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    پاتوواركي از يآلود ناش  خوابي ختميا هيزاو هك ليماريب

  * Pseudomonas syringae pv. syringaeمشابه با 
 

ANGULAR LEAF SPOT OF SLEEPY MALLOW INCITED BY A 

PATHOVAR, CLOSELY SIMILAR to  Pseudomonas syringae
 
 pv. syringae 
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  دهيچك
 ـيدر چند سال متـوال  (Malvaviscus pendulifloru) آلود  خوابي ختميا هيزاو هك ليماريب  يهـا   از منـاطق اسـتان  ي در برخ

. بودنـد ل و بدون هالـه  ك شيا هيزاو رنگ، يا ، قهوه نكروزهمتر، يلي م۴ تا ۳ به قطر ها لكه. ه استمازندران و گلستان مشاهده شد    
 نوع و   ، يپي فنوت يها  يژگيها در و    هيجدا. دي گرد يننده لوان جداساز  كد  ي و تول  يداز منف يسك سودوموناس ا  كيمار،  ي ب يها  از برگ 

 ـ ناحي و تـوال يسـلول  چـرب  يدهايزان اسيم  بودنـد و  Pseudomonas syringae pv. syringae ه بـه پـاتووار  يشـب  ITSه ي
 ـدر وا. آلود، بـه اثبـات رسـيد     خوابي ختميها  به برگ يزن  هيي آنها با ما   يزا  بيماري  ـنش زنجك  ـيا رهي مـراز بـا اسـتفاده از     ي پل

 ـ در همه جدا   syrB ژن   ي اختصاص يآغازگرها  ـهـا،   هي  ـرگرديثك تي جفـت بـاز  ۷۲۰ قطعـه  كي   ينگـار  انگـشت  ي در الگـو .دي
,DNA rep-PCR،ها از پاتووار  جدايه P. s. pv. syringae ـزان شباهت آنهـا بـه جدا  ي شده و مكيكتف   درصـد  ۲۸ه مرجـع  ي

 ـ    ينتـا . برآورد شـد    ـين تـوال يـي تع و يزبـان ي دامنـه م   ي مقـدمات  يج حاصـل از بررس   ي حفاظـت شـده ژنـوم   هـاي ژن از ي برخ
(gyrB, rpoD) پاتووارمشابه با آلود  خوابيزا در ختم يماري بيها هيه جداك نشان داد  Pss  توان آنها را در  ي ماحتمالاً اما بوده

  . قرار داديگريار دوا پاتوي يگروه ژنوم
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  مقدمه
  ( Sleepy mallow or sleeping hibiscus)آلود  خواباي ي درختيختم

در اه  ي ـن گ يا .باشد  يم Malvaceaeاز خانواده    ينتي ز ياهيگ

شتر ي ـدر ب مقاوم بـوده و     نسبتابرابر شرايط نامساعد محيطي     

 ـ        ك يا رشد م ـ  يمناطق آس   متـر   ۲ش از   ينـد و ارتفـاع آن بـه ب

 ي بـنفش رنگ ـ    تـا  ي صـورت  هـاي    اوايل پاييز گل    از .رسد  يم

خـشبي سـاقه تكثيـر        هاي نيمـه    وسيله قلمه هتوليد نموده و ب   

 از ي در برخ ـآلـود   خـواب يختم. (Bailey 2005) شود مي

 ـا. دي ـرو  ينده م ـ كز به صورت پرا   يشور ن ك يمناطق شمال  ن ي

ن سـبب   ي برخوردار نبـوده و بـه هم ـ       ياديت ز ياه از اهم  يگ

 ـ آن در دسـترس ن     يها  يماري از ب  ياطلاعات خاص  از . ستي

 ـيز هـاي  گونـه  روي هك ـ ييها يتركبا  خـانواده مالواسـه   ينت

 Xanthomonas campestris, بـه  توان يم هستند زا يماريب

pv. malvacearum  Pseudomonas cichorii و

P.syringaeاشاره نمود  (Chase 1986).در تريكبا سه ني ا 

 جـاد يا يبرگ ـ هك ـل (Hibiscus rosa-sinensis) ين ـيچ يختم

 ـ نندك يم  يختم ـ روي آنهـا  يـي زا يمـار يب  ازي گزارش ـيول

دو نـوع   ۱۳۶۸ سـال  ن بـار در يولا. وجود ندارد آلود خواب

 ـ ا يها   برگ ي رو ييايترك با يماري ب يك  مختلف از  علائم ن ي

 .P  روشنيا  قهوهيها هك لعامل يتركبادرخت مشاهده و 

syringaeص داده شدي تشخ (Rahimian 1990) . نوع دوم

 ـ اي هي ـزاو يهـا  هكل بروز  يمارياز علائم ب    اهيس ـ نـامنظم،  اي

 هاي  يژگيراساس و ب رايه اخ كبود   روشن هاله داراي و رنگ

 ـ  يماريب ،يپيفتوت مثبـت از    لـوان  يا  هي ـجدا يپيژنـوت  و يزائ

ــه ــشخPseudomonas viridiflava  گون ص داده شــده يت

 يهــا گــزارش.  (Rouhrazi & Rahimian 2012)اســت

 در P. syringae  مختلـف ي از وجـود پاتووارهـا  يمتعـدد 

  هـستند  ي گوناگون يها  يماريه عامل ب  ك موجود است،    رانيا
(Aldaghi et al. 2010; Arabi et al. 2006; Bahar et al., 

1985; Banapoor et al. 1991  
Karimi-Kurdistani & Harighi 2008; Khezri et al. 

2010; Harighi 2007; Khodaygan et al. 2010; 

