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 چکيده
 
. ين تحقيق بمنظور شناسايي عوامل بيماريزاي باكتريايي لكه برگي درختان توت در استان گيلان انجام شد                  ا

لايم بيماري شامل لكه هاي      ع .ي شد  از توتستانهاي مختلف استان نمونه بردار        ١٣٨٣ الي ١٣٨٠طي سالهاي   

در شرايط مساعد اين لكه ها بتدريج        .  سوخته نامنظم روي برگ بوده كه با هاله زرد رنگ احاطه شده بودند               

هاي  از اندامهاي آلوده دو نوع باكتري گرم منفي با كلني             .  گيرد گسترش يافته و تمام سطح برگ را فرا مي           

ايي، يد بر اساس مشخصات مورفولوژيك، فيزيولوژيك، بيوشيم        دست آم ب King’s Bفلورسنت روي محيط     

و با استفاده از روش واكنش       )  SDS-PAGE(لكتروفورز پروتئين كل سلول       ا ,بيماريزايي روي برگهاي توت   

وع غالب باكتري جدا شده از درختان توت           ن,  به كمك آغازگرهاي اختصاصي    )  PCR(زنجيره اي پلي مرآز   

Pseudomonas syringae pv.mori     باكتري نوع ديگر در برخي توتستانهاي استان گيلان          .  شناسايي شد

P.s.pv.syringaeعيين گرديد ت . 
 
  كه برگي ،  لPseudomonas syringae pv.mori   ،P. s. pv.syringaeتوت، :اژه هاي كليديو
 

 مقدمه
ميزبان بسياري از عوامل بيماريزاي      )  Morus alba(وت  ت

 سطح زير كشت باغات توت در استان گيلان .لكه برگي مي باشد
ظاهرا بيماري  .  بالغ بر سيزده هزار هكتار تخمين زده مي شود          

لكه برگي باكتريايي از سالها قبل روي درختان توت وجود داشته 
 اما اخيرا با گسترش كشت ارقام پرمحصول خارجي در. )۴( است

ع وتستانهاي اكثر مناطق استان گيلان، اين بيماري شيو              ت
بطوريكه علايم سوختگي روي برگهاي رقم      .  بيشتري يافته است  

تا بحال در جهان باكتريهاي      .  كيموچي به وفور يافت مي شود      
بيماريزاي زيادي روي درختان توت گزارش نشده است و از               
ميان آنها تنها بيماري لكه برگي باكتريايي توت در توتستانها             

 و قلمه آلوده از منابع خاك، بقاياي گياهي. اهميت اقتصادي دارد
بيماري تحت شرايط رطوبت     .  مهم آلودگي محسوب مي شوند     

رجه سانتي گراد     د ٢٣  ‐٣٢و دماي    )  بارندگي(الا   ب نسبي
اماني و      ١٣٥٨    در ايران اولين بار سال    ).  ٢٤(گسترش مي يابد    

وقوع سوختگي باکتريايي توت را از ايران از        )  ١٣٥٧(اخويزادگان  
) ١٣٧٩(ارعي و رحيميان    ز نمودند سپس    زارشگيلان  گاستان  

امل بيماري   ع Pseudomonas syringae pv.mori  اكتريب
سوختگي باكتريايي روي درختان توت سفيد، شاتوت و توت             

لاجا  ج .ا از منطقه كردان در استان تهران گزارش كردند          ر ژاپني
بيماري بلايت باكتريايي توت در اثر             )٢٠٠١  (و همكاران  

P.s.pv.mori    ا يكي از عوامل بيماريزاي لكه برگي مهم در           ر
 با وجود اين ،     .   همه توتستانهاي هندوستان گزارش كردند      

وختگي  س از ديگر عوامل بيماريزاي   )  ١٩٨٦  (وستكا و همكاران  ك
 .مودند نعرفي مXylella fastidiosaبرگ توت در هندوستان را 

ود  ك  كيلوگرم در هكتار   ٦٠استفاده    )٢٠٠٠(ارما و همكاران     ش
پتاسه را در كاهش بيماري لكه برگي باكتريايي و ساير                   

