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 03/05/1394، تاريخ پذيرش: 12/02/1394تاريخ دريافت: 

 چكيده
. دباش مي ايران متعددي از كشت اين محصول در در مناطق هاي گندم بيمارياز  صمغي هخوشبيماري 

گزارش  فقط از ايرانتاكنون  بر روي گندم و جو بيماري اين به عنوان عامل Rathayibacter iranicusگونه 
تر نمودن موقعيت  مشخص و نيز R. iranicusي  هاي گونه به منظور ارزيابي تنوع احتمالي جدايه ه است.شد

يلام، اصفهان، فارس و ، اهاي آذربايجان شرقي استانيي از ها هاي عامل بيماري در جو نمونه تاكسونوميكي جدايه
هاي  هاي بيوشيميايي و نقوش الكتروفورزي پروتئين شد. بر اساس نتايج آزمون و كشت جمع آوري خوزستان
يزان تنوع و ارتباط هاي ژنوتيپي انتخاب شدند. براي تعيين م انزده جدايه به عنوان نماينده براي بررسيپسلولي، 

  قطعه. ير شدتكث) R5R)GTGو  M13اي  ماهواره آغازگرهاي ريزبا  ها نمايندهژنومي  DNAها،  ژنتيكي جدايه
 يو توال يرتكثها  تعدادي از جدايه ITSناحيه همچنين  و gyrB و 16S rDNA ،recA شامل هاي خانه دار ژن

 نتايج. با آنچه در منابع قبلي ذكر شده بود مطابقت نداشت فنوتيپي هاي افتراقي نتايج تعدادي از آزمون شد. يابي
ي  بود. مقايسه ها ها حاكي از وجود تنوع در بين جدايه ي ريز ماهواره يلهبه وس تنوع ژنتيكي حاصل از بررسي

نشان داد.  R. iranicusي مرجع  ها و جدايه تركيبي نقوش حاصل از اين آغازگرها شباهت بالايي را بين جدايه
ي  اي دور از دو گونه و در فاصله R. iranicusي  اي مجزا ولي نزديك به گروه جدايه در شاخه نيز هاي جو جدايه

R. tritici  وR. rathayi هاي  ه از ژنبه دست آمد هاي يتوال يسهمقا .قرار گرفتندITS ،16SrDNA ،gyrB  و
recA به ي گندم و جوها يهشباهت جدا يشترينانگر بنش ژن بانك موجود در هاي يبا توال R. iranicus بود. 
 .يخانه دارهاي  ، ژنريز ماهواره، Rathayibacterوشه صمغي، خ: هاي كليدي واژه
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 مقدمه
دو گندم  خوشه صمغي بيماري عوامل ايجاد كننده

 R. tritici و Rathayibacter iranicusي  گونه
 علائم از .)Zgurskaya, 1993( اند معرفي شده

 زرد ي شيرابه يا صمغ  تراوش بيماري اين شاخص
 است گندم ي سنبله اي و ها سنبلچه روي رنگ

)Riley & Ophel, 1992(.  اين بيماري در ايران
) و سپس Scharif, 1961براي اولين بار از مراغه (

 ه استاز مناطق مختلف كشور گزارش شد
)Amani, 1969; Rahimian, 1993; Babaeizad 

& Rahimmian, 2002.( ياز باكتر هايي يهجدا 
هاي داراي جو لهسنب بار از يناول يبرا يماريعامل ب

و بر  يجداساز علائم خوشه صمغي از استان ايلام
از  اي به عنوان گونه يوشيمياييب ياتاساس خصوص

 Soltani et( شدند ييشناسا Rathayibacterجنس 

al., 2010(ي . گونه Rathayibacter iranicus و 
 از فقط تا كنون جو صمغي خوشه عامل باكتري نيز

هاي فنوتيپي  و ويژگي اند شده جدا ايران آلوده مزارع
ها يا سطوح تنوع  ي تفاوت و ژنوتيپي و دامنه

مشخص نشده  به خوبي ها هنوز هاي آن ويژگي
از  آمده به دست هاي جدايه بررسيدر اين  .است

گندم و جو آلوده به بيماري خوشه صمغي مناطق 
ي  و مقايسه فنوتيپي هاي بررسي مختلف كشور مورد
 )SDS-PAGE( هاي سلولي ينالكتروفورزي پروتئ