(Musivand et al. 2009; Rahimian 1995. ن پاتووارها يا

 ۹ از   يكي در   DNA ي بر همولوژ  ي مبتن يبند  بر اساس طبقه  

ــوم  ــروه ژنـــــ ــاران  يگـــــ ــاردان و همكـــــ   گـــــ

(Gardan et al. 1999, Parkinson et al. 2011)  قـرار 

ــد ــداد. دارن ــزارشيدر تع ــه غ   از گ ــا ب ــاديه ــودن يرع  ب

ور اشاره شـده    ك مذ يها  يماري از ب  ي عوامل برخ  يها  يژگيو

 يـك  از   يماري ب يقات انجام شده به معرف    يعمده تحق . است

 ـ و   يياي ـمنطقه جغراف  ا مطالعـه   ي ـ خـاص و     يهـا   زبـان يا م ي

 در مـورد    ياطلاعـات جـامع    و   گـردد   ي محدود م ـ  يمقدمات

 و  يزبـان ي م يهـا   يژگي، و يترك با يكيسونومكق تا يگاه دق يجا

 و   گـزارش شـده    ي پاتووارها يگذارص و نام  يصحت تشخ 

 وجود  رسند،  ي به نظر م   ير عاد يه غ ك ييها  هيبخصوص جدا 

 ـ يقبل ـ يها  يبررس. ندارد  يهـا   هي ـان جدا ي ـمـده م  عمـل آ  ه ب

 يگرهـا  يمـار يگـر ب يآلـود و د    خـواب  يزا در ختم ـ    يماريب

ه ك ـ ه است نشان دادP. s. pv. syringae پاتووارمنتسب به 

 محلـول   يهـا   ني از نظر نقوش پـروتئ     ،ها  هين گروه از جدا   يا

 متفــاوت از ي ژنــومDNA ي اثــر انگــشتي و الگــويســلول

دار   وه هـسته  ي ـر و درختـان م    كشي ـزا در ن    يماري ب يها  هيجدا

 محـسوب   يراني ا ير عاد ي غ يها  هي و از جمله جدا    باشند  يم

ر ي ـدر سـه دهـه اخ  .  (Musivand et al. 2009)گردنـد  يم ـ

 ـ مـنظم نمـودن س     ي برا يا  تلاش گسترده   يسونومك ـستم تا ي

 يتاكسونومي چنـدفاز  واژه. ده استيها به انجام رس يتركبا

 ـ مطـرح گرد   ۱۹۷۰ه در سـال     ك ـ) يفـاز   يپل( ق ي ـد بـه تلف   ي

ــوژي فيهــا آزمــون (يپي فنــوتيهــا اطلاعــات داده ، يكيزول

 ـ و تغذ  ييايميوشيب  و  يپي، ژنـوت  يولك ـ، مول ييايمي، ش ـ )يا  هي

 يكيسونومك ـق تا يگاه دق ي جا نييتا تع  اشاره دارد    يكيلوژنتيف

 .(Brenner et al. 2005)ر باشـد  يپذانكام ،سميروارگانيك ميك

   روش  تـا بـا اسـتفاده از        اسـت  شـده ق تـلاش    يتحقن  يادر  

 يهـا   هي ـجدا از   ي گروه ـ يكيسونومك ـگـاه تا  ي جا ،يفاز  يپل



   ...آلود ناشي از اي ختمي خواب هيزاو ماري لکهيب: خدايگان و همکاران
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مـورد   خواب آلـود     ي ختم يا  هيزاو  هكل عامل Pss يرعاديغ

  . دريگ قرار تر قي دقيبررس

  

  ها مواد و روش
  ها  يترك باي و جداسازيبردار نمونه

 علائـم   يآلـود، دارا     خواب ي ختم يها   درختچه يها  از برگ 

 ييهــا نــد نوبــت نمونــه، در چ روشــنيا  قهــوهيبرگــ هكــل

. هاي كاغذي به آزمايشگاه منتقل شد        و در پاكت   يآور  جمع

ه بودند پس از شستـشو بـا        ك ل يه دارا ك از برگ    ييها  بخش

 اسـتريل حـاوي چنـد       يهـا   كآب، جدا شده و داخل تـشت      

 در داري نگـه  دقيقـه  ۳۰پس از . ديقطره آب مقطر خرد گرد   

اصـله روي    از سوسپانـسيون ح    يا   قطـره   شگاه،ي ـدماي آزما 

 گـرم  NAS) ۲۳,اروز ك سـا  ي حاو يمحيط كشت آگار غذائ   

Nutrient agarمخطط ) اروز در يك ليتر آبك، پنج گرم سا

از ه كــ Pss(IBSEF445)  مرجــع هيــ جدايــك. ديــگرد

 IBSBF(Biological Institute ليبرز يها شتك  ونيسكلك

Culture Collection of Phytopathogenic Bacteria) ،

 ـ آزما ييه اهـدا  ي جدا يكده بود و    يگرده  يته  يتركشگاه بـا  ي

ز، ي ـده بـود ن   ي گرد يه قبلا جداساز  ك ي دانشگاه سار  يشناس

دو تـا سـه روز      . شت داده شـد   كور  كشت مذ كط  ي مح يرو

 ـ آزما يهـا در دمـا      ك تـشت  داري  نگهپس از كشت و      شگاه، ي

متـر    د رنگ، به قطر دو تا سه ميلي       يهاي برجسته و سف     پرگنه

 ـ .شـد  در سطح محيط ظـاهر      ي مجـزا بـرا   يهـا    پرگنـه  ك ت

 مخطط King`s Bشت كط ي محير رويثك و تيساز خالص

  .(Schaad et al. 2001)د يگرد
  

  ي و فيزيولوژيكيهاي بيوشيميا آزمون

هــاي  ي و فيزيولوژيـك طبـق روش  يهـاي بيوشــيميا  آزمـون 

 ,Fahy & Hayward 1983 ،Lelliott & Stead(متـداول  

1987 ،Schaad et al. 2001 (طيف منابع كـربن  . نجام شدا

ها، با استفاده از محيط معدني پايـه آيـر            قابل استفاده جدايه  

 يبررس ـ) Schaad et al. 2001برگرفتـه از  (آير و همکاران

 و اسيدهاي آمينه بـا روش تنـدال         ي آل يدهايقندها، اس . شد

)Tyndall (  درصد بـه  يك تا ۲/۰ي ياستريل و به غلظت نها 

تايج استفاده يا عدم استفاده از منـابع   ن. محيط پايه اضافه شد   

كربني بر اساس مقايسه ميزان رشد و تغيير اسـيديته محـيط            

تـا سـه    ) محيط آير فاقد منبع كربني    (شت نسبت به شاهد     ك

° يهـا در دمـا   ك تـشت داري نگههفته پس از كشت و    
C۲۸-

  .دشارزيابي  ،۲۵

  

   يزبانين دامنه ميي و تعييزا يماري ب آزمون

 )Hordeum vulgare (، جو(Triticum aestivum)بذر گندم 

دماي (در شرايط گلخانه ، (Phaseolous vulgaris)ا يو لوب
°
C۲۸–۲۰ ( لومي كاشـته   -هاي محتوي خاك شني     در گلدان

