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  ۲۳۵-۲۴۷: ۱۳۸۹ سال / ۳شماره  / ۴۶جلد   /هاي گياهي بيماري

۲۳۵  

 
 

 ک پاتووار مشابه باي از ير تلخ ناشي خاکشيياي باکتري لکه برگيماريب
Pseudomonas syringae pv. maculicola *   

  

  

BACTERIAL LEAF SPOT OF Sisymbrium irio INCITED 
BY A PATHOVAR CLOSELY SIMILAR TO 
Pseudomonas syringae PV. maculicola  

 

  

۲ برزگري علو ۱مسعود شمس بخش، **۲ انيمياله رح حشمت،۱گانيپژمان خدا
  

  )۱۶/۴/۱۳۸۹ :رشيخ پذي؛  تار۲۵/۸/۱۳۸۸: افتيخ دريتار(

 
  دهيچك

استان تهـران    در منطقه پلور(Sisymbrium irio) تلخ اي هاي خاكشير وحشي يك بيماري لكه برگي روي بوته۱۳۸۲سال بهار در 

متر و اغلب داراي هاله سبز كمرنگ       م ميلي يک و ن  يم تا   ي رنگ، نكروزه، به قطر ن     اي تا سياه  ها مدور تا نامنظم، قهوه    لكه. ديده شد 

ها هيجدا. حاوي ساكارز، يك سودوموناس لوان مثبت جدا گرديد        غذايیهاي آلوده روي محيط آگار      نمونه با كشت . تا زرد بودند  

 ييايميوش ـي و بيکيولوژيزي فيهاآمده از آزموندست ه ج بي بر اساس نتا.د رنگدانه سبز فلورسنت کردندي تولKings Bط يدر مح

 ـجدا. نشان دادندPseudomonas syringae pv. maculicola  با پاتووارييار بالايها شباهت بسهيجدا  ير وحـش يهـا در خاکـش  هي

 يفاده از آغازگرهـا  مراز بـا اسـت  ي پليارهيبا انجام واکنش زنج. ن را داشتنديد زهرابه کرونات ي تول يي توانا يزا بوده و برخ   يماريب

هـا بـه   هـاي سـلولي جدايـه   نقوش الكتروفورزي پروتئين  . دير گرد ي تکث ي باز ۶۹۰ک قطعه   يها  هي در همه جدا   cfl ژن   ياختصاص

 با rep-PCR حاصل از DNA ي انگشت نگاريدر الگو.  شبيه بودP. s. pv. tomatoو  P. s. pv. maculicola  استاندارديهاجدايه

.  درصد شباهت داشـتند ۲۰ها با دو پاتووار مذکور حدود  جدايهERIC-PCR وREP-PCR, BOX-PCR يرهااستفاده از آغازگ

توان باكتري عامل لكه برگي در خاكشير وحـشي را، بـه عنـوان           ي و ژنوتيپي مي   يزا، بيماري يپيهاي فتوت براساس مجموع ويژگي  

   . معرفي نموديديووار جد پاتا احتمالاًي و P. s. pv. maculicola هاي غير عاديجدايه

  

  Pseudomonas syringae pv. maculicola و باکتريايیتلخ، لكه برگي ر يخاکش : يدي كل يها واژه

  

  
  

  دانشکده کشاورزی، دانشگاه تربيت مدرس، تهرانه شده به ي نگارنده اول اراي از رساله دکتريبخش :*

  heshmat_rahimian@yahoo.com :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**

  دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ياهي گيشناسيماريببه ترتيب دانشجوی دکتری و دانشيار . ۱

  ي ساری و منابع طبيعيکشاورزعلوم دانشگاه ، شناسی سلولی و مولکولیزيست و استاديار شناسی گياهی بيماریبه ترتيب استاد .٢
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  ۲۳۵-۲۴۷: ۱۳۸۹ سال / ۳شماره  / ۴۶جلد   /هاي گياهيبيماري 

۲۳۶  

  مقدمه

ــش ــي spp.) (Sisymbriumريخاک ــانواده  ي از گيک ــان خ اه

Brassicaceaeــ  ــه در برخــ ــت کــ ــزارع و ي اســ    از مــ

ــاغ ــه شــکل علــف هــرز روئ ب ــهــا ب ــذر برخــي    از يده و ب

  در مــــورد.  داردي آن اســــتفاده داروئــــيهــــاگونــــه

ــاريب ــايم ــ ايه ــگ ني ــات زي ــاه اطلاع ــترسيادي    در دس

 خــردل ماننــد ن خــانوادهيــگــر اي دياعــضا. ستيــن

ــ ،  (Brassica nigra(L.) W. D. J. Koch)اهيسـ

هـا،   و انواع کلـم  (Brassica napus L. var. napus)شلغم

جـاد کننـده لکـه      ي ا يهاي از باکتر  بسياری يهازبان گونه يم

  Pseudomonas syringae pv. maculicola, از جمله يبرگ

P. viridiflava, P. cichorii و  P. marginalisاســت   

)Fahy & Hayward 1983, Bradbury 1986 .( يبـاکتر  

P. s. pv. maculicola  يعن ـيک بـه آن  ي ـ و پـاتووار نزد  

 P. s. pv. tomatoهـــستندييمارگرهـــاي از جملـــه ب   

ــضا  ــه اعـــ ــوده  يکـــ ــذکور را آلـــ ــانواده مـــ   خـــ

 ارائـه شـده توسـط       يم بند ين دو پاتووار درتقس   يا. کننديم

  P.syringaeسه ينوم گونه ژي از اعضاگاردان و همکاران

ــ محــسوب ــونديم ــاکتر). Gardan et al. 1999( ش   يب

P. s. pv. maculicolaي و در موارديجاد کننده لکه برگي ا 

اسـت  ي از مناطق دن   ياريان در بس  يپائيره چل ياهان ت يت گ يبلا

زبـان آن   يره، م ي ـن ت ي ـ گونه و رقم متعلق بـه ا       ۲۵ش از   يو ب 

  ووار در ن پـــاتيـــا. (Cintas et al 2002)هـــستند 

   کلـم گـل    يهـا  بـرگ  ي نکـروزه رو   يهـا ن از لکـه   يآرژانت

) Brassica oleracea L. var. botrytis L.(ا از ي، در استرال

، خـردل  )Brassica rapa L. var. rapa (ي روغن ـشـلغم 

ــف ــد)Brassica hirta Moench(د يسـ ــردل هنـ  ي، خـ
 Brassica juncea (L.) Czern. var. crispifolia L. H. 

Bailey) (اهيو خردل س ـ (Brassica nigra (L.) W. D. J. 