سپس با تكثير نواحي مختلف ژني از  .قرار گرفتند

ITS P1F جمله

1
P )16S-23S rDNA(  ،16S rRNA 

)RNA  ،(ريبوزوميgyrB  ژن كد)ي  كنندهDNA 
ي  (ژن كد كننده recA)، βجيراز زير واحد 

2Fيابي يتوالركامبيناز) و 

عامل اين  ،اين نواحي 2
 زير يآغازگرهااز اده بيماري شناسايي شد. با استف

ها  تنوع ژنتيكي جدايه GTGR5Rو  M13ي ا ماهواره
هدف از بررسي حاضر شناسايي دقيق شد.  بررسي

 خصوصيات بررسي عامل خوشه صمغي در جو و
 تر دقيق نهايت توصيف ژنوتيپي و در و فنوتيپي

 .هاست آن
 

 ها مواد و روش
علائم  يگندم دارا يها نمونه برداري از بوته

ها از  دايهد. جانجام ش )1 (جدول يصمغخوشه 
آگار  يحاو كشت خطي بذور آلوده روي محيط

(YNAS) سوكروز وعصاره مخمر  يدارا ييغذا 3F

3 
از كلكسيون آزمايشگاه  ييها جدايه به دست آمدند.

نيز براي  باكتري شناسي دانشگاه كشاورزي ساري
 . ندشدبررسي با انتخاب تك كلوني خالص و تكثير 

                                         
1Internal trancribed spacer 
2Sequencing 
3 Yeast extract nutrient agar sucrose 
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هاي اختصاص  هاي سنبله گندم و جو داراي علائم خوشه صمغي و شماره مناطق جمع آوري نمونه -1 جدول
 هاي باكتري. يافته به جدايه

Table 1- Geographical areas from where samples of gummy spike blight disease on wheat 
and barley were collected and the numbers assigned to the strains isolated from. 

 Isolate number شماره جدايه Host  ميزبان Location شهر –استان 

 Wheat 1,2 گندم  Isfahan, Sahrebabak  اصفهان، شهربابك
 Wheat 3,4,5 گندم Isfahana, Mobarakeh  اصفهان، مباركه

 Wheat 6,7,8 گندم Isfahan, Lenjan  اصفهان، لنجان

   شبستر آذربايجان شرقي،
East Azarbaijan, Shabestar 

 Wheat 9,10,11,12 گندم

 Wheat 13,14 گندم Ilam ايلام
 Barley 15,16,17,18جو Ilam ايلام
 Wheat 19,20,21 گندم Golestan گلستان

   خوزستان، ايران شهر
Khuzestan, Iranshahr 

 Wheat 22,23 گندم

 Wheat 28,29,30,31,32,ZR1 گندم Fars, Zarghan فارس، زرقان

 Wheat 33,34,35,36,37 گندم Fars, Ramjerd  فارس، رامجرد
 Wheat 38 گندم Fars, Firouzabad فارس، فيروز آباد
 Wheat K گندم Kerman  كرمان

 

 
 Rathayibacter toxicusهاي مرجع  جدايه

ICMP 9525 ،R. iranicus IBSBF 636 ،
R.rathayi IBSBF 635  وR.tritici IBSBF 632 

هاي  اي از كلكسيون براي انجام كارهاي مقايسه
4Fنيوزلندكشت 

P5Fو برزيل 1

2
P تهيه شدند. 

                                         
1 International Collection of Microorganisms from 
Plants (ICMP) 
2 Biological Institute Culture Collection of 
Phytopathogenic Bacteria (IBSBF) 

http://www.landcareresearch.co.nz/resources/collections/icmp
http://www.landcareresearch.co.nz/resources/collections/icmp
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)، Suslow et al )1982.واكنش گرم به روش 
پپتون و  يستئين،از س يدروژنه يدگاز سولف يدتول

 يدروليزتحمل نمك طعام، ه يم،سد يوسولفاتت
به  CNS يطمح يو رشد رو ينو آربوت يناسكول
رد  يلمت  يد)، آزمون تولSchaad et al. )2001روش 

و  )Dye, 1986داي ( به روش ينو استوئ
به روش  80و  60 ينتوئ يدروليزه يها آزمون

) Misaghi & Grogan, 1969و گروگان ( يثاقيم
به  ها يدراتاستفاده از كربوه آزمون. انجام شد

 Schaad etعنوان تنها منبع كربن بر اساس روش 

al. )2001يهكشت پا يطبا استفاده از مح ) و Ayer 

et al. )1919 (به  مخمر ي عصاره ولي با افزودن
 .انجام شد گرم در ليتر 5/0ميزان 

 & Babaeizadپس از استخراج پروتئين (

Rahimian, 2002 ( ميلي  20الكتروفورز در جريان
 Bromphenolبرم فنول بلو (آمپر و با رسيدن رنگ 

blue( ان پذيرفتبه انتهاي ژل پاي )Ausubel et 

al., 1992; Ahmadvand & Rahimian, 2005(.  بر
هاي بيوشيميايي و نقوش  اساس نتايج آزمون
انزده جدايه به پهاي سلولي،  الكتروفورزي پروتئين

هاي ژنوتيپي انتخاب  عنوان نماينده براي بررسي
 شدند.