 ـ ما ي، بـرا  ي برگ ۱۰ تا   ۵و در مرحله      ـ  هي  ار بـرده  ك ـبـه    يزن

 ـ ن قلمه. شدند  از (Saccharum interspecies hybrid)ركشي

  آلــود و هلــو    خــواب يو نهــال ختمـ ـ ر يـ ـمــزارع بهنم

(Prunus persica) ـ تهي سـار يشاورزك ـز از دانشگاه ين  ه ي

هـاي    زني در زيـر كيـسه        ساعت قبل از مايه    ۲۴اهان  يگ. شد

هاي مـورد بررسـي، روي        جدايه.  شدند داري  نگهپلاستيكي  

° ساعت و در دماي      ۲۴ به مدت    NASمحيط  
C۲۸   كشت و 

 يدركزان  ياساس م   بر (cfu/ml ۱۰۸ با غلظت    يونيسوسپانس

 ـ نـانومتر و رق    ۶۰۰ون در طول مـوج      يسوسپانس  و  يسـاز  قي

 ـته)  و شـمارش پرگنـه     NASط  ي مح ي رو ها  شت رقت ك ه ي

 و پـشت    ي رو يپـاش دسـت     ون بـا محلـول    يسوسپانـس . شد

ها با فـرو بـردن        ده و متعاقب آن برگ    ياهان پاش ي گ يها  برگ

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

ق شده و با كمك سرنگ به پشت    ي رق cfu/ml ۱۰۴  حدود به

 ـاهان و سرشاخه نهال هلو در چند نقطه تزر        ي گ يها  برگ ق ي

 ـ تزر يل بـرا  يبه عنوان شاهد از آب مقطـر اسـتر        . شد ق و  ي
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ها مجـددا در     زني، بوته   بعد از مايه  .  استفاده شد  يپاش  محلول

 ساعت قرار داده شد و پـس از         ۴۸زير پوشش پلاستيكي تا     

 داري نگـه  C˚۳۰-۲۲ يداشتن پوشش، در گلخانه در دمـا      بر

 ـ مشاهده علائم بـه صـورت روزانـه ارز     يو برا    شـدند يابي

)Arabi et al. 2006.(  

  

 ـم  نـوع و   يبررس  ـيزان نـسب ي  ي چـرب سـلول  يدهاي اس

 ها  هيجدا

 FAME analysis (Fatty acid methyl ester analysis) ي بررسيبرا

 Pss(IBSEF 445)  هي ـدا بـه همـراه ج  يتركه بـا يچهار جدا

 ي، و در دمــاTrypticase soy agarط ي محــيمرجــع، رو

C˚۲۸ گـرم از   يلي م۵۰حدود . شت شدندك ساعت  ۲۴ ي برا

 يهــا لولـه  بـه  ينــيله لـوپ پلات ي بوس ـيترك بــايهـا  سـلول 

 چـرب   يدهاياس ـ.  منتقل شـد   يمخصوص با درپوش تفلون   

 ـ. دي استخراج گرد(Stead 1992)د ي به روش ستيسلول م ين

   چــرب محلــول شــده بــه دســتگاهيدهايتــر از اســيروليكم

gas chromatograph (GC) (Hewlett-Packard 5890) ،

  ابيــ و ردfused capillary silica مجهــز بــه ســتون  

flame ionizationتور ك انژيدما. ديق گردي تزر°
C۲۵۰ بود 

° ي ستون رو  يو دما 
C۱۷۰ ش پـنج  يم شـد و بـا افـزا     ي تنظ ـ

° به   قه،ي در هر دق   يا  درجه
C۲۷۰ دسـت   بـه اطلاعات  . دي رس 

له يوس ـهانه منتقل شد و ب    يما به را  ي مستق GCآمده از دستگاه      

 Microbial Identification System Software افـزار  نـرم 

(MIDI lab, USA)  تجزيه و تحليل گرديد(Stead 1992).  

  

   DNAاستخراج 

پـس از دو روز رشـد   .  كشت شدندNAها در محيط      جدايه

°ي  در دما 
C۲۸–۲۵ هـا در آب مقطـر سوسپانـسيون          ، سلول

 نـانومتر بـه   ۶۰۰هـا در   سوسپانـسيون (OD)  يدرك ـ. شدند

ــه  . شــد واحــد تنظــيم ۱/۰–۲/۰ ــر نمون ــه ه  حجــم ۱/۰ب

هـا بـه      م يك نرمال اضـافه شـد و نمونـه         يد پتاس يسكدرويه

  (Lysed)محلـول شـفاف  . مدت يك دقيقه جوشانده شدند

ــستق  ــه صــورت م ــيحاصــله ب ــوانهم ب ــو در DNA عن  الگ

 ـ اسـتفاده گرد يپي ژنوتيها آزمون ). Arabi et al. 2006(د ي

تـر از اسـيدنوكلئيك     يروليك، دو م  DNAبراي تعيين غلظـت     

ــارز   ــده در ژل آگ ــتخراج ش ــذار ۸/۰اس ــد بارگ  و ي درص

 كل استخراج شده    DNAبررسي غلظت   . ديتروفورز گرد كال

 يسه با مقدار مشخـص    يسه شدت نوار حاصله در مقا     يبا مقا 

  .(Ausubel et al. 1992)  فاژ لامبدا صورت گرفت DNAاز

  

   يكي ژنتيانگشت نگار

 هـا بـا روش      هي جدا يكلئكنو  دي اس ي اثر انگشت  يسه الگو يمقا

)repetitive extragenic palindromic(rep-PCR ــق  طب

ــا انــده شــده ويبرنامــه توصــ ــا اســتفاده از ييــ تغكي ب ر و ب

ــا ــا  (BOXA1R-PCR و ERIC-PCR يآغازگره آغازگره

 انجـام شـد   ) سـاخته شـدند   آلمـان MWGت كله شريوسهب
.(Versalovic et al. 1991, Weingart & Volksch 1997)   

  

  تروفورزكط انجام اليشرا

 يك، در ژل آگاروز     PCRتروفورز محصولات حاصل از     كال

ت ك، ساخت شـر   Kb ۱ (ي نشانگر وزن  كدرصد به همراه ي   

Fermentas (ــريس و در ــافر تــ ــكبور- بــ ــ يــ   د،ياســ

EDTA) TBE  ،۸۹ مـولار اسـيد     ميلي۸۹مولار تريس،   ميلي

. انجـام شـد   ) EDTA  ،۲/۸ ~ pHمـولار     بوريك، دو ميلـي   

 ميكروليتـر   يـك پس از اختلاط با     ) پنج ميكروليتر (ها    نمونه

هـاي ژل ريختـه    در چاهك) 6X loading dye(رنگ آماده 

 ولــت، تــا ۱۰۰ل يشــده و الكتروفــورز در اخــتلاف پتانــس

ژل بـا اتيـديوم    . بلو به انتهاي ژل انجـام شـد        فنل ن برم رسيد

آميـزي و   رنگ) ليتر روگرم در ميليك مي۵/۰محلول ( برومايد

  .(Ausuble et al. 1992)برداري شد  سكاز آن ع
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۵  

  ها  جدايهيبند تعيين شباهت و گروه

 در ژل،   DNAها با مقايـسه نقـوش قطعـات           شباهت جدايه 

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

ارد ك ـ ضـريب تـشابه جا     محاسبه و   )يك صفر و    يده  نمره(

)Jaccords coefficient ( تـشابه   مـاتريس . صورت گرفـت

هـا از طريـق       ل و دندروگرام با روش مقايـسه جفـت        كيتش

 UPGMA) unweighted pair groupوزن هاي بـي  ميانگين

Method with arithmetic averages, ( ــرم ــا ن ــزار ب   اف

 MVSP 3.13  وNTSYS 2.02   محاسبه و ترسـيم گرديـد  

 (Stenstrom et al. 1990).  