Koch)چيکا از کلم پي، در آمر ) var. capitata L. (Brassica 

oleracea  ــاز ــردل جداســـ ــت يو خـــ ــده اســـ    شـــ

Wiebe & Campbell 1993),Zhao et al. 2000, Peters et al. 2000 .( 

، بروز P. s. pv. maculicola  ازي ناشيهايلکه برگ علائم

 نکروزه، کوچک و پراکنده در هر دو سـطح بـرگ            ياهلکه

   زرد رنـگ اطـراف آن را احاطـه          يا هالـه  بوده کـه معمـولاً    

وسته، سـطح  يگر پيکديها به لکه يماريشرفت بيبا پ. کنديم

ت و  يفي از برگ را نکروزه کرده و باعث کاهش ک         يترعيوس

  . (Peters et al. 2000)گــردد يت محــصول مـ ـيــکم

د زهرابـه  ي ـ تـوان تول  P. s. pv. maculicolaيهـا هي ـجدا

ن زهرابـه سـبب بـروز       يا.  را دارند  (Coronatine)ن  يکرونات

ل ي دخ ي از فاکتورها  يکيزبان شده و به عنوان      يکلروز در م  

اد شده علاوه بـر   يد زهرابه   يتول.  گردد ي م ي تلق يدر پرآزار 

 سه  ي گونه ژنوم  يگر از پاتووارها  ي د ين پاتووار، در برخ   يا

در مـورد  . (Bereswill et al. 1994)ش شده است ز گزارين

 ره کلم از جمله،يآلوده کننده ت يهايحضور و گسترش باکتر

P. s. pv. maculicola  در دسـت يران اطلاعات چندانيدر ا  

   Xanthomonas compestris pv. incanaeپـاتووار . باشـد ينم ـ

   شـــده اســـت يران جداســـازيـــاز شـــب بـــو در ا 

(Okhovatian & Rahimian 1982) . ياهـان ير از گيخاکـش 

ــس   ــه در ب ــت ک ــاطق ايارياس ــ از من ــورت ي ــه ص   ران ب

 ــ   ــه اقل ــرده و ب ــد ک ــسترده رش ــود رو و گ ــيخ   يم خاص

ن ي ـ ا يائي ـ باکتر يهايماري درباره ب  ياطلاعات. ستيمحدود ن 

  ن ي اولـــيبـــرا. ران وجـــود نـــدارديـــا و ايـــاه در دنيـــگ

ــار  ــب  ــيمــاريک بي ــم لکــه برگ ــا علائ   ر ي خاکــشي روي ب

ــ ــران  تل ــتان ته ــد خ در اس ــده ش ــا. دي ــي ــه ين بررس    ب

ــ عامــل اشناســايیمنظــور    ده يانجــام رســ  بــهيمــارين بي

ــا. اســت ــژوهشيج بخــشيخلاصــه نت   انجــام شــده   از پ

ــيدر زم ــبلاًيمــاري بينــه معرف ــ ن، ق ــه شــدهي   اســت ز ارائ

(Arabi et al. 2002).  
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  ...اکشير تلخ ناشی از يکبيماری لکه برگی باکتريايی خ: خدايگان و همکاران

۲۳۷  

 روش بررسي

  ي و جداسازيبردارنمونه

، در منطقه پلور يعلائم لکه برگ ير، داراي خاکشيهااز بوته

هاي كاغـذي    و در پاكت   يآور جمع ييهااستان تهران نمونه  

رنده ي از برگ که در برگ     ييهابخش. به آزمايشگاه منتقل شد   

 لکه بودنـد پـس از شستـشو بـا آب، جـدا شـده و داخـل                 

. دي حاوي چند قطره آب مقطر خرد گرد       سترون يهاتشتک

 از  يا قطـره   ،شگاهيآزمااي   دقيقه نگهداري در دم    ۳۰پس از   

 ي حاو غذايیسوسپانسيون حاصله روي محيط كشت آگار       

، پـنج  nutrient agar گـرم  NAS) ۲۳, م درصد سـاکاروز ين

دو تـا سـه   . دي ـمخطـط گرد ) گرم ساکاروز در يك ليتر آب 

ــدار   ــشت و نگه ــس از ك ــشتکيروز پ ــا  ت ــا در دم  يه

دو تـا   د رنگ، به قطر     يهاي برجسته و سف   پرگنه شگاه،يآزما

 يهـا ه تـک پرگن ـ   .ندشدمتر در سطح محيط ظاهر      سه ميلي 

ط کــشت ي محــير رويــ و تکثي خــالص ســازيمجــزا بــرا

King`s B (King et al. 1954)دي مخطط گرد.  

  

  ي و فيزيولوژيكيهاي بيوشيمياآزمون

هـاي   و فيزيولوژيـك طبـق روش      شـيميايی هـاي بيو  آزمون

 Fahy & Hayward 1983 ،Lelliott & Stead(متـداول  

1987 ،Schaad et al. 2001 (طيف منابع كـربن  . انجام شد

هـا، بـا اسـتفاده از محـيط معـدني پايـه             قابل استفاده جدايه  

) Schaad et al. 2001برگرفتـه از  (همكـاران  و (Ayer)آيـر 

 و اسيدهاي آمينه با روش      ي آل يدهايقندها، اس .  شد يبررس

ک ي ـا   ت ـ ۲/۰ي  ي و به غلظـت نهـا      سترون) Tyndall(تندال  

نتـايج اسـتفاده يـا عـدم        . درصد به محيط پايه اضـافه شـد       

استفاده از منابع كربني بر اساس مقايسه ميزان رشد و تغيير           

محيط آير فاقد منبـع     (اسيديته محيط کشت نسبت به شاهد       

هـا در    تـشتک  يتا سه هفته پس از كشت و نگهدار       ) كربني

  .ارزيابي گرديد ،C۲۸-۲۵° يدما

  