به روش توصيف  DNAاستخراج پس از 
انگشت  )Babaeizad & Rahimian, 2002(شده 

rep-PCRP6Fژنومي با روش  DNAنگاري 

1
P  با استفاده

                                         
1 Repetitive extragenic palindromic, rep 

-M13 )5′از آغازگرهاي 

GAGGGTGGCGGTTCT-3′ و (R5R)GTG انجام (
 5/2ميكروليتر شامل  25ها به حجم  شد. واكنش
ميلي مولار PCR buffer 10X ،5 /0ميكروليتر 

MgCLR2R ،2/ 0 ميلي مولار از مخلوطdNTP ،2 
نانوگرم)  DNA )90ميكروليتر  2ميكروليتر آغازگر، 

واحد آنزيم تك پليمراز (شركت سيناژن)  3/0و 
 C˚95دقيقه در  10تكثير با برنامه دمايي انجام شد. 

دقيقه دماي  1به مدت  C˚94چرخه  35سپس 
و دماي گسترش دقيقه  1به مدت  C˚48اتصال 

C˚72  دقيقه انجام شد. طويل شدن نهايي  3به مدت
صورت  C˚72دقيقه در  5دت به م DNAهاي  رشته

درصد انجام  5/1الكتروفورز در ژل آگارز گرفت. 
 گرفت.

نقوش قطعات  يسهبا مقا ها يهجدا يگروه بند
DNA عدم  ياوجود  يهبر پا يدر ژل و نمره ده

تشابه جاكارد  يبضر يينوجود قطعات همسان و تع
 هسيبا روش مقا درخت فيلوژنيصورت گرفت. 

) UPGMAوزن ( يب هاي ينيانگم يقها از طر جفت
 يمترس NTYSYS 2.02و با استفاده از نرم افزار 

 .دش
هاي خانه  ژن( تكثير تعدادي از نواحي ژني

P7Fدار

2
P( با استفاده از جفت آغازگرهاي ITS )Gurtler 

et al., 1996(، gyrB )Richert et al., 2004( ،16S 

rDNA )F (5ˊ- GCTCGTAGGCGGTTTGTC 

                                         
2 House keeping 
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- 3΄، (5ˊ- GGTATCGCAGCCCTTTGT - 3ˊ) 
R و RecA F (5ˊ- 

GTCTTGGCAGCGACGAAC-3)، R (5ˊ- 

CGGACGGAGGCGTAGAA-3ˊ)  
 25ها به حجم  نجام شد. اين واكنشا PCRبا 

 ،10X PCRميكروليتر بافر  5/2ميكروليتر شامل 
ميلي مولار از MgCLR2R، 2/ 0ميلي مولار  4/0

 3/0الگو،  DNA گرمميكرو dNTP ،5/2مخلوط 
ميكروليتر از جفت  5/0و  م تك پليمرازواحد آنزي
شامل انجام شد. برنامه زماني و دمايي  آغازگرها

 5به مدت  C˚94ي واسرشت سازي اوليه  مرحله
به  C˚94 چرخه شامل واسرشت سازي 35دقيقه، 

(براي  C˚50دقيقه، دماي اتصال  1مدت 
(براي  C˚58) و 16S rDNAو  ITS هايآغازگر

) و دماي گسترش gyrBو   RecAآغازگرهاي 
C˚72  گسترش مرحله  .انجام شد دقيقه 2به مدت

دقيقه به  3به مدت  C˚72در دماي  ها رشته نهايي
 ها قطعهتكثير قطعه مورد نظر، ز پس ا كار برده شد.

كره جنوبي  Bioneerبه شركت توالي يابي  براي
ر با استفاده از نرم افزا ها توالي .فرستاده شدند

BioEdit ver. 7.0.9.0  اصلاح شده و با استفاده از
Blast(P8F1( بلاستنرم افزار

P  بانك ژنموجود در 
NCBI  هاي موجود در  با توالي ها يتوالهمساني

ثبت سپس در اين پايگاه مقايسه شد و  بانك ژن
به دست  يها يتوال. با استفاده از )3(جدول  شدند
 NCBI بانك ژنموجود در  يها يتوال وآمده 

                                         
1 Basic local alignment search tool 

 ترين الحاق به نزديكه دو روش درخت فيلوژني ب
P9Fهمسايه

2
P اكثر صرفه جوييو حدP10F

3
P نرم  با به كارگيري

P11Fسنجيبا درجه اعتبار MEGA 5.05افزار 

4
P 1000 

 رسم شد.
 

