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  شناسي بيماري لكه تاولي و نكروز برگي خيار و خربزه در استان مازندرانسبب

Etiology of leaf spot and blistering disease of cucumber and Melon in Mazandaran 

province 
  

3مژده ملكي و *2قاسمي ابوالقاسم، 1مينوچهر ارسلاني
 

  

      2/2/1395: پذيرش                            2/8/1394: دريافت
 

 
  چكيده

ه و ـهاي مزرعدات مهم در كشتـاز تولي هزار هكتار به ترتيب 80و 630با سطح زير كشت  به ترتيبو خربزه خيار 

روز ـنك ادـبا ايج Pseudomonas syringaeري ـباكتژه ـبه وي زام بيماريـوامل مهـولي ع ودـشمحسوب مياي ـهگلخانه

و  P. syringae pv. lachrymansهاي باكتري ودـوج ونـتاكن. ودـشمي اهـه گيـب سبب خسارتي ـاي هوائـهدر قسمت

P. viridiflava  نشده  گزارشايران  ازجات عامل لكه تاولي و نكروز صيفيولي  شده است گزارشاز كدوييان در ايران

آگار غذايي با روش شاد و همكاران ي محيط رو ، در اين تحقيق عامل بيماري لكه تاولي و نكروز برگي خيار و خربزهاست

توالي  ،هاي مولكوليبر اساس نتايج آزمون. هاي مورفولوژيكي و مولكولي شناسايي شدروشا استفاده از ب وجداسازي 

ي با شماره دسترس P. stramineaتوالي اين ژن در باكتري با  يدرصد 99 و شباهت rpoB به دست آمده از ژن هقطع

FN554758  پايگاه اطلاعاتيدر NCBI  به اين  جاتباكتري عامل لكه تاولي و نكروز صيفي نتايجداشته و بر اساس اين

  .تعلق دارند گونه

 لكه تاولي، نكروز برگي، خيار، خربزه :كليدي واژگان
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  مقدمه

 درصد، خربزه با 44 در اين گروه، هندوانه با. گونه داراي اهميت فراوان هستند 960جنس و  125كدوييان با  هخانواد

ترين يكي از مهم). 1393نام، بي(اند  را به خود اختصاص دادهزير كشت ترين سطح درصد بيش19/ 5درصد و خيار با8/24

متوسط . هاي كشور استهاي مزرعه و گلخانهخيار يكي از توليدات مهم در كشت. سبز است اعضاي اين گروه خيار

ميليون تن برآورد  56/1ان در حدود ميزان توليد خيار در كشور اير. باشدتن مي 1/17عملكرد اين محصول در كشور 

درصد از كل محصولات جاليزي است و  9/16و  كشاورزي زراعيدرصد از ميزان توليد محصولات  11/2شده كه معادل 

 ). 1393، نامبي(درصد از آن به صورت كشت آبي است  56/99

هايش روي  بوته آن كوتاه و ساقه. تشيرين و آبدار اس ،اش درشت كه ميوهبوده كدوئيان  هگياهي از خانواد خربزه

تن  6/21توسط هكتار با عملكرد م ميليون 3/1، ميلادي 2005شت اين محصول در سال كل سطح زير ك. خوابد زمين مي

ايران با . باشدميتن در هكتار  1/26 محصول در ايرانمتوسط عملكرد اين . باشدتن مي ميليون 3/28در هكتار و توليد 

را هكتار  80000را در اختيار داشته كه سطحي معادل  كل توليد اين محصولاز % 4/4تن حدود  يليونم 23/1توليد 

رشدي خود و بعد از آن، تحت تأثير  هكدوييان در طول دور هاين دو محصول مانند ساير اعضاي خانواد .شودمي شامل

ها در مراحل مختلف رشد از مرحله گياهچه تا ارگربيم ).Oneill et al., 2000(گيرند هاي زيادي قرار ميآفات و بيماري

ل دقيق  ول به كنترـد و كيفيت محصـه ميزان توليـدر نتيج ه ودرـاهان را بيمار كـد گيـتوانن ه برداشت ميوه ميـمرحل

ري جاليز با پودن به سفيدكاتوهاي شايع كدوييان در ايران مياز بيماري). Samson et al., 2005( ها بستگي داردبيمارگر

از جمله ). 1390نقشين و همكاران، (اشاره نمود  Sphaerotheca fuligineaو  Golovinomyces cichoracearumعوامل 

 .Pseudomonas syringae pvهايي توان به باكتريند ميزنزايي كه به كدوييان خسارت مي هاي مهم بيماري باكتري

lachrymans E. tracheiphila  وsubsp. citrulli Acidovorax avenae  اشاره كرد)Alcorn et al., 1991 .( باكتريP. 

syringae اين باكتري روي برخي از ارقام . شودهاي هوائي گياه مييك بيمارگرگياهي است كه باعث نكروز در قسمت

نكروز برگي خيار  ز بيمارياولين گزارش معتبر ا ).Nazir, et al., 2010(هاي گياهي حالت پارازيت اختصاصي دارد گونه

اين از ايالات متحده آمريكا منتشر شد و از آن پس  1915همراه با شرح دقيق از بيمارگر توسط اسميت و برايان در سال 