  ييزاآزمون بيماري

 Solanum lycopersicum)اهان گوجه فرنگـي  ي گيبذرها

L. var. lycopersicum)چيکلــم پـ ـ ،ي، شــلغم روغنـ ـ   

) capitata (B. oleraces L. var. کلم گل ،)B. oleracea 

L. var. botrytis( خـردل ، )Sinapis arvensis L. var. 

orientalis(L.) W. D. J. Koch & Ziz)(ــداب   ، من

)Eruca vesicaria(L.) Cav. ssp. sativa (Mill.) Thell( ،

  زکيـــــو ترت) .Raphanus sativus L( تربچـــــه

)(Lepidium sativum L. ــرايط ــه ، در ش ــاي(گلخان   دم

 °C۲۸ – ۲۰ ( لـومي   -هاي محتـوي خـاك شـني      در گلدان

 ـهي ـ ما ي، برا ي برگ ۱۰ تا   ۵كاشته و در مرحله       اسـتفاده   يزن

  يوچـک خاکـش    ک يهاا بوته يها  اهچهي گ يدر موارد . شدند

) Sisymbrium altisimum و S. irio (ــوک ــشي ش يسه ک

(Capsella bursa-pastoris(L.) Medik)   به صـورت نـشا 

ها بوته .دنديه مزارع انتخاب و به گلدان منتقل گرد       ياز حاش 

هـاي پلاسـتيكي    زنـي در زيـر كيـسه       ساعت قبل از مايه    ۲۴

هـاي مـورد بررسـي، روي محـيط         جدايـه . نگهداري شدند 

NAS ــدت ــه م ــاي ۲۴ ب ــشت و C۲۸° ســاعت و در دم  ك

زان ي ـبـر اسـاس م     (cfu/ml ۱۰۸ بـا غلظـت      يونيسوسپانس

ق ي ـ نـانومتر و رق    ۶۰۰ون در طـول مـوج       ي سوسپانس يکدر

 و  NASط  ي مح ـ يق شده رو  ي رق يها و کشت سلول   يساز

ون بـا محلـول پـاش       يسوسپانـس . ه شـد  يته) شمارش پرگنه 

و متعاقـب آن    ده  ياهان پاش ي گ يهابرگ  و پشت  ي رو يدست

بخـش  .  زخـم شـدند    سـترون ها با فرو بردن سـنجاق       برگ

ق ي رق cfu/ml ۱۰۴ون به غلظت معادل     ي از سوسپانس  يگريد

ق يها در چند نقطه تزرشده و با كمك سرنگ به پشت برگ     

ق و  ي ـ تزر ي بـرا  سـترون به عنوان شاهد از آب مقطـر        . شد

 در  داًها مجد زني، بوته بعد از مايه  .  استفاده شد  يمحلول پاش 
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  ۲۳۵-۲۴۷: ۱۳۸۹ سال / ۳شماره  / ۴۶جلد   /هاي گياهيبيماري 

۲۳۸  

   ســاعت قــرار داده شــد و۴۸زيــر پوشــش پلاســتيكي تــا 

ــداري     ــه نگهـ ــش، در گلخانـ ــتن پوشـ ــس از برداشـ   پـ

ــرا ــه ارز  يو ب ــورت روزان ــه ص ــم ب ــشاهده علائ ــ م    يابي

  .(Arabi et al. 2006)شدند 

  

  مقايسه الگوي پروتئين سلولي

 اسـتاندارد روي    يهـا هي ـر به همـراه جدا    ي خاکش يهاجدايه

ــيط  ــشت داده شـ ـNAمح ــس از  ك ــاعت، ۲۴دند و پ  س

سوسپانسيوني از آنها در آب مقطر تهيه و جذب نوري آنها           

هـا  سلول. ک تنظيم شد  ي نانومتر برابر با     ۶۰۰در طول موج    

ک دهـم حجـم نمونـه، سـديم دودسـيل           ي ـبا اضافه کردن    

 در حمـام    يدرصد و پنج دقيقه نگهدار    ۱۰ (SDS)سولفات  

 ۱۳۰۰۰ه در    دقيق ۱۰آب جوش پاره شده و نمونه به مدت         

 (Supernatant)ن  ياز رونـش  . دور در دقيقه سـانتريفوژ شـد      

 الکتروفـورز   يهـاي سـلولي بـرا     حاصل به عنوان پـروتئين    

ستم ي ـ در س  SDSالکتروفـورز در حـضور      . دي ـاستفاده گرد 

 با ژل متراکم کننـده پـنج   (Laemmli 1970) يوسته لمليناپ

  درصد و در شدت جريـان ثابـت        ۱۰کننده   زيدرصد و متما  

  و بـا رسـيدن رنـگ بـرم فنـل بلـو بـه                ميلي آمپر انجام     ۱۸

  ژل در محلــول رنــگ آميــزي  .انتهــاي ژل پايــان پــذيرفت

ــو، ۱۲/۰حــــاوي     درصــــد كوماســــي بريليانــــت بلــ

   درصـــد اســـيد اســـتيك بـــه ۱۰  درصـــد متـــانول و۵۰ 

ــدت  ــم ــد  ي ــرار داده ش ــيكر ق ــر روي ش ــب ب   ژل . ک ش

تيك تـا    درصد اسيد اس ـ   ۱۰ درصد متانول و     ۵۰در محلول   

 و  ي، رنـگ بـر    ين ـي پروتئ يزمان آشکار شدن شدن نوارهـا     

 درصـد  هفـت  کيد استينه، به اسيشتر زمي بي رنگ بريبرا

 & Ahmadvand) د و از آن عکس گرفته شـد يمنتقل گرد

Rahimian 2005) .  

  

  ط کشتين در محيد زهرابه کروناتي توليبررس

 HSC (Hoitink & Sinden broth medium)ط کـشت يمح

 گرم سولفات   ۲/۰, ميد آمون يک گرم کلر  ي ،رم گلوکز  گ ۲۰(

م ي پتاس ـ ي گـرم د   ۶/۳ ،م فسفات ي گرم منو پتاس   ۱/۴،  ميزيمن

) تـر آب مقطـر    يک ل يم در   يترات پتاس ي گرم ن  ۳/۰فسفات و   

 سـترون د آهن   يکرومولار کلر ي م ۲۰ه و پس از اتوکلاو،      يته

م و به   يش تقس ي آزما يهاط در لوله  يمح. ديبه آن اضافه گرد   

کر بـا   ي ش يها بر رو  د و لوله  يح گرد يه تلق يک جدا ي لوله   هر

 سـاعت قـرار داده      ۷۲قه به مدت    ي دور در دق   ۱۲۰چرخش  

فوژ شـده و    يقه سـانتر  ي دور در دق   ۸۰۰۰ها در   کشت. شدند

 ينيب زمي سيها برشين بر رو يتر از فاز رونش   يکرولي م ۲۰

  ختــه شــد و ي قــرار داشــتند، رســترون يهــاکــه در تــشتک

پس از پـنج    . دي گرد يشگاه نگهدار ي آزما ير دما ها د تشتک

 دنـد ي گرد ي بررس ـ يپرتروف ـيها جهت مـشاهده ه    برش روز

)Schaad et al. 2001.(  

  

  ي ژنومDNAاستخراج 

پس از دو روز رشد در      .  كشت شد  NAها در محيط    جدايه

ــاي  ــلوC۲۸– ۲۵°دم ــه صــورت  ل، س ــر ب ــا در آب مقط ه

هـا در  يونسوسپانـس (OD)  يکـدر . سوسپانسيون درآمدنـد 

 حجم  ۱/۰ واحد تنظيم و به آنها       ۱/۰ – ۲/۰ نانومتر به    ۶۰۰

ها به مـدت    نمونه. م يك نرمال اضافه شد    يد پتاس يدروکسيه

 DNAها، به عنوان    از اين نمونه  . يك دقيقه جوشانده شدند   

ــو ــنش) Template(الگ ــره در واك ــاي زنجي ــراز ه اي پليم

)Polymerase Chain Reaction (داســــتفاده شـــ ـ  

(Arabi et al. 2006) .ه شـده از  ي ـته هاي استانداردازجدايه

 International Collection of)لنــد  يوزيون نيکلکــس

Microorganisms from Plants, Aackland, New 
Zeeland)، P. s. pv. tomato ICMP 3362  و  
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ICMP 3935  P. s. pv. maculicolaزين DNA استخراج و 

