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  دهیچک
 يها یژگیو. شد ي، جداسازیصمغ خوشه يماریب يها نشانه يجنوب استان کرمان دارا یگندم محل يها از توده يه باکتریک جدای و ستیب

ن ییر و تعیها با تکث هیجدا یکیو تنوع ژنت یمولکول ییشناسا. انجام شد یشناس يمتداول باکتر يها ها مطابق روش هیجدا یو افتراق یپیفنوت
 700طول  به ییها مراز قطعهیپل يا رهیواکنش زنجبا استفاده از . شد یبررس recAو  16S rRNA ،gyrB يها از ژن ییها قطعه يدینوکلئوت یتوال
مراز با استفاده از یپل يا رهیدر واکنش زنج. ر شدیها تکث هیاز تمام جدا gyrBو  16S rRNA يها ب مربوط به ژنیترت باز به جفت 558و 

که در  یر نشد، در حالیتکث Rathayibacter triticiشاهد  هیو جدا یمورد بررس يها در نمونه يا چ قطعهی، هrecAژن  یاختصاص يآغازگرها
 .Rه یجداگر، با یکدیر شده با یتکث یژن ینواح يدینوکلئوت یتوال. دیگردر یباز تکث جفت 600طول  به يا قطعه R. iranicusشاهد  هیجدا

tritici ن ییر و تعیحاصل از تکث يها داده یو بررس یپیفنوت يها ج آزمونینتا. کسان بودیموجود در بانک ژن  ين باکتریا يها نیو با استر
ن ین اولیا. گندم در جنوب استان کرمان است یصمغ خوشه يماریعامل ب R. tritici ياد شده نشان داد که باکتری یژن يها گاهیجا یتوال
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Abstract 
Twenty-one bacterial strains were isolated from wheat showing spike blight disease symptoms in southern 
Kerman province. Differential phenotypic features of the strains were studied using common bacteriological 
methods. Molecular identification of the isolates was studied by amplification and partial sequence analyses 
of 16S rRNA, gyrB and recA genes. PCR assays using specific primer sets amplified 700 and 558 bp 
amplicons of 16S rRNA and gyrB genes from all strains, respectively. PCR assay with specific primer set for 
recA gene amplified a 600 bp fragment from Rathayibacter iranicus, but not from R. tritici strain and the 
isolated strains from wheat in southern Kerman province, as well. Sequences of the amplicons obtained from 
each gene locus were identical to those sequences for R. tritici reference strains as well as the R. tritici strains 
available in GenBank. Results obtained from phenotypic tests and analyses of the data from amplification 
and sequencing of the studied gene loci indicated that R. tritici is the causal agent of wheat spike blight 
disease in southern Kerman province. To the best of our knowledge, this is the first report of R. tritici on 
wheat in Kerman province.
 
Keywords: Gummy spike, Housekeeping genes, Rathayibacter, wheat. 
 
 
 

*Corresponding author’s E-mail: mehdiazadvar@gmail.com 
1. M.Sc. student of Plant Pathology, Plant Protection Department, Faculty of Agriculture, University of Jiroft, Jiroft, 

Iran. 
2. Assistant Professor, Plant Protection Department, Faculty of Agriculture, University of Jiroft, Jiroft, Iran. 
3. Research Assistant Professor, Plant Protection Department, South Kerman Agricultural and Natural Resources 

Research and Education Center, AREEO, Jiroft, Iran. 
4. Lecturer, Plant Protection Department, Faculty of Agriculture, University of Jiroft, Jiroft, Iran. 
 
 
 

  

   



 ۶۳-۵۱ :۱۳۹۸ سال / ۱ شماره / ۵۵ جلد / گياهي هايبيماري

53 53  
 

  مقدمه
خاطر نقش مهمی کـه   به )(.Triticum aestivum Lگندم

کند از اهمیت  در عرصه سیاسی و اقتصادي کشورها ایفا می
 در. اي در بین محصولات کشـاورزي برخـودار اسـت    ویژه
ــال ــی س ــر ســطح ،1395 زراع ــدم کشــت زی ــران در گن  ای

 تـن  میلیـون  14592003 تولیـد  بـا  هکتار میلیون 5928728
ــوده اســـت ــاري). Ebadzadeh et al. 2017( بـ  بیمـ

ــه ــه از (Spike blight) صــمغی خوش ــاري جمل ــاي بیم  ه
 ماننـد هـاي دیگـري    نـام  به در دنیاست که غلات باکتریایی
 یــا زرد، لـزج  پوسـیدگی  زرد، خوشــه پوسـیدگی  عسـلک، 
 Paruthi & Gupta). شـود  مـی نیز شناخته  Tundu بیماري

 مصـر،  از و سـپس  هندوسـتان  از ابتـدا  بیماري این (1987
ترکیه، افغانستان، قبـرس، اتیـوپی و    استرالیا، چین، پاکستان،
 خـانواده  هـرز  هـاي  برخـی علـف   گندم، جو و زامبیا روي

 ,Hutchinson 1917, Carne 1926) شـد  گـزارش  غـلات 

Gupta & Swarup 1968, Collins & Bradbury 1986, 
Akhtar 1987, Swarup et al. 1993) .ــران در ــن ای  ای

ــاري ــین بیمـ ــار اولـ ــتان   از 1340 در بـ ــه در اسـ مراغـ
 & Carlsonعامـل آن بـاکتري   و گـزارش  شرقی آذربایجان

Vidaver 1982  Corynebacterium iranicum گذاري  نام
هـاي بعـد ایـن بیمـاري از      در سـال . )Scharif 1961(شـد  
بلوچسـتان،   و هاي خوزستان، فارس، گلستان، سیسـتان  استان

ــد    ــزارش ش ــز گ ــان نی ــفهان و کرم  ,Amani 1969(اص

Babaeizad & Rahimmian, 2002( .ــانه ــارزترین نش   ب
رنـگ در سـنبله    صـمغی، ترشـح صـمغ زرد    بیماري خوشـه 