، وقوع اين بيماري از روسيه، سپس. در نظر گرفته شد هاي جدي خيار در ايالت متحدهبيماري به عنوان يكي از بيماري

اين بيماري همچنين در چين، تركيه، استراليا، آرژانتين، برزيل و بسياري از . ايران گزارش شده استو  ژاپن، انگلستان

براي  ).Bradbury, 1986( وجود داردبنابراين اين بيماري در سراسر جهان . گزارش شد هاي اروپايي و آفريقاييكشور

ها به خوبي نشان سايي و ارتباطات طبيعي بين آنهاي مختلف بايد شناها و آرايش تاكسونسيستماتيك، گونه همطالع

هاي ها استفاده از روشهاي شناسايي موجودات و پي بردن به روابط تكاملي آنيكي از راه .)Mayden, 1997( داده شود

 هيابي اين قطعيا موجودات مورد مطالعه است، سپس با استفاده از توالي ژنوم آن موجود و خاص از همولكولي و تكثير ناحي

پي به روابط ) يابي شده استتوالي و ها تكثيرمورد نظر در آن هكه قطع(آن با ساير موجودات  هشده و مقايس تكثير

 هكنندهاي كدريبوزومي و ژن DNAواحي تعيين توالي ن. شودبرده ميمطالعه تكاملي و يا فيلوژنتيك موجودات مورد 

هاي مولكولي متداول مورد روش RFLPو  RAPD ،SSR ،ISSRپروتئين و استفاده از نشانگر مولكولي مختلف نظير 

 هاباكتريطور وسيعي در مطالعات فيلوژنتيكي هاي ريبوزومي بهژن. هستند هاباكترياستفاده در سيستماتيك مولكولي 

 پليمراز RNAآنزيم  .)Taylor et al., 2000(اند كرده اين موجوداتمك زيادي به بازسازي فيلوژنتيكي استفاده شده و ك

و  'β واحديك زير ،β  واحديك زيرα  واحددو زيرها شامل دـواحكه اين زير واحد تشكيل شده استاز پنج زير هاباكتري

از آنزيم  βواحد زير rpo Bژن  .تر هستندبزرگ α (37 kD) از به طور قابل توجهي β' (156 kD) و β (151 kD) واحدزير

RNA پپتيدي را از نظر پلي هدومين زنجير ، وهدركآمينواسيد را كد  1342اين ژن . كندها را رمز ميپليمراز باكتري

مطالعه از توالي ژن  هاي مورددر اين پژوهش براي شناسايي مولكولي و تعيين روابط بين باكتري. سازداندازه در سلول مي



 1395، سال 1، شماره 5، جلد پزشكي كاربرديگياه

41 

 ,Badgery-Parker( صورت گرفت rpoB با استفاده از تكثير ژن(Sequencing) ي تعيين توالي نوكلئوتيد. استفاده شد

-ژن DNA ي معمولي در آمده است و مقايسه توالياكنون به صورت يك تكنيك آزمايشگاه DNA تعيين توالي .)2000

هاي متفاوت از هم  هاي مختلف با سرعتهاي مربوط به عملكرد ژن. ها را روشن سازدميزان قرابت آن تواند هاي واگرا مي 

 DNA هاي تواليبنابراين، تفاوت. ها مشابه استدن ژنـطور كلي سرعت نسبي از هم دور شها بمكنند، ا واگرايي پيدا مي

توان بكار برد، و  ها مشابه يكديگر ميژنتيكي ژن شوند را براي تعيين ميزان فاصله هايي كه سريعاً از هم دور مي  بين ژن

ها كه از هم هاي باكتري اند، را براي ارزيابي شباهت گروه شده هايي كه به آهستگي از هم دور بين ژن DNA تفاوت توالي

-ژن. ش اساسي دارندها در توليد پروتئين نق ريبوزوم .)Yonemura et al., 2007( تواند كاربرد داشته باشد دور هستند، مي

اند و نسبت به ساير  ها طي روند تكامل حفظ شده  شدت در بين گونهههاي ريبوزومي ب ها و پروتئينRNA كنندهرمزهاي  

 RNA هايتوالي نوكلئوتيد همقايس). اند از هم دور شده(اند  تر واگرايي پيدا كرده هاي كروموزومي بسيار آهسته ژن

هاي كاملاً واگرا، ارتباطات تكاملي وجود  دهد كه بين ارگانيسمبه منابع بيولوژيك مختلف نشان مي مربوط 16s ريبوزومي

 هاي ديگراز روش .)Wang et al., 2003( ها گرديددارد و اين امر منجر به تشكيل يك فرمانرو جديد به نام آركئوباكتري

در  .ها استفاده شده است براي شناسايي گونه) پرچگال(كم بالا اهاي با تربا اليگونوكلئوتيد DNA يا هيبريد سازيدو رگه

- تاكنون باكتري .زاي خربزه و خيار سبز استفاده شدهاي بيماريبراي مطالعه و شناسايي باكتري rpoBاين مطالعه از ژن 

اكتري ديگري به از كدوييان در ايران جداسازي شده است و ب P. viridiflavaو  P. syringae pv. lachrymansهاي 