  . شدنگاري به كار بردهانگشت در

  

 ـن در جدا  ي حضور ژن مولد کرونات    يبررس  ـ  هي ه هـا ب

 PCRله يوس

 ۶۷تـر متـشکل از   يکرولي م۵۰ ييدر حجم نها PCR واکنش

مـولار سـولفات    يل ـي م ۱۶, ۸/۸ته  يديس با اس  يمولار تر يليم

 ،۲۰ن  ييک درصد تو  ي ،مولار مرکاپتواتانول يلي م ۱۰ ،ميآمون

 ،)BSA (ين گـاو  يتر سرم آلبـوم   ي ل يليکروگرم در م  ي م ۱۶۰

د ي ـ مـولار کلر يلي م۵/۱د، يل سولفوکساي متيد پنج درصد

 مي، دو واحـد آنـز     dNTPکرومـولار از هـر      ي م ۲۰۰م،  يزيمن

Taq تـر از   يکروليدو م ) ناژن تهـران  يشـرکت س ـ  (  مراز، ي پل

 DNAهاي پاره شده با پتاس به عنـوان         سوسپانسيون سلول 

  کومـــــولار از جفـــــت آغـــــازگر  ي پ۲۵الگـــــو، و 

COR-R: GGCGCTCCCTCGCACTTو  CRO-F: 

GGTATTGGCGGGGGTGC (Cuppels & Ainsworth 1995) 
انجـام   )ي کـره جنـوب    Bionnerساخته شده توسط شرکت     (

ي شـامل مرحلـه واسرشـته       يشرايط زماني و دمـا    . رفتيپذ

 چرخه شـامل    ۳۰ به مدت سه دقيقه،      C۹۴°سازي اوليه در    

 اتــصال  ک دقيقــه،يــ بــه مــدت C۹۴°واسرشــته ســازي در 

ک دقيقـه و    ي ـ بـه مـدت      C۶۷° ژنومي در     DNAزگر به   آغا

ک ي ـدر آخـر  .  به مدت دو دقيقه بود  C۷۲° در    DNAتكثير  

 دقيقه، بـه    ۱۰ به مدت    C۷۲° قطعات در    ييمرحله بسط نها  

ر در ي ـتکث. (Cuppels & Ainsworth 1995)کار بـرده شـد  

انجـام  ) Thermo Cyeler, Biometra( دسـتگاه ترموسـايكلر  

  .شد

  

rep-PCR  
 repetitive extragenic palindromic-PCR(rep-PCR(وش ر

، (Versalovic et al. 1991هـاي توصـيه شـده    طبـق روش 

Weingart & Volksch 1997(ر و با استفاده يي تغي، با اندک

 REP-PCR، ERIC-PCR ي شده براي معرفياز آغازگرها

 MWGسـاخته شـده توسـط شـرکت     (BOXA1R-PCR و

 مخلـوط  (Versalovic et al. 1991). انجـام شـد   )آلمـان 

 x۱) ۶۷ ميكروليتـر شـامل بـافر        ۲۵ ييواكنش در حجم نها   

 ،)ميمولارسولفات آمونيلي م۱۶ و pH ۴/۸س يمولار تريليم

ــي م۵/۱ ــ منديـــکلر مـــولار يلـ ــي م۱۰، ميزيـ  مـــولار يلـ

 دو واحـد    ،dNTPکرومـولار از هـر      ي م ۲۰۰مرکاپتواتانول،  

 از هـر آغـازگر و دو        کرومولاري م ۳/۰ ، مراز ي پل Taqم  يآنز

هاي پاره شده با پتـاس بـه       تر از سوسپانسيون سلول   يکروليم

ي شـامل   يشرايط زماني و دما   .  الگو، انجام شد   DNAعنوان  

 به مدت چهـار     C۹۴°مرحله واسرشته سازي اوليه در دماي       

 به مـدت    C۹۴° مرحله شامل واسرشته سازي در       ۳۴دقيقه،  

 اتـصال    ،)ه بـود  ي ـان ث ۵۰ زمان   ،ERIC-PCR يبرا(ه  ي ثان ۴۰

ه در  ي ـ ثان ERIC-PCR  ،۴۵ ي ژنـومي بـرا     DNAآغازگر به   

°C۴۸،ــرا ــ ثانBOX-PCR، ۴۰ ي بـ ــراC۵۰°ه در يـ  ي و بـ

REP-PCR  ،۴۸ ه در   ي ثان°C۴۰  تكثيـر   .  درجه بودDNA  در  

°C۷۲      ي ييك مرحله بسط نهـا    .  به مدت دو دقيقه انجام شد

  . شد دقيقه به کار گرفته ۱۰ به مدت C۷۲°ز در دماي ين

  

  ط انجام الکتروفورزيشرا

 ۵/۱، در ژل آگـارز      PCRالکتروفورز محصولات حاصل از     

، شـرکت   Kb ۱/۲–۱/۰ (يدرصد به همراه يک نشانگر وزن     

Bionner بـرات،   - بـافر تـريس  و در) ي کره جنـوبEDTA   

 )TBE  ،۸۹ مولار اسيد بوريك،    ميلي ۸۹مولار تريس،    ميلي

هـا  نمونـه . نجام شـد  ا ) EDTA  ،۲/۸ ~ pHمولار  دو ميلي 

 TBEپس از اختلاط با پنج ميكروليتر بافر        ) پنج ميكروليتر (

 درصـد گليـسرول در      ۵۰ درصد برم فنل بلو و       ۱/۰حاوي  

هــاي ژل ريختــه شــده و الكتروفــورز در اخــتلاف چاهــك
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 انجام ولت، تا رسيدن برم فنل بلو به انتهاي ژل           ۸۰ل  يپتانس

 ميکروگـرم در  ۵/۰ محلـول ( ژل بـا اتيـديوم برومايـد   . شد

 Ausuble et) بـرداري شـد  رنگ آميزي و عکس) ليترميلي

al. 1992).  