 

 ها  هين در جدايسينگوماي حضور ژن مولد سريبررس

تر و با اسـتفاده از      يروليك م ۲۵ ييدر حجم نها   PCRنش  كوا

   و  انجـــام شـــدB1و B2   شـــدهي معرفـــيآغازگرهـــا

ــاروز  ــصول آن در ژل آگـ ــذار ۱ يمحـ ــد بارگـ  ي درصـ

  . (Sorensen et al. 1998)دش

  

مـه حفاظـت شـده ژنـوم     يها و منـاطق ن   ژن ير برخ يثكت

  ها  هيجدا

  بين ژني اسيدهاي نوكلئيك ريبوزومي و ناحيه gyrB، rpoD  ژن

rRNA 23S-16S (intergenic transcribed spacer, ITS) 

ــثكت ــر گردي ــصول وا.دي ــ مح ــاروزك  ۵/۱ ينش در ژل آگ

 ;Manceau & Horvais 1997)د ي گردي بارگذاريدرصد

Yamamoto & Harayama 1995; Mulet et al. 2008).  

  

   قطعاتين تواليي و تعيساز همسانه

 Nucleospin Extract IIت كي ـر شده با استفاده از يثكقطعات ت 

اسـاس    و بـر )آلمـان Macherey-Nagel ت كسـاخت شـر  (

. دنـد ي گرد يسـاز   ه شده، از ژل جدا و خـالص       يروش توص 

 مطـابق  pGEM easy vectorل ها از ناق ه همسانهيجهت ته

 ـ، استفاده گرد (Promega, USA)ت سازندهكه شريتوص .  دي

، E.coli DH5α شده پس از الحاق در ناقـل  خالصقطعات 

ب، با اسـتفاده    كي نوتر يها  د پرگنه يپلاسم. دش يساز  همسانه

 تعيـين  ي اسـتخراج و بـرا  Nucleospin Extract IIت كياز 

 بـا روش    ين تـوال  ييعت. شد ارسال   MWGت  ك به شر  يتوال

Di-deoxy  يها   با دستگاه ABI    سـنس  ( و در هر دو جهـت

 و  Sp6و با استفاده از آغازگرهـاي اسـتاندارد         ) سنس  و آنتي 

T7 يـك  بار در هر دو جهت و يكهر قطعه . ، انجام گرفت 

  . دي گردين توالييگر در جهت سنس تعيبار د

 

  ها  تواليي و آماريا انهيآناليز را

 Seqmanآمده، ابتدا با استفاده از برنامـه           دست بههاي    توالي

(DNASTAR Inc., Madison, Wis.) ــده و  اصــلاح ش

هـاي     بـا تـوالي    BLAST(NCBI)سپس با استفاده از برنامه      

  ديگــــر موجــــود در بانــــك ژن همرديــــف گرديــــد 

(Altschul 1990) .ـ بـا همرد يا سهي مقايبررس   يف سـاز ي

 بـا اسـتفاده از   (Multiple sequence alignment) چندگانه

. (Thompson et al. 1994) انجـام شـد   ClustalWبرنامـه  

ــه  ــوالي جداي ــي ت ــله ژنتيك ــاط   فاص ــف و ارتب ــاي مختل ه

 بــا تعــدادي از چنــين هــمفيلــوژنتيكي آنهــا بــا يكــديگر و 

ــه ــتفاده از   جدايـ ــا اسـ ــك ژن، بـ ــود در بانـ ــاي موجـ   هـ

   در مجموعـــــهMegAlign Ver. 5.00برنامـــــه 

DNASTAR package  (DNASTAR Inc.) چنـين  هـم و 

  .(Kumar et al. 2004)  بررسي گرديد.MEGA4 برنامه

  

 نتايج 

 يجداساز

ه داراي علائـم    ك ـآلـود      خـواب  يهاي ختم ـ   از كشت نمونه  

هـاي    ي بـا پرگنـه    يها   بودند، جدايه   روشن يا   قهوه برگي  لكه

 بـه دسـت   NASمحدب سفيد رنگ و لعابدار روي محـيط         
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0 روز در دماي     ها بعد از دو     قطر پرگنه .  آمد
C۲۵   حدود دو 

متـر و بـا حاشـيه     ميلي متر و بعد از سه روز حدود سه ميلي

 يهـا    بـا پرگنـه    ي ختم يها  ه از نمونه  يچهل جدا . صاف بود 

د ي رنگدانه فلورسانت تولKing`s Bل كه در محيط كهم ش

ها، گـرم منفـي،      ه جدايه يلك. ند شد ي و بررس  كردند، انتخاب 

ي، كاتـالاز مثبـت و اكـسيداز        اي شكل، متحرك، هـواز      ميله

درولاز ي ـه  ين د يد آرژن يدام قادر به تول   ك چيمنفي بودند و ه   

 ،ردهكد يها لوان تول جدايه .تارتارات نبودند-و استفاده از ال

 توتـون   يها   و در برگ   هز نمود يدرولين را ه  ين و ژلات  يآربوت

 ها  يژگي و ني ا يبر مبنا . ردندكجاد  يت ا ينش فوق حساس  كوا

 هـا بـه     هي ـ جدا ،۱ جدول فهرست شده در     يها  يژگيز و يو ن 

  .  شدندييشناسا  P. syringaeعنوان  

  

 يزباني و دامنه مييزا يماريب

 و  يپاش ـ  زني، با هر دو روش محلـول        هفت روز پس از مايه    

هـاي   هـا لكـه   ون به برگ، در پهنـك بـرگ      يق سوسپانس يتزر

ها آبسوخته بـوده و گـسترش       هكل. ظاهر شد روشن  روزه  كن

جـاد شـده    يم ا ي ـدر همه موارد علا   ). ۱ شكل(داشتند   يآرام

 مـشاهده شـده در   مي، مشابه با علاي مصنوع يزن  هيپس از ما  

 ـ  هيه تنها با آب ما    كاهان شاهد   يدر گ .  بود يعيط طب يشرا  يزن

 از  دوبـاره هـا،     بـاكتري . دي ـ ظاهر نگرد  يميشده بودند، علا  

 ـاهان مايگ  ـ هي ، King`s B، روي محـيط   شـده  و آلـوده يزن

 ـ  هي پس از ما   زي ن ايگندم، جو و لوب   . ازي گرديد جداس  ـ يزن  ا ب

. ت نـشان دادنـد    ي حساس ،ي آمده از ختم   دست  به يها  هيجدا

  .  هلو را نداشتند وركشي نيساز  آلودهييها توانا هين جدايا

 