خصوص ه جات در ايران و بكه عامل لكه تاولي و نكروز صيفير به اينظن. زا گزارش نشده استعنوان باكتري بيماري

مازندران شناسايي نشده و عامل بيماري نامشخص است، در اين تحقيق شناسايي عامل بيماري لكه تاولي و نكروز برگي 

هاي مورفولوژيكي و مولكولي شناسايي و ارتباط آن داسازي گياه بيمار به كمك روشخيار و خربزه در مازندران بعد از ج

  .شودهاي باكتريايي كه از قبل مورد شناسايي قرار گرفته بودند، مشخص ميبا ساير گونه
  

  هامواد و روش

  باكتري هايزولبرداري و تهيه  نمونه

در استان مازندران  1395و  1394 زراعيهاي ربزه در سالزا از گياهان خيار و خجدايه باكتري بيماري 29تعداد 

و سپس به  )2و  1 شكل( هاي آبسوخته كه ابتدا حالت تاولي داشتهها از گياهان بيمار با علايم لكهنمونه. جداسازي شد

از روي  12الي  1 شماره هايجدايه. آوري و به آزمايشگاه منتقل شدندشدند، جمعرنگ زرد و در نهايت نكروزه تبديل مي

  .از گياه خيار جداسازي شدند 29الي  13 شماره هايجدايه گياه خربزه و
  

  

  علايم تغيير رنگ و زرد و تاولي شدن برگ در مراحل اوليه -1شكل 
Fig. 1. Symptoms of discoloration of yellow and Leaf tufts in early stages  
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  شوددن برگ كه در پشت برگ ديده ميها و آبسوخته شنشت الكتروليت -2شكل 
Fig. 2. Electrolyte leakage and blights occurring on the lower surface of leaves  

 

  هازايي جدايهاثبات بيماريو  هاجداسازي باكتري از نمونه

عفوني با هيپوكلريت ضدهاي آلوده پس از شستشو با آب معمولي و هاي بيمار، اندامنمونه از هابراي جداساي باكتري

هاي فاصل بافت سالم و بيمار در تشتك و قطعات كوچكي از نواحي حد هشدخشك در جريان هوا سديم يك درصد، 

دقيقه، يك قطره از  20پس از . پتري استريل حاوي آب مقطر استريل قرار داده و با استفاده از اسكالپل خرد شدند

 گرادسانتي هدرج 25به صورت مخطط كشت و در انكوباتور با دماي  غذايي محيط آگار )NA(نسيون حاصله روي سوسپا

ها در آب مقطر اين جدايه ههم. سازي شدندهاي منفرد مجدداً در محيط آگار غذايي خالصنگهداري شد، سپس كلني

 ).Schaad et al., 2001(. گراد نگهداري شدنددرجة سانتي - 70درصد در دماي  30استريل در يخچال و در گليسرول 

روش  و بر اساسزه رقم مشهدي استفاده ـوس و خربـر دومينـاز خيار رقم سوپها هـزايي جدايبراي اثبات بيماري

ها سوسپانسيوني با غلظت ساعته باكتري 24به اين صورت كه از كشت . شدعمل  (Olczak – Woltman) ولتمن-السزاك

به منظور حفظ . زني صورت گرفتبين رگبرگ عمل مايه هريق در فاصلليتر تهيه شد و به روش تزسلول در ميلي 107

. گياهان با استفاده از پوشش پلاستيكي سلوفان پوشانده شده زني روي كليساعت قبل و بعد از مايه 48رطوبت مناسب، 

 ابي قرار گرفتور علايم دو هفته مورد ارزيـگياهان هنگام ظه. دـاده شـاهد استفـريل به عنوان شـاز آب مقطر است

)Olczak – Woltman et al., 2008( .هايي به صورت تصادفي انتخاب شد و از گياهان داراي علايم نمونه مرحله بعد از اين

هاي بيوشيميايي به منظور اطمينان از چنين تكرار تعداي از آزمونعفوني و شستشو فرايند جداسازي و همپس از ضد

به اين . حساسيت از گياهان توتون و شمعداني استفاده شدبراي انجام آزمون فوق. انجام شدزايي باكتري مورد نظر بيماري

علايم ها در فضاي بين سلولي تزريق شد و تهيه و به برگ 108ساعت باكتري سوسپانسيوني با غلظت  24منظور از كشت 

  ).Klement et al., 1964(ثبت شد هاي نكروز بود، كه به صورت لكهساعت  48تا  24بعد از  بيماري

  

  هاي فنوتيپي باكتري عامل بيماريتعيين ويژگي

براي بررسي  King’s B (KB) كشت ها روي محيطجدايه هجداسازي شده، ابتدا كلي هايجدايهجهت شناسايي 

ولوژيكي مورد هاي افتراقي بيوشيميايي و فيزيبا استفاده از آزمون سپس .شدندداده توانايي توليد رنگدانه فلورسنت كشت 

هوازي، توليد بي/، هوازي%3گرم در پتاس تست هاي از آزمون). Schaad et al., 2001(تر قرار گرفتند شناسايي بيش

زميني، توليد فلورسنت قابل حل در آب، اكسيداز، كاتالاز، ايجاد فوق حساسيت در برگ توتون، لهانيدن سيب رنگدانه