  

  هابندي جدايهتعيين شباهت و گروه

 در ژل،   DNAها با مقايـسه نقـوش قطعـات         شباهت جدايه 

ــه    ــسان در دو جداي ــات هم ــود قطع ــدم وج ــود و ع   وج

) Simple matching coefficient(و تعيين ضريب تشابه ساده 

ل شده و دندروگرام با يتشک تشابه ماتريس. فتصورت گر

 هـاي بـي وزن    هـا از طريـق ميـانگين      روش مقايسه جفـت   

)unweighted pair group method with arithmetic 

averages, UPGMA ( با نرم افزار MVSP 3.13 محاسبه و

  . (Sneath & Sokal 1973)ترسيم گرديد

 
  جينتا

  يهاي فنوتيپجداسازي و تعيين ويژگي

ر داراي علائم لكه برگـي كـه از         يهاي خاکش از كشت نمونه  

هـاي  پرگنـه ي با   يهاآوري شده بود، جدايه   حومه پلور جمع  

 بـه   NASمحدب سفيد رنگ تا بـژ و لعابـدار روي محـيط             

 oC۲۵ هـا بعـد از دو روز در دمـاي    قطر پرگنـه . دست آمد

متر و با   متر و بعد از سه روز حدود سه ميلي        حدود دو ميلي  

 هم شکل كـه     يهاشانزده جدايه با پرگنه   . حاشيه صاف بود  

رنگدانــه ) King`s B) King et al. 1954در محــيط 

هـــاي د كردنـــد انتخـــاب، و ويژگـــييـــفلورســـانت تول

هـا گـرم    جدايـه . ن شد يي آنها تع  شيميايیفيزيولوژيكي و بيو  

اي شـكل، متحـرك، هـوازي، كاتـالاز مثبـت و            منفي، ميلـه  

ن را  يد کرده و آربوت   يها لوان تول   جدايه .اكسيداز منفي بودند  

ن، ين، گلوتــاميهــا از آلانــايــن جدايــه. ز نمودنــديدروليــه

ي يتارتــارات اســتفاده كــرده ولــي توانــا -گليــسرول و دي

تارتـارات را    -استفاده از دولـسيتول، مـالتوز، رامنـوز و ال         

 يـک  جدولها در   هاي فنوتيپي جدايه  ساير ويژگي . نداشتند

  . خلاصه شده است

  

  ي يزابيماري

زني، بـا هـر دو روش محلـول          روز پس از مايه    ۱۰هفت تا   

 يهـا ون به برگ، در پهنـك بـرگ       يق سوسپانس ي و تزر  يپاش

   ۱-۲هـاي نکـروزه بـه قطـر     لكـه (S. irio) ر تلـخ  يخاکـش 

 زرد  ياله هالـه  يوس ـه   ب ها عمدتاً اين لكه . متر ظاهر شد  يليم

 ـ). يک لشك(رنگ احاطه شده بودند      هـا علائمـي را   هجداي

ش، شـلغم   يسه کـش  ي ـ زني در گوجه فرنگـي، ک      هپس از ماي  

چ، کلم گل، خردل يکلم پ ،(S. altisimum) ري، خاکشيروغن

 آبسوخته کـه گـسترش      يهااما لکه . و منداب ايجاد نكردند   

زک ي ـ تربچـه و ترت يهـا  بـرگ ي داشتند بر رو يعينسبتا سر 

ز تــراوش يــپي نودر مــشاهده ميكروســك. ديــمــشاهده گرد

هـاي  ، از حاشـيه لكـه     )ooze (باکتريايیهاي  سلول جمعيت

اهـان شـاهد    يدر گ .  آلوده، ديده شد   يهابريده شده از برگ   

. دي ـ ظـاهر نگرد   ي شده بودند، علائم   يزنهيکه تنها با آب ما    

رتلخ، ي شـده خاکـش    يه زن ي ما يهاها، مجدداً از برگ   باكتري

ــه و ترت ــتربچ ــيط ي ــازي King`s Bزک، روي مح ، جداس

  .گرديد

 
   سلولييهاالگوي پروتئين

 مـشخص نمـود کـه       ي سـلول  يهـا  پـروتئين  يمقايسه الگو 

 ي مـشابه   نـسبتاً  ير، الگـو  يزا در خاکـش   يمـار ي ب يهاجدايه

ــ ــه يداشــته ول ــا جداي ــوار پروتئينــي ب ــدين ن ــا در چن   يه

P. s. pv. maculicola  وP.s. pv. tomato متفاوت بودنـد  .

ــاوت ز ــتف ــ ميادي ــي ــ جدايوان الگ ــا جدا هي ــا ب ــه   هي

P. s. pv. syringaeيهـا چنـين جدايـه  هـم .  وجود داشت  

 P. s. pv. maculicola  وP.s. pv. tomatoــو    ي، الگ
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ــيو. ۱جــدول  ــايژگ ــيميايیوي بيه ــولوژيزي و فش ــاکتري ــايک ب ــازيه ــشي جداس ــده از خاک ــخ در مقاي ش ــر تل ــاي ــا پاتوواره   يسه ب

 Pseudomonas syringae pv. maculicola و P.S. pv. tomato 
Table 1. Morphological, biochemical and physiological characteristics of the bacterial strains isolated from Sisymbrium irio 

compared with those of Pseudomona syringae pv. maculicola and pv. tomato 

  استاندارديهاهيواکنش جدا
 

reaction of standard strains 
Pseudomonas syringae pv. 

 
 

Characteristic 

 
 يژگيو

 

 ري خاکشيهاهيواکنش جدا
 

reaction of  Sisymbrium 
irio  bacterial strainsa 

maculicola  tomato 

      

Hydrolysis of : زيدروليه:    
Esculin 87 نياسکولb + + 
Casein 44 نيکازئb + + 
Tyrosin نيروزيتا + - - 

Tween-80 ۸۰ن يتوئ + + + 
Gelatin نيژلات + + + 

Arabutin نيآربوت + + + 
Starch 69 نشاستهb + + 

Arginine dihydrolase نيز آرژنيدروليه - - - 
Lecithinase نازيلست - - - 

Oxidase دازياکس - - - 
Catalase کاتالاز + + + 

Growth on 3% NaCl 
% ۳ يط حاويرشد در مح

 + + 81b نمک طعام

Growth on 4% NaCl 
% ۴ يط حاويرشد در مح

 - - 6b نمک طعام

Growth on 5% NaCl 
% ۵ يط حاويرشد در مح

 - - - نمک طعام

Nitrae reduction تراتيا نياح - - - 
Urease اورآز - - - 

Production of indole د اندوليتول - - - 
MR ل رديمت - - - 
VP 56 نياستوئb + + 

Potato rot 19 ينيب زميدن سيلهانb - - 

Reducing substances 
from sucrose 

ا کننده از يد مواد احيلتو

 + + + سوکروز

Action on Litmus milk تموسير لياثر بر ش 
31bA 
69b  

KDR 
 

KDR 
 

KDR 
Levan formation توليد لوان + + + 

Dnase دنآز + + + 
Tobacco hypersensitivity فوق حساسيت در توتون + + + 
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  .۱ادامه جدول 

a =۱۶اندها پاسخ مثبت دادههمه جدايه. + = اندها پاسخ منفي دادههمه جدايه = -.  جدايه.  b) =اندي که واکنش مثبت داشتهيهادرصد جدايه .(K =ييقليا.  

 D =هضم .A =اسيدي .R = احيا.  

      a = 16 strains. - = negative results with all strains. + = positive results with all strains. b = percentage of strains with positive 
reaction. K = alkali. D= digest. A= acidic. R= reduction. 