  ها  هين در جدايسينگوماي مولد سر  حضور ژنيابيرد

 از زهرابـه    ي دالتـون  ۱۲۰۰ر واحـد    يننده ز كدكه  ك syrBژن  

 Pssزا و     يمـار ي ب يهـا   هين است در همه جدا    يسينگومايسر

ــع ت ــثكمرج ــر ي ــه ت. دش ــدازه قطع ــثكان ــس از ي ــده پ ر ش

 دي ـ گرد يابي ـ جفت باز ارز   ۷۲۰ در ژل اگاروز     يارسازكآش

  .)۴ شكل(

 

 ها  هي چرب جدايدهاياس

ــوع و م ــن ــسبي ــ يزان ن ــرب جدايدهاياس ــ چ ــعي  ه مرج

Pss(IBSEF445)ــار جدا ــ و چه ــوان نما ي ــه عن  هنــديه ب

 و  ي گاز يروماتوگرافك با   ي آمده از ختم   دست  به يها  هيجدا

ان ي مياديشباهت ز. دشن ييتع analysis   FAME روشهب

ه مرجـع   يجداآلود، با      خواب يزا در ختم    يماري ب يها  هيجدا

 چـرب  يدهايها اس   هيدر همه جدا  .  مشاهده شد  Pssپاتووار  

  ).  ۳جدول  (ربنه غالب بودندك ۱۶

  

   يكي ژنتينگار انگشت

 يهـا   هي ـجدا) ۲ل  كش ـ( BOX-PCR ي اثر انگشت  ي الگو در

ل كي را تشي درصد گروه همگن   ۷۸زا در سطح تشابه       يماريب

 درصـد  Pss  ۲۷,زان شباهت آنها به پاتووار مرجعيداده و م

ه يگر شـب  يديك ـ درصد به    ۶۹ها    هي جدا ERIC-PCRدر  . بود

ز ي درصد از پاتووار مرجـع متمـا       ۳۰بوده و در سطح تشابه      

س تـشابه و دنـدروگرام      ين مـاتر  ي ب يكيوفتكب  يضر. دندش

۸۲/۰ =r مناسـب   بـستگي   هـم دهنـده     ه نشان ك آمد   دست  به 

 بـا اسـتفاده     ها  ق داده يتلف. س تشابه است  يدندروگرام با ماتر  

 و رسم دندروگرام حاصل از آن نشان        NTSYSاز نرم افزار    

 از   را هـا   هي ـ درصـد جدا   ۲۹سطح تـشابه    توان در     يمه  كداد  

  . )۳شكل ( نمودكيك تفPssووار پات

  

 ـ جدا يكيلوژنتي ارتباط ف  يبررس  ياسـاس تـوال     هـا بـر     هي

  مه حفاظت شده ژنومي نينواح

 نـشان   ITS قطعـه    يابي ـ ي حاصل از توال   يكيلوژنتيدرخت ف 

آلود در   خوابيزا در ختم يماري بيها    هينده جدا يه نما كداد  

  ج ينتـا ). ۶شـكل   ( قـرار دارد     يـك  ينار اعضا گروه ژنـوم    ك
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۷  

  Pss IBSEF445 سه با پاتوواريآلود در مقا  خوابي جدا شده از ختميها اي باكتري خصوصيات مورفولوژيك، بيوشيميائي و تغذيه. ۱جدول 
Table 1. Morphological, biochemical and physiological characteristics of the bacterial strains isolated from sleepy mallow 

compared with those of Pss IBSEF445 
 

 
 

  مرجعهيواکنش جدا

Reaction of a reference strain 

of Pss (IBSEF451) 

 آلود  خوابي ختميها هيواکنش جدا

Reaction of sleepy mallow 

bacterial strains 

 
Characteristic 

 

 يژگيو

 

   Hydrolysis of: زيدرولي:  
+ + Esculin, Casein, 

Gelatin, Arbutin 
 نين، آربوتين، ژلاتين، کازئياسکول

+ 80 Tween-80 ۸۰ن يتوئ 

+ 45 Tyrosin نيروزيتا 

+ + Starch نشاسته 

+ + Gelatin نيژلات 

+ + Arabutin نيآربوت 

- - Starch نشاسته 

- - Lecithinase, Oxidase, 

Arginine dihydrolase 
 نيز آرژنيدروليداز، هيناز، اکسيلست

+ + Catalase کاتالاز 

+ + Growth on 5% NaCl نمک طعام% ۵ يط حاويرشد در مح 

- - Growth on 7% NaCl نمک طعام% ۷ يط حاويرشد در مح 

- - Nitraet reduction, 

Urease, Production of 

Indole 

 د اندول،يترات، اورآز، توليا نياح

+ + Levan formation د لوانيتول 

+ + H2S production from 

cyctein 
 نيستئي از سH2Sد يتول

+ + Tobacco 

hypersensitivity, 

Phosphatase activity 

 ت در توتون، فسفاتازيفوق حساس

- - Production of indole د اندوليتول 

- - Potato rot ينيب زميدن سيلهان 

+ + Reducing substances 
from sucrose 

 ا کننده از سوکروزيد مواد احيتوا

+ + Production of 

syringomycin 
 نيسينگومايسرد يتول

  Acid production from د ازيد اسيتول: 

+ + Galactose, Sucrose گالاکتوز، سوکروز  

- - Ethanol اتانول  
+ + D-Arabitol توليآراب -د 

+ + L-Alanin نيآلان -ال 

+ + D-Mannitol توليمان -د 
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  . ۱ادامه جدول 
Table 1 continued  

 
 

  ).  که واکنش مثبت داشته انديهائ هيدرصد جدا= (a  .اند ها پاسخ مثبت داده هيهمه جدا. + = اند  دادهيها پاسخ منف هيهمه جدا = -

- = negative results with all strains. + = positive results with all strains. a = percentage of strains with positive reaction. 