از  H2S، ذوب ژلاتين، احياء نيترات، هيدروليز نشاسته، توليد گاز 80اسكولين و تويين لوان، آرژنين دهيدرولاز، هيدروليز 

هاي متداول در منابع استفاده شد گراد مطابق روشدرجه سانتي 41و  4 هايدما دول، رشد درـد انـون، توليـپپت

)Schaad et al., 2001 .(،مالتوز و گلوكز و مصرف ال آرابينوز،  آزمون توليد اسيد از فروكتوز، سوكروز، زايلوز، مانوز
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براساس محيط پايه آير صورت گرفت و نتايج تا به عنوان منبع كربن مانيتول، ال رامنوز، زايلوز، مانوز و دي ال تارتارات 

ر و هاي حاصل از آزمايشات فنوتيپي با استفاده از ماتريس صفآناليز داده). Hildebrand et al., 1988(روز ثبت گرديد  28

سازي ها در صورت مثبت بودن با كد يك و منفي بودن كد صفر مشخص شد و مرتبيك به اين صورت انجام شد، داده

ها به دندروگرام بين جدايه. وارد شدند NTSYS PCهاي حاصل به نرم افزار داده. انجام گرفت Excelها در نرم افزار داده

UPGMA8 (Unweighted pair Group Method by Arithmetic Average)روش 
اي انجام گرفت م خوشهـبا ترسي 

)Rohlf, 1998(.  

  

  هاي مولكوليشناسايي باكتري با روش

 ژنومي DNAاستخراج 

تكثير شده بودند سوسپانسيوني با غلظت حدود  NAساعت روي محيط  24هاي باكتريايي كه به مدت ابتدا از استرين

. استفاده شد DNAسازي براي آزاد) alkaline lysis(از روش ليز قليايي . يه شدليتر در آب مقطر تهسلول در ميلي 107

دقيقه  5مولار مخلوط و به مدت  NaOH 05/0ميكروليتر  100ميكروليتر از سوسپانسيون هر باكتري با  10بدين منظور 

دقيقه سانتريفيوژ شده و دور در  14000سپس سوسپانسيون به مدت دو دقيقه در . سانتيگراد قرار گرفته درج 95در 

گراد نگهداري شدند و به طور مستقيم در واكنش سانتيدرجة - 20هاي تميز منتقل و در دماي محلول رويي به تيوب

PCR استفاده شد )Rademaker et al., 2000.( 

 

  ) Sequencing(تعيين توالي نوكلئوتيدي

 طيب و همكاران توسط rpoBغازگر طراحي شده از ناحيه هاي سودوموناس از آبراي تعيين جايگاه فيلوژنتيك استرين

  .(Tayeb et al., 2005)انجام شد 

  

 Pseudomonadsهاي متعلق به گروه جدايه rpoB يهاژن تكثير جهت استفاده مورد PCRهاي آغازگر - 1جدول 

Table 1. PCR primers used to amplify the rpoB genes of isolates belonging to the Pseudomonads group  
 توالي پرايمر

Primer sequence 

 آغازگر

primer 

(5′-TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT-3′) LAPS 

LAPS27 (5′-CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG-3′) LAPS27 

 

 MgCl250ر ميكروليت PCR ،5/1ميكروليتر بافر  5ميكروليتر و متشكل از  PCR ،50حجم نهايي مخلوط واكنش 

 ميكروليتر 3/0يكروليتر، م 8/0) پيكومول 10( هامولار، از هر يك از آغازگرميلي dNTP 10ليترميكرو 8/0مولار، ميلي

ميكروليتري ريخته  250 هايويالاز مخلوط واكنش، در  µl 49. ميكروليتر بود 40پليمراز، آب دو بار تقطير  Taqآنزيم 

  . )2جدول ( ها اضافه گرديدژنومي هر يك از جدايه DNA، از µl 1شده و به هر لوله 

پس از . درصد الكتروفورز شد 2/1ژل مدل سيگما روي ژل آگارز با دستگاه الكتروفورز افقي ميني PCRول ـمحص

تكثير  هسپس قطع). Rademarker et al., 2000. (برداري شدده و عكسـاهـمش UVdocپايان الكتروفورز، ژل در دستگاه 

افزار كلاستال هاي حاصله با استفاده از نرمترادف. جنوبي ارسال شد هر كرـركت بيونيرادف به شـده براي تعيين تـش

 NCBI ههاي مشابه در پايگاه دادويرايش شدند و با ترادف) .Seqman )DNASTAR Inc., Madison, Wisايكس 

ترين با استفاده از روش كم يـوژنتيكـه و درخت فيلـايسـمق) MEGA6(س ـزار مگاسيكـافرمـاده از نـهمرديف و با استف

ي ارزيابي ـبار فراوان 1000ها با اخهـه الگوي شـد و ميزان اطمينان بـدنـرسم ش) Neighbour-joining(اتصال همسايه 
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 ،Tamura et al., 2013(د ـاده شـروه خارجي استفـوان گـه عنـب P. flavescens ـهدايـي منتشر شده جـوالـت. شد

Altschul et al., 1990 ،Saitou, and Nei 1987(.  