با وجود اين، يوشبدا و     .  وت مؤثر دانستند   ت بيماريهاي برگي روي  
 Bacillus amyloliquefaciensك جدايه از ي)٢٠٠٢(همكاران
(RC-2)    نتراكنوز و بلايت    آ يماريهاي ب مزمانه را جهت كنترل
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كه  ل وجود علايم .  ندباكتريايي توت در ژاپن مؤثر گزارش نمود        
 شناسايي   و زوم بررسي ، ل استان گيلان   برگي در اغلب باغات توت    
.. روري مي باشد ضوي درختان توت رعوامل بيماريزاي باكتريايي

بررسي هاي مقدماتي نشان داد كه اين بيماري منشاء باكتريايي          
بنابراين ضروري بنظر رسيد كه باكتري عامل بيماري             .  دارد

وشهاي  ر ا در آينده با انجام پژوهشهاي تكميلي       شناسايي شود ت  
 . شود نجاماپيشگيري و مبارزه با بيماري 

 
 واد و روشها م

 ازديد از توتستان ب
 از توتستانهاي مختلف استان      ١٣٨٢ تا   ١٣٨٠ي سالهاي ط

گيلان شامل پسيخان، لاهيجان ، لنگرود، پرند و صومعه سرا              
 انواع لكه برگي ها مورد      در هنگام بازديدها ،   .  بازديد به عمل آمد   

بررسي قرار گرفتند و از برگهاي درختان توت كه داراي                   
سوختگي برگ بودند نمونه ها جمع آوري شده و در داخل                 

 . كيسه هاي پلاستيكي به آزمايشگاه منتقل شدند
 داسازي عوامل بيماريزا ج

 برگ با علايم مشخص       ٥ز توتستانهاي آلوده هر درخت        ا
برگهاي آلوده ابتدا در جريان ملايم آب        .  دبيماري انتخاب شدن  

شسته شده و قطعاتي حدود يك سانتي متر مربع شامل قسمت            
سالم و بافت آلوده مورد نظر بريده شده و بطور جداگانه توسط              
هيپوكلريد سديم يك درصد به مدت يك دقيقه ضدعفوني               

با آب مقطر   )  هر بار ده دقيقه      (سطحي شدند و سپس سه بار        
بافتهاي آلوده را در آب پپتونه كاملا       .  دند ش تشو داده سترون شس 
عصاره .   دقيقه در شرايط آزمايشگاه قرار گرفتند       ٣٠له شدند و    

 سلول باكتري   ١×  ١٠٦بدست آمده توسط آب مقطر سترون تا         
 ميكروليتر  ١٠٠سپس از هر رقت      .  در ميلي ليتر رقيق شدند     

 و  )NAS(برداشته و روي محيط آگار مغذي سوكروز دار               
 King’s B        ميكروگرم در   ٥٠(حاوي آنتي بيوتيك اكتيديون 

. ا يك ميله شيشه اي خميده پخش گرديد              ب  )ميلي ليتر  
 روز  ٣ درجه سانتي گراد به مدت       ٢٧شتك هاي پتري در دماي     ت

كلني هاي رشد يافته براساس شكل ظاهري و         .  نگه داري شدند  
. ندد ش رنگ بررسي و كلني هاي غالب انتخاب و خالص سازي           

بيوشيميايي و تغذيه اي به روش معمول   ,  آزمون هاي فيزيولوژيکي 
ي ژورفولوم.  )٢٢،  ٢٠(براي باکتريهاي گرم منفي انجام شد           

قابليت جدايه ها   .  بررسي گرديد   King B  كلني ها روي محيط   
، توليد  )١٢(در ايجاد فوق حساسيت در توتون و شمعداني              

 تشكيل  و)  ٢٥(سيرنگومايسين توسط روش ياسد و همكاران         
 . عيين گرديدت) ١٧و  ٥ (هسته يخ طبق روش هاي توصيه شده

  زمون اثبات بيماريزاييآ
رگهاي توت رقم كموچي كه حساس به لكه برگي بود               ب