  

  

   ۱ه شماره ي با جدايزن هيک هفته پس از مايآلود   خوابيجاد شده در برگ ختمي ايا هيلکه زاو. ۱شکل 
Fig. 1. Angular leaf spots appearing on sleepy mallow leaves 7 days after inoculation with strain number 1 

  مرجعهيواکنش جدا

Reaction of a reference 

strain of Pss (IBSEF445) 

 ي ختميها هيواکنش جدا

 آلود خواب

Reaction of sleepy mallow 

bacterial strains 

 
Characteristic 

 

 يژگيو

 

 + Glycerol, Glucose سرول، گلوکزيگل 

- 3 D-Terhalose ترهالوز-د 

+ + D-Sorbitol توليسورب-د 

+ + Arabinose نوزيآراب 

+ 19 mayo-Inositol تولينوزيوايما 

+ 70  Melibiose وزيب يمل 

+ + Fructose فروکتوز 

+ + meso-Erythritol توليتريمزوار 

- 15 Adonitol, توليآدون 

- - D-Lactose, Dulcitol توليدولسلاکتوز،  -د  
- - Rhamnose رامنوز 

- - Maltose التوزم 

- 19 Raffinose نوزيراف 

  Utilization of استفاده از: 

+ + Citrate, Succinate, 

Malonate, Lactate 
 ، لاکتاتمالونات ،ناتيترات، سوکسيس

- - Oxalate, Benzoate, 

Glycine, Salicin, Dextrin, 

L-Tartarate 

ن، يسين، گلايسي، سالاگزالات، بنزوات

  تارتارات -ن، اليدکستر
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۹  

 

 

  ۵سـتون  ) ۸ تـا  ۱ يهـا  سـتون ( BOX- PCRآلود بـا    خوابي ختميها يه از جدايندگاني نماDNAاز تكثير نقوش قطعات حاصل . ۲شکل 

Pss .Cو ي کنترل منف Mاستي جفت باز۱۰۰ ي نشانگر جرم مولکول . 

Fig. 2. BOX– PCR fingerprint of bacterial strains isolated from sleepy mallow (lanes 1-8) and those of Pss (lane-5) . C: water 

for DNA template (Negative control). M: 100-bp DNA ladder. 

  

   مرجع هيآلود و جدا  خوابيدست آمده از ختم ه بيها هي چرب موجود در جدايدهاينوع و درصد اس. ۲جدول 
Table 2. Fatty acid profiles of sleepy mallow isolates and reference strain 

 

  چربيدهايدرصد اس

Percentage of fatty acids  
 

 د چربينوع اس

Fatty acid 

 Pss خواب آلوديختم   Sleepy Mallow 

10:0  3-OH 2.6 2.5 
12:0 4.5 4.6 

12:0  2-OH 2.8 2.8 
12:0  3-OH 4.4  4.4 

14:0 0.2 0.22 
14:0 iso 0.21 0.2 

15:0 0.7 0.5 
16:0 27.1 27.7 

17:0 iso 0.2 0.2  
17:0 cyclo 0.28 0.3 

18:0 1.4 1 
18:1 w6c 1 1 

Pss: P. s. pv. syringae (IBSEF445)  
  

تصوير متفاوتي از ارتباط     rpoDو   gyrB هاي  يابي ژن   توالي

تعـدادي از اعـضاي گـروه       . ها ارائه نمود    فيلوژنتيكي جدايه 

ــهژنــومي دو  ــه تقــسيمب . بنــدي شــدند  دو خوشــه جداگان

آلـود در يكـي از دو         زاي ختمـي خـواب      هاي بيماري   جدايه

  ). ۵شكل (خوشه مذكور قرار گرفتند 

  

  بحث
 بـيش از دو دهـه  آلود   برگي ختمي خواب    بيماري لكه علائم  

ــستان  دو در  ــدران و گل ــتان مازن ــده اس ــشاهده ش  و در م

 گذاري گرديده اسـت   نام Pss  عامل آن  هاي مقدماتي   بررسي

)Rahimian 1990 .( آلـود در ايـران    درختان ختمي خـواب

   مورد تهـاجم برخـي از       Pssسب به   هاي منت   علاوه بر جدايه  
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  تا ۱ يها شماره. rep-PCR با استفاده از روش   آلود     خواب يدست آمده از ختم   ه   ب يها  هي جدا ي اثر انگشت  ي الگو يبيدندروگرام ترک . ۳شکل  

   . استPssه مرجع d جدا۵ و شماره ي ختميها هي جدا۲۰
Fig.3. Dendrogram obtained by comparison of strains isolated from sleepy mallow (number 1 to 20) and 

Pss (number 5) using rep-PCR.  

  

 

، ۱ هاي شماره. .درصد رنگ آميزي شده با اتيديوم برومايد ۱در ژل اگاروزي  سرينگومايسين بازي تکثير شده از ژن مولد ۷۲۰قطعه . ۴شکل 

  . نشانگر جرم مولکولي است M کنترل منفي و۵شماره . باشد  مي Pss جدايه۴ ختمي، شماره هاي  جدايه۳ و ۲
Fig.4. The 720 bp fragment from the syrB gene in 1 % agarose gel stained with etidium bromide. sleepy mallow isolates 

(Lane 1 to 3). Pss (lane 4). 5: water for DNA template (negative control). M: 1500-bp DNA ladder. 

  

 ـ نP. viridiflava لوان مثبت يها هيجدا رنـد  يگ يز قـرار م ـ ي

(Rouhrazi & Rahimian 2012) .جاد شده توسط يعلائم ا

 مـشابه   يا  زهزا تـا انـدا      يمـار ي ب يها  يتركن دو گروه از با    يا

جـاد شـده،    ي ا  يبرگ  هكبوده، اما با توجه به تفاوت در رنگ ل        

 ـ از جدا  ي ناش ـ يهـا   يبرگ  هكل. باشد  ي م كيكقابل تف   يهـا   هي

 روشن بـوده و معمـولا فاقـد هالـه           يا   قهوه Pssمنتسب به   

 P. viridiflava يهـا  هي ـه جداكباشند، حال آن ي ميمشخص

 هاله  ي رنگ و دارا   رهيه ت كد  ينما  يجاد م ي در برگ ا   ييها  هكل

 يبرگ ـ  هك علائم ل  يه دارا ك ياهاني حاضر گ  يدر بررس . است

   به صورت   يبردار   روشن بودند و در دو سال نمونه       يا  قهوه
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دهنـده  ، نـشان Neighber joiningم شده بـا روش  ي ترسيکيلوژنتيدرخت ف. ۵شکل 

 ـر مقاآلود د  خوابيزا در ختم يماري بيها هي جدايکيارتباط ژنت  . Pseudomonas syringae مهـم  ي از پاتووارهـا يسه بـا تعـداد  ي

 اند م شدهي ترس۱۰۰۰ ي و با اعتبارسنجgyrB ژن يتوال و rpoD ژن يتوال: ها بر اساس درخت

Fig. 5. Neighbor-joining trees based on sequences of representatives of the studied isolates from sleepy mallow and some type 

strains of related Pseudomonas syringae pathovars. Trees were drawn based on sequences of rpoD and gyrB gene with 

1000 bootstrap. 

gyrB rpoD  
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آلـود    خوابيزا در ختم يماري بيها هي جدايکيارتباط ژنت، نشان دهنده Neighbor joiningم شده با روش ي ترسيکيلوژنتيدرخت ف. ۶شکل 