  

 laps/laps27هاي با استفاده از آغازگر PCRسيكل دمايي استفاده شده در  - 2جدول 

Table 2. Thermal cycles used in PCR using the primers laps / laps27 
  تعداد

 چرخه 

Number of 

cycles 

 زمان

time 

  دما 

 )گراددرجه سانتي(

Temperature  
 (°C) 

   مرحله

 واكنش

Reaction 

stage 

  نوع 

 واكنش

The type of 

reaction 

1 2 min 94 
Initial 

denaturation 

PCR 
31 

40 min 94 Denaturation 

50 second 66 Annealing 

50 second 72 Extension 

1 5 min 95 Denaturation 

  

 

  نتايج

  زاييجداسازي عامل بيماري و آزمون بيماري

. باكتري جداسازي شدجدايه  29آوري شده از مازندران در مجموع جمع برگي خيار و خربزه هايونهنم كشت از

و توليد رنگدانه زرد رنگ بوده  هجدا شده روي محيط آگار غذايي گرد با حاشيه صاف و برجست يهايباكتر هايكلني

مربوط  12-1هاي جدايه. برگي جداسازي شد انواع علايم هباكتري عامل بيماري از هم .نكردند KBفلورسنت روي محيط 

  . باشندمربوط به برگ خيار مي 28-13هاي به لكه برگي خربزه و جدايه

 

  هازايي جدايهبيماري

هفته در  برگ خيار رقم سوپر دومينوس و خربزه رقم مشهدي علايم بيماري را طي دوها با تزريق به جدايه تمام

اي نبود و تنها نكروز ه قابل توجه بود كه مراحل بروز علايم بيماري مانند علايم مزرعهاين نكت. محل تزريق نشان دادند

. تزريق شدند هيچ گونه علايمي مشاهده نشدبه عنوان شاخص در گياهاني كه با آب مقطر استريل . برگي مشاهده شد

همچنين در بازيابي . ها بررسي شدنهاي بيوشيميايي آو ويژگي شده ها مثبت بود جدازايي آنهايي كه بيماريجدايه

هاي دوباره باكتري، پس از جداسازي و كشت در محيط غذايي، باكتري مورد نظر دوباره به دست آمد و آزمون

حساسيت روي گياه شمعداني و توتون آزمون فوق. ها اين موضوع را اثبات كردبيوشيميايي لازم براي شناسايي مجدد آن

  . ا مثبت بودهنيز براي تمام جدايه

  

  ها براساس خصوصيات فنوتيپيشناسايي جدايه

و توليد رنگدانه فلورسنت  لزجروي محيط آگار غذايي گرد با حاشيه صاف و برجسته با رنگ زرد،  هاي باكتريكلني

يت د واكنش فوق حساسايجامثبت بوده و و اكسيداز ها گرم منفي، هوازي، كاتالاز اين جدايه. نكردند KBروي محيط 

هاي سيب زميني ورقه. آرژنين دهيدرولاز منفي بودند و هاي لوانها از نظر واكنشهمچنين جدايه. دندكرروي توتون 

توليد گاز  از نظر .است منفي بودهنيز  80اسكولين، تويين هيدروليز ژلاتين،  ذوب، شدنها لهانيده جدايه يك ازهيچتوسط 

H2S  ها در چهار درجه جدايه. منفي بودند هاو مصرف نشاسته نيز تمامي جدايه يتراتاندول و احياء ناز پپتون و توليد

  .رشدي نشان ندادند 41گراد رشد نموده ولي در سانتي

. سوكروز، مالتوز و مانوز مثبت نبودندفروكتوز،  –گلوكز، دي-زايلوز، دي-ديدر توليد اسيد از  هاجدايه يك ازهيچ
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دي مانيتول، دي زايلوز و مانوز مثبت بوده ولي از ال رامنوز و دي ال تارتارات استفاده ابينوز، آرال از  استفادهها در جدايه

 .)3جدول (نكردند 

 

 برگي خيار و خربزهباكتري عامل لكههاي جدايه بيوشيمياييويژگي  - 3 جدول

Table 3. Biochemical characteristics of bacterial strains of cucumber and melon blister spot and leaf 

necrosis 
 واكنش

Reaction 

 هاي مثبتدرصد جدايه

Percent of Positive strains 

Phenotype Characteristics   فنوتيپيخصوصيت  

- 0  Gram reaction  آزمون گرم  

- 0 Anaerobic rrowth  رشد بي هوازي 

-  0 Potato soft rot هاي سيب زمينيلهيدگي ورقه 

- 0 Fluorescent pigment on KB  پيگمان فلورسنت روي محيطKB 

+ 100 Oxidase activity  فعاليت اكسيداز  

_ 0 Levan production  توليد لوان  

_ 0 Arginine dehyrolysis  دهيدروليز آرژنين  

_ 0 Tobacco HR  فوق حساسيت در توتون  

+ 100 Catalase  كاتالاز  

_ 0 Gelatin liquefaction    ژلاتينذوب  

_ 31 Aesculin hydrolysis  هيدروليز اسكولين  

_ 0 Starch hydrolysis  هيدروليزنشاسته  

_ 0 Nitrate reduction  احياء نيترات  

_ 0 H2S production  توليد گازH2S 

_ 0 Indol production  توليد اندول  

_ 0 Lipase activity   80مصرف توئين  

+ 100 Motility  تحرك  

+ 100 Growth at 4°C   درجه سانتي گراد 4رشد در  

_ 0 Growth at 41°C   درجه سانتي گراد 41رشد در  

   Acid from: توليد اسيد از: 