   استاندارديها هيواکنش جدا

reaction of standard strains 
Pseudomonas syringae pv.  

Characteristic 

 
 يژگيو

 

 يهاهيواکنش جدا

 ريخاکش
 

reaction of  
Sisymbrium irio  
bacterial strainsa 

maculicola  tomato 

Production of 
Coronatin 40 نيد كروناتيتولb + - 

Phosphatase 
activity فسفاتاز + + - 

Acid production from  
 

  :د ازيد اسيتول

 
  

 
   

 
Galactose, Sucrose گالاکتوز، سوکروز  + + + 

L-Glutamine نيگلوتام- ال + + + 
D-Arabitol توليآراب-د + + + 
D-Xylose لوزيزا-د + + + 

D-Mannitol توليمان-د + + + 
Glycerol, Glucose سرول، گلوکزيگل + + + 

D-Sorbitol توليسورب-د + + + 
Arabinose نوزيآراب + + + 

mayo-Inositol تولينوزيوايما + + + 
Melibiose 31 وزي بيملb + - 
Fructose 75 فروکتوزb + + 

D-Terhalose ترهالوز-د - - - 
Salicin, Ethanol ن، اتانوليسيسال - - - 
meso-Erythritol توليتريمزوار - - - 

Adonitol, Dulcitol 
تول، يآدون

 - - - توليدولس

D-Lactose, Xylitol توليليلاکتوز، زا-د - - - 
Rhamnose رامنوز - - - 

Raffinose, Maltose نوز، مالتوزيراف - - - 
Cellobiose, وزيسلوب - - - 

Utilization of فاده ازاست:    

Citrate, Succinate 
ترات، يس

 + + + ناتيسوکس

Oxalate, Benzonate اگزالات، بنزوات  - - - 
Malonate مالونات + + + 
Glycine نيسيگلا  - - - 

Valerate, Dextrin نيوالارات، دکستر  - - - 
Galacturonate گالاکترونات - - - 

L-Tartrate تارتارات- ال - - - 
D-Tartrate تارتارات-د  + + + 
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  ...اکشير تلخ ناشی از يکبيماری لکه برگی باکتريايی خ: خدايگان و همکاران

۲۴۳  

  
  .۱۰ه شماره ي با جدايزنهي روز پس از ما۱۰ر تلخ، ي خاکشيها  برگيجاد شده بر روي نکروزه ايلکه ها. ۱شکل 

Fig. 1. Necrotic spots appearing on Sisymbrium irio leaves 10 days after inoculation with strain number 10. 

  

 ي معـدود  ي داشتند و تنها در نوارها     ي مشابه  نسبتاً يپروتئين

  ).۲ شکل(ن آنها تفاوت وجود داشت يب

 
  ط کشتين در محيد زهرابه کروناتي توليبررس

 بـا   ين ـيب زم ي س ـ ياه ـ برش يک هفته پس از آغشته ساز     ي

 يپرتروف ـي از آنهـا علائـم ه      ي، در برخ ـ  HSCط کشت   يمح

ه مـورد آزمـون تنهـا پـنج         ي جدا ۱۸ان  ياز م . ديمشاهده گرد 

 يي، توانـا P. s. pv. maculicolaه بـه همـراه پـاتووار    يجدا

ن است، را نـشان     يد کرونات ي که نشانگر تول   يپرتروفيجاد ه يا

  . دادند

  

  ها هي در جداني حضور ژن مولد کروناتيبررس

ــه جدا ــدر همــ ــه  هيــ ــا قطعــ ــاز۶۹۰هــ    از ژني بــ

(Coronafacate ligase) cfl   از رونــد ي کـه مـسئول بخـش 

ن قطعـه در    ي ـ ا .دي ـر گرد ي ـن است، تکث  يسنتز زهرابه کرونات  

ز ي نP. s. pv. tomato و  P. s. pv. maculicolaيپاتووارها

بـه عنـوان    (P. s. pv. syringaeه ي ـر شد، امـا در جدا يتکث

  .)۳ شکل(د ير نگردي، تکث)يشاهد منف

  

 rep-PCRنقوش قطعات تكثير شده با 

در تمامي   تكثير شدهDNAنقوش تكرار پذيري از قطعات 

دست آمده نشان  ه   ب يسه الگوها يمقا. ها به دست آمد   جدايه

 وجود نداشته امـا از دو       ياديها تفاوت ز  هيان جدا يداد که م  

دست آمده  ه   نقوش ب  يگوال. ز هستند يه استاندارد متما  يجدا

ش ير بي خاکشيهاهي نشان داد که جداREP-PCRبا آغازگر   

 ۱۲گر شـباهت داشـته و در سـطح          يکـد ي درصد بـه     ۹۰از  

در . ز شـدند  ي اسـتاندارد متمـا    يدرصد تـشابه از پاتووارهـا     

ERIC-PCR درصد  ۷۲ر در سطح تشابه     ي خاکش يهاهي جدا 

 ـ  تـشابه  BOX-PCRل دادنـد و در      يک گروه را تـشک    ي ن ي ب

در نقوش به دست آمده     .  درصد بود  ۵۲ر  ي خاکش يهاهيجدا

 درصــد تــشابه، ۷۵ در ســطح rep-PCRبــا هــر ســه روش 

قرار گرفتنـد و    ) کلاستر(ک خوشه   ير در   ي خاکش يهاهيجدا

ــه  ــباهت جداي ــش ش ــاي خاک ــتاندارد  يه ــه اس ــا جداي   ر ب

P. s. pv. maculicola و P. s. pv. tomato ،۲۰  درصـد 

ان سه روش بـه کـار گرفتـه         ياز م ). ۴ لشک(برآورد گرديد   

 يهـا  در انعکـاس تفـاوت     يشتري توان ب  BOX-PCRشده،  

  ).۵ شکل(ن پاتووارها را داشت يموجود ب
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  ۲۳۵-۲۴۷: ۱۳۸۹ سال / ۳شماره  / ۴۶جلد   /هاي گياهيبيماري 

۲۴۴  

  
  

ــکل  ــو. ۲ش ــروتئيالگ ــلوليهــاني پ ــ جداي س ــا در ژل پلـ ـهي ــلامي اکريه ــماره. دي ــاش ــ جدا۹ تــا ۶ يه ــاهي    ري خاکــشيه

) (Psm Pseudomonas syringae pv. maculicola و ،Pseudomonas syringae. pv. tomato (Pst)باشدي م.  