 ٢٤براي مايه زني برگها ، از كشت        .  جهت مايه زني استفاده شد    
. ستفاده گرديد اساعته جدايه هاي باكتريايي در آب مقط سترون    

ز كشت هاي باكتريايي در آب مقطر          ا ك توده  ي منظور،با اين   
 سلول باكتري   ١×    ١٠٨سترون بصورت سوسپانسيون با غلظت       

ايه زني از روش ياسد و همكاران        م جهت.  در ميلي ليتر تهيه شد    
)Yassad-Carreau  (وي برگها و    ر يب،تبدين تر .  ستفاده شد ا

ه د ز Tسكالپل يك برش بشكل       ا غتيوسط  تشاخه هاي جوان،    
 ميكروليتر از سوسپانسيون باكتري در محل        ٥٠٠شد و سپس    

 .براي شاهد از آب مقطر استفاده گرديد         .  زخم قرار داده شد    
ايه زني شده به منظور حفظ رطوبت    م رگها ي شاخه هاي جوان    ب

 ميلي متر حاوي كاغذ صافي         ٣٠٠در تشتك پتري به قطر         
وز علايم  ر صورت بر  د.  د روز قرار گرفتن   ١٥ الي   ١٠مرطوبت به   

بيماري ، جداسازي عامل بيماري از برگها و شاخه هاي جوان              
 .مايه زني شده به روش قبلي تكرار شد

 لكتروفورز پروتئين ا 
دايه هاي مربوطه به همراه جدايه هاي استاندارد دريافتي          ج

از كشور فرانسه كلكسيون باكتريهاي بيماريزاي فرانسه                
(CFBP) وي محيط ر  NA اعت  س ۲۴عد از   ب .شت داده شد  ك

 .ترون تهيه شد    س ب مقطر آسوسپانسيوني از آنها در بافر         
وسيله ب  ١٠٠٠٠ x gقيقه در د ١٠وسپانسيون حاصل به مدت س

 ١٠٠سانتريفوژ رسوب داده شد و رسوب حاصل بوسيله                
رم ساكارز،  گ ٥٥/٨يلي گرم تريس،    م  ٠٢/١  يكروليتر بافر نمونه  م
 ،EDTA 0.5 Mليتر  يلي  م  ٥/٠  يلي گرم بروموفنل آبي،    م ٥
ر د  SDS 10%  يلي ليتر م ١٥ركاپتوفنل و م تاب  ليتر  يليم ٥/٢
قيقه در حمام   د ١٥د و به مدت     شهيه  تيلي ليتر آب مقطر   م ٣٢

 x g  قيقه در د ١٠مونهها به مدت     ن .آب جوش قرار داده شد     
يكروليتر از فاز رويي هر نمونه      م  ٥٠مقدار  .  انتريفوژ شد س ٦٨٠٠

لكتروفورز پروتئين در    ا .)٢١( ريخته شد  ر هر چاهك  د رداشته و ب
) discontinuos(ژل اكريل آميد با استفاده از سيستم ناپيوسته         
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غلظت اكريل آميد در ژل جدا      ).  ٣(صورت گرفت   )  ١٩٧٠(ملي  ل
لكتروفورز با  ا.  بود%  ٥/٤و در ژل فشرده كننده         %  ١٠كننده  

هت رنگآميزي ژل   ج.  نجام شد ا  آمپر يليم  ١٥شدت جريان ثابت    
در محلول كوماسي بريليانت بلو در متانول، آب مقطر و اسيد              

 ٤وي دستگاه تكان دهنده به مدت       ر  ١  :  ٥  :  ٥استيك به نسبت    
اقد ف)  هت رنگبري، ژل در حلال فوق       ج.  اعت قرار داده شد    س

 اعتس ٢٤  به مدت )  ا زمان وضوح نوارهاي پروتئيني       ت (رنگ
 ت وي دستگاه تكان دهنده قرار گرفر
 )PCR( ١ اكنش زنجيره اي پلي مراز ويه ها بوسيلهشخيص جدات