 ـ   گلوم، گلومل و سنبلک. است د و بـه  ها رشـد کـافی ندارن
سنبله و گردن سنبله بـه هنگـام خـروج از    . اند صمغ آغشته
خـاطر چسـبنده بـودن، خمیـده یـا       انتهـایی بـه   غلاف برگ

صـمغی خـاکزاد    عامل بیماري خوشـه . شود خورده می چین
است و انتشار آن به منـاطق دوردسـت توسـط بـذر آلـوده      

  . گیرد صورت می
 ، عامـل بیمـاري خوشـه   Rathayibacterجـنس  باکتري 

 ,Poaceae, Cyperaceaeهــاي  صــمغی گیاهــان خــانواده

Asteraceae  وPrimulaceae  گونه مختلف اسـت   8داراي
)Skerman et al. 1980, Zgurskaya et al. 1993, 

Sasaki et al. 1998, Dorofeeva et al. 2002, Riley et 
al. 2004, Vasilenko et al. 2016, Dorofeeva et al. 

عوامل بیماري  R. iranicusو  R. triticiي ها گونه).  2018
 Amani 1969, Zgurskaya)صمغی در گندم هستند  خوشه

et al. 1993) . گونهR. iranicus     تـاکنون فقـط از ایـران و
 Scharif 1961, Postnikova et(اسـت   ترکیه گزارش شده

al. 2009(       و ایران تنهـا کشـوري اسـت کـه دو گونـه R. 

tritici  وR. iranicus صمغی  عنوان عوامل بیماري خوشه به
قبلـی در ایـران    يهـا  یبررس. است گندم از آن گزارش شده
یجـان شـرقی   آذربا هـاي  اسـتان  درنشان داد که این بیماري 

، )شـهربابک (کرمـان  ، )ظفرآبـاد ( ، فـارس )و شبستر مراغه(
 ناشی از گونه) یاسوج(بویراحمد  و و کهگیلویه) ایلام( ایلام

R. iranicus اهـواز و دزفـول  (خوزستان  هاي استان و در(، 
بلوچســتان  و و سیســتان) کــاووس گنبــدکلالــه و ( گلســتان

 ,Amani 1969(اسـت   R. tritici ناشی از گونه) ایرانشهر(

Nikakhtar et al. 2016, Babaeizad & Rahimmian 
2002, Soltani et al. 2011( .   در اسـتان اصـفهان عامــل

و  مبارکـه هـاي   گنـدم در شهرسـتان  صـمغی   بیماري خوشه
 .Rو در شهرستان شهرضا گونـه   R. iranicusلنجان گونه 

tritici   اسـت   گـزارش شـده(Babaeizad & Rahimmian 

صـمغی در مـزارع    هاي اخیر بیماري خوشه در سال. (2002
 .Azadvar et al)گندم جنوب استان کرمان مشـاهده شـد   

هاي باکتري عامـل   یاما شناسایی گونه، تعیین ویژگ ،(2017
هـاي ایرانـی و    بیماري و مقایسه مولکولی آن با سایر جدایه

از جمله  PCRهاي مبتنی بر  تکنیک. دنیا بررسی نشده است
دار بـه   هـاي خانـه   و برخـی ژن  16S rRNAیـابی ژن   توالی
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هـاي فنـوتیپی    هاي قابل اعتماد نسبت به آزمون عنوان روش
و بیوشــیمیایی، در شناســایی دقیــق و بررســی تنــوع درون 

 Singh et)گیرنـد   ها مورد استفاده قرار مـی  اي باکتري گونه

al. 2009) .هاي جدا شـده از مـزارع    در این تحقیق، باکتري
ان صمغی در جنوب استان کرم گندم مبتلا به بیماري خوشه

هاي فنوتیپی و بیوشیمیایی و همچنـین   اساس خصوصیت بر
هـاي   هاي مولکولی مبتنی بر تکثیر و تعیین تـوالی ژن  روش

16S rRNA ،gyrB  وrecA گرفتند مورد بررسی قرار.  

  ها مواد و روش
سازي بـاکتري عامـل    خالصجداسازي و برداري،  نمونه

  بیماري

از مـزارع گنـدم    1395و  1394هـاي زراعـی    طی سـال 
گــنج،  هــاي قلعــه جنــوب اســتان کرمــان شــامل شهرســتان

جنوب، جیرفت، کهنوج، فاریاب و عنبرآبـاد بازدیـد    رودبار
هـاي بیمـاري    هـاي گنـدم داراي نشـانه    بوتـه . عمـل آمـد   به

آوري و بـه آزمایشـگاه     طور تصادفی جمـع  صمغی به خوشه
هاي بیماري  ههاي داراي نشان قطعاتی از خوشه. منتقل شدند

صــمغی، زیــر جریــان ملایــم آب شســته و پــس از  خوشــه
سدیم و شستشـو بـا    هیپوکلریت% 5/0ضدعفونی با محلول 

دقیقه،  20پس از . مقطر سترون خرد شدند مقطر، در آب آب
دست آمـده روي محـیط آگـار     یک لوپ از سوسپانسیون به

. مخطـط شـد   (NAS)درصـد سـوکروز    5/0غذایی حاوي 
 28سـاعت در دمـاي    72مدت حـداقل   ري بههاي پت تشتک
هــاي زرد  تــک پرگنــه. سلســیوس نگهــداري شــدند درجــه
سـپس  . دار غالب از هر تشتک پتـري انتخـاب شـدند    لعاب

ها بـه صـورت جداگانـه     سوسپانسیونی از هر کدام از پرگنه
سـازي شـدند    مخطـط و خـالص   NASتهیه و روي محیط 

(Schaad et al. 2001).  