Fig.2 . Polyaciylamide gel electrophoretic protein profiles of strains inciting Sisymbrium irio leaf spot (Lanes 6-9) and 
Pseudomonas syringae pv maculicola(lane Psm) and Pseudomonas syringae pv. tomato (Lane Pst) 

  

  
 تـا  ۱ يشـماره هـا  . .ديوم برومايدي شده با اتيزي درصد رنگ آم۱ يدر ژل اگاروز نير شده از ژن مولد کروناتي تکثي باز۶۹۰قطعه . ۳شکل 

ــهجــده جدا ــوزده و بي خاکــشيهــاهي ــر و شــماره ن ــه ترتي    وPseudomonas syringae pv. maculicola ياهيــب جدايــست ب

Pseudomonas syringae pv. tomato باشدي م  .Cوي کنترل منف Mاستي نشانگر جرم مولکول .  

Fig. 3. The 690 bp fragment from the coronatine gene in 1 % agarose gel stained with etidium bromide. Sisymbrium 
isolates(Lane 1 to 18). Pseudomonas syringae pv. maculicola (lane 19) and Pseudomonas syringae pv. tomato (lane 20). 
C: water for DNA template(Negative control). M: 1500-bp DNA ladder. 

  

  بحث

، در منطقه   ير در چند سال متوال    ي خاکش يياي باکتر يلکه برگ 

 يهـا برگ  جدا شده ازيده شد و باکتريپلور استان تهران د  

 شـيميايی وي ب  و يکيولـوژ يزي ف يهـا ياه پس از بررس ـ   ين گ يا

 ص داده شــد ي تــشخP. syringae از گونــه يپــاتووار

)Palleroni et al. 1973و  Schaad et al. 2001 .( ــر ب

 مورد استفاده، از جمله     ي دامنه منابع کربن   يهايژگياساس و 

ر ي در خاکـش   يماريجاد ب يتارتارات، لاكتات و اريتريتول و ا     

 مشخص P. s. pv. maculicola عامل مشابه با يتلخ، باکتر

 ,Young & Triggs 1994 ,Schaad et al. 2001)دي ـگرد

Bradbury 1986)  .ــايی ــه  وشناس ــدطبق ــاکتريبن   ي ب

P. s. pv. maculicola      بـه سـبب شـباهت آن بـه پـاتووار   
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  ...اکشير تلخ ناشی از يکبيماری لکه برگی باکتريايی خ: خدايگان و همکاران

۲۴۵  

  
-REP يآغازگرهـا بـا اسـتفاده از   rep-PCR ر در آزمون يدست آمده از خاکشه  بيهاهي جداي اثر انگشتي الگويبيدندروگرام ترک. ۴شکل 

PCR, ERIC-PCR و BOX-PCR .ـب و نـوزده  يهار و شمارهي خاکشيهاهي جداهجده تا ۱ يهاشماره   ـ بـه ترت ستي  ـب جداي   ياهي

Pseudomonas syringae pv. maculicolaو  Pseudomonas syringae pv. tomato باشدي م .  

Fig.4. Dendrogram obtained by comparison of strains isolated from Sisymbrium irio (lanes 1 to 18 Pseudomonas syringae pv. 
maculicola (lane 19) and Pseudomonas syringae pv. tomato(lane 20).  

  

  
  

ست ي نوزده و بيهار و شمارهي خاکشيهاهي تا هجده جدا۱ يها شمارهBOX- PCRها با  جدايهDNAنقوش قطعات حاصل از تكثير . ۵شکل

 ـ  C .باشدي م Pseudomonas syringae pv. tomato و Pseudomonas syringae pv. maculicola ياهيب جدايبه ترت و   ي کنتـرل منف

Mباشدي مي باز۱۰۰ ي نشانگر جرم مولکول.  

Fig. 5. BOX – PCR fingerprint of bacterial strains isolated from Sisymbrium irio(lanes 1-18) and those of Pseudomonas 
syringae pv. maculicola(lane-19) and Pseudomonas syringae pv. tomato(lane 20). C: water for DNA template(Negative 
control). M: 100-bp DNA ladder. 

  

tomato P. s. pv.    تـشابه دو  . همواره مـشکل بـوده اسـت

ــاتووار در ط ــپ ــي ــابع کربن ــورد اســتفاده و دايف من ــه  م   من

 Zhao et al. 2000, Bradbury) باشـد ي م ـيي ـزايمـار يب

1986, Schaad et al. 2001) .ر تفاوت قابل ي اخيدر بررس

ن ي ـ ا يکيولوژيزي و ف  شيميايیوي ب يهايژگي در و  ياملاحظه

 ر از پـاتووار   ي خاکش يهاهي جدا .ديدو پاتووار مشاهده نگرد   

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  ۲۳۵-۲۴۷: ۱۳۸۹ سال / ۳شماره  / ۴۶جلد   /هاي گياهيبيماري 