 آغازگر هاي     و PCRبا روش        P.s.pv.moriلولهاي  س
) GG TTT TTA ACG CTG GG 3 "5“(  ۲ اختصاصي

D21 5“  ( و" GGG CAA ATA CTC GGA TT 3  (D22 
  )١٨ (.ناسايي شدندش

يك كلني از        P.s.pv.moriهت تشخيص سلولهاي      ج
 ميلي  ٥/٤ لوله هاي آزمايش محتوي        باكتري را برداشته و در     

 دقيقه آنرا   ١٠ليتر آب مقطر سترون قرار داده، سپس به مدت            
 درجه سانتي گراد قرار داده و       ١٠٠در حمام بن ماري در دماي       

از .  بلافاصله لوله ها در ظرف محتوي يخ گذاشته شدند                
 ميكروليتر  ٩٠ر   د DNAسوسپامسيون باكتري جهت تكثير       

 ٤ ميكروليتر از آغازگر هاي اختصاصي،        ٢ل  شام  خلوط اوليه   م
 ميكروليتر

dNTP ( Desoxyribonucleotide Triphosphate) ،   ٦ 
 برابر  ١٠ ميكروليتر بافر    ١٠ مولار ،    ٢٥ميكروليتر كلرور منيزيم    

يكروليتر آب   م ٨/٦٥ ،   Taq polymeraseميكروليتر  /.  ٢  غلظت،
شد و سپس   مقطر سترون دو بار تقطير شده به هر لوله اضافه             

 ۵۰ه لوله    ب PCRجهت اجتناب از تبخير در طول انجام مراحل          
وله در دستگاه     ل .قطره روغن معدني اضافه گرديد        ميکروليتر

PCR              ثانيه در   ٦٠قرار داده شده و برنامه مخصوص آن شامل 
  و DNA درجه سانتي گراد جهت جدا شدن رشته هاي              ٩٤

 درجه سانتي   ٥٢   ثانيه در  ٦٠بترتيب    رخهچ  ٣٧سپس به تعداد    
در .   درجه سانتي گراد قرار گرفتند     ٧٢ ثانيه در    ٦٠گراد و سپس    

بعد از پايان   . درجه سانتي گراد قرار گرفتند      ٤پايان لوله ها در      
                                                                                    
1. Polymerase chain reaction 
2. Specific primers 

محصول    ميكروليتر از هر   ١٠باكتري ميزان     DNAيافتن تكثير   
PCR              درصد در داخل بافر      ٢را برداشته و روي ژل آگارز 
TBE)  Tris/base  گرم ،    ٥/٥گرم، اسيد بوريك      ٨ EDTA   نيم

)  ميلي ليتر١٠٠٠نيم مولار، و آب مقط سترون  =pH ٨مولار با   
سپس ژل آگارز در دستگاه الكتروفورز با جريان           .  قرار گرفتند 

بعد از اتمام الكتروفورز ژل اگارز را در          .   ولت قرار گرفت    ١٠٠
 ١٥به مدت    )   ميكروگرم در ميلي ليتر      ١٠(اتيديوم برومايد    

 ژل را زير  ،DNAدقيقه قرار داده و سپس جهت رؤيت باندهاي         
تمام باندها كه در سطح شاهد       .  نور ماوراء بنفش بررسي شدند     

از .  مثبت قرار گرفته اند بعنوان تيمار مثبت در نظر گرفته شد            
رسالي از مركز    ا  ۱P.s.pv.mori CFBP 1642جدايه استاندارد 

  .سه، جهت مقايسه استفاده شدفران –تحقيقات باكتريولوزي آنژه 
 

 تايج ن
 دا سازي عامل بيماري ج

،   King’s Bه روز پس از كشت برگهاي آلوده روي محيط        س
رد با سطح    گ نگ ، محدب، شفاف،    ر رم ك كلني هاي فلورسنت ،   

ناصاف ظاهر شدند كه اكثريت غالب كلني هاي باكتريايي را              
صل  ق هاز نمونه هاي جمع آوري شده طي س        .  شامل مي شدند  

