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 چکيده

های باکتریایی گال طوقه در استان آذربایجان غربی، از باغات آلو، گیلاس و سیب در شهرستان، با هدف ردیابی بیماری  1397-98های  در سال

ها فرنگی، جهت بررسی سایر ویژگیجدایه ایجادکننده گال روی طوقه گیاه گوجه   32عمل آمد. در مجموع بازدید بهارومیه، خوی، سلماس و نقده  

های مولد گال گزارش شده از ایران در های فنوتیپی با سویهتحرک و هوازی بودند. برخی از ویژگیزا گرم منفی، مهای بیماریانتخاب شدند. سویه

و    virC  و  virD2  ،iptهای  ها بر اساس ژنها در ایران است. شناسایی مولکولی سویهمطالعات قبلی تفاوت داشت که بیانگر ناهمگن بودن این سویه

آغازگر اختصاص از چهار جفت  استفاده  داد درختان میوه هسته  یبا  این تحقیق نشان  نتایج  باکتری  دار و دانهانجام شد.  بررسی، توسط  مورد  دار 

Agrobacterium tumefaciens  مراز چندگانه مشاهده  ای پلیگونه تداخلی در عملکرد آغازگرهای ذکر شده در آزمون واکنش زنجیرههیچ اند.آلوده شده

 شود. جویی در زمان و مصرف مواد مولکولی توصیه میشناسایی دقیق به جهت صرفهنشد، بنابراین این روش 

 Agrobacterium tumefaciens، virD2 ،iptگال طوقه، ، آذربایجان غربی هاي کليدي:واژه 
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Abstract 

During 2018 and 2019, a survey was carried out on detection of bacterial crown gall disease on plum, sweet cherry and apple trees in 

Urmia, Khoy, Salmas and Naghadeh in West Azarbaijan province. In total, 32 isolates causing gall on the crown of tomato seedlings were 

selected to identify further characteristics. Pathogenic strains were gram-negative, motile, and aerobic. In some of the phenotypic 

characteristics, differences were observed compared to the previous reports. These results indicate the existence of heterogeneity among 

Iranian strains. Molecular identification of strains was based on virD2, ipt, and virC genes using four specific primer pairs. The results of this 

research showed that the tested stone and pome fruit trees were infected with Agrobacterium tumefaciens No interference was observed in 

the function of the mentioned primers in the multiplex polymerase chain reaction. Thus, this accurate identification method is recommended 

by saving time and consumption of molecular materials. 
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 مقدمه

 ی مهم گیاهان استتت که ها بیماری بیماری گال طوقه از  

توجهی روی   ت اقتصتتادی قابلگستتترش جهانی داشتتته و ا را

عملکرد محصتتتومت مختلش کشتتتاورزی دارد. این بیمتاری 

لپه و تاکنون از بستیاری از گیاهان دولپه، تعدادی از گیاهان ت 

های کمی و بازدانگان گزارش شتده استت و موجب خستارت

شتتود. آلودگی به این ها و مزارع میها، باغکیفی در نهالستتتان

کاهش طول عمر درختان و افت شتتتدید تولید بیماری موجب  

، تقریبا 2016(. در سال Ferdous et al., 2021گردد )محصول می

دار در کشتور لهستتان  های درختان میوه هستتهنیمی از نهالستتان

انتد کته میزان آلودگی در برخی  بته بیمتاری گتال طوقته آلوده بوده

ستت و این گزارش شتده ا درصتد 80ها، بیش از از این نهالستتان

ها به دلیل داشتتتن گال روی ریشتته اصتتلی و طوقه قابل  نهال

 (.Pulawska et al., 2016اند )استفاده و فروش نبوده

خاک و  منفی  گرم  باکتری  طوقه،  گال  بیماری    عامل 

 Agrobacterium tumefaciens (Smith and Townsend 1907)برد

Conn 1942  توباکتریا است  و زیرشاخه آلفاپرو از تیره رایزوبیاسه

به آن، مورد مطالعه محققان  دلیل زیست که  شناسی قابل توجه 

به دارد.  مختلش  قرار  گیاهی  ژنتی   مهندسان  این  راه ویژه  کار 

  T-DNAبخش    صورت انتقال باکتری در کلنیزه کردن بافت میزبان به 

به داخل سلول و الحاق آن به ژنوم گیاه است.    Tiاز پلاسمید  

(  vir) زایی  ژن بیماری حامل تعدادی    T-DNAعلاوه بر    Tiپلاسمید  

بیماری نقش دارند.   به میزبان و ایجاد   T-DNAاست که در انتقال  

های رشدی  حد هورمون باعث تولید بیش از    T-DNAهای  بیان ژن

های  که تبدیل سلولگامیهن  شود. گیاه که به دنبال آن گال ایجاد می 

سلول به  شدعادی  کامل  توموری  سلول  ،های  بدون این  ها 

و  حضور رشد  به  می  باکتری  ادامه  خود  دامنه  دهندتقسیم   .