 ـ ناحيتـوال :  بر اساس  درخت. Pseudomonas syringae مهم ي از پاتووارهايسه با تعداديدر مقا  ۱۰۰۰ يو بـا اعتبارسـنج   ITSه ي

  اند م شدهيترس
Fig. 6. Neighbor-joining tree based on sequences of representatives of the isolates from sleepy mallow and some type strains 

of Pseudomonas syringae pathovars. Tree was drawn based on sequences of ITS region with 1000 bootstrap. 
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فراگير در هر دو استان به آنها برخورد شـد، مـورد مطالعـه              

ع رسد بروز هر يـك از ايـن دو نـو            به نظر مي  . قرار گرفتند 

اي وابـستگي دارد كـه        علائم، به شرايط آب و هوايي ويـژه       

هـاي   با توجه به نتايج آزمـون . چگونگي آن مشخص نيست  

، ايـن گـروه از       پژوهش حاضـر   فيزيولوژيكي و بيوشيميايي  

 .P. syringae) Palleroni et alها متعلق بـه گونـه    باكتري

1973 Schaad et al.2001; (منـابع  طيـف  اسـاس   بر. هستند

 ـ  كر   پـاتووار ابني مورد استفاده، باكتري جداسازي شده مـشابه ب
Pss Young & Triggs 1994; Schaad et al. 2001;) 

(Bradbury, 1986 ها با وجـود اخـتلاف    اين جدايه. بودند

هـاي    ، از نظر ويژگـي    متفاوت جغرافيايي   نطقهدر ميزبان و م   

ر بنـابراين بـه نظ ـ    . فنوتيپي تفاوتي با جدايه مرجع نداشـتند      

هاي فنوتيپي بـراي تـشخيص        رسد كه استفاده از ويژگي      مي

  تعيـين جايگـاه دقيـق      اين گروه ضروري اسـت امـا بـراي        

 ايـن نكتـه تاييـدي بـر       .باشـد   تاكسونومي آنهـا كـافي نمـي      

پيچيدگي زيادي است كه در تاكسونومي پاتووارهـاي ايـن           

  وجـــــود دارد Pssگونـــــه و بخـــــصوص پـــــاتووار 

Hildebrand et al. 1982; Roos & Hattingh 1987).( 

 بـالايي بـا     انطبـاق  ،ها   اسيدهاي چرب سلولي جدايه    الگوي

تـوان   بـر ايـن اسـاس مـي     . داشـت   آنها  فنوتيپي هاي  ويژگي

گــاردان بــه گــروه ژنــومي يــك را زا  هــاي بيمــاري جدايــه

(Gardan et al. 1999) دانـست و آنهـا را در كنـار    تعلـق م 

هـاي چـرب     روفيل اسـيد  استفاده از پ  .  قرار داد   Pssپاتووار  

زاي   هاي بيماري   دبندي و تشخيص سريع سودومونا      در طبقه 

ــت    ــوده اســ ــه بــ ــورد توجــ ــواره مــ ــاهي همــ   گيــ
(Weller et al. 2000; Oyaizu &Komagata 1983; Stead 1988). 

هاي دخيل در توليـد        نيز مانند رديابي ژن     اين روش  احتمالاً

ونـه مناسـب    هزينه اين گ    شناسايي سريع و كم    براي زهرابه،

ها و پاتووارهايي كه بسيار بـه          جدايه تفكيك اما براي    ،است

 بـا  نگـاري ژنتيكـي   انگـشت . هم شبيه هستند، كارآيي ندارد  

 شناسـايي و    در به عنوان ابزاري مفيـد       rep-PCR استفاده از 

زاي گيـاهي   هاي بيمـاري  تعيين روابط تاكسونوميكي باكتري  

 Vincente ( است مطرح P. syringaeاز جمله پاتووارهاي

& Steven 2007; Louws et al. 1994; Rademaker et 

al. 1998..(Weingart & Volksch 1997; ــات  اطلاع

 و  اين نـشانگرها  نگاري با استفاده از       آمده از انگشت    دست  به

ــصوص  ــروه  BOX-PCRبخ ــك گ ــه تفكي ــر ب ــاي   منج ه

 عمومـاً بـر اسـاس      كـه     اسـت   شـده   از يكـديگر   عـادي   غير

تمـايز   يپي و الگوي اسيدهاي چرب غيرقابـل       فنوت اطلاعات

 Koike et al. 1999; Louws et al.1994; Zhao et)اند بوده

al.2000; Weingart & Volksch 1997) .رسـد   به نظر مي

ــ ــات از يتركيبـ ــه اطلاعـ ــت بـ ــشانگر  دسـ ــده از نـ   آمـ

rep-PCR، هاي فنوتيپي، پروفيل اسـيدهاي چـرب و           روش

 ايـن   متمايزواضح از موقعيت    دامنه ميزباني، تصويري نسبتا     

. آورد  مـي  فـراهم    زا در ختمـي،     ي بيمـاري  ها  از جدايه  گروه

متفـاوتي از   زا نه تنها الگوي اثر انگـشتي          هاي بيماري   جدايه

 داشـته بلكـه از نظـر دامنـه ميزبـاني نيـز              Pssجدايه مرجع   

ــاوت ــد بودمتف ــت. ن ــدين جه ــي  ب ــين قطع ــت تعي موقعي

تــر  هــاي دقيــق  بررســيتاكــسونوميكي آنهــا نيازمنــد انجــام

بـه دليـل وجـود تفـاوت در طـول و تـوالي              . بـود ژنوتيپي  

ــه  ــدي ناحي ــه منظــور  ITSنوكلئوتي ــددي ب ــات متع ، مطالع

و تعيـــين روابـــط اجـــدادي ســـودومونادهاي شناســـايي 

اطلاعات در اين تحقيق     .است  انجام شده زاي گياهي     بيماري

  فنــوتيپيهــاي يافتــه بــا ITSيــابي ناحيــه  حاصــل از تــوالي

زا در  هـاي بيمـاري   همخواني داشت و بر اين اساس جدايـه    

هـاي    بررسـي برخـي از    در  . گيرند   قرار مي  Pssكنار پاتووار   

مشاهده شده است كه تفاوت بسيار اندكي در توالي ناحيـه            

ITS ميان دو پاتووار P. s. pv. tomatoو P. s. pv. tagetis 

 ـ      وجود دارد، درحالي   ه ژنـومي   كه اين دو پاتووار به دو گون

   .(Manceau & Horvais 1997; Kong et al. 2005) مجـزا تعلـق دارنـد   
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  نام و توالی آغازگرهای مورد استفاده و اندازه قطعات مورد انتظار.  ۳جدول 
Table 3. Primer names, sequences and size of expected bands 

  

