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  *اولين گزارش از بيماري لكه برگي باكتريايي ذرت در ايران

FIRST REPORT OF BACTERIAL LEAF SPOT OF MAIZE IN IRAN 

  1و محمد رضا عالي منش **2، سيد محسن تقوي1حسين ميرزايي نجفقلي

  )27/5/1393 :پذيرش؛ تاريخ 7/5/1392: تاريخ دريافت(

  چكيده
. در گياهان ذرت مشاهده گرديد) هاي آجريلكه(از مزارع ذرت در منطقه باجگاه، علائم لكه برگي  1390بازديدهاي انجام شده در پاييز طي

شد و پس از لـه كـردن در آب مقطـر سـترون، روي      هاي گياهان آلوده به آزمايشگاه منتقلبه منظور بررسي و شناسايي عامل بيماري، برگ
هوازي اختياري منفي و بي اكسيداززرد رنگ، ، منفي گرمساعت يك باكتري  72پس از . كشت گرديد) EMB( بلومتيلن ائوزين محيط كشت

جه سـانتيگراد، توليـد رنگدانـه    در 37هاي لوان، رشد در دماي نتايج آزمون. جداسازي گرديد نمونه جدا گانه گياه ذرت داراي علائم 15از 
هـاي لسـتيناز، رشـد در    اما نتايج آزمـون . ، تحمل نمك طعام دو درصد، توليد اندول، استوئين و سيترات مثبت بودندYDCزرد روي محيط 

. ودنـد منفـي ب  80، ذوب ژلاتين، هيـدروليز آرژنـين، آسـكولين و تـوئين     KBدرجه سانتيگراد، توليد رنگ فلورسنت روي محيط  41دماي 
ها قـادر بـه اسـتفاده از ساليسـين،     جدايه. ايجاد كرد واكنش فوق حساسيت همچنين اين باكتري شير ليتموس را اسيدي نمود و روي توتون

همچنـين آزمـون اثبـات    . آربوتين، رافينوز، ملوبيوز، سلوبيوز، سوكروز و آرابينوز بودند، اما توانايي استفاده از مالونيـك اسـيد را نداشـتند   
آن  16S rRNAها مورد بررسي تكميلي قرار گرفت و بخشي از ناحيـه  سپس يكي از جدايه. هاي ذرت انجام گرديدزايي روي گياهچهماريبي

، باكتري مذكور بـه  16S rRNAيابي ناحيه زايي و تواليبا توجه به علائم بيماري، خصوصيات فنوتيپي، آزمون بيماري. يابي شدتكثير و توالي
  .باشداين نخستين گزارش از وجود اين بيماري در ايران مي. تشخيص داده شد Pantoea stewartii subsp. Indologenes عنوان 

  Pantoea stewartii subsp. indologenes، ايران، 6S rRNA1لكه برگي، ذرت، ژن : كليدواژه

  مربوط به تحقيقات بر روي بيماري هاي ذرت در شهرستان شيراز* 
   mtaghavi@shirazu.ac.ir :مكاتبات، پست الكترونيكيمسئول ** 

  دانشجوي دوره دكتري، گروه گياهپزشكي، دانشگاه فردوسي مشهد، مشهد -1
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  مقدمه
يكي از مهمترين بيمارگرهاي باكتريايي Pantoea جنس 
 Pantoeaهـاي  و داراي گونـه )  .Zea mays L(گياه ذرت 

agglomerans ،P. dispersa ،P. citrea ،P.punctata ،P. 

terrea ،P. ananatis  و P. stewartii ها گونهاين . باشدمي
روي گياهان چغندر، گچ دوست، اكـاليپتوس، بـرنج، ذرت،   

 Brady et(ارزن، آناناس و صمغ گوار بيمـاري زا هسـتند   

al. 2008; Burr et al. 1991; Cother et al. 2004; 
Coutinho et al. 2002; Emam 2005; Goszczynska et 

al. 2007  .( ــه ــر  P. stewartiiگونــ داراي دو زيــ
 Pantoeaو  Pantoea stewartii subsp. stewartiiگونـه 

stewartii subsp. indologenes  اســت كــه زيــر گونــه 

stewartii  ــي ــتوارتي ذرت م ــي اس ــبب پژمردگ ــودس و  ش
سبب لكـه برگـي ارزن دم روبـاهي     indologenes زيرگونه 

)Setaria italica(  ذرت و ارزن مرواريـد ،)Pennisetum 

americanum(  پوسيدگي آنانـاس ،)Ananas comosus ( و
ــوار  ــي) Cyamopsis tetragonolobus(صــمغ گ . شــودم