 جدايه كه توانايي    ٦٨ در استان گيلان ،      ١٣٨٢ الي   ١٣٨٠زراعي  
داشتند جداسازي    King’s Bتوليد رنگ فلورسنت روي محيط      

 جدايه بعنوان نماينده انتخاب و ديگر آزمونهاي                  ٤٨و   
  .بيوشيميايي و فيزيولوژيك روي آنها انجام شد

 ثبات بيماريزايي ا
وق حساسيت روي    ف دجدايه هايي كه باعث ايجا       ٤٨  ليهك

 ٢٠   و ١٥توتون شدند در آزمون بيماريزايي روي توت ، پس از            
وي برگ و شا خه هاي جوان رقم كيموچي توليد            ر ترتيب ب روز

علايم بيماري توسط جدايه ها به دو          .  علايم بيماري نمودند   
تعدادي از جدايه تنها ايجاد سوختگي        .  شكل مشاهده گرديد   

تعدادي ديگر از جدايه    .   نمودند برگ بصورت لكه هاي نكروتيك    
صورت سوختگي همراه با هاله        ب ها روي برگ علايم بيماري      

علايم بيماري روي   .  كلروتيك اطراف لكه نكروتيك توليد كردند     
 شاخه هاي جوان بصورت لكه هاي نكروز طولي بطرف پايين             
                                                                                    
3. Collection Francais de la Bacteries Phytopathogens 
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اين كاملا شيبه علايم مشاهده شده در شرايط         .  شاهده گرديد م
علايم بيماري در همه جدايه ها     .   توت ديده شد   باغ روي درختان  

رگها و شاخه     ب .روي شاخه هاي جوان يكسان مشاهده گرديد        
هاي جواني كه توسط آب مقطر سترون مايه زني شده                    

 . بودند،هيچگونه علايمي نشان ندادند
 يژگي هاي فنوتيپيو
  يژگي هاي مورفولوژيكو

 تاژك  ٦ي   ال ٤جدايه ها داراي سلولهاي ميله اي شكل با           
اين باكتريها در برابر رنگ آميزي گرم ،         .  قطبي در دوطف بودند   

چسبندگي و كش دار بودن          .  واكنش منفي نشان دادند      
سوسپانسيون اين جدايه ها در برابر هيدروكسيد پتاسيم سه             

. اين ارزيابي را تاييد نمود         EMBدرصد و رشد روي محيط        
فلورسنت ، حالت      King’s Bكليه جدايه ها روي محيط          

ولي توليد كلني هاي درشت لعابدار روي محيط ساكارز         .  داشتند
 . نشان دادند كه كليه جدايه ها لوان مثبت بودند

 يژگي هاي فيزيولوژيك و
زريق سوسپانسيون جدايه هاي بيماريزا روي توت در              ت

پارانشيم زيرين برگهاي توتون و شمعداني باعث سوختگي محل         
در اين مدت برگهاي تزريق      .  ديد ساعت گر  ٢٤تزريق در مدت    

بروز .  شده با آب مقطر سترون هيچگونه واكنشي نشان ندادند          
ر توتون و شمعداني بعنوان             د  واكنش فوق حساسيت     

در برسي توليد  .  هاي بيماريزايي جدايه ها ارزيابي گرديد      مشخصه
شكيل هاله   ت  P.s.pv.syringaeهاي    سيرنگومايسين، جدايه  

 Geotrichum candiun  اي قارچ ه  كلنيف  رابازدارندگي در اط  
از نظر فعاليت ايجاد هسته يخ در سوسپانسيون با غلظت          .مودندن

ر د  P.s.pv.syringae سلول در ميلي ليتر جدايه هاي     ١  ×١٠٨
گراد   درجه سانتي  ‐٨در      P.s.pv.moriرجه سانتي گراد و      د ‐٤

در بررسي فعاليت پكتوليتيك،    .  به مدت يك ساعت مؤثر بودند      
هيچكدام از جدايه ها نتوانستند ورقه هاي سيب زميني را له              

 درجه  ٤٠حداكثر دماي رشد جدايه هاي باكتريايي           .  نمايند
  . درصد بود٥/٣سانتي گراد و بالاترين ميزان تحمل نمك آنها 