  ی افتراقیهاي فنوتیپ آزمون

تعـدادي آزمــون فنـوتیپی کلیــدي بـه منظــور شناســایی    
مقدماتی جنس باکتري عامل بیماري و چند آزمون افتراقـی  

هـاي منتخـب انجـام گرفـت      به منظور تمایز گونـه جدایـه  
)Nikakhtar et al. 2016( .هاي شناخته شـده   از جدایهR. 

tritici (RT)  وR. iranicus (RI) )Nikakhtar et al. 

هـاي فنـوتیپی و    به عنـوان شـاهد مثبـت در آزمـون    ) 2016
هـاي اکسـیداز    آزمـون . هاي مولکـولی اسـتفاده شـد    بررسی

، هیدرولیز تـویین   (Kovacs 1956)براساس روش کواکس،
 Misaghi & Grogan)به روش میثاقی و گروگان  80و  20

حساسـیت در توتـون بـه روش     ، توانایی ایجاد فـوق (1969
 هـاي  و آزمون(Klement et al. 1964) کلمنت و همکاران 

طعـام   سه درصد، کاتالاز، رشد در نمـک   KOHحلالیت در
هــاي  ، تولیــد لــوان و لهانیــدن ورقــه   %5و % 4، 3%، 2%

 .Schaad et alزمینی براساس روش شاد و همکاران  سیب

  .انجام شد) (2001

  ژنومی  DNAاستخراج 

ــب و  21از  DNAاســـتخراج  ــاکتري منتخـ جدایـــه بـ
براسـاس   R.iranicusو  R. triticiهاي شاهد مثبت  استرین

رسوب حاصـل  . انجام شد (Wilson 1997)روش ویلسون 
)DNA(  و  گردیـد  مقطر سترون حل میکرولیتر آب 100در

درجـه سلسـیوس نگهـداري     -20تا زمان استفاده در دماي 
اسـتخراج   DNA، کمیت و کیفیـت  PCRقبل از انجام . شد

 Thermo(شـده بــا اســتفاده از اسـپکتروفتومتر نــانودراپ   

Scientific Nanodrop One C, USA ( تعیین و در غلظت
  . مناسب تنظیم شد

  اي پلیمراز هاي زنجیره واکنش

50اي پلیمراز در حجـم نهـایی    هاي زنجیره تمام واکنش
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  نام و توالی نوکلئوتیدي آغازگرهاي  استفاده شده در این تحقیق. 1جدول 
Table 1. Description of the used primers in this study 
Primer name  
  نام آغازگر

Sequence (5ʹ to 3′)  
 توالی نوکلئوتیدي

Target gene 
  ژن هدف

Amplicon size (bp)  
  اندازه قطعه تکثیرشده

 )جفت باز(

Reference  
 منبع

MAF16 GCTCGTAGGCGGTTTGTC 16S rRNA 700 Nikakhtar et al. 2016 
MAR16 GGTATCGCAGCCCTTTGT 
2F ACCGTCGAGTTCGACTACGA gyrB 558 Richert et al. 2005 
4R CCTCGGTGTTGCCSARCTT 
recAF GTCTTGGCAGCGACGAAC recA 600 Nikakhtar et al. 2016 
recAR CGGACGGAGGCGTAGAA 

  
سیناکلون، ( 10x PCR bufferمیکرولیتر  5میکرولیتر شامل 

مولار از مخلـوط   میلی MgCl2 ،2/0مولار  میلی 5/1 ،)ایران
dNTP ،2/0 مولار از هریک از آغازگرها  میکرو)Bioneer, 

south Korea( ،5/0   واحد آنزیم پلیمـرازTaq )  ،سـیناکلون
  .الگو انجام شد DNAنانوگرم  100و ) ایران

هاي منتخب، بـا   شناسایی مولکولی و تایید جنس جدایه
 16Sاز ژن  تکثیـر و تعیـین تـوالی نوکلئوتیـدي بخشـی     با 

rRNA      ــی ــازگر اختصاصـ ــت آغـ ــتفاده از جفـ ــا اسـ بـ
MAF16/MAR16 )Nikakhtar et al. 2016 ( انجام گرفت

شـامل  اي پلیمـراز   زنجیرهچرخه دمایی واکنش ). 1جدول (
درجه سلسیوس به مـدت   94سازي اولیه در دماي  واسرشته

سازي در دمـاي   چرخه شامل واسرشته 35پنج دقیقه، سپس 
وس به مدت یک دقیقه، اتصال آغازگرها به درجه سلسی 94

ثانیـه،   50درجه سلسیوس به مدت  50رشته الگو در دماي 
درجه سلسیوس به مدت  72گسترش رشته جدید در دماي 

درجه سلسیوس به  72دو دقیقه و گسترش نهایی در دماي 
 Nikakhtar et al. 2016, Richert et(مدت پنج دقیقه بود 

al. 2005.(  
هاي بدست آمده با تکثیر و تعیـین   ونه جدایهشناسایی گ

و  gyrBدار  هـاي خانـه   هایی از ژن توالی نوکلئوتیدي بخش
recA    2به ترتیب با استفاده از جفـت آغازگرهـايF/4R  و

recAF/recAR )Richert et al. 2005, Nikakhtar et al. 