 نتايج

 هاي فنوتيپي جداسازي و تعيين ويژگي

بعد از  ،حاصل از كشت خطي هاي تك كلوني
تا زرد رنگ و به صورت  رنگ روز كرم 8-4

مورد نمونه دند. ميزبان، استان بوتا محدب برجسته 
در  ي به دست آمدهها و شماره جدايهبرداري 
نتايج حاصل از بررسي  آورده شده است. 1جدول 

نشان داد كه ممكن  )2(جدول  خصوصيات فنوتيپي
هاي به دست آمده از گندم  است همه يا اكثر جدايه

هاي به  جدايه د.باشن R. iranicusي  متعلق به گونه
 Rبيشتر خصوصيات به از نظر از جو  دست آمده

.iranicus  چند  از نظرفقط شباهت داشتند و
. همچنين متمايز بودند از آن مقداري ،خصوصيت

 .Rي  شده براي گونه تعيينخصوصيات  از برخي

iranicus  هاي قبلي گونه توصيفبا آنچه در
 .مطابقت نداشتمنعكس شده بود 

                                         
2 Neighbor-Joining 
3 Maximum parsimony 
4 Bootstrap 
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 .Rathayibacterهاي  گونهاي  وشيميايي و تغذيهخصوصيات مورفولوژيك، بي -2 جدول
Table 2- Morphological, biochemical and physiological characteristics of the Rathayibacter 
species. 

 

 ويژگي
 Characteristic 

 هاي به دست آمده از جدايه
Isolate from R. iranicusP

* R. tritici* R. rathayi* 
 گندم

Wheat 
 جو

Barley 

 زرد – كرم (Color)رنگ كلوني 
Crem-Yellow 

 كرم
Crem 

 زرد
Yellow 

 زرد
 Yellow 

 زرد
Yellow 

 + + + + + (Gram reaction)واكنش گرم 

 2-4 <2 2 4 2 (NaCL tolerance)درصد تحمل نمك طعام 

  TTCرشد روي محيط 
(Growth on TTC medium) 

- - - - - 

 - - - - - Methyl red (MR) reaction  رد يلمت واكنش

 - - - - - (Production of acetoin)ين استوئ يدتول
 ز تيوسولفات سديما HR2RSتوليد 

(HR2RS from sodium thiosulfate) 
40 - - - - 

 از سيستئين HR2RSتوليد 
(HR2RS from cysteine) 

30 - - - - 

 از پپتون HR2RSتوليد 
(HR2RS from peptone) 

45 - - + + 

 Tween 80وليز هيدر
(Hydrolysis of Tween 80) 

60 - + + - 

 Tween 60 يدروليزه
(Hydrolysis of Tween 60) 

+ + + + + 

 + + + + + (Hydrolysis of arbutin)هيدروليز آربوتين 

      Acid production from توليد اسيد از

 + + + + + (D-Glucose)گلوكز  -د
 + + + + + (Cellobiose)سلوبيوز 

 + + + + 85 (D- lactose)لاكتوز  -د
 - - + + 90 (Sucrose)سوكروز 
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  2ادامه جدول 

 ويژگي 
 Characteristic 

 هاي به دست آمده از جدايه
Isolate from 

R.iranicusP

* R.tritici* R.rathayi* 
 گندم

Wheat 
 جو

Barley 
 + + + + + (Maltose)مالتوز 

 - - - - - (Raffinose)رافينوز 

 + - + - + (Fructose)فروكتوز 

 - - + + + (D-Ribose)ريبوز  -د

 + - - + 25 (Melezitose)ملزيتوز 

      )Utilization ofاستفاده از (

 + + + + + (Sodium acetate)استات سديم 

 - - - - - (Pectate)پكتات 
 + - + - + (Sebacic acid)سباسيك اسيد 

 - - - - - (Amygdalin)آميگدالين 
 + + + + 60 (Inulin)اينولين 

 + + + + + (L-Asparagine)آسپاراژين  – ال

 - - - - - (L- Ornithine)اورنيتين  – ال

 - - - - - (Propionate)پروپيونات 

 - - - - - (D-Tartrate) تارتارات  – د

 L-Glutamic)گلوتاميك اسيد  – ال

acid) 
- - - - - 

P

*
Pي و يا عدم توانايي مصرف واكنش منفها  همه جدايه:  -، اند ها داراي واكنش مثبت يا توانايي مصرف داشته همه جدايه+ : ، مرجعهاي  يه: جدا