 يژگي هاي بيوشيميايي و
دايه هاي باكتريايي در محيط بدون اكسيژن رشد                ج

يل عدم تغيير رنگ معرف تا زمان        واكنش اكسيداز بدل  .  نداشتند

افزودن سلولهاي باكتريايي به آب     .   ثانيه ، منفي ارزيابي شد      ٦٠
اكسيژنه سه درصد و عدم تشكيل حباب ، نشانه منفي بودن               

جدايه هاي باكتريايي بدست آمده توانستند       .  واكنش كاتالاز بود  
ادر  ، اسكولين را هيدروليز نمايند با وجود اين ق٨٠ژلاتين، توين  

به هيدروليز نشاسته و كازئين نبودند و توانايي احيا، نيترات و              
نها مثبت   آ DNaseاما همه جدايه ها      .  توليد اندول را نداشتند   

 . خلاصه شده است١تايج آزمونهاي بيوشيميايي در جدول  ن.بود
 قايسه نقوش پروتئينيم

 ليه جدايه ها در الكتروفورز پروتئيني تام سلولي به روش            ك
)SDS-PAG  (           وليد ت %۱۲يك بعدي در ژل پلي اكريل آميد

نقوش الكتروفورزي جدايه ها بسيار شبيه            .نوارهايي نمودند 
همديگر بوده و شباهت بالايي نيز با جدايه هاي استاندارد                

P.s.pv.mori CFBP 1642 و   P.s.pv.syringae CFBP 
   ).١شكل (داشتند  2027-37

  PCRسيله بو  P.s.pv.moriشخيص جدايه هاي ت
توسط آغازگرهاي اختصاصي        P.s.pv.moriدايه هاي    ج
D21  و  D22       ٢روي ژل الكتروفورز     .  تشخيص داده شدند 

هاي اختصاصي تشكيل     غازگرآ باز توسط     ٥٥٨درصد باندهاي   
اندهاي ايجاد شده روي ژل با باندهاي شاهد مثبت               ب .شدند

بقت كاملا مطا   )  P.s.pv.mori CFBP 1642جدايه استاندارد (
 ).٢كل ش(داشت 
ا در نظر گرفتن ويژگي هاي مورفولوژيك و نتايج حاصل از            ب

 آزمونهاي فيزيولوژيك خصوصا توليد سيرنگومايسين، آزمونهاي      
قايسه اين اطلاعات با م و  قايسه نقوش پروتئيني  م  و    يوشيمياييب

ويژگيهاي باكتريهايي كه در منابع علمي ذكر شده است ، عامل            
 Pseudomonas باكتريايي در استان گيلان      بيماري لكه برگي  

syringae pv.mori      و  P. s. pv.syringae    شخيص داده  ت
نتايج بررسيها نشان داد كه پراكندگي جدايه هاي                .  شد

P.s.pv.mori    سبت به    نP.s.pv.syringae    يشتر است  ب
متعلق ) جدايه ٤٨ جدايه از    ٣٠( درصد از جدايه ها      ٦٣بطوريكه  

ز نظر توان بيماريزايي و       ا با وجود اين،  .  ودب    P.s.pv.moriبه  
  P.s.pv.syringaeرقام توت، جدايه هاي       ا دامنه ميزباني روي  

ر  د ر زمان كمتري علايم بيماري را روي رقم حساس كيموچي         د
  شين ايكنوز  و)  Ichnose(يكنوز   ا مقايسه با ساير ارقام مانند      

)Shin-Ichnose (شان دادندن.  
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ودوموناس هاي فلورسنت جدا شده س نوتيپيخصوصيات ف ‐١دول ج
 از برگهاي توت در استان گيلان