محدود به گیاه نبوده و این باکتری قادر    A. tumefaciensمیزبانی  

ها های پستانداران، مخمرها و قارچخود به سلول  DNAبه انتقال  

 (. Kwon, 2016) باشدنیز می

های گذشته، مطالعاتی در زمینه ردیابی و بررسی  در سال

های مولد گال روی برخی از گیاهان  های مختلش باکتریویژگی

آذربایجان  های شمالی،  زینتی، زراعی و درختان میوه در استان

 Shahabi)  انجام شده است  شرقی، فارس و کهگیلویه و بویراحمد 

Mohammad Abadi et al., 2012; Rouhrazi and  .Rahimian, 2013, 

2014; Mafakheri et al., 2019; Ganjeh et al., 2020  .)  با توجه به

-های هستهسابقه کشت و افزایش سطح زیرکشت درختان میوه

دانه و  از  دار  ناشی  خسارت  و  غربی  آذربایجان  استان  در  دار 

باکتری عامل بیماری گال طوقه در باغات مناطق مختلش استان 

عوامل    روی پایش و تشخیص صحیحو اینکه مطالعه جامعی  

مولد گال روی درختان میوه این استان انجام نشده است، این 

باکتری شناسایی  و  بیماری  ردیابی  با هدف  عامل مطالعه    های 

هسته میوه  درختان  باغات  در  دانهبیماری  و  استان دار  دار 

 آذربایجان غربی انجام شد.

 

 روش بررسي

 بردارينمونه

تابستان سال  بهار و  باغات  1398و    1397های  در طی  از   ،

دار )سیب( در استان  دار )آلو و گیلاس( و دانه درختان میوه هسته 

تصادفی از درختان    صورت عمل آمد و به آذربایجان غربی بازدید به 

نشانه  شاخه دارای  و  تنه  روی  گال  نمونه های  شد  ها   برداری 

  26از  نرم و به رنگ کرم روشن  نمونه گال  208(. تعداد 1)شکل 

-های ارومیه، خوی، سلماس و نقده جمع باغ در اطراف شهرستان 

شدند، و    داده   قرار   کاغذی   های پاکت  درون  ها آوری گردید. نمونه 

 منتقل شدند.   آزمایشگاه   پایین به در دمای  

 هاجدایه نگهداريجداسازي و 

گال شستشوی  از  آنپس  سطحی  ضدعفونی  با ها،    ها 

  های گال.  شد  انجام  دقیقه  10  مدتبه  درصد  1سدیم    هیپوکلریت 

علاوه بر هیپوکلریت سدیم، با پنبه    تر،با بافت خشبی و قدیمی

آب    در ها  گال نیز ضدعفونی شدند.    درصد  70آغشته به اتانول  

  از سوسپانسیون   ی  لوپ   ، دقیقه   30  پس از ه و  شد   سترون خرد مقطر  

آگار دارای کربنات  زمینی دکستروز  سیب   روی محیط کشت حاصل  

پتری   هاتشت شد.    کشت (  PDA+CaCO3  5%)  درصد  5کلسیم  

پس از حداقل   شدند و  نگهداریسلسیوس    درجه  25  دمای  در
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های سفید تا کرم  باکتریایی، پرگنه  هایو ظهور پرگنهساعت    48

محیط   روی  و  انتخاب  صاف  حاشیه  با  گرد  و  محدب  رنگ، 

داری  سازی شدند. جهت نگه سه بار خالص (  NAآگار غذایی )   کشت 

کشت    های به پرگنه   درصد   25ها، محلول سترون گلیسرول  جدایه 

نمونه باکتری   ساعته   24   - 20با دمای    فریزر   در ها  ها اضافه شد و 

 (. Schaad et al., 2001درجه سلسیوس نگهداری شدند ) 

 زایيآزمون اثبات بيماري

گیاهچه (  .Solanum lycopersicum Lفرنگی )های گوجه از 

رقم سوپر استون در مرحله سه تا چهار برگی برای انجام آزمون 

جدایه    60های باکتری،  زایی استفاده شد. از بین جدایه ا بات بیماری 

پرگنه بیشترین شباهت ریخت   که  به    Agrobacteriumهای  شناسی 

مایهداشتند  شدند.  انتخاب  گیاهچه،  گوجهزنی  به  های  فرنگی 

( Chandrasekaran et al., 2019ان ) روش چندراسکاران و همکار

شدند. زنی  های شاهد با آب مقطر سترون مایهانجام شد. گیاهچه

مجدد  کشت  و  جداسازی  عمل  کخ،  اصول  ا بات  جهت 

محیط  ها  باکتری بهگالاز    NAروی  شده،  ایجاد  روش های 

های  باکتری توضیح داده شده در بخش جداسازی، انجام گرفت و  

با   فنوتیپی  و  بیوشیمیایی  خصوصیات  نظر  از  شده  جداسازی 

زایی، جهت  بیماری آزمون  زنی شده مقایسه شدند.  های مایه باکتری 

های هویج و شلغم نیز به روش  بررسی ایجاد کالوس روی دیس  

 ( انجام شد. Aysan et al., 2003) آیسان و همکاران 

 

 زاهاي باکتري بيماريبررسي خصوصيات فنوتيپي سویه

شتتتناستتتی، بیوشتتتیمیایی و های ریخت بررستتتی ویژگی

های مندرج های باکتری با استتفاده از آزمونفیزیولوژیکی ستویه

 Klement et) شتناستی گیاهی انجام شتد  در منابع معتبر باکتری

al., 1990; Schaad et al., 2001.) 