۲۴۶  

P. s. pv. maculicolaر يبـر ش ـ  اثـر  ماننـد  ييهايژگي در و

ز نـشاسته   يدرولي، ه ينيب زم ي س يهادن ورقه يتموس، لهان يل

ــ بي ماننــد ملــي از منــابع کربنــيو اســتفاده از برخــ وز و ي

 يهـا هي ـ جدايي ـزايمـار ياز نظر ب .ز بوديفروکتوز قابل تما

ن نظـر  ي هستند و از اي محدوديزباني دامنه مير دارا يخاکش

 P. s. pv. maculicola بـا پـاتووار   ياتفاوت قابل ملاحظه

 و شناسـايی  ي برايزبانيتوجه به نوع علائم و دامنه م .دارند

ز پاتووارهـا   ي در تمـا   يار اصل يز پاتووارها، به عنوان مع    يتما

د ي ـتولDye et al. 1980).  ( مطرح و مـورد اسـتفاده اسـت   

گران به عنوان   ي است که در مطالعات د     ين از موارد  يکرونات

ــي ــي از ويک ــايژگ ــ ايه ــاتووار ي ــن پ ــر از ي ديو برخ   گ

ــومياعــضا ــه ژن ــه شــده اســت ي گون    ســه در نظــر گرفت

(Zhao et al. 2000) . ن زهرابه بـه عنـوان فـاکتور مهـم     يا

 P. s. pv. maculicolaو .tomato P. s. pv دو پاتوواريپرآزار

ــده  ــسوب ش ــالاً(Bender et al. 1987) مح  در  و احتم

 الت داردز دخي ن.atropurpurea P. s. pv پاتووار يپرآزار

(Sato et al. 1983). ن يد کرونـات ي ـ توليسـنج ستي ـدر ز

   يهـا ن زهرابـه در بـرش     ي ـد ا ي ـهـا بـا تول    هي ـ از جدا  يبرخ

 يارتبـاط مشخـص   . جـاد نمودنـد   ي ا يپرتروفي ه ينيب زم يس

 نکروزه با هاله زرد رنـگ در        يها مولد لکه  يهاهيان جدا يم

، يط مـصنوع  ي مولـد زهرابـه در مح ـ      يهاهير و جدا  يخاکش

  احتمـالاً  هاهيه جدا ي نشان داد که کل    cflر ژن   يتکث.  نشد دهدي

 در  يپرتروفيد ه يد زهرابه هستند و عدم تول     ي توان تول  يدارا

ــ ــيب زميســ  ــينــ ــط برخــ ــ از جداي توســ ــا هيــ   هــ

ر يي ـ و عوامـل متغ    يط کـشت و نگهـدار     يتواند بـا شـرا    يم

استفاده از  . ها ارتباط داشته باشد   هي جدا يکيا ژنت ي و   يطيمح

ت ي با توجه به سهولت کار، حـساس       ي اختصاص يآغازگرها

 بـه   (PCR) مراز   ي پل يارهيبالا و سرعت انجام واکنش زنج     

ن دســته از يــ اشناســايی در ياه شــدهيعنــوان روش توصــ

ــرار گرفتــــه اســــت  ــا، مــــورد توجــــه قــ   پاتووارهــ

(Weingart & Volksch 1997) .ل در ي ـ دخيها ژنيابيرد

ــتول ــوان  ي ــه عن ــه ب ــ از روشيکــيد زهراب    شناســايی ياه

 ز،ي ـنP. s. pv. phaseolicola ماننـد   يگـر ي ديهـا يباکتر

با توجه به عدم . (Prosen et al. 1993)  دارديي بالايکارآئ

 بـر اسـاس   P. syringae دقيق پاتووارهـاي  شناسايیامكان 

ــيميايیهـــاي بيوويژگـــي    و فيزيولـــوژيكي و مـــشابهشـ

بودن دسـت كـم چنـد پـاتووار از نظـر ايـن خـصوصيات                

)Young & Triggs 1994 ،Gardan et al 1999(، شناسايی 

ي يزار عمدتاً بر پايه بيماريي خاکشيمولد لکه برگ هاهيجدا

. رفتين صـورت پـذ    يد کرونـات  يل در تول  ي ژن دخ  يابيو رد 

  نـسبتاً يزبـان ي دامنـه م ي داراP. s. pv. maculicolaپاتووار 

 در يبرگجاد لکه يره شب بو بوده و علاوه بر ا  ي در ت  يعيوس

  ز ي ـ ن يره کلـم در گوجـه فرنگ ـ      ي ـ ت يهـا تـه يهـا و وار   گونه

 & Wiebe & Campbell 1993, Cuppels),  زاستيماريب

 Ainsworth 1995, Zhao et al. 2000) .يي ـزايماريعدم ب 

 ي قبل هایشي دو رقم کلم در آزما     ير رو ي خاکش يهاهيجدا

 ين بررســيــ و در ا(Arabi et al. 2002)د يــمحــرز گرد

 خــانواده يهــا از گونــهيگــريخص شــد کــه تعــداد دمــش

با توجه به دامنـه  . ستنديها حساس ن  هين جدا يان، به ا  يپائيچل

ــانيم ــدود جدايزب ــ مح ــه برگـ ـ يهــاهي ــل لک    در ي عام

 .tomato P. s. pv يان آنها و پاتووارهـا ير تفاوت ميخاکش

. توان قابـل توجـه دانـست   ي را مP. s. pv. maculicola و

 ي الگـو  ير دارا ي در خاکـش   يمـل لکـه برگ ـ    هـاي عا  جدايه

 ـ   يکـد ي با تشابه بالا بـا       يپروتئين  ي در نوارهـا   يگر بـوده ول

 . اسـتاندارد تفـاوت داشـتند      يها با جدايه  ي متعدد يپروتئين

 يها منعکس کننده محتو   ي باکتر ي سلول يهاني پروتئ يالگو

اعتمــاد در   قابــلي آنهــا بــوده و بــه عنــوان ابــزاريکــيژنت

رگونـه بـه    يژه در سـطح ز    ي ـ آنها به و   يبند و طبقه  شناسايی

 & Vandamme et al. 1996, Li)شــمار آمــده اســت 

Hayward 1994, Prakash et al. 2007, 
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  ...اکشير تلخ ناشی از يکبيماری لکه برگی باکتريايی خ: خدايگان و همکاران

۲۴۷  

Keresters & Deley 1975) . يي ـزايماريببا توجه به عدم 

هـا و   گر از گونه  ي د ي کلم و تعداد   ير رو ي خاکش يهاهيجدا

   يهـا زبـان ي خـانواده کلـم کـه بـه عنـوان م           يهـا ر گونـه  يز

ــيطب ــم يع ــستندP. s. pv. maculicola و مه ــرح ه    مط

(Wiebe & Campbell 1993, Cuppels & Ainsworth 
1995, Zhao et al. 2000)ـيهـا هي، شباهت جدا  دسـت  ه  ب

 ينگـار ر بـا جدايـه اسـتاندارد در انگـشت         يآمده از خاکـش   

  و شناسـايی  يد برا ي مف ي که به عنوان ابزار    rep-PCR يکيژنت

 از  ياهيگ يزابيماري يهاي باکتر يکيروابط تاکسونوم ن  ييتع

 دي ـ گردنيـي  مطرح است، تعP. syringae يجمله پاتووارها

(Vincente & Steven 2007, Louws et al. 1994; 
Rademaker et al.1998. .Weingart & Volksch 1997) 

ب ي ـ و ترک  rep-PCR بـا اسـتفاده از روش        يانگشت نگـار  

  ر از ي خاکـش  يهـا هي ـن داد کـه جدا    دندروگرام حاصل، نـشا   

P. s. pv. maculicola و P. s. pv. tomato گر ي از همـد

ر تلـخ، تـاکنون     ي خاکـش  يياي باکتر يلکه برگ . ز هستند يمتما

.  شده است  ديدهران و در منطقه پلور استان تهران        يتنها در ا  

 که  استر تلخ   ي، خاکش يعيط طب ي در شرا  ين باکتر يزبان ا يم

هـا در   هين جدا ي ا ي شود ول  يحسوب م  علف هرز م   ياگونه

  ز يـــــزک نيـــــط گلخانـــــه در تربچـــــه و ترتيشـــــرا

 ارائه شده احتمـال     يهايژگيبا توجه به و   . هستندزا  يماريب

، ير وحـش ي بـه دسـت آمـده از خاکـش         يهـا هيرود، جدا يم

 باشد که P. syringae از ياف نشدهيمتعلق به پاتووار توص

ــيتع مــستلزم انجــام  آن يکيق تاکــسونوميــت دقيــن موقعي

 ژنوم  ي از نواح  ي برخ ين توال يي تع مانند يپي ژنوت يهاآزمون

 اسـتاندارد   يهـا هي ـ با جدا  DNA يزان همولوژ ي م يو بررس 

هاي فنوتيپي،  در حال حاضر براساس مجموع ويژگي     . است

توان بـاكتري ايجـاد كننـده لكـه         مي و ژنوتيپي  ييزايماريب

 ـ          هـاي غيـر    هبرگي در خاكشير وحشي را، بـه عنـوان جداي

 P. s. pv. maculicola محدود يزباني دامنه ميا دارايعادي 
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