1" � �� _��'%����	�A � �9�b%L%�J	��- � j

���5�	� ����� 	
# � #%���� ��X�a _�-�J�� #%�� _�%o �# S ,��`] !# � a�� D��� D

PCR J/? ����L%�� .� �(�� 7�-� � H�� �� 7#�/��� Bio PCRo%? �� �	## 
  .  

 

f��@�f��@�f��@�f��@�        

 _�>/o �� ��]�� D��)140-143 (�=-� S���`	#%' �i�� �  . 

  

!�
�-��=- 	-�5- :�%) *+�( #�,- .�- 	/01�, *� � � 	������ 	�4 	��3�  ;<�

!��
 7�=5-�# �����56 7�85-�# 	8'9:
��
 �  	8'9:
��
 ;<�

�����56 7�85-�# ,!�>��%�� , 7�=5-�#!� �? � 	=@
 A B� �� 9( � 

!� ���!�'�(   
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