 زاهاي بيماريشناسایي مولکولي سویه

 ژنومي  DNAاستخراج  

  ژنومی باکتری با استتفاده از روش لی و دبور  DNAاستتخراج  

(Li and de Boer, 1995 انجام شتد. جهت استتخراج )DNA از ،

 استفاده گردید.  NAساعت باکتری روی محیط  48کشت  

 آغازگرهاي اختصاصي زا با  هاي بيماري شناسایي مولکولي باکتري 

زای اگروباکتریوم از  های بیماری جهت شناسایی مولکولی سویه 

اختصاصی   و    ′VirD2A/VirD2C′ ،  VirD2A/VirD2Eآغازگرهای 

CYT/CYT′   (Haas et al., 1995  )  وVCR /VCF   (Sawada et al., 1995 )  

در مطالعات پیشین، این آغازگرها بر  استفاده شد.  (  1)جدول  

زایی اگروباکتریوم طراحی  های دخیل در بیماریاساس توالی ژن

  ′VirD2A/VirD2C  اند. طراحی دو جفت آغازگر و استفاده شده

ژن    ′VirD2A/VirD2Eو   توالی  آغازگر   ،virD2براساس    جفت 

CYT/ CYT′  ژن    بر اساس توالیipt    و جفت آغازگرVCR /VCF  

 بوده است.  virC بر اساس توالی ژن

میکرولیتر مخلوط    12میکرولیتر، با ترکیب    25در    PCRمخلوط  

 (،  180301 2Mgcl-PCR Master Mix Red-(Ampliqon) 50آماده واکنش ) 

 

 
 (. C( و آلو )B) (، گیلاسAسیب )روی درختان  Agrobacterium tumefaciensهای گال ناشی از باکتری نشانه -1شکل 

Fig 1. Gall symptom caused by Agrobacterium tumefaciens on apple (A), sweet cherry (B) and plum (C) trees. 
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و    10 آغازگر  هر  از  میکرولیتر  بر  بر    50پیکومول  نانوگرم 

واکنش  DNAمیکرولیتر   حرارتی  برنامه  شد.  تهیه    PCR  الگو 

)دمای   DNAسازی اولیه رشته  صورت ی  چرخه واسرشتبه

دقیقه(،    94 سه  سلسیوس،  مرحله    35درجه  شامل  چرخه 

رشته  واسرشت  درجه سلسیوس، ی     94)دمای    DNAسازی 

به رشته   آغازگرها  اتصال  دماهای    DNAدقیقه(، مرحله    60با 

( سلسیوس  سلسیوس    VirD2A/VirD2C′  ،)62درجه  درجه 

(VirD2A/VirD2E′  ،)55   ( درجه سلسیوسCYT/CYT′  و )57  

بسط  ( به مدت ی  دقیقه و مرحله  VCF/VCRدرجه سلسیوس ) 

درجه سلسیوس، ی  دقیقه( و در نهایت    72)دمای    DNAرشته  

 دقیقه( بود.   10درجه سلسیوس،    72ی  چرخه بسط نهایی )دمای  

 مراز چندگانهاي پليواکنش زنجيره

صورت استفاده توام دو جفت از آغازگرهای ذکر  این آزمون به 

شده در ی  مخلوط واکنش انجام شد. به این صورت که یکی از  

از   ′VirD2A/VirD2Eیا    ′VirD2A/VirD2Cآغازگرهای   یکی    با 

واکنش    VCF/VCRیا    ′CYT/CYTآغازگرهای   مخلوط  ی   در 

ز، دمای مربوط  نی   DNAاستفاده شد. دمای اتصال آغازگرها به رشته  

دلیل کمتر بودن دمای  ، به VCF/VCRیا   ′CYT/CYTبه آغازگرهای 

مراز در دستگاه  ای پلی اتصال، در نظر گرفته شد. واکنش زنجیره 

)مدل   شرکت  TMGradient Palm cyclerترموسایکلر  ساخت   ،

Corbett Life Science  ژنومی قطعات  شد.  انجام  استرالیا(  کشور   ،

 یید شدند. أ مشاهده و ت   درصد   ی  تکثیر شده با استفاده از ژل آگارز  

 
 نتایج

از   مطالعه،  این  گیاهی جمع  208در  از  نمونه  آوری شده 

آذربایجان استان  نشانهمناطق مختلش  با  تعداد غربی  گال،  های 

روی محیط   رنگ،  های شیری تا کرمجدایه باکتری با پرگنه  168

 .(2)جدول  جداسازی شد 3PDA+CaCO %0.5کشت 
 زایيآزمون اثبات بيماري

  جدایه باکتری که بیشتترین شتباهت 60زایی  آزمون بیماری

داشتتتند،    Agrobacteriumهای جنس را به پرگنه باکتری ظاهری

( و روی 2زا بودند )جدول جدایه بیماری 32تعداد    انجام شتد.