  ).1جدول (انجام شد  )2016
ــر بخشــی از ژن  ــراي تکثی ــه ترموســایکلر ب  gyrB  برنام

ــت  ــورت واسرش ــاي    بص ــه در دم ــازي اولی ــه  94س درج
چرخـه شـامل    38مدت پـنج دقیقـه و سـپس     سلسیوس به
مـدت یـک دقیقـه،     درجه سلسیوس بـه  94سازي  واسرشت

مدت یک دقیقه و دماي  درجه سلسیوس به 52دماي اتصال 
. یـه انجـام شـد   ثان 90مدت  درجه سلسیوس به 72گسترش 

ــته  ــایی رش ــترش نه ــه گس ــاي  مرحل ــا در دم ــه  72ه درج
 Richert et(مدت پنج دقیقه به کار بـرده شـد    سلسیوس به

al. 2005 .(  
 recAبرنامه زمانی و دمایی بـراي تکثیـر بخشـی از ژن    

درجه سلسـیوس بـه مـدت     94سازي اولیه  شامل واسرشت
 94سـازي   چرخـه شـامل واسرشـت    40پنج دقیقه و سپس 

درجـه   46ثانیه، دمـاي اتصـال    50مدت  رجه سلسیوس بهد
درجـه   72سلسیوس به مدت دو دقیقـه و دمـاي گسـترش    

مرحلـه گسـترش نهـایی    . ثانیـه بـود   90سلسیوس به مدت 
مدت هفـت دقیقـه    درجه سلسیوس به 72ها در دماي  رشته

  ). Nikakhtar et al. 2016(انجام شد 
مـراز و تعیـین   اي پلی براي بررسی نتیجه واکنش زنجیـره 

در   هر واکنش  اندازه قطعات تکثیر شده، بخشی از محصول
از نشـانگر مولکـولی   . ژل آگارز یک درصد الکتروفورز شد

براي تعیـین وزن  ) سیناکلون، ایران( DNAبازي  جفت 100
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مشـاهده نتـایج و   . هاي تکثیري استفاده شـد  مولکولی قطعه
ــس ــتگاه مستندســاز     عک ــتفاده از دس ــرداري بــا اس ژل  ب

)KIAGEN, Iran (انجام شد.  

  ها تعیین توالی نوکلئوتیدي و تجزیه و تحلیل داده

اي پلیمـراز   هاي زنجیـره  هاي تکثیر شده در واکنش قطعه
ــه ژن  ــق ب ــف   متعل ــاي مختل ــل   7ه ــاکتري عام ــه ب جدای

هـاي   مغی گندم در جنوب استان کرمـان و جدایـه  ص خوشه
ي جنـوبی   کـره  Bioneerیابی به شـرکت   شاهد براي توالی

  BioEditافـزار   هـا بـا اسـتفاده از نـرم     تـوالی . ارسال شدند
)Hall 1999(   افـزار   ویرایش و با اسـتفاده از نـرمBLAST 
)https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi(  ــانی همســ

  NCBIهــاي موجــود در بانــک ژن جهــانی  آنهــا بــا تــوالی
ــابه آن  ــه  مقایســه و درصــد تش ــا گون ــا ب ــاي مخت ه ــف ه ل

Rathayibacter ترسـیم درخـت فیلـوژنی بـا     . بررسی شد
و بـر   )MEGA5 )Tamura et al. 2011افزار  استفاده از نرم
هـاي   هاي نوکلئوتیدي به دست آمـده و تـوالی   اساس توالی

و بــا  Neighbor joiningمنتخــب از بانــک ژن، بــه روش 
  .انجام گرفت 1000سنجی  درجه اعتبار

  نتایج و بحث

  ها هاي فنوتیپی جدایه عامل بیماري ویژگیجداسازي 

هاي  در بازدید از مزارع گندم جنوب استان کرمان، نشانه
هـاي گنـدم بـومی     بیماري خوشـه صـمغی فقـط در تـوده    

خورده  هاي آلوده پیچ هاي بیمار، خوشه در بوته. مشاهده شد
هاي نزدیـک بـه    رنگ روي خوشه، برگ بودند و صمغ زرد

بذرها به طـور کامـل   . شد مشاهده  خوشه و قسمتی از ساقه
از کشت مخطط این . ها ناقص بودند تشکیل نشده و خوشه

ــه ــا روي محــیط نمون ــس از  NASکشــت  ه ــاعت  72پ س

دار کمی برجسته و بـه رنـگ زرد تیـره بـه      هاي لعاب پرگنه
ــد  ــت آم ــه 25از . دس ــده از     نمون ــع آوري ش ــدم جم گن

، رودبـار  هاي جیرفت، عنبرآباد، کهنـوج، فاریـاب   شهرستان
جدایـه   21گـنج در جنـوب اسـتان کرمـان،      جنوب و قلعـه 
هاي بعدي مورد اسـتفاده   سازي و در بررسی باکتري خالص
  .قرار گرفتند

جدایـه   21خصوصیت فنـوتیپی افتراقـی    13در مجموع 
آمـده از جنـوب    باکتري عامل بیماري خوشه صمغی بدست

بـه   R. iranicusو  R. triticiهـاي   یناستان کرمان و اسـتر 
هـا در   واکنش تمامی جدایـه . عنوان شاهد مثبت بررسی شد

سه درصد، کاتالاز، اکسـیداز،    KOHهاي حلالیت در آزمون
، واکـنش  %3و % 2، تحمل نمـک طعـام   20 هیدرولیز تویین

ــوق ــه  ف ــدن ورق ــون و لهانی ــرگ توت ــاي  حساســیت در ب ه
هـاي شـاهد    هاي جدایه زمینی، یکسان و با خصوصیت سیب

RT  وRI  ایـن نتـایج، تعلـق    ). 2جـدول  (کاملا مشابه بود
کنـد   را تایید مـی  .Rathayibacter spهاي مذکور به  جدایه

)Nikakhtar et al. 2016, Zgurskaya et al. 1993, 

Dorofeeva et al. 2002 and 2018, Babaeizad & 
Rahimian 2002 .(صـمغی   هاي باکتري عامل خوشه جدایه

را  80 گندم در جنوب استان کرمان توانایی هیدرولیز تـویین 
کشـت   ساکارید لوان در محـیط  نداشتند اما قادر به تولید پلی

هـا   اکثـر جدایـه  . درصد سوکروز بودند 5غذایی حاوي  آگار
هـا   این ویژگی. بودند% 4طعام  قادر به رشد در حضور نمک

ر بیشـتر  و د RTهاي فنـوتیپی جدایـه شـاهد     با خصوصیت
شده براي این گونه در  هاي فنوتیپی ذکر موارد با خصوصیت

 & Nikakhtar et al. 2016, Babaeizad(هاي قبلی  بررسی

Rahimian 2002, Zgurskaya et al. 1993(  یکسان ولـی ،
متفـاوت بـود   RI هاي فنوتیپی جدایـه شـاهد    با خصوصیت

ل هـاي بـاکتري عام ـ   نتایج نشان داد که جدایـه ). 2جدول (
صمغی گندم در جنوب اسـتان کرمـان بجـز از نظـر     خوشه
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  .صمغی در جنوب استان کرمان هاي گندم مبتلا به خوشه هاي جداشده از نمونه هاي فنوتیپی باکتري خصوصیت.  2جدول 
Table 2. Phenotypic features of the bacteria isolated from wheat spike blight samples in southern Kerman 
province. 