  .هستند ها ميان جدايه مثبتواكنش درصد ي  اعداد نشان دهنده. اند داشته
P

*
P Standard  isolates, +: Positive reaction or growth, -: negative reaction or no growth. Numbers are positive 

percent. 
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 هاي سلولي مقايسه الگوي پروتئين
نقوش حاصل از الكتروفورز  يدر بررس

 يانم ياديشباهت ز ،)1(شكل  هاي سلولي ينپروتئ
استاندارد  R.iranicusو جدايه  ي گندم ها يهجدا

موقعيت و مقدار  جو در هاي يهمشاهده شد اما جدا

ي ها يهجدا يربا سا بالايي و مياني باند ينچند نسبي
باندهاي حاصل از دو جدايه  .متفاوت بودند گندم

باند  سهالي  دودر  R.rathayi و R.triticiاستاندارد 
 .هاي گندم متفاوت بودند با يكديگر و با جدايه

 

 

  
مده از گندم و جو آلوده به بيماري به دست آ Rathayibacterالگوي پروتئين هاي سلولي جدايه هاي  -1شكل 

آورده  1خوشه صمغي و جدايه هاي مرجع در ژل پلي اكريل آميد. نام و محل جداسازي جدايه ها در جدول 
 .دنباش يم R.rathayiو  R.iranicus ،R.triticiمرجع  ي ها هيجدا به ترتيب .raو  .ir. ،trشده است. 

Figure 1- Comparison of electrophoretic pattern of cell proteins of the isolates of 
Rathayibacter species from wheat and barley spikes with symptoms of gummy spike blight 
in several provinces of Iran and reference strains of Rathayibacter spp., codes of the isolates 
have been given in Table 1.  
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 اي انگشت نگاري با آغازگرهاي ريزماهواره
وش به دست آمده با آغازگر الگوي نقدر 

R5R)GTG(  1600تا  100طول قطعات تكثير شده 
). درخت فيلوژني حاصل 2جفت باز بودند (شكل 

 7درصد به  67در سطح تشابه هاي نماينده را  جدايه
، 5جدايه هاي  روه تقسيم كرد. در اين سطح تشابهگ
(گندم ايلام) با جدايه  14دم اصفهان) و (گن 8، 6

در يك گروه قرار گرفتند. جدايه  R.iranicus مرجع
قرار  اي گانهجدا كاملاًدر گروه toxicus . Rمرجع 
 اساس اثر ترسيمي لوژنيفيدرخت  طبق .گرفت

 MR13Rآغازگر  حاصل از تكثير با ژني نگاره انگشت
گروه  12درصد به  67ها در سطح تشابه  جدايه

 21 يها قسيم شدند. در اين سطح تشابه جدايهت
 38(لنجان اصفهان) و  6(گندم گلستان)، 

در يك  R.iranicus مرجع(فيروزآباد) با جدايه 
در  نيز toxicus .Rگروه قرار گرفتند. جدايه مرجع 

طول قطعات تكثير  قرار گرفت. ييجدا كاملاًگروه 
در  جفت باز بود. 1800تا  100شده در اين روش 

ها  جدايه ،دو آغازگر تجميعنقوش به دست آمده با 

 گروه تقسيم شدند 11درصد به  67 در سطح تشابه
 ).3(شكل 

 
 هاي خانه دار بررسي توالي ژن

و  ITS ،16S rDNA ،gyrB تكثير نواحي
RecA (گندم خوزستان)،  22(جو)،  16هاي  جدايه

ZR1 R (گندم زرقان فارس) وK  گندم كرمان، فقط)
نجام شد. طول تقريبي قطعات ) اITSي  براي ناحيه

و  500، 700، 500حدود  براي اين نواحي به ترتيب
پس از . )4(شكل  جفت باز تخمين زده شد 600

ها  ي جدايه همه NCBIدر بانك ژن  ها مقايسه توالي
داشتند. پس از  R. iranicusبيشترين شباهت را به 

ها در بانك ژن درخت فيلوژني توالي  ثبت توالي
هاي دو جنس  برخي از توالي وها  جدايه

Rathayibacter  وClavibacter  موجود در بانك
  همسايهترين  ژن به دو روش الحاق به نزديك

با درجه اعتبار سنجي  احتمال و حداكثر) 5  (شكل
 رسم شد.  1000
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هاي  برخي از استان عامل خوشه صمغي گندم و جو درهاي  جدايهژنومي  DNAيكي نتاثر انگشت ژ -2شكل 
 .to. ،ra. ،tr. درصد 2/1در ژل آگارز (قسمت پايين)  M13 ) (قسمت بالا) وR5R)GTG ياستفاده از توال ايران با