 ي گـاه  ياملك ـ مطالعات ت  يه برا يحن نا ي استفاده از ا   احتمالاً

  يدو گونـه خـواهر    . گـردد   ي منجـر م ـ   ير واقع ـ يج غ يبه نتا 

P. s. pv. phaseolicolaو  P. s. pv. glycinea ه در كــ

 ي بالا دارند بـا اسـتفاده از تـوال      ي مختلف شباهت  يها  يژگيو

 يهـا   هي ـجدا. ه در دو خوشه جداگانه قرار گرفتنـد       ين ناح يا

 ـ ن Pssگروه   . انـد   م شـده  ي مختلـف تقـس    يهـا   ز در خوشـه   ي

توانـد    يه م كه  ين ناح ي ا ي در توال  كوچكن اختلافات   يبنابرا

 ـمـراز و      ي پل ـ يا  رهي ـنش زنج ك وا ي از خطا  يناش  يخطـا ا  ي

 يـك  گونـه از     يـك ت  ير موقع يي باشد، سبب تغ   ين توال ييتع

ن يي پـا  چنـين   همته و   كن ن يا. شود يگر م يخوشه به خوشه د   

اهش ك ـه سبب كها،  وشه خ ي در برخ  يبند  بودن اعتبار دسته  

 ـاسـت، اسـتفاده از ا       م شـده    ي ترس ياملكارزش خطوط ت   ن ي

 ـ مطالعـه دق   ي را بـرا   يتوال  ـ در م  يكيلـوژنت يق روابـط ف   ي ان ي

 بـا   Pss پاتووار   يها  هيجدان گونه، بخصوص    ي ا يپاتووارها

ه ك ـده اسـت    ي ـمـشخص گرد  . نمـوده اسـت   د همـراه    يترد

 rpoB و   gyrB  ،rpoD ماننـد  ييها  نيننده پروتئ كدك يها  ژن

هـا را،     ن گونـه  ي ب يكلوژنتياس رابطه ف  ك در انع  يشتريتوان ب 

 يتـر عيها با نـرخ سـر   ن ژنيا. (Mulet et al. 2008) دارند

ن نرخ نسبت به    يافته اما ا  يامل  ك ت يبوزومينسبت به اپران ر   

 .Case et al) متـر اسـت  كار ي ژنـوم بـس  يهـا  ر قسمتيسا

2007; Mulet et al. 2008; Tayeb et al. 2005) .اساس  بر

آلـود     خـواب  ي ختم ـ يهـا   هي ـ جدا rpoD و gyrB ژن   يتوال

   گـــــاردان دوي بـــــه گـــــروه ژنـــــوم  احتمـــــالاً

(Gardan et al.1999) ــد ــق دارن ــا. تعل ــا ي ن اطلاعــات ب

.  مطابقـت دارد (Sawada et al. 1999) گـران ي ديهـا  افتهي

 يبا استفاده از تـوال     پاتووار   ۱۹ن از   ي استر ۵۶ قرابت   يبررس

ج ينتا.  شد يكلتيف سه گروه مونوف   يمنجر به توص   gyrBژن  

 ي گونه ژنـوم   ي از اعضا  ي، تعداد يكه در گروه    كنشان داد   

   خوشــــه قــــرار دارنــــديــــك، دو و ســــه در يــــك

(Sawada et al.1999) . ـ از مطالعـات اخ يكـي در  ر نـشان  ي

 ي مناسـب بـرا    يا  نهي گز rpoD ژن   يه توال كداده شده است    

 ـ مختلف ا  ين پاتووارها اي م يكيلوژنتي ارتباطات ف  يبررس ن ي

ج ي بـا نتــا ييگونـه اسـت و اطلاعــات حاصـل تطـابق بــالا    

ن يبر ا. (Parkinson et al. 2011) دارد DNA يساز دورگه

 ـ ن ي ختم ـ يهـا   هي ـ جدا احتمالاًاساس    جداگانـه   يز گروه ـ ي

 دو وابـسته  ي گونه ژنومي به اعضا ياملكه از نظر ت   كهستند  

 آغازگر
Primer 

 توالی
Sequence 

 اندازه قطعه 
Size of Band 

 دمای اتصال 
Annealing 

Temperature 

ITS 
D21- AGCCGTAGGGGAACCTGCGG 

D22- TGACTGCCAAGGCATCCACC 
690bp 

60 ̊C 

ERIC 
ERICl-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC' 

ERIC2-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 
- 

45 ̊C 

BOX BOXAlR -CTAC GGCAAGGCGACGCTGACG- - 
50 ̊C 

syrB 
B1- CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG 

B2- TCGATTTTGCCGTAATGAGTC 
720bp 

60 ̊C 

rpoD 
PsEG30F- ATYGAAATCGCCAARCG 

PsEG790R- CGGTTGATKTCCTTGA 
750bp 

52 ̊C 

gyrB 
UP-1- GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA 

UP-2r- AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT 
1200bp 

60 ̊C 
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ن ي ـه ا ك ـشـوند     يمحسوب م ن گونه   ي از ا  يا عضو ي و   بوده

 (Rahimian 1990)ان ي ـمي رحي مقــدماتيج بــا بررس ـينتـا 

بخـصوص  ف پـاتووار و     يت به تعر  يبا عنا .  ندارد يهمخوان

 و  gyrBيها ژن ين توالييتوجه به اطلاعات حاصل از تعبا 

rpoDاثــر انگــشت ي و الگــويزبــاني ، تفــاوت در دامنــه م 

 يمعرف Pssر  پاتووا  مشابه با  ها را   هين جدا يتوان ا   ي م ،يژنوم

 و  ي بهتـر روابـط اجـداد      ك در ي بـرا  رسد  يبه نظر م  . نمود

 ـ ن ها  هين جدا يا يكيسونومك تا قي دق تيموقع  يبررس ـاز بـه    ي

 ـ ب يپي ژنـوت  يهـا   يو بررس ـ  DNA يزان همولـوژ  يم  يشتري

زان ين مييا تع ينه و   ين زم يامل شدن اطلاعات در ا    كتا  . است

 يـك ن  هـا را بـه عنـوا        هين جدا يتوان ا   ي، م DNA يهمولوژ

 Pssپاتووار  ا مشابه باي P. syringaeف نشده يپاتووار توص

ن ي به عنوان دومP. viridiflava نارك نمود و آنها در يمعرف

آلـود     خـواب  ي ختم ـ يها   در درختچه  يبرگ  هكجاد ل يعامل ا 

 ـ تعامل ا  يبررس . نمود يران معرف يا ط ي، شـرا  يتركن دو بـا   ي

 در  يـك  هـر    يزمـان و نقـش احتمـال      هـم ) ندرت  به(ظهور  

  .باشد ي قابل تامل ميز، موضوعي نيماريف بيا تخفيد يتشد

  

  منابع
 مراجعـه   يسي ـمـتن انگل  ) 5-1(جهت ملاحظه به صـفحات      

 .شود

  