Reference strains 
هاي شاهد جدایه  

Isolated Rathayibacter tritici strains 
  سازي شده جدا R. triticiهاي  استرین

Characteristic 
 خصوصیت

R.  iranicus R. tritici 
+ + + KOH 3% (w/v) solubility 
+ + + HR on tobacco 
+ + + Catalase 
- - - Oxidase 
- + + Levan formation 
+ + + Tween 20 hydrolysis 
+ - - Tween 80 hydrolysis 
- - - Potato rot 
+ + + Growth in 2% (W/V) NaCl 
+ + + Growth in 3% (W/V) NaCl 
- + V(77.2) Growth in 4% (W/V) NaCl 
- - - Growth in 5% (W/V) Nacl 

Dark yellow Light yellow Dark yellow Colony color 
  ).هاي با واکنش مثبت عدد داخل پرانتز درصد جدایه(واکنش متغیر  :Vواکنش منفی، : -واکنش مثبت، +: 

+: positive reaction, -: negative reaction, V: variable reaction (percentage of positives in parenthesis 
  

، در %4رنگ پرگنه و توانایی رشد در حضور نمـک طعـام   
سایر خصوصیات فنـوتیپی مـورد بررسـی، شـباهت بسـیار      

دارند و بـه احتمـال زیـاد     R. triticiبالایی به جدایه شاهد 
 .باشند متعلق به این گونه می

هـاي   درصد از جدایـه  2/77بررسی حاضر نشان داد که 
R. tritici از جنـوب اسـتان کرمـان قـادر بـه       آمـده  بدست

درصــد  8/22بودنــد و چهــار درصــد طعــام  تحمــل نمــک
قـادر بـه    R. iranicusها و همچنـین جدایـه شـاهد     جدایه

 اختـر و همکـاران   نیـک . تحمل ایـن میـزان نمـک نبودنـد     
(Nikakhtar et al. 2016)  هـاي   بیان نمودند که جدایـهR. 

iranicus هــاي مختلــف  ز گنــدم در اســتانبدســت آمــده ا
کـه   حـالی  هسـتند در % 4طعـام   کشور، قادر به تحمل نمـک 

جداشـده از جـو حتـی قـادر بـه       R. iranicusهـاي   جدایه
در برخی % 5طعام  تحمل نمک. نبودند% 2طعام  تحمل نمک

هـاي قبلـی گـزارش شـده      در بررسـی  R.triticiهاي  جدایه
 .Zgurskaya et al. 1993, Dorofeeva et al(اســت 

 & Babaeizadزاد و رحیمیـان   در مطالعـه بابـائی  ). 2018

Rahimian 2002)( هـاي ایرانـی بـاکتري     جدایهR. tritici 
حساسیت در شـمعدانی را نداشـته ولـی     توانایی ایجاد فوق

بودند که بـا نتـایج ایـن تحقیـق      80 قادر به هیدرولیز تویین
ــه پرگنــه. متفــاوت اســت ــاکتري عامــل  هــاي جدای هــاي ب

کشـت   صمغی گندم در جنوب استان کرمان در محیط خوشه
آگار غذایی سوکروز به رنـگ زرد تیـره و از ایـن نظـر بـه      

تنـاقض در برخـی   . شبیه بودنـد  RIجدایه شاهد هاي  پرگنه
هـاي ایرانـی    هاي فنوتیپی ذکر شده براي جدایه خصوصیت

باکتري عامل خوشه صمغی ممکـن اسـت بـه دلیـل تنـوع      
ها ناشی از تفاوت در میزبان و یـا مکـان    ژنتیکی این جدایه
با توجه بـه قـدمت بیمـاري    . برداري باشد جغرافیایی نمونه

 .Rو  R. triticiن، وجـود دو گونـه   صـمغی در ایـرا   خوشه

iranicus    در این کشور و بومی بـودن گونـهR. iranicus، 
خصـوص پـراکنش، تعیـین     لازم اسـت بررسـی جـامعی در   

هاي فنـوتیپی و مولکـولی و تنـوع ژنتیکـی عوامـل      ویژگی
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ل خوشه صمغی گندم در ژل آگارز مربوط عام Rathayibacterهاي باکتري  گونه DNAنقوش الکتروفورزي قطعات تکثیر شده از .  1شکل

، MAF16/MAR16به ترتیب بـا اسـتفاده از جفـت آغازگرهـاي     ) c( recAو ) 16S rRNA )a( ،gyrB )bژنی هاي  جایگاهبخشی از به 
2F/4R  وrecAF/recAR .M(  جفت بازي  100نشانگر مولکولی)سیناکلون، ایران( ،NC ( کنترل منفی) بدونDNA( ،4-1  (هاي  استرین

شـاهد مثبـت   ) Rathayibacter tritici، RIشـاهد مثبـت   ) RTصـمغی گنـدم جداشـده از جنـوب اسـتان کرمـان،        باکتري عامل خوشه
Rathayibacter iranicus.  