آزمون اندول مهمترين آزموني است، كه براي تفكيك ايـن  
بـا  ). Wensing et al. 2010(بـه كـار مـي رود     دو زيرگونه

 هاي آجري رنگ و آب سوختهتوجه به مشاهده علائم لكه

قيـق  هاي ذرت در استان فارس، هدف از اين تحروي برگ
زايـي و  شناسايي و بررسي خصوصـيات فنـوتيپي، بيمـاري   

 .باشدژنوتيپي عامل بيماري مي

 بررسي روش

جدايه باكتريايي از گياهان ذرت داراي علائـم   15تعداد 
كيلـومتري   15لكه برگي و آب سوخته در منطقـه باجگـاه،   

هـاي  شناسـايي جدايـه  . شمال شهر شيراز جداسازي گرديد
ــدادي   ــط تع ــذكور توس ــونم ــيميايي و  از آزم ــاي بيوش ه

فيزيولوژيك براساس روش كواكس، فهي و پرسلي، و شاد 

 .Fahy and Parsley 1988; Schaad et al(و همكـاران  

2001; Kovacs 1955 (همچنين آزمون فـوق  . انجام گرديد
-هاي توتون و آزمون اثبات بيماريحساسيت روي گياهچه

در  704اس هاي ذرت رقـم سـينگل كـر   زايي روي گياهچه
مرحله چهار برگي به روش شاد و همكاران انجـام گرديـد   

)Schaad et al. 2001; Klement et al. 1964.( 

هـاي  ها توسط آزمـون به منظور صحت تشخيص جدايه
انجام شده، يك جدايه به عنوان نماينده انتخـاب شـد و بـا    

-با تـرادف  Proteobacteriaاستفاده از آغازگرهاي عمومي 

و   TGCCAGCAGCCGCGGTA -3’(16s-F-’5(هـاي  
)5’-GACGGGCGGTGTGTACAA-3’ (16s-R  ــه بـــ

 Sاي از ناحيـــه روش گـــوش و همكـــاران، قطعـــه  

rRNA16   تكثيـر گرديـد)Ghosh et al. 2010(.  دي ان اي
ــزان    ــه مي ــه و ب ــاكتري تهي ــه روش جوشــاندن ب  3الگــو ب

 .ميكروليتر در هر واكنش مورد استفاده واقع شد

توسـط   S rRNA16يـابي ناحيـه   تـوالي پس از تكثير و 
هـاي حاصـل در برنامـه    جنوبي، تواليشركت ماكروژن كره

BLASTn  موجــود در پايگــاهNCBI  مــورد بررســي قــرار
-Neighbor روشهمچنين درخت فيلـوژنتيكي بـه   . گرفت

Joining با آزمون Bootstrap   ترسـيم شـد   تكـرار   500بـا
)Hauben et al. 1998.( 

  بحث و تايجن
بررسي خصوصـيات بيوشـيميايي، فيزيولـوژي و فـوق     

ها گـرم منفـي و   جدايه نشان داد كه حساسيت روي توتون
كشت عصاره مخمـر  هوازي اختياري بوده و روي محيطبي

توليـد رنگدانـه زرد   ) YDC(دكستروز كربنات كلسيم آگار 
هاي توليد انـدول، اسـتوئين، لـوان،    نتايج آزمون. مي نمايند

درجـه   37حساسـيت روي توتـون، رشـد در     كاتالاز، فوق
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سانتيگراد و تحمل نمك طعام دو درصد مثبـت امـا نتـايج    
ــوئين  آزمــون ــدروليز آســكولين، ت و  80هــاي لســتيناز، هي

درجــه ســانتيگراد و اكســيداز منفــي  41آرژنــين، رشــد در 
ها قادر به اسـتفاده از ساليسـين،   همچنين همه جدايه. بودند

يـوز، سـلوبيوز، سـوكروز و آرابينـوز     آربوتين، رافينوز، ملوب
در آزمـون  . بودند، امـا از مالونيـك اسـيد اسـتفاده نكردنـد     

هاي ذرت علائم ابتدا به صـورت  زايي روي گياهچهبيماري
هـاي آبسـوخته و در مـواردي سـوختگي شـديد روي      لكه
هاي شـاهد  هاي ذرت نمايان شد، در حالي كه در برگبرگ

هـا  ين در بعضي از گياهچـه همچن. اين علائم ظاهر نگرديد
داشت به طـوري  ها پيشرفت بيشتري ميزان سوختگي برگ

  ).1-شكل(ها گرديد  كه سبب مرگ تعدادي از گياهچه
از ناحيـه   جفت بـازي  940در يكي از جدايه ها ترادف 

16s rRNA   ــاي ــتفاده از آغازگره ــا اس  16s-Rو  16s-Fب
يابي و بلاست كـردن ناحيـه   پس از تكثير، توالي. تكثير شد