هستند.  R.iranicusو  Rathayibacter toxicus،R.rathayi  ،R.triticiهاي مرجع  به ترتيب جدايه .irو 
 .تآمده اس 1ها در جدول  هاي جدايه مشخصات شماره

Figure 2- Electrophoresis gel of PCR fingerprinting with the primer (GTG)R5R and M13 for 
the isolates of Rathayibacter species from wheat and barley spikes with symptoms of gummy 
spike blight in several provinces of Iran and reference strains of Rathayibacter spp., codes of 
the isolates have been given in Table 1.  
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آغازگرهاي  ي از تكثير به وسيلههاي حاصل  آناليز تركيبي دادهبا  ارتباط ژنتيكي درخت فيلوژني -3شكل 

M13  وR5R)GTG( به روش مرجع هاي  جدايهو  عامل خوشه صمغي گندم و جوهاي  ميان جدايه.UPGMA 
Figure 3- Dendrogram showing the relationship among Rathayibacter spp. isolated from 
gummy spike infected wheat and barley based on PCR tests employing primers M13 and 
(GTG)R5R. Cluster analysis was performed by using UPGMA algoritm. 

 
) و gyrB )Aو  ITSهاي  به ترتيب از چپ به راست ژن ،PCRموقعيت قطعات تكثير شده با   -4شكل 

الكتروفورز  پس از وعامل خوشه صمغي گندم و ج يباكتر يها يهجدا) rDNA 16S )Bو   recAهاي  ژن

با جرم  DNAنشانگر  M ستون يد.بروما يديومژل با ات يزيرنگ آمو ولت  80درصد در  2/1در ژل آگارز 

 ) است.Fermentas,Lithuaniaرمنتاس (شركت ف يباز يلوك 1 يمولكول
Figure 4- Fragments from ITS, gyrB, recA and 16S rDNA genes of the gummy spike blight 
isolates in 1.2% Agarose gel stained with etidium bromide. M: 1 Kb DNA ladder. 
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 بحث
عامل  يباكتر يزو ن R. iranicusي  گونه

 يرانا كنون فقط از مزارع آلوده اجو ت يخوشه صمغ
هاي فنوتيپي و ژنوتيپي و  اند و ويژگي جدا شده

ها  هاي آن ها يا سطوح تنوع ويژگي دامنه تفاوت
 هنوز به خوبي مشخص نگرديده است. براي تعيين

 Rathayibacterهاي  خصوصيات مهم افتراقي گونه
هاي افتراقي  آزمون R. iranicusهاي دقيق  و ويژگي

هاي  ي نتايج آزمون . بر پايهدها انجام ش جدايهروي 
رسد كه همه يا اكثر  فنوتيپي و بيوشيميايي به نظر مي

ي  هاي به دست آمده از گندم متعلق به گونه جدايه
R. iranicus د.باشن  

هاي  در بررسي حاضر تعدادي از نتايج آزمون
هاي قبلي  فنوتيپي با نتايج حاصل از بررسي

)Zgurskaya et al., 1993; Babaeizad & 

Rahimian, 2002; Soltani et al., 2010( 
در بررسي نقوش ). 4جدول همخواني نداشت (

حاصل از الكتروفورز پروتئين، شباهت زيادي ميان 
هاي  يهجداوجود داشت اما  R. iranicusهاي  جدايه

جو از نظر موقعيت يا ميزان نسبي چندين باند از 
 ارزيابيحاصل از  يجنتاودند. ها متمايز ب ساير جدايه

) و R5R)GTGهاي  با آغازگر PCRدر  يكيتنوع ژنت
M13  بودها  يهجدا ينبتنوع در مويد وجود .

آغازگرها  يننقوش حاصل از ا يبيترك ي يسهمقا
هاي گندم و  يهجدا ينشباهت بالا بنشانگر وجود 

 هاي يه. جدابود R. iranicusمرجع  ي يهو جدا جو

 ي دايهبه گروه ج يكنزد يجزا ولم يا جو در شاخه
از دو  يدورتر ي و در فاصله R.iranicusمرجع 

 يهقرار گرفتند. جدا R. rathayiو  R. tritici ي گونه
قرار گرفت.  مجزاييدر گروه هم  R. toxicusمرجع 

در  R. rathayiو  R. triticiمرجع  هاي يهجدا
يي را ها هتشبا R5R(GTG)حاصل از آغازگر  نقوش

نشان  هاي گندم) (جدايه R. iranicusي ها يهجدا با
 با PCRنقوش حاصل از تكثير در اما در  .ددندا

درخت فيلوژني تركيبي نتايج در  يزو ن M13آغازگر 
هاي  ها در گروه حاصل از اين دو آغازگر، گونه

