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 چکیده 
یی از ها های زیتون و خرزهره، نمونه زایی و فیلوژنتیکی عوامل باکتریایی گال برای مطالعه خصوصیات فنوتیپی، مولکولی، بیماری

های مازندران، گیلان و  های مختلف استان شاخه و تنه این درختان که دارای علائم گره یا گال بودند، از شهرستانبرگ، دمبرگ، 
های  از گالاسترین  ۱11برای جداسازی استفاده شد و  King’s Bآوری و به آزمایشگاه منتقل شدند. از محیط کشت  قزوین جمع
های جداشده از گال زیتون و گال خرزهره  زایی استرین ازی شدند. آزمون بیماریس خالص های زیتون استرین از گال ۱۱خرزهره و 
علاوه  زا بودند. به شده از خرزهره روی میزبان اصلی خود بیماری استرین جدا ۱1شده از زیتون و  استرین جدا ۱4نشان داد، 

زا  های زیتون روی خرزهره بیماری که استرین صورتی