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of amplicons from DNA of Rathayibacter species causing wheat spike blight. 
Partial amplification of 16S rRNA (a), gyrB (b) and recA (c) loci using MAF16/MAR16, 2F/4R and recAF/recAR 
primer pairs, respectively. Lane 1 to 4, wheat spike blight strains collected from southern Kerman province; M) 
100 bp DNA ladder (Sinaclon, Iran); NC) negative control (no DNA); RT (R. tritici) and RI (R. iranicus) as 
positive controls. 

  
بیماري خوشه صمغی گندم و جو در نقاط مختلـف ایـران   

  .انجام گیرد
ــالی در ــایی ح ــه باب ــان  ک  & Babaeizad(زاد و رحیمی

Rahimian 2002 (    هـر دو گونـه بـاکتريR. tritici  وR. 

iranicus  را در ایجاد بیماري خوشه صمغی گندم در ایران
 .Nikakhtar et al(اند، نیک اختر و همکاران  دخیل دانسته

گیري نمودند که تمام یا اکثـر   در بررسی خود نتیجه) 2016
هـاي   صمغی گندم از اسـتان  هاي باکتري عامل خوشه جدایه

در . باشـند  مـی  R. iranicusمتعلق به گونـه  مختلف کشور 
تحقیق حاضر براي شناسایی دقیـق و تاییـد گونـه بـاکتري     

صمغی گندم در جنوب استان کرمان از نشانگر  عامل خوشه
 16Sهـاي   مولکولی مبتنی بر تعیین تـوالی نوکلئوتیـدي ژن  

rRNA ،gyrB  وrecA  اســتفاده شــد)Nikakhtar et al. 

2016.(  

  اي پلیمراز نش زنجیرههاي واک آزمون
اي پلیمــراز بــا اســتفاده از جفــت     واکــنش زنجیــره 

، مطـابق انتظـار   2F/4Rو  MAF16 /MAR16آغازگرهـاي  
)Nikakhtar et al. 2016, Richert et al. 2005 (ترتیـب   به

بـاز در   جفت 558و  700هایی به اندازه  منجر به تکثیر قطعه
گندم در جنوب صمغی  هاي باکتري عامل خوشه   تمام جدایه

شـد   RIو  RTهـاي شـاهد    چنین جدایه استان کرمان و هم
اي پلیمـراز بـا اسـتفاده از جفـت      واکنش زنجیره). 1شکل (

 600اگرچه منجر بـه تکثیـر قطعـه     recAF/recARآغازگر 
شد، اما هیچ نـوار دي ان آ   RIجفت بازي در جدایه شاهد 

هاي باکتري عامل خوشـه صـمغی گنـدم جنـوب      در جدایه
از ). 1شـکل  (تولید نکـرد   RTاستان کرمان و جدایه شاهد 

توان براي توسعه نشانگرهاي مولکولی قابـل   این ویژگی می
، بـراي شناسـایی و   duplex PCRاطمینان، از جمله تکنیک 
اسـتفاده   R. iranicusو  R. triticiتمـایز سـریع دو گونـه    

 .نمود

  تعیین توالی و تجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی

و  16S rRNA ،gyrBهاي  دست آمده از ژن هاي به توالی
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recA  هــاي  هـاي بـاکتري در ایـن تحقیـق و جدایـه      جدایـه
، BioEditافـزار   ، پـس از ویـرایش بـا نـرم    RIو   RTشاهد
قایسـه  هاي موجـود در بانـک ژن م   طور جداگانه با توالی به

هـاي نوکلئوتیـدي هریـک از     نتایج نشـان داد تـوالی  . شدند
هـاي منتخـب بـاکتري عامـل      نواحی ژنی، در تمـام جدایـه  

صمغی گندم در جنـوب اسـتان کرمـان بـا یکـدیگر       خوشه
این اسـاس   بر. ها مشاهده نشد یکسان است و تنوعی در آن

باکتري عامل خوشه صمغی گندم در جنوب اسـتان کرمـان   
  .بسیار بالایی برخوردار استاز همگونی 

ــوالی نوکلئوتیــدي قطعــه ــه ت هــاي  هــاي تکثیــري جدای
اي  حاصـل از واکـنش زنجیـره     A20 و A13 ، A16منتخب

بـا   MAF16 /MAR16پلیمراز با استفاده از جفت آغـازگر  
در بانـک ژن   MH793594تـا   MH793592 شمارهاي رس

هـا   جستجو در بانک ژن نشان داد که این توالی. ثبت شدند
 16S rRNAبــا تــوالی نوکلئوتیــدي ژن   % 100تــا % 99

 .Rازجملـه   Rathayibacterهـاي مختلـف بـاکتري     گونـه 

tritici )KX758080( ،R. rathayi )NR026159( ،
Rathayibacter sp. (MG860349) ،R. festucae 

(KX758068) ،R. caricis (KX527664) ،R. tanaceti 
(KU891049)و ، R. iranicus (NR118543)  شـــباهت

صمغی  کند که باکتري عامل خوشه این نتایج تایید می. دارند
هـاي   گندم در جنوب استان کرمان متعلق به یکـی از گونـه  

بـراي شناسـایی گونـه ایـن     . اسـت  Rathayibacterجنس 
 gyrBدار  ها، تکثیر و توالی نوکلئوتیـدي دو ژن خانـه   جدایه

  . بررسی شد recAو 
هاي تکثیري حاصـل از واکـنش    قطعه توالی نوکلئوتیدي

ــا اســتفاده از جفــت آغــازگر  زنجیــره  2F/4Rاي پلیمــراز ب
صمغی بدست آمـده   هاي منتخب باکتري عامل خوشه جدایه

کـه  (A20 و   A13 ،A16از جنوب استان کرمان با کـدهاي 
و  MH823903 ،MH823904شـمارهاي   ترتیـب بـا رس   هب

MH823905  ایـن  . بـود یکسـان  ) در بانک ژن ثبت شـدند
هـاي   اسـترین  gyrBبا توالی نوکلئوتیدي ژن % 100ها  توالی