 جداگانه جاي گرفتند. 
 زير ينابررسي نشانگر مفيد بودن  يجنتا
هاي داخل  ها و جدايه در تفكيك گونهها  ماهواره

و  ITSگونه است. نتايج حاصل از تكثير ناحيه 
  16S rDNA،gyrBهمچنين قسمتي از نواحي ژني 

هاي عامل خوشه  شباهت بالاي اكثر جدايه recAو 
هاي اخير از مناطق  صمغي به دست آمده در سال

نشان داد.  R. iranicusمختلف ايران را با گونه 
يابي  ر كارايي بالاي توالينتايج بررسي حاضر نشانگ

هاي  ها در تفكيك و شناسايي جدايه اين ژن
Rathayibacter باشد. در سطح گونه مي  

درخت فيلوژني ترسيمي بر اساس توالي 
  هاي داري ياد شده در گونه هاي خانه قطعاتي از ژن

Rathayibacter هاي  مورد بررسي و توالي
Rathayibacter  وClavibacter بانك  موجود در

هاي  ها توانايي تفكيك گونه ژن، نشان داد كه اين ژن
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Rathayibacter  و نيزClavibacter  را دارند. چنين
 ,.Richert et alهاي پيشين ( اي در پژوهش نتيجه

2005; Stackebrandt et al., 2007 ( نيز مشاهده
 شده است. 

هاي فنوتيپي، برخي از  اي از ويژگي در پاره
 R.triticiهايي را با جدايه مرجع  ها شباهت جدايه

هاي بينابين اين گونه و  نشان داده و داراي ويژگي
R.iranicus  بودند ولي شباهت بالايي را در توالي

؛ نشان دادند R. iranicusداري با گونه  هاي خانه ژن
تاييد شده و  R. iranicusها به گونه  تعلق آنلذا 

تواند  ميهاي فنوتيپي  ها در ويژگي اين تفاوت
به  R. iranicusهاي  منعكس كننده تنوع در جمعيت

هاي محققين در گذشته در  حساب آيد. بررسي
محدود به  R. iranicusهاي فنوتيپي  زمينه ويژگي

تيپ موجود در تنها يك جدايه استرين 
 .Rها مانند ( هاي نگهداري كشت كلكسيون

iranicus type strain DSM 7484=CFB 
807=LMG 3677= ICMP 3496(  بوده است. با

توجه به نتايج دو بررسي فنوتيپي قبلي 
)Babaeizad & Rahimian, 2002; Soltani et al., 

گسترده روي تعداد قابل  نسبتاً ) كه به شكل2010
از نواحي  R. iranicusهاي  توجهي از جدايه

صورت گرفته است و بررسي فتوتيپي  مختلف ايران
هاي  ن ادعا نمود كه ويژگيتوا و ژنوتيبي حاضر، مي

  و به ويژه دامنه تفاوت R. iranicusفنوتيپي گونه 
ها با درجه اطمينان بالايي  ها در اين ويژگي جمعيت

اي  هايي كه درپارهتعيين گرديده است. البته تفاوت

در چند  R. iranicusها در جمعيت  از ويژگي
بررسي اخير مشاهده شده ممكن است توارثي نبوده 

ها ناشي از تفاوت در محل و زمان  فاوتو ت
P12Fها آزمون

1
P ها باشد چنين  و خطاي آزمايش

هايي كه عمدتاً ناشي از كندي رشد و كندي  تفاوت
متابوليسم به ويژه در مصرف بعضي از 

هاي ساير محققين  ها است در بررسي كربوهيدرات
ها نيز مشاهده شده است  روي اين گروه از باكتري

)Davis et al., 1984 اين ترديد، تكرار .(
تر روي تعداد بيشتري  هاي فنوتيپي گسترده بررسي

را اجتناب ناپذير  R. iranicusهاي از جدايه
هاي مهم  توان ويژگي نمايد. در حال حاضر مي مي

را به  Rathayibacterهاي  فنوتيپي و افتراقي گونه
خلاصه شده است پيشنهاد  4شكلي كه در جدول 

 نمود.

                                         
1 Time and Space 
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 يها يهجدا )D( recA و) 16S rDNA )A ،(ITS )B ،(gyrB )Cي ها ژن يدينوكلئوت يتوالاز حاصل  درخت فيلوژني -5شكل 
 ها يهبا روش اتصال همسا بانك ژنثبت شده در  ي منتخبها يهجدا توالي و )( و جو) خوشه صمغي گندم (عامل 

(Neighbor joining)ي  . گونهVibrio cholerae  گروه در نظر گرفته شده است.به عنوان برون  
Figure 5- NJ dendrograms of comprising the 16S rDNA (A), ITS (B), gyrB (C) and recA (D) nucleotid 
sequence data of isolated from gummy spike infected wheat ( ) and barley ( )  and some strains available in 
GenBank with Vibrio cholerae as the out group. 
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 شماره دسترسي قطعات توالي يابي و ثبت شده از عوامل ايجاد كننده بيماري خوشه صمغي گندم. -3جدول 
Table 3- GenBank Accession numbers of the sequences of the gummy spike blight agents on wheat and barley. 