_ 0  Fructose  فروكتوز  

_ 20 Xylose  زايلوز  

_ 0 Sucrose  سوكروز  

_ 0 Glucose  گلوكز  

_ 17 Mannose  مانوز  

+ 100 Maltose  مالتوز  

  Use of carbohydrates  هايمصرف كربوهيدرات: 

+ 100 L-Arabinose  ال آرابينوز  

+ 100 Manitol  مانيتول  

_ 0 L- Ramnose  ال رامنوز  

+ 96 Xylose  زايلوز  

+ 96 Mannose  مانوز  

_ 0 DL-Tartrate  دي ال تارتارات  
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 اييبيوشيمي صفاتمورد مطالعه بر اساس  باكتري هايبندي جدايهدندروگرام گروه -3شكل 

Fig. 3. Cluster analysis of bacterial strains according to phenotypic characteristics 

 

 هاوتيپي جدايهنبندي فگروه

درصد شباهت داشتند و تنها در چند  90هاي فنوتيپي بيش از شده از خيار و خربزه در آزمون هاي مختلف جداجدايه

هاي به دست آمده از گياه خيار و خربزه از هم تفكيك از طرف ديگر جدايه. دهايي را نشان دادنآزمون محدود تفاوت

 روابط 3در شكل ). 2ل شك(گرفتند داري نداشت و در يك گروه قرار نشده و در دندروگرام ترسيم شده پراكندگي معني

، 5، 2، 1هاي بر اساس اين صفات جدايه. تها ترسيم شده اسهاي مورد مطالعه بر اساس صفات بيوشيميايي آنباكتري

هاي ديگر ها در گروهدر يك گروه و ساير جدايه 25و  11، 12، 25، 15، 14، 16، 17، 18، 19، 20، 22،8، 24، 27، 28

هاي مربوط به هر دوگياه ديده كه مخلوطي از جدايه) ها قرار دارنددر گروهي كه جمعيت زيادي از استرين. (قرار گرفتند

 .شود، قرار گرفتنديم

 

سه  rpoBبررسي فيلوژنتيكي باكتري عامل بيماري لكه برگي خيار و خربزه براساس تعيين توالي ژن 

  جدايه مورد بررسي

مورد  باكتريايي هايجدايهاز  RNA Polymerase beta sub unit پليمراز RNAواحد بتا آنزيم هاي زيردر تكثير ژن

شدن بر روي ژل  Runبه دست آمد كه اين قطعه بعد از جفت بازي  1200زه تقريبي با اندا DNAبررسي، يك قطعه 

توالي اين درصد با  99 در حدود، هاي مورد مطالعهباكتريهاي جدايهبه دست آمده از  هتوالي قطع. نشان داده شدآگارز 

ثبت شده بود  NCBI عاتيكه در پايگاه اطلا FN554758ي با شماره دسترس P. stramineaدر باكتري ) rpoB(ژن 

، rpoBي ژن ـاس توالـاس بره ـونـترين گنزديكو  ق دارندـتعل هـگونبه اين دات ـه و بر اساس اين مشاهـاهت داشتـشب

P. mendocina  با شماره دسترسيKF029437  هاي مورد مطالعه داشته درصدي با جدايه 89تر از شباهت كمبوده كه

 باشندتر از اين را نشان داده و كاملاً از اين گونه متمايز ميشباهتي كم NCBIر بايگاني هاي موجود دساير گونه. است

 .)4شكل (
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 12

 13

 6

 FN554758.1 Pseudomonas straminea

 KF029437.1 Pseudomonas mendocina

 AB548148.1 Pseudomonas indoloxydans

 AJ748202.1 Pseudomonas fulva

 AJ717468.1 Pseudomonas flavescens

98

97

98

70

74

0.01

 

 

 

 

 

 

 

  

در ) 13و  12، 6هاي جدايه ( برگي خيار و خربزهلكهجدا شده از  .straminea P سه استرين درخت فيلوژنتيكي - 4 شكل

 RNAاساس توالي ژن بر NCBI پايگاه دادهموجود در  Pseudomonasنس جشده در هاي شناختهمقايسه با تعدادي از گونه

Polymerase beta subunit دهدنشان مي 6- با استفاده از نرم افزار مگا. 

Fig. 4. Phylogenetic tree showing the relationship of the three P. straminea strains isolated from 

cucumber and melon leaf spot (6, 12 and 13). On the basis of RNA Polymerase beta subunit sequence 

alignment with some Pseudomonas species were deposited in NCBI that was constructed using the 

neighbor-joining method of Mega6 software.  