در بین فرنگی گتال ایجتاد نمودنتد.  هتای گوجتهطوقته گیتاهچته

زا، زمان ظهور گال بین ستته تا پنج هفته متغیر های گالستتویه

و   زنیروز پس از مایه AT-K2 ،22و   AT-N21های  بود. ستتویه

ایجاد نمودند و در نهایت اندازه  ها، گالاز ستتایر ستتویهزودتر 

ها بود. در تیمار شتتاهد گال تر از ستتایر ستتویهها نیز بزرگگال

 (.B2و   A2)شکل تشکیل نشد 

های تشتکیل شتده روی های جداستازی شتده از گالباکتری

فرنگی، از نظر شتتکل و رنگ پرگنه و های گوجهطوقه گیاهچه

آمیزی گرم، اکستتتیتداز، هتای فنوتیپی متاننتد رنتگبرخی ویژگی

های باکتری اولیه بودند و کاتامز و رشتد هوازی مشتابه جدایه

 ها ا بات شد.اصول کخ در مورد این سویه

زا روی طوقه سویه گال  32بر اساس نتایج این تحقیق، از  

سویه قادر به تولید کالوس    30فرنگی، تعداد  های گوجهگیاهچه

های متفاوت روی قطعات هویج و شلغم بودند )شکل  با اندازه

C2    وD2  سویه .)AT-U7   علیرغم توانایی ایجاد گال روی طوقه

فرنگی، قابلیت ایجاد کالوس روی قطعات هویج  گیاهچه گوجه

پس از دو بار آزمون    AT-K28و شلغم را نداشت، همچنین سویه  

د ولی  فرنگی، گال ایجاد ننمو زایی روی گیاهچه گوجهبیماری

روی قطعات هویج و شلغم بافت کالوس تشکیل داد. دو سویه  

AT-N50    وAT-U10   روی هویج کالوس ایجاد کردند اما روی

و پس    AT-K2  شلغم کالوسی ایجاد نشد. در این آزمون، سویه

تری  بزرگ  بافت کالوس  AT-N27و    AT-N21های  از آن سویه

سویه سایر  به  شلغنسبت  و  هویج  قطعات  روی  تشکیل  ها،  م 

 دادند. 

 هابررسي خصوصيات فنوتيپي و بيوشيميایي سویه

به نتایج  اساس  سویهبر  کلیه  آمده  منفی، دست  گرم  ها 

و    NAهای کشت  متحرک و هوازی اجباری بودند روی محیط

0.5% 3PDA+CaCOپرگنه و ،  گرد  رنگ،  شیری  تا  سفید   های 

باکتری دادند.  تشکیل  کشت  محدب  محیط  روی    1Aها 

ای و حاشیه سفید و روی محیط کشت  هایی با مرکز قهوهپرگنه

هایی گرد، محدب و به رنگ آبی تولید  پرگنه  D1Mاختصاصی  

،  80های اکسیداز، کاتامز، هیدرولیز تویین  کردند. نتایج آزمون
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مثبت اما نتایج  کتومکتوز  -3تولید  آز، احیاء نیترات،  لوان، اوره

حساسیت روی توتون، پکتیناز، آرژنین ی واکنش فوق هاآزمون

و  دهیدرومز، تولید اندول، هیدرولیز ژمتین، هیدرولیز نشاسته  

منفی بود. واکنش    تولید رنگدانه فلورسنت روی محیط کینگ بی

کازئین، فسفاتاز و  های  های مختلش در آزمونسویه هیدرولیز 

صرف قندهای رافینوز،  ها قادر به مکلیه سویهمتیل رد متغیر بود.  

مالتوز، سلوبیوز، فروکتوز، آدونیتول، مانیتول، رامنوز، گامکتوز،  

و   آمنین  فنیل  ترهالوز،  دکستروز،  زایلوز،  سوکروز،  آرابینوز، 

سوربیتول   و  مکتوز  دولسیتول،  مصرف  در  اما  بودند  سیترات 

-سویههای فنوتیپی و بیوشیمایی  نتایج سایر آزمون  متغیر بودند.

 ( آورده شده است. 3زا در )جدول بیماری های

 

 آغازگرهای اختصاصی مورد استفاده در این مطالعه  -1جدول 

Table 1. Specific primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′-3′) Reference 

VirD2A ATGCCCGATCGAGCTCAAGT Haas et al., 1995 
VirD2E CCTGACCCAAACATCTCGGCTGCCCA Haas et al., 1995 

VirD2C TCGTCTGGCTGACTTTCGTCATAA Haas et al., 1995 

CYT GAT CG(G/C) GTC CAA TG(C/T) TGT Haas et al., 1995 
CYT′ GAT ATC CAT CGA TC(T/C) CTT Haas et al., 1995 

VCF ATCATTTGTAGCGACT Sawada et al., 1995 

VCR AGCTCAAACCTGCTTC Sawada et al., 1995 

 

 سیب دارای نشانه گال  دار ومیوه هسته از درختانهای جدا شده برداری باکتری میزبان، محل و زمان نمونه  -2جدول 
Table 2. Host, location and time of sampling of bacteria isolated from stone fruit and apple trees with the symptom of tumor. 

Location of 

sampling 
Host 

No. of plant 

samples 
No. of isolated 

bacteria 
Isolate 

code 
No. of pathogenic 

bacteria 
Year of sampling 

Urmia Apple 20 13 U1-U13 4 2018 
Urmia Sweet cherry 27 22 U14-U35 5 2018 
Urmia Plum 16 13 U36-U48 4 2019 

Naghadeh Apple 28 23 N1-N23 5 2018 
Naghadeh Plum 9 7 N24-N30 2 2018 
Naghadeh Sweet cherry 24 21 N31-N51 3 2018 
Sardasht Apple 10 10 S1-S10 2 2019 
Sardasht Plum 33 26 S11-S35 1 2019 

Khoy Sweet cherry 17 13 K1-K13 3 2018 
Khoy Apple 10 8 K14-K21 0 2018 
Khoy Plum 14 11 K22-K32 3 2018 

 

 

 
(، عدم تشکیل گال روی تیمار A) فرنگی. تشکیل گال روی طوقه گیاهچه گوجهAgrobacterium tumefaciens AT-N21زایی سویه آزمون ا بات بیماری -2شکل 

 باشد. قطعه سمت چپ شاهد می (، در هر تشت  پتری، D)  ( و هویجC) (، تشکیل کالوس روی قطعات شلغمB) شاهد
Fig 2. Pathogenicity test of Agrobacterium tumefaciens AT-N21. Gall formation on crown of tomato seedling (A), no gall on negative control (B), 

callus formation on slices of turnip (C) and carrot (D), in  
each Petri dish, the left slice is negative control. 
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  Agrobacterium tumefaciensزای  های بیماری های فنوتیپی سویه ویژگی  -3جدول 

 سیب در استان آذربایجان غربی.  دار ومیوه هسته جدا شده از درختان
Table 3. Phenotypic characteristic of pathogenic strains of 

Agrobacterium tumefaciens, isolated from stone fruit and apple trees 

in West Azarbaijan province. 