، جدايه موجود بيشترين NCBIاي تكثير شده در پايگاه داده
 P. stewartii   subsp. indologenesشباهت را به بـاكتري  

، بـا  MEGA 5ا نرم افزاردرخت فيلوژني بهمچنين . داشت
ــتفاده از روش ــت  Neighbor-Joining  اس ــيم و درخ ترس

آزمايش شد تكرار  500با  Bootstrap ترسيم شده با آزمون
 ). 2 -شكل(

ي تـوال  ي،مولكـول  ييدر شناسـا  يقدق يهااز روش يكي
باشـد كـه در ايـن    باكتريـايي مـي   16S rRNA يابي ناحيـه 

قسـمت   ينا. شد استفادهه يابي اين ناحيتحقيق نيز از توالي
باشـد كـه   يم يريتغو محفاظت شده ي نواح يدارا از ژنوم
حاصل تفـاوت   ،باكتري هاي نزديك از نظر فيلوژنيتفاوت 
در آنـاليز   .)Krawczyk et al. 2010(ير است متغ يدر نواح

موقعيـت  ) 2 -شكل( 16S rRNAفيلوژنتيكي ترادف ناحيه 
ــي   ــه ايرانـ ــوژنتيكي جدايـ  .P. stewartii subspفيلـ

indologenes  ــه ــا جدايـ ــباهت را بـ ــترين شـ ــاي بيشـ هـ
FJ611852 ،JN175332 ،GU942726  وGU942727 

 .داشت P. stewartii subsp. indologenesزيرگونه 

با استفاده از خصوصـيات فنـوتيپي و بيوشـيميايي ذكـر     
هاي سـاير محققـين ماننـد توليـد انـدول،      شده در پژوهش

، اسـتفاده از سـيترات، توليـد اسـيد از     هيدروليز آسـكولين 
ــه   ــوتين و ســلوبيوز زيرگون  P. stewartiiساليســين، آرب

subsp. indologenes  ازP. stewartii subsp. stewartii 
هـاي مـورد نظـر    ها با جدايهشود، كه اين آزمونتفكيك مي

هاي انجام شده براي زيرگونـه  نتايج آزمون. مطابقت داشت
P. stewartii subsp. indologenes  مثبت اما براي زيرگونه

P. stewartii subsp. stewartii  منفي است)Mergaert et 

al. 1993; Wensing et al. 2010 .( همچنــين براســاس
 .Pكارهاي مرگارت و همكاران، به منظور تفكيك زيرگونه 

stewartii subsp. indologenes  از گونهP. annanatis  از
 37و رشـد در   80هيـدروليز تـوئين    هـاي تفكيكـي  آزمون

 P. stewartiiدرجه سانتيگراد استفاده گرديد، كه زيرگونـه  

subsp. indologenes      درجـه   37قـادر بـه رشـد در دمـاي

  
 Pantoeastewartii علائم ايجاد شده توسط جدايه -A.1شكل 

subsp. Indologenes  بر روي گياهچه ذرت رقم سينگل كراس
گياهچـه ذرت شـاهد مايـه     -B. ده روز پس از مايه زني 704

 .زني شده با آب مقطر سترون

Fig. 1. A: Symptoms caused by Pantoeastewartii 
subsp. indologenes on a corn single cross 704 
seedling, 10 days after inoculation. B: Control 
corn seedling mock inoculated with water. 
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نبــود  80ســانتيگراد بــود، امــا قــادر بــه هيــدروليز تــوئين  
)Mergaert et al. 1993 .(  با توجه به خصوصيات فنـوتيپي

يابي ناحيـه  زايي و تواليو بيوشيميايي، آزمون اثبات بيماري
S rRNA16 ــاكتري مــذكور بــه عنــوان  P. stewartii، ب

subsp.indologenes ــد ــخيص داده ش ــتين . تش ــن نخس اي

  .و عامل آن در ايران است گزارش از وقوع اين بيماري

  منابع
مـتن انگليسـي مراجعـه     188ة جهت ملاحظه به صـفح 

  .شود
  

  
با برخـي از   Pantoea stewartii subsp. indologenesجدايه ايراني  16S rRNAدندروگرام قرابت ترادف قطعه اي از ژن .  2شكل 
  .NCBIموجود در بانك اطلاعات  Enterobacteriaceaeهاي خانواده جدايه

Fig. 3.Dendrogram depicting the estimated phylogenetic relatedness of the Iranian isolate of Pantoea stewartii 
subsp. Indologenes among selected species in Enterobacteriaceae isolates, based on pairwise comparisons of 
partial 16S rRNA sequences. 
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