VKM-Ac-1603 )KX758033 ( وLMG3726 
)FR727975(  هـاي   با تـوالی نوکلئوتیـدي اسـترین   % 99و

VKM-Ac-2589 )KX758038(  وNCPPB1953 
)CP015515(  همگی متعلق به گونهR. tritici   و به میـزان

و یا کمتر بـا تـوالی نوکلئوتیـدي همـین ژن در سـایر      % 94
بـراین اسـاس   . مشـابهت دارنـد   Rathayibacterهاي  گونه
صـمغی گنـدم در جنـوب     هاي باکتري عامـل خوشـه   جدایه

این نتیجـه  . هستند R. triticiي  استان کرمان متعلق به گونه
  .است )2جدول (هاي فنوتیپی  موید نتایج حاصل از آزمون

ــه  ــتفاده از    600قطع ــا اس ــده ب ــر ش ــازي تکثی جفــت ب
، بـه میـزان   RIدر جدایه شاهد  recAF/recARآغازگرهاي 

  CFBP807هـاي  درصد با توالی نوکلئوتیـدي اسـترین   100
(JX890262)،Z1  (KF922384) ،22  (KP768444)  و

DSM 7484 (AM410812)   بـاکتريR. iranicus   و کمتـر
موجود در  Rathayibacterهاي  گونهبا توالی سایر % 80از 

این نتیجه موید نتایج قبلی و بیـانگر  . بانک ژن تشابه داشت
صـمغی گنـدم در    هـاي بـاکتري عامـل خوشـه     تعلق جدایه

هـا از   و تمـایز آن  R. triticiجنوب استان کرمان بـه گونـه   
نیـــک اختـــر و همکـــاران . اســـت R. iranicusگونـــه 

)Nikakhtar et al. 2016 (بررسی خود از این جفت  نیز در
هـاي   آغازگر براي تکثیر بخشی از ژن رکامبینـاز در جدایـه  

  .استفاده نمودند R. iranicusمختلف گونه 
نتایج حاصـل از ترسـیم درخـت فیلـوژنتیکی براسـاس      

هـاي   نشان داد که جدایـه  16S rRNAتوالی بخشی از ژنوم 
صمغی گندم در جنـوب اسـتان    همنتخب باکتري عامل خوش

بـه همـراه    ،RTو جدایه شـاهد   (A20, A16, A13) کرمان
در یـک گـروه قـرار     R. triticiهاي مختلف باکتري  استرین

اگرچه درخت فیلوژنتیکی ترسیم شـده براسـاس  . گیرند می
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بـاکتري عامـل    A20و  A13 ،A16هـاي   جدایـه  16S rRNAهاي نوکلئوتیدي ژن  درخت فیلوژنتیکی ترسیم شده براساس ترادف. 2شکل 
و ) ○(   Rathayibacter iranicusو) ∆(   Rathayibacter triticiهـاي شـاهد   ، جدایـه )▲(صمغی گندم در جنوب استان کرمـان  خوشه

از . 1000ی جدرجـه اعتبارسـن   و Neighbor-joiningموجود در بانک ژن با اسـتفاده از روش   Rathayibacterهاي  نمایندگان سایر گونه
Microbacterrium sp. به عنوان خارج از گروه استفاده شد.  

Figure 2. Phylogenetic tree constructed using  16S rRNA gene partial sequences of A13, A16 and A20 
Rathyibacter tritici  strains collected from southern Kerman province (▲), R. tritici (∆) and R. iranicus (○) 
reference strains and other Rathayibacter species representatives available in GenBank, by Neighbor-joining 
method with 1000 bootstrap. Microbacterium sp. was used as out -group. 

  
 16S rRNAمحافظـت شـده   توالی نوکلئوتیـدي ژن بسـیار   

از  R. caricisو  R. festucaeهــاي  قـادر بــه تمــایز گونــه 
خـوبی از   هـاي ایـن بـاکتري بـه     یکدیگر نبود اما سایر گونه

. هـاي مجـزا قـرار گرفتنـد     یکدیگر تفکیک شده و در گروه
صمغی  هاي منتخب باکتري عامل خوشه براین اساس جدایه

ن بـوده و متعلـق   گندم در جنوب استان کرمان بسیار همگو
 ). 2شکل (باشند  می  R. triticiبه گونه 

اسـاس   نتایج حاصل از ترسـیم درخـت فیلـوژنتیکی بـر    
هـاي عامـل    نشـان داد کـه جدایـه     gyrBتوالی ناحیه ژنـی 

و  A13  ،A16(صمغی گندم در جنوب استان کرمان  خوشه
A20 ( و جدایه شاهدR. tritici (RT)    بیشـترین قرابـت را

 R. triticiبــــاکتري  VKM Ac-1603 بـــا اســــترین 
(KX758033)     داشته و به عنوان یک زیرگـروه، بـه همـراه

 VKM AC-2589هـاي  زیرگروه دیگري مشتمل بر استرین

(KX758038)  وNCPPB 1935 (CP015515)  ــک در ی
براین اساس این نشانگر ضـمن  . گیرند شاخه اصلی قرار می

ــه ــاکتري  اینکــه گون را از  Rathayibacterهــاي مختلــف ب
هاي باکتري  سازد قادر به تفکیک استرین یکدیگر متمایز می

R. tritici توپولوژي درخـت  . باشد به دو گروه مجزا نیز می
شـکل  ( gyrBفیلوژنتیکی حاصل از توالی نوکلئوتیـدي ژن  

موید نتایج حاصل از درخت فیلوژنتیکی مبتنی بر توالی ) 3
  . باشد می  16S rRNA نوکلئوتیدي ژن

 Rathayibacter iranicus strain ICPB70005 (FH-6) (FJ595101)
 Rathayibacter iranicus strain DSM 7484 (NR 042575)
 Rathayibacter iranicus strain VKM Ac-1602 (NR 118543)