 

  بحث

ها بر اين جدايه. زه و خيار سبز در استان مازندران جداسازي شدندهاي باكتري از گياهان خربدر اين مطالعه جدايه

تشخيص داده شدند و بعد از تعيين ترادف ژن  P. straminea هزايي نزديك به گونهاي فنوتيپي، بيمارياساس آزمون

rpoB ـهدايـاز ج P. flavescenes هرصد را با گوند 95ترين شباهت در سطح د بيشـاب شـوان نماينده انتخـه عنـكه ب 

P. straminea شود ها اطلاق مياي از باكتريباكتريايي، گونه به مجموعه هدانيم در تعريف گونطور كه ميهمان .داشت

  .درصد شباهت بيوشيميايي داشته باشند 85كه بيش از 

P. straminea نام  شود كه قبلاً بههايي مياي شكل است و شامل استرينباكتري گرم منفي و ميلهP. ochracea 

  . قرار گرفت P. aeruginosaهاي اين باكتري در گروه باكتري 16S rRNAشد، اما بر اساس آناليز ميشناخته 

) P. straminae )Iizuka and Komagata 1963 در مورد باكترياصلاحاتي آنچيو و همكاران  هبه وسيل 2000در سال 

 ري به باكتريـنام اين باكت و. )Uchino et al., 2001( ام شدـد انجـه دست آمـداً بـديـه جـي كـاتـلاعـاده از اطـا استفـب

P. straminae هبا مطالعاتي به وسيل 1963در سال . اصلاح شد Iizuka and Komagata عداد زيادي از انجام شد ت

از  P. straminaeباكتري . هاي برنج جداسازي شداز شلتوك برنج و همچنين دانه Pseudomonasهاي باكتري استرين

هاي نامحلول در آب و همچنين توليد صفاتي مانند توليد رنگدانه ههاي برنج در ژاپن جداسازي شد و به وسيلشاليزار

 گونه نامگذاري اين). Iizuka and Komagata, 1963(رد شناسايي قرار گرفت رنگ محلول در آب مو هاي سبزرنگدانه

 به stramineusاي لاتين به نام برگرفته از واژه) specific epithet( خاص آن و نام شد تاييدهمكاران  وسط اسكرمن وت

 )Approved Lists of Bacterial Names(هاي مورد تأييد در ليست باكتري P. straminae. است ني از شده ساخته معني

ري ـن باكتـاي ـهف اوليـوصيـك غلط املايي از روي تـردن آن يـه كار بـ، اما ب)Skerman et al., 1980(د ـانثبت شده

 P. straminea )KM 501T ن ازـريـدو است. است CB-7Tپ آن ـن تيـريـك منوتيپ است و استـي P. straminea. است

  . اندمشتق شده CB-7Tها وجود دارند و اين دو استرين هم از كشتدر كلكسيون ) KM 502Tو 

هاي زرد رنگ واكسيداز هاي گرم منفي، داراي رنگدانهبر روي باكتري) Kodama et al., 1985(و همكاران كدوما 

 P. oryzihabitansم ها از مزارع برنج جداسازي كردند به ناهايي كه آناسترين. مطالعاتي انجام دادند شكل، ايهمنفي ميل
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هيلدربراند و  سپس. نامگذاري شدند P. luteolaهاي باليني بودند به نام هايي كه نمونهناميده شدند و تعدادي استرين

هاي گياه گردو هاي زرد رنگ و فلورسنت را از شانكرهايي با رنگدانهباكتري) Hildebrand et al., 1994 همكاران

بهرنت . ناميدند P. flavescensها را جديد هستند وآن هها يك گونگيري كردند كه ايننتيجهجداسازي كردند و اين طور 

ها و غلات گزارش كردند و اين رنگ را از فيلوسفر علف هاي زردرنگدانه ههاي توليد كنندجداسازي باكتريو همكاران 

و همكاران در سال  Uchino هاي كه به وسيللعهدر مطا. )Behrendt et al., 2002( ناميدند P. graminisها را باكتري

اين دو . مشخصات مورفولوژيكي بيوشيميايي و فيزيولوژيكي دو باكتري مورد بررسي قرار گرفتند هانجام شد هم 2000

. وصيف كرده بودند نشان دادندت )Iizuka Komagata, 1963(ايزوكا و كوماگاتا باكتري صفات فنوتيپي مشابه با آنچه كه 

تا 6/0 - 4/0ها آن هاي شكل بودند و اندازگرم منفي و ميله P. ochracea و .straminae Pري ـباكت هاي هر دوولـسل

  . تاژك قطبي تنها بودندها متحرك بودند و داراي يك اكتريهاي گرد بودند و اين بميكرومتر با لبه 20- 16

ه همان ـدايـن جـرسد ايبه نظر مي rpoBو آناليز ترادف ژن ميزباني  ههاي بيوشيميايي، دامنبا توجه به نتايج آزمون

P. straminae دار وتر از جمله تعيين ترادف چند ژن خانههاي بيشچند كه براي اثبات اين فرضيه به برسي هر. باشد 

لازم است كه مطالعات  علاوه بر اين. باشدميها براي تعيين دقيق گونه نياز هاي فيلوژنتيك بر اساس ترادف آنانجام آناليز

تري از گياهان زينتي در مناطق هاي بيشعلايمي مانند اين روي ميزبان برگي وهاي مولد لكهباكتري تري رويگسترده