 )Isolate number(ه كد جداي )Accession numberشماره دسترسي (
ITS recA gyrB 16S rDNA ITS 

KF443784.1 KP768445.1 KF922386.1 KF922382.1 16 
KF443785.1 KP768444.1 KF922387.1 KP768446.1 22 
KF443786.1 KF922384.1 KF922388.1 KF922383.1 ZR1 

با تاكيد بيشتر روي تمايز گونه  ،Rathayibacterهاي  گونههاي فنوتيپي پيشنهادي در شناسايي و تفكيك  ويژگي -4جدول 

R.iranicus. 
Table 4- Differentiating characters of the Rathayibacter species.  

Dye & 
Kemp, 
1977 

Zgurskaya, 
1993 

Dorofeeva 
et al., 2002 

Babaeizad & 
Rahimian, 

2002 

Soltani et al., 
2010 

 بررسي حاضر
(Our study) 

 ويژگي يا آزمون
)Characteristic( 

III II III II III II III II III II Ι Ш II Ι  

3-
4 2 5 <5 5 <5 3-4 2 3-4 2 2 4 V <2  درصد تحمل نمك طعام

(NaCL tolerance) 

- -     - V - V - - V - 
از تيوسولفات  HR2RS توليد
 HR2RS from) سديم

sodium thiosulfate) 

d - + +   + + + +  + V - 
  Tween 80روليز دهي

(Hydrolysis of Tween 
80) 

 )Acid production from(توليد اسيد از 
  + -   + + + + + - V +  سوكروز(Sucrose) 

       + + - + - V +  ملزيتوز(Melezitose) 

 (D-Ribose)ريبوز  -د + + - + + - - -      

        - + + + V + لاكتوز   -د(D-lactose) 
 )Utilization ofاستفاده از (

 Sebacic)سباسيك اسيد  - + - + + - - +   - +  

acid) 
  + - + + + V - + + + V V اينولين )Inulin( 

Ιهاي جو : جدايه، II:  R.iranicus ،III :R.tritici      

نتايج مختلف يك جدايه در :   dاند. داده يپاسخ منف يپاسخ مثبت و برخ ها يهاز جدا ي: برخV يمنف ها يه: واكنش جدا -مثبت،  ها يه+ : واكنش جدا

 دو محيط كشت

Table 4. Ι: Barley strains, II :R.iranicus, III: R.tritici 

+: positive reaction, -:Negative reaction, V: Some strains positive, d: Different results either between culture 
or when repeated 
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Abstract 

Gummy spike blight is a disease of wheat (Triticum aestivum) in several cereal growing 
areas of Iran. Rathayibacter iranicus, as the causative agent of the disease of wheat and barley 
,appears to be confined to Iran. To evaluate possible phenotypic and genotypic diversity of strains 
infecting wheat and barley, infected spikes were collected from East Azarbaijan , Ilam, Isfahan, 
Fars and Khuzestan provinces and the associated bacteria were isolated from the spikelets and 
characterized. Fifteen strains were selected as representatives of groups displaying one or a few 
differences in phenotypic features or total protein electrophoretic patterns and were used in 
genotypic comprisons. DNA was extracted from these isolates and from the type strains of 
Rathayibacter spp. To evaluate the genetic diversity of the studied strains, minisatellite marker, 
with primers M13 and (GTG)R5R, was used. 7TFragments of the genes for 7T16S rDNA, ITS, gyrase 
(gyrB) and recombinase (recA) were amplified and sequenced. Combined PCR fingerprints 
obtained with the minisatellite primers indicated identity of the strains isolated from wheat with 
R. iranicus. Strains isolated from barley formed a distinct branch closer to that of R. iranicus and 
furthest from those of the other Rathayibacter species including R. tritici and R. rathayi. R. 
toxicus and other Rathayibacter species formed a distinctly different branch. Comparison of the 
sequences of the ITS, 16S rDNA, gyrB and recA genes with those deposited in GenBank, 
verified, further, the identity of the strains isolated from wheat and barley as R. iranicus. 
Key words: Gummy spike blight, Rathayibacter, minisatellite, housekeeping gene 
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