 اكتريهاي آزمونب
 دايه هايج

P. s. pv. syringae 
دايه هاي ج

P.s.pv.mori 

 
 ويژگي

 ميزي گرمآ نگر - -
 وازيه شد بير - -
 وليدرنگدانه فلورسنتت + +
 وي توتونر وق حساسيتف + +
 نيوي شمعدار وق حساسيتف + +
 شكيل هسته يخت ‐ +
 وليد سيرينگومايسينت ‐ +
 وي توت ركه برگيل + +
 مينيز هانيدن سيبل ‐ ‐
 آرژنين  هيدروليزد ‐ ‐
 وانل + ‐
 حياء نيتروژنا ‐ ‐
 اتالازك ‐ ‐
 ٨٠ستفاده از توين ا ‐ ‐
 كسيدازا ‐ ‐
 يدروليز نشاستهه ‐ ‐
 يدروليز ژلاتينه + +
 سكولينا + +

 

 ١ جدول ادامه
 اكتريهاي آزمونب

 دايه هايج
P. s. pv. syringae 

دايه هاي ج
P.s.pv.mori 

 ويژگي

+ + Dnase 
 يندولا ‐ ‐
‐ ‐ H2Sوليد ت 
 يسيتينازل ‐ ‐
 يدروليز كازئينه + ‐
‐ ‐ MR 
 ستفاده از ال ليزينا ‐ ‐
 يتراتس + +
 حمل نمك طعامت  %٤ %٤
 ستفاده از آرابينوزا ‐ ‐
 نوسيتوليا ‐ +
 انيتولم + +
 ايلوزز + +
 ري هالوزت ‐ ‐
 التوزم + +
  تارتارات‐ل ا _ _
 الاكتوزگ + +
 وربيتولس _ +
 اكارزس ‐ +

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 

 Pseudomonasقايسه نقوش پروتئيني جدايه هاي  م‐ ١كل ش 
syringae pv.mori   و P. s. pv.syringa  عامل لكه برگي درختان

 P.s. pv.mori CFBP1642دايه استاندارد  ج١, ناساگرش M  ,,توت
 .P.s.pvدايه استاندارد  ج٦, P.s.pv.moriدايه هاي ج ٥الي  ٢, 

syringae CFBP 2027-37  ,۷  دايه هاي ج ٩اليP.s.pv.mori 
 بدست آمده  از درختان توت در استان گيلان

M 1 2 3 4 5 6 M 

 
  در صد قطعه ژن تكثير شده٢رز ل الكتروفورز آگا ژ‐٢كل ش
ناساگر با وزن  ش M,  توسط آغازگرهاي اختصاصي) باز ٥٥٨(

 .P.s جدايه استاندارد(شاهد مثبت ،١ تا بازي، ١٠٠مولكولي  
pv.mori;CFBP 1642(  ،جدايه هاي  ٦الي   ٢P.s.pv.mori 

 در استان گيلان توت دست آمده  از درختانب
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 حث ب
هاي استان گيلان شامل رشت،         يزان آلودگي توتستان    م

ه لكه برگي     ب ومعه سرا، لاهيجان، لنگرود،      ص پسيخان، پرند، 
سيار شديد بود بطوريكه علايم سوختگي برگ روي           ب باكتريايي

ارقام پرمحصول مانند كيموچي بيشتر از ساير ارقام مانند ايكنوز          
بر اساس نتايج بدست     .   محلي مشاهده گرديد     و و شين ايكنوز  

داراي پراكندگي   P.s.pv.mori ين تحقيق، جدايه هايآمده در ا 
ودند و اين   ب  P.s.pv.syringae  بيشتري نسبت به جدايه هاي    

وي تمام ارقام    ر جدايه ها در تمام مناطق توتستان كاري استان       
با وجود اين،    .  توت كشت شده در استان جداسازي شدند           

 پرند  نها در توتستانهاي رشت و    ت  P.s.pv.syringaeجدايه هاي  
كه اكثرا به كشت رقم كيموچي اختصاص داشتند جداسازي شد          

قم در برابر لكه     ر كه اين احتمالا نشاندهنده حساسيت زياد اين       
س پ  P.s.pv.syringae  چدايه هاي .  ي باشد م برگي باكتريايي 

از مايه زني روي برگهاي ميزبان خود ايجاد هاله كلروتيك                
ن نشاندهنده توليد     اطراف لكه هاي نكروتيك نمودند كه اي          