 . هاي كنترل بهتر اين بيمارگر انجام پذيردمهم توليد محصولات خربزه و خيار جهت دستيابي به راه

نموده و م يسرا ترها ژنتيكي جدايه هفاصل Ntsys-pc2.02ه از نرم افزار آناليز عددي خصوصيات فنوتيپي با استفاد

هاي مختلف آزمون هاي حاصل ازبر اساس آناليز عددي داده). Rohlf, 1998( نمايدتر ميها را آساننآتحليل 

يه بودند و در يك گروه قرار ها به هم شباكثر جدايه Ntsys-pc2.02فاده از نرم افزار تاي با اسبيوشيميايي، فيزيكي و تغذيه

ميزان اين كه . باشدهاي عامل بيماري ميبيانگر منشا مشترك استرينها با هم شباهت داشتند و اكثر اين جدايه. گرفتند

 ).2شكل (شود تر مشاهده ميبيشهاي يك گونه گونه و پاتوواريا زيرهاي مختلف يك جنس ها در بين گونهتفاوت

اساس آناليز عددي  ولي بر دفنوتيپي نزديك به هم و تقريباً همگن بودن ظشده در اين تحقيق از لحاهاي مطالعه جدايه

جغرافيايي  هوع به منطقنژنتيكي ناهمگن هستند و اين ت ظتوان گفت كه از لحاهاي حاصل از تنوع ژنتيكي ميداده

ها در اين پژوهش). Olczak – Woltman et al., 2008(بستگي ندارد كه اين نتيجه با نتايج ديگر مطالعات مطابقت داشت 

شود ها ديده ميبين آنمحدود هاي ژنتيكي مختلف از لحاظ فنوتيپي، تفاوت هاياسترينهاي زياد بين با وجود شباهت

ت ميزباني متفاوتي دارند، از نظر ژنوتيپ شباه هجغرافيايي كه دامن ههاي مربوط به يك منطقكه ممكن است حتي پاتوار

تري داشته باشند و در واقع شباهت ديگر در مكاني ديگر شباهت بيش هايي به يكديگرنداشته باشند اما به استرينزياد

  . ها بستگي نداردبه منشأ جغرافيايي آن هااسترينژنتيكي بين 

مولكولي در مورد با توجه به مباحثي كه تا اينجا مطرح شد و نتايج اين تحقيق، استفاده از روش هاي شناسايي غير

هاي نزديك به هم نيست، كه قادر به شناسايي گونهعلاوه بر اين) هاي بيوشيميايي و فيزيولوژيكيمانند تست(ها باكتري

). Stager and Davis, 1992(باشد ها ميمشكل ديگري نيز دارد و آن مشكل تفسير و قضاوت در مورد نتايج اين تست

اند كه در اين مورد راهگشا هستند، ولي هيچ يك نتوانستند به طوركامل امپيوتري ابداع شدههاي كتعداد زيادي از برنامه

كه بر ). .Newark, Del(است ) MIDI(گاز -ها سيستم كروماوگرافي مايعيكي از اين سيستم. مشكل را برطرف كنند

استفاده از صفات ژنومي به ). Von Graevenitz et al., 1991(چرب سلول بنيان نهاده شده است  اساس پروفايل اسيد

هاي اخير معرفي شده است، البته در خيلي از موارد اين دو روش ها در سالعنوان جايگزيني براي شناسايي باكتري

طور كه قبلاً ذكر شد استفاده از همان). Maurin et al., 1994(گيرند ي و ژنوتيپي به صورت مكمل هم قرار ميـفنوتيپ

فيلوژني مولكولي بسيار معمول  همانند براي استفاده در زمينول تكامل معمولاً حفاظت شده باقي ميـطهايي كه در ژن

خاص حفاظت قطعه  يكهايي كه آغازگراي ها به طور گستردهمتعاقب استفاده از اين ژن). 16S rRNA ژن مانند(باشد مي
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بعد از تكثير اين ). Winstanley et al., 1993( اندعرفي شدهمها را مورد فرايند تكثير قرار بدهند، از ژنوم باكتريشده 

در اين تحقيق نيز . گيرداند مورد مقايسه قرار ميهايي كه مورد شناسايي قرار گرفتهقطعه از ژنوم توالي آن با ساير باكتري

به خوبي ) RNA Polymerase beta subunit(اي پليمراز زير واحد بتا انتكثير و تعيين توالي قطعه حفاظت شده آر

هاي هاي عامل بيماري لكه تاولي كدوييان را مشخص و گونه آن را از ساير گونهتوانست جايگاه فيلوژنتيكي استرين

كاهش كيفيت و كميت اين محصول  خصوص خيار وبا توجه با اهميت اقتصادي كدوئيان و به و نزديك تفكيك نمايد

توان اري ميـايي بهتر عامل اين بيمـتاولي و نكروز برگي خيار و خربزه، با شناس عامل لكه ،P. straminae باكتريتوسط 

جهت كنترل اين بيماري اقداماتي را در پيش گرفت و از  زمان مناسب دربيولوژي اين باكتري را مشخص نمود و 

  .توان جلوگيري نمودگسترش اين عامل مي
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