Reaction Characteristic Reaction Characteristic 

+ Growth on 1A and D1M - Gram staining 

+ Tween 80 hydrolysis - Anaerobic growth 

C Colony color on NA + Oxidase 

Y Colony color on YDC + Motility 

- Fluorescent pigment production + Catalase 

+ 3- Keto lactose 

formation 
- Arginine dihydrolase 

 Use of: - HR reaction 

+ L-Phenylalanine + Levan formation 

+ D-Galactose - Gelatin hydrolysis 

+ L-Arabinose + Aesculin hydrolysis 

+ D-Arabinose - Starch hydrolysis 

+ Maltose V Casein hydrolysis 

V Lactose + Urease 

+ Adonitol - Tyrosinase activity 

V D-Sorbitol - Growth at 4 °C 

+ D-Xylose - Growth at 40 °C 

+ L-Xylose + NaCl 4% tolerance 

V Dulcitol + NaCl 5% tolerance 

+ L-Rhamnose - NaCl 7% tolerance 

+ Citrate - Indole formation 

+ Raffinose - H2S from cysteine 

+ D-Mannitol + NO3 reduction 

+ Dextrose V Methyl red 

+ Fructose - Potato soft rot 

+ Trehalose V Litmus milk 

+ Cellobiose V Phosphatase  

+ Sucrose - Lecithinase 

: رنتگ پرگنته کرم،  Cواکنش متغیر،    V:: واکنش منفی،    -+: واکنش مثبتت،  

Yرنگ پرگنه زرد :. 
+: Positive reaction, -: Negative reaction, V: Variable reaction, C: 
Color of colony is cream, Y: Color of colony is yellow. 

 

هاي باکتري با اسنتفاده از آغازگرهاي  شنناسنایي مولکولي سنویه

 اختصاصي

نتایج   اساس  از    PCRبر  استفاده  آغازگر  با  جفت 

VirD2A/VirD2C′  ،87   های باکتری قادر به تکثیر  از سویه   درصد

همچنین  جفت   224قطعه   بودند،  سویه   درصد   80بازی  های  از 

بازی را به واسطه جفت آغازگر  جفت  338باکتری توانستند قطعه  

VirD2A/VirD2E′    تکثیر کنند. دو سویهAT-K9    وAT-K28    قادر به

،  AT-U6  های بازی نبودند، همچنین سویه جفت   224تکثیر قطعه  

AT-U9   و  AT-N27    بازی را تکثیر  جفت   338قطعه  هم نتوانستند

درصد    CYT/CYT′  74با استفاده از جفت آغازگر  PCR  . در نمایند 

،  جفت بازی بودند  427زا قادر به تکثیر قطعه های بیماری از سویه 

  AT-K30و    AT-U22  ،AT-N2  ،AT-N19های  سویه   اما این قطعه در 

های باکتری مورد  بازی در اکثر سویه جفت   730قطعه    تکثیر نشد. 

آغازگر   جفت  از  استفاده  با  اما    VCF/VCRمطالعه  شد  تکثیر 

این جفت    AT-K17  و   AT-U20  ،AT-U43 ،  AT-N1های  سویه  با 

 (. 4باندی تشکیل ندادند )جدول    آغازگر 

 
 Agrobacteriumزای های منتخب بیماریجدایه PCRنتایج  -4جدول 

tumefaciens  .با استفاده از آغازگرهای اختصاصی 
Table 4. Results of PCR of selected pathogenic Agrobacterium 

tumefaciens strains using specific primers. 
VCF/VCR CYT/CYT′ VirD2A/E VirD2A/C Strain 

+ + + + A. tumefaciens  AT-U2 
+ + - + A. tumefaciens  AT-U6 

+ + - + A. tumefaciens  AT-U9 

+ + - + A. tumefaciens  AT-U18 
+ + + + A. tumefaciens  AT-U22 

+ + + + A. tumefaciens  AT-U31 

+ + + + A. tumefaciens  AT-U37 

+ + + + A. tumefaciens  AT-U46 

+ + + + A. tumefaciens  AT-N3 

+ + + + A. tumefaciens  AT-N15 

+ + + + A. tumefaciens  AT-N21 

+ + + + A. tumefaciens  AT-N25 

+ + + + A. tumefaciens  AT-N27 

+ + - + A. tumefaciens  AT-N50 

+ + + + A. tumefaciens  AT-S5 
+ + + + A. tumefaciens  AT-K2 

+ + + + A. tumefaciens  AT-K9 

+ + + - A. tumefaciens  AT-K23 

+ + + - A. tumefaciens  AT-K28 

 

 مراز چندگانهاي پليواکنش زنجيره

یا    ′VirD2A/VirD2Cزمان دو جفت آغازگر  در استتفاده هم

VirD2A/VirD2E′    آغتتازگترهتتای از  یتکتی  یتتا   ′CYT/CYTبتتا 

VCF/VCR  قطتعتتات  ،DNA   و تکثیر  آغتتازگر  هر  بتته  مربوط 

گونه تداخلی هیچباندهای مربوطه روی ژل آگارز مشاهده شد.  

 در عملکرد آغازگرها با هم دیده نشد.
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 بحث

هسته میوه  درختان  مطالعه،  این  دانهدر  و  دارای دار  دار 

های اطراف ارومیه، خوی،  ها و تنه، در باغنشانه گال روی شاخه

و    شداستان آذربایجان غربی، بررسی  نقده و سردشت، واقع در  

های  جدایه باکتری عامل بیماری، از نمونه 32در مجموع تعداد 

 گال درختان سیب، آلو و گیلاس جداسازی شد. 

گال از  زیادی  تعداد  جمعاز  بههای  شده،  ویژه  آوری 

ای روشن تا  های دارای بافت سخت، چوبی و به رنگ قهوهگال

زایی جداسازی نشد. این موضوع به  بیماریتیره، هیچ باکتری  

گردد. به  روند توسعه بیماری در گیاه بدون حضور باکتری برمی

به درون   T-DNA  عبارتی پس از ورود باکتری به گیاه میزبان،

انتقال یافته و پس از ادغام  سلول با ژنوم    T-DNAهای گیاهی 

، میزان  های رشدی گیاههای تولیدکننده هورمونگیاه و بیان ژن

ها به مقدار قابل توجهی افزایش  اکسین و سیتوکینین در سلول

ها )هایپرتروفی( و افزایش  یابد که سبب افزایش حجم سلولمی

آن )هایپرپلازی(  تکثیر  در  سرعت  باکتری و  نفوذ  در محل  ها 

شود. تحقیقات نشان داده است که پس از  ادامه تشکیل گال می

الحاق به ژنوم گیاه، حضور    T-DNA  ایجاد عفونت در گیاه و 

بیماری   توسعه  برای  دلیل  باکتری  همین  به  و  نبوده  نیاز  مورد 

گال  بیشتر  در  قدیمی باکتری  نمی  های   شودجداسازی 

(Ferdous et al. 2021; Singh et al., 2021 .) 

های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی  در این تحقیق، از آزمون

برای   معمول  طور  به  که  طبقهمختلش  و  بندی  شناسایی 

شود، استفاده شد. از جمله  زا به کار گرفته میهای گالباکتری

تولید  آزمون تشخیصی،  از-3های  است-α  کتومکتوز   مکتوز 

(Schaad et al., 2001; Pulawska et al., 2016)  در این تحقیق،    که

سویه گالتمام  تولیدهای  توانایی  داشتند. -3  زا،  را  کتومکتوز 

همکارانمشاب و  پومسکا  مطالعه  در  نتایج  همین   ه 

(Pulawska et al., 2016به است،  شده  گزارش   کهطوری ( 

کتومکتوز  -3، قادر به تولید  A. tumefaciensهای کمپلکس  سویه

سویه جدا شده   15  های دیگر،در بررسی  .نده امکتوز بود -αاز  

( طلایی  شمشاد  در  Euonymus japonicusاز  های گلخانه( 

سویهGanjeh et al., 2020)مازندران   و   A. tumefaciensهای  ( 

میزبان از  شده  در جداسازی  چغندرقند  و  مو  رز،  گل  های 

)استان بویراحمد  و  کهگیلویه  و  فارس   Shahabiهای 

Mohammad Abadi et al., 2012  ) ند. ا ه کتومکتوز بود - 3  قادر به تولید  

در این مطالعه گرم منفی و متحرک  های جدا شده از گال  سویه

های کاتامز، اکسیداز، تحمل نم  چهار و  بودند و نتایج آزمون

تویین   هیدرولیز  لوان،  درصد،  اجباری،  80پنج  هوازی  رشد   ،

ژمتین،  هیدرولیز   ، دهیدرولیز  آرژنین  اسکولین،  هیدرولیز 

رنگدانه  تولید  اندول،  تولید  نشاسته،  فلورسنت  هیدرولیز  های 

محیط کینگ بی، لسیتیناز، تولید گاز سولفید هیدروژن از  روی  

فوق واکنش  در   سیستئین،  تیروزیناز، رشد  فعالیت  حساسیت، 

درجه سلسیوس، تحمل نم  هفت درصد،    40دماهای چهار و  

 Klement etشناسی )زمینی با منابع معتبر باکتریلهانیدن سیب 

al., 1990; Klement et al., 1990; Schaad et al., 2001  و مطالعات )

 ,.Rouhrazi and Rahimian, 2014; Pulawska et alسایر محققین )

2016; Ganjeh et al., 2020آز در خوانی داشت. واکنش اوره( هم

های این مطالعه مثبت بود که این نتیجه در مطالعات تمامی سویه

ده است، ( نیز گزارش شGanjeh et al., 2020)  گنجه و همکاران

که سویه مورد مطالعه شهابی و    A. tumefaciensهای  در حالی 

( واکنش  Shahabi Mohammad Abadi et al., 2012همکاران   )

های این آز متغیر داشتند. نتیجه آزمون احیاء نیترات سویهاوره

از   نتایج گزارش شده  قابلیت مغایر  این  اما  مطالعه مثبت بود، 

محققین  A. tumefaciens  هایسویه برخی  مطالعات   در 

(Ganjeh et al., 2020 می ) .باشد 

هتای مختلش متعلق بته  هتای فنوتیپی ستتتویتهنتتایج آزمون

عنوان مثال، ی  گونه باکتریایی ممکن استت متفاوت باشتد، به

که در آزمون شتتیر  AT-N27و   AT-U22  ،AT-S5ستته ستتویه  

ترتیب واکنش رستتتوب، استتتیدی و قلیایی از خود  لیتموس به

های مولکولی، همگی متعلق به نشتتان دادند، بر استتاس آزمون

های  بودند. در آزمون شتیر لیتموس، ستویه  A. tumefaciensگونه  

جتداستتتازی شتتتده از گردو و مو    A. tumefaciensزای  گتال

(Rouhrazi and Rahimian, 2013, 2014  و  ستتتتتویتته  23( 
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A. tumefaciens  دار  جداستتتازی شتتتده از درختان میوه هستتتته

(Pulawska et al., 2016 واکنش قلیتایی نشتتتان داده بودند، در )

 5ها واکنش قلیایی،  ستویه درصتد 70حالی که در این مطالعه،  

رسوب تشکیل دادند. نتایج    درصد 25واکنش استیدی و   درصتد

ا  ههای متیل رد، فستتتفاتاز و کازئین نیز در میان ستتتویهآزمون

هتا در هیتدرولیز  از ستتتویته  درصتتتد  10کته  طوریبتهمتغیر بود،  

در آزمون  درصتتد 65در آزمون متیل رد و  درصتتد 30کازئین،  

 فسفاتاز واکنش مثبت نشان دادند.

  درصد  95بر اساس نتایج این تحقیق، قند مکتوز توسط 

ها قادر به مصرف سویه  درصد  20ها مصرف شد اما فقط  سویه

قادر به مصرف قند دولسیتول بودند. درصد    60سوربیتول و  قند  

  های عنوان منبع کربن در سویه نتیجه مصرف رافینوز و سیترات به 

همکاران و  کازمانووی   مطالعه   ,.Kuzmanovic et al)  مورد 

های این مطالعه قادر به  ( متغیر بود در حالی که همه سویه2018

آمنین توسط  سایر قندها و فنیلمصرف این منابع کربنی بودند.  

معتبر سویه منابع  مشابه  که  شدند  مصرف  مطالعه  این  های 

)باکتری (  Klement et al., 1990; Schaad et al., 2001شناسی 

به آزموناست.  متفاوت  نتایج  کلی،  و طور  فنوتیپی  های 

های ی   بیانگر ناهمگن بودن سویه A. tumefaciensبیوشیمیایی 

و بوده  سازگاری  می  گونه  جمله  از  مختلفی  عوامل  از  تواند 

از ریشهسویه مترشحه  مواد  با  باشد ها  ناشی شده  میزبان  های 

(Vladimirov et al., 2015.) 

سویه مولکولی  جفت  شناسایی  چهار  از  استفاده  با  ها 

شد.    انجاممراز  ای پلیی اختصاصی در واکنش زنجیرهآغازگرها

جهت  ،  ′VirD2A/VirD2Eو    ′VirD2A/VirD2Cدو جفت آغازگر  

سویه بیماریتفکی   سویههای  از  غیربیماریزا  زا  های 

ب شدند.  استفاده  باکتری  منظورهاگروباکتریوم   های تفکی  

A. tumefaciens    وAllorhizobium vitis  (دامنه  با  های  سویه

باکتری از  بام(   .Alو    Agrobacterium rhizogenesهای  میزبانی 

vitis  (با  های  سویه  )پایین میزبانی  آغازگر    زادامنه  جفت 

CYT/CYT′  و جهت تفکی  باکتریA. tumefaciens  ز باکتریا 

Al. vitis  آغازگر از جفتVCF/VCR .استفاده شد   

گونه است  ممکن  گال  ی   بافت  بیماریاز  و های  زا 

ویژگی  Agrobacteriumزا  غیربیماری مختلفی  که  فنوتیپی  های 

تبارشناسی مختلش تعلق دارند، جداسازی  های  داشته و به گروه

ها، در شوند. این موضوع ارزیابی اینکه کدام باکتری یا باکتری

نماید. بنابراین برای  اند را دشوار میایجاد گال مشارکت داشته 

به  که  تنوع پلاسمیدهایی  به  بردن  گال  پی  بروز  طور مشترک در 

در سطح جمعیت  اند، مزم است تحقیقاتی  طوقه گیاهان نقش داشته 

 (. Faist et al., 2016ها انجام شود ) آن   Ti-plasmidها و  باکتری 

شناسایی   در  اختصاصی  آغازگرهای  از  استفاده  نتایج 

سویه داد،  مولکولی  نشان  باکتری  آغازگر  های  جفت 

VirD2A/VirD2C′  شناسایی به  های  سویه  درصد  87  قادر 

 ′VirD2A/VirD2Eاین مطالعه بود و جفت آغازگر  زای  بیماری

ها را شناسایی کند. بنابراین جفت  این سویهدرصد    80توانست  

بیش  ′VirD2A/VirD2Cآغازگر   شناسایی  دامنه  تری  دارای 

باشد. نتایج مطالعات قبلی نیز نشان داده است که استفاده از  می

آغازگر   تنهایی  ′VirD2A/VirD2Cجفت  ردیابی   به    برای 

زا کافی نیست که با نتایج این مطالعه همسو  های بیماریسویه

ای در ایران نیز، جفت  در مطالعه  .(Bini et al., 2008)باشد  می

زا را از بین  سویه بیماری  92  تعداد،  ′VirD2A/VirD2Cآغازگر  

  ه استشناسایی کرد  Agrobacteriumسویه باکتری جنس    105

(Rouhrazi and Rahimian, 2013همچنین در مطالعه ،)  ،ای دیگر

جفت   224با تکثیر قطعه    Agrobacteriumهای  زایی سویهبیماری

ت آغازگر  جفت  این  از  استفاده  با  شدأبازی  استیید   ه 

(Ganjeh et al., 2020یافته توام  (.  این مطالعه، استفاده  این  های 

سویه ردیابی  جهت  را  آغازگر  جفت  بیماریدو   زای های 

A. tumefaciens  نماید. همانطور که در تحقیقات پیش یید میأت

جهت ردیابی    (Haas et al., 1995و همکاران )  از این نیز هاس 

از این دو جفت آغازگر    A. tumefaciensزای  های بیماریسویه

 ،virD2در مطالعه حاضر، نتایج مثبت تکثیر ژن   اند.استفاده کرده

زایی با ایجاد گال ا بات بیماریهای  دست آمده از آزموننتایج به

گیاهچه طوقه  گوجهروی  روی  های  کالوس  ایجاد  و  فرنگی 

روی طوقه    AT-K28  یید کرد. سویهأقطعات هویج و شلغم را ت

https://bacdive.dsmz.de/index.php?search=taxid:1265506
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فرنگی گال ایجاد نکرد ولی روی قطعات شلغم  گیاهچه گوجه

قابلیت    AT-U7و هویج بافت کالوس تشکیل داد، از طرفی سویه  

فرنگی را داشت اما روی قطعات گیاه گوجهزایی روی  بیماری

و   AT-U10هویج و شلغم بافت کالوس تشکیل نداد. دو سویه  

AT-N50    نیز روی شلغم کالوس تولید نکردند در حالی که روی

گوجه روی  طوقه  و  گال  تولید   قطعاتفرنگی  کالوس  هویج 

با   virD2ها با تکثیر ژن  زا بودن همه این سویهبیماری  کردند و

یید شد. این تنوع در  أاستفاده از دو جفت آغازگر اختصاصی ت

های ایرانی جدا شده از  زایی در گیاهان مح ، در سویهبیماری

که   است  شده  مشاهده  نیز  سرخ  گل  و  سیب  هلو،  درختان 

سویهمی میزبانی  دامنه  در  تنوع  به  را  آن  بیماریتوان  زا  های 

نیزMafakheri et al., 2019)  نسبت داد پیشتر  از دست دادن    (. 

بیماریخودبه توانایی  سویهخودی    Agrobacteriumهای  زایی 

میزبان از  برخی  است روی  شده  گزارش  و  مشاهده  هایش 

(Pulawska et al., 2016 .) 

دهد که گاهی اوقات در  های محققان نشان میگزارش

مختلش اگروباکتریوم  های  ای از گونهدرون ی  گال، مجموعه 

از قبیل  گال باکتری عامل  ،  A. tumefaciens  و  Al. vitisزا،  یا  و 

( ریشه  تواماً  A. rhizogenesپررشدی   دارند حضور  ( 

(Puławska et al., 2016)  تفکی جهت  مطالعه،  این  در   .

از    Agrobacteriumهای  از سایر گونه  A. tumefaciensهای  سویه

( استفاده شد. Haas et al., 1995)   ′CYT/CYTجفت آغازگرهای  

طراحی شده است،    iptاین جفت آغازگر که بر اساس توالی ژن  

 .Al  هایی از  سویه  و  A. tumefaciensهای  قادر به تفکی  گونه

vitis  گونه از  بام،  میزبانی  دامنه    و   A. rhizogenesهای  با 

پایین است. در این مطالعه، با دامنه میزبانی    Al. vitis  هایی ازسویه

آغازگر   جفت  از  VCF/VCR  (Sawada et al., 1995  )همچنین 

از   A. tumefaciensمنظور تفکی  گونه  ، بهvirCجهت تکثیر ژن  

Al. vitis  .های  با توجه به تکثیر ژن  بهره برده شدipt    وvirC    در

 و  Al. vitisهای  های این مطالعه، احتمال وجود گونههمه سویه

A. rhizogenes  های مولد گال رد شد که با مطالعات  در بین سویه

شناسایی در  محققان  داشت    A. tumefaciens  سایر  همخوانی 

(Sawada et al., 1995; Szegedi and Bottka, 2002 این در   .)

آغازگر   جفت  جفت   VCF/VCRیا    ′CYT/CYTمطالعه،  و 

صورت به  ′VirD2A/VirD2Eیا    ′VirD2A/VirD2Cآغازگرهای  

-توام در ی  مخلوط واکنش استفاده شدند. در این روش، هیچ

و   نشد  مشاهده  هم  با  آغازگرها  عملکرد  در  تداخلی  گونه 

باندهای مربوط به هر جفت آغازگر به خوبی تکثیر شدند. با 

جویی  دست آمده، این روش به جهت صرفه توجه به نتیجه به

 شود. لی توصیه میدر زمان و مصرف مواد مولکو 

های فنوتیپی و  دستتت آمده از آزمونبر استتاس نتایج به

هتای مربوط بته ژن  DNAفیزیولوژیکی، همچنین تکثیر قطعتات  

virD2  ،virC    وipt  عتامتل مولتد  مراز،  ای پلیواکنش زنجیره  در

های درختان گیلاس، آلو و ستتیب در ها و تنهگال روی شتتاخه

تشتخیص داده   A. tumefaciensاستتان آذربایجان غربی، باکتری  

تواند در زا میشد. با توجه به اینکه شناخت دقیق عامل بیماری

شتود   ر باشتد، پیشتنهاد میمؤ ارائه راهکارهای مدیریت بیماری  

  Agrobacteriumهای دیگر  هایی روی امکان وجود گونهپژوهش

)هتای( غتالتب موجود در مولتد گتال درختتان میوه و تعیین گونته

زایی این هتای ژنتیکی مرتبط بتا بیمتاریهتا، همچنین ویژگیگتال

 عوامل بیمارگر انجام گردد.

 

 سپاسگزاري

وستیله از معاونت محترم پژوهشتی دانشتگاه ارومیه  بدین
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