توكسين سيرنگومايسين در اين جدايه ها مي باشد كه اين امر             
ا  ب  نتايج اين تحقيق    .  در آزمونهاي فيزيولوژيك تاييد شد        

علائم .  طابقت داشت م)  ١٩٩٤(اسد و همكاران       ي پژوهشهاي
بيماري در آزمايشگاه شباهت زيادي با علائم بيماري در باغ               

اي فنوتيپي و طيف منابع كربن        بر اساس نتايج آزمونه    .  داشت
 و  P.s.pv.mori  يررسي شده، اختلاف داخل جدايه ها          ب

P.s.pv.syringae رقام  ا با توجه به اينكه اغلب     .  شاهده نشد  م
توت در استان علايم لكه برگي باكتريايي و حساسيت را از خود             
نشان دادند، يكي از مطمئن ترين راههاي كاهش بيماري ناشي           

بنابراين بايد در    .  ا توليد ارقام مقاوم مي باشد        از اين باكتريه   
برنامه اصلاح توت به اين امر توجه كافي كرد و در مناطقي كه               

ست از كاشت ارقام حساسي مانند كيموچي             ا آلودگي زياد 
يميايي  ش حدالامكان خودداري كرد و در ميزان مصرف كودهاي        

جهت كاهش    )٢٠٠٠(شارما و همكاران     .  دقت بيشتري نمود     
يزان سوختگي باكتريايي توت ميزان مصرف كودهاي نيتروژن ،         م

 كيلوگرم در هكتار    ١٢٠ و   ١٢٠ ،   ١٥٠فسفر و پتاس را بترتيب      
علاوه     P.s.pv.syringaeاكتري   ب جدايه هاي .  پيشنهاد كردند 

بر لكه برگي داراي فعاليت ايجاد تشكيل هسته يخ را دارا مي               
د هسته يخ و فراواني      وجود هر كدام از باكتريهاي مول       .  باشند

. جمعيت آنها بستگي به شرايط آب و هوايي و ميزبان دارد                
جمعيت باكتري بايد به اندازه كافي باشد تا بتواند بعنوان هسته            

ر اين تحقيق نتايج آزمونهاي مورفولوژيكي،        د.  يخ عمل نمايد   
جدايه ,   نقوش الکتروفورز پروتئين      وغذيه اي   ت,  بيوشيميايي  

در استان    وتتدست آمده از درختان       ب P.s.pv. mori    هاي
ه كمك آغازگرهاي اختصاصي     ب PCRگيلان با استفاده از روش      

ر  د P.s.pv.moriدايه هاي  ج.  اختصاصي مورد تائيد قرار گرفت     
ر د  P.s.pv.syringae    دماي پايين تري نسبت به جدايه هاي      

). ١٩  ،١٧,  ٥(جلوگيري از تشكيل هسته يخ نقش دارد               
مي تواند روي علفهاي هرز           P.s.pv.syringaeجدايه هاي   

يكساله مانند سوروف، ماشك، يولاف و جو موشي و علفهاي هرز           
ه در توتستانهاي استان گيلان به وفور يافت          ك دائمي مانند مرغ  

مي شود مي تواند به حالت اپي فيت زندگي كند كه در برخي               
 گوپتا ومار و   ك).  ١٠،  ٩   ، ٢(گزارشها به آن اشاره شده است         

حلهاي  م  با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني             )٢٠٠٤(
روي برگهاي توت را منطقه             P.s.pv.moriكلنيزاسيون   

سيوليت و شيارهاي كنار رگبرگها مشخص نمودند و اظهار               
داشتند كه سلولهاي باكتري قادر به نفوذ در ناحيه زير روزنه ها             

ا ب)  ١٣٨١(  با وجود اين، نيك نژاد      .  و تارهاي كشنده نيستند    
محلهاي كلنيزاسيون       LacZاستفاده از ماركر مولكولي          

P.s.pv.syringae  ا  روي ريشه ، ساقه و برگهاي گوجه فرنگير
 .انشيم و آوند ها گزارش نمودرمنطقه پا
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