 Rathayibacter iranicus strain RI
 Rathayibacter agropyri strain WAC9594 (KT754159)
 Rathayibacter agropyri strain WAC9620 (KT754158)

 Rathayibacter tanaceti strain VKM Ac-2596 (NR 145590)
 Rathayibacter tanaceti strain VKM Ac-2596 (KU891049)

 Rathayibacter rathayi strain DSM 7485 (NR 026159)
 Rathayibacter tritici (U96185)
 Rathayibacter tritici strain NCPPB 1953 (CP015515)
 Rathayibacter tritici strain DSM 7486 (NR026158)
 Rathayibacter tritici strain VKM Ac-2586 (KX758080)

 Rathayibacter tritici strain RT
 Rathayibacter tritici strain southern A20 (MH793594)
 Rathayibacter tritici strain southern A13 (MH793592)
 Rathayibacter tritici strain southern A16 (MH793593)

 Rathayibacter festucae strain VKM Ac-2595 (KX758068)
 Rathayibacter festucae strain VKM Ac-2629 (KX758067)
 Rathayibacter caricis strain sMM7 (KX527664)
 Rathayibacter festucae strain JBA5 (KT347522)
 Rathayibacter caricis strain VKM Ac-1799 (NR 028756)

 Rathayibacter oskolensis strain VKM Ac-2121 (KX758084)
 Microbacterium sp. (X95482)

65

51

64

50

60

55

61

14

38
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0.005
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صمغی  باکتري عامل خوشه A20و  A13  ،A16هاي  جدایه  gyrBدرخت فیلوژنتیکی ترسیم شده براساس ترادف نوکلئوتیدي ژن . 3شکل 

و نماینـدگان سـایر   ) ○(   Rathayibacter iranicusو ) ∆(  Rathayibacter triticiهاي شاهد ، جدایه)▲(گندم در جنوب استان کرمان
از . 1000و درجــه اعتبارســنجی    Neighbor-joiningموجــود در بانــک ژن بــا اســتفاده از روش     Rathayibacterهــاي   گونــه

Microbacterrium sp. به عنوان خارج از گروه استفاده شد.  
Figure 3.  Phylogenetic tree constructed using  gyrB gene sequences of A13, A16 and A20 Rathyibacter tritici  
strains collected from southern Kerman province (▲), R. tritici (∆) and R. iranicus (○) reference strains and 
other Rathayibacter species representatives available in GenBank, by Neighbor-joining method with 1000 
bootstrap. Microbacterium sp. was used as out -group 

  
هاي  هاي فنوتیپی جدایه براساس تشابه بالاي خصوصیت

باکتري عامل خوشه صمغی گندم در جنوب اسـتان کرمـان   
هـاي فیلـوژنیکی    و توپولوژي درخـت  R. tritici با باکتري

 gyrBو  16S rRNAمبتنی بر توالی نوکلئوتیدي نواحی ژنی 
صـمغی گنـدم در    شود که عامل بیماري خوشه مشخص می

با توجه به اینکه . است R. triticiجنوب استان کرمان گونه 
هـاي گنـدم    این باکتري در جنوب استان کرمان فقط از توده

 .Rبومی جداسازي شده اسـت بـه احتمـال زیـاد بـاکتري      

tritici   مـارگر  از قبل در این منطقه وجود داشـته و یـک بی
بـه عنـوان عامـل     R. iranicusقـبلا گونـه   . وارداتی نیست
صمغی از مزارع گنـدم شـمال اسـتان کرمـان      بیماري خوشه

 ,Babaeizad & Rahimmian 2002)گزارش شـده اسـت   

Nikakhtar et al. 2016) .    براساس اطلاعـات موجـود ایـن
همراه با بیمـاري   R. triticiاولین گزارش از وجود باکتري 

براسـاس  . باشـد  مغی گنـدم در اسـتان کرمـان مـی    ص خوشه
صـمغی   اطلاعات قبلی درخصوص پراکنش بیماري خوشـه 

گندم در ایران و نتایج حاصـل از ایـن تحقیـق، اصـفهان و     
هایی هستند که تاکنون هر دو گونه باکتري  کرمان تنها استان

R. tritici  وR. iranicus صـمغی از   به عنوان عوامل خوشه
  . ده استها گزارش ش آن
  سپاسگزاري 

از آقاي دکتر پژمان خدایگان بخاطر در اختیار قرار دادن 
 R. iranicusو  R. triticiهـاي بـاکتري دو گونـه     اسـترین 
  .شود تشکر می

 Rathayibacter festucae strain VKM Ac-2595 (KX758020)
 Rathayibacter festucae strain VKM Ac-2629 (KX758019)
 Rathayibacter oskolensis strain VKM Ac-2121 (KX758039)
 Rathayibacter caricis strain VKM Ac-1799 (KX758015)

 Rathayibacter tanaceti strain VKM Ac-2596 (KX758040)
 Rathayibacter iranicus strain RI

 Rathayibacter iranicus strain VKM Ac-1602 (KX758021)
 Rathayibacter iranicus strain CFBP807 (JX890084)
 Rathayibacter iranicus strain LMG3677 (FR728027)

 Rathayibacter tritici strain VKM Ac-2589 (KX758038)
 Rathayibacter tritici strain NCPPB 1953 (CP015515)
 Rathayibacter tritici strain VKM Ac-1603 (KX758033)

 Rathayibacter tritici strain RT
 Rathayibacter tritici strain southern Kerman A20 (MH823903).
 Rathayibacter tritici strain southern Kerman A13 (MH823903)
 Rathayibacter tritici strain southern Kerman A16 (MH823904)

 Rathayibacter rathayi strain VKM Ac-1601 (KX758022)
 Rathayibacter rathayi strain VKM Ac-2584 (KX758026)

 Microbacterium sp. BH-3-3-3 (CP017674)

99
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98
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56

50
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91

85

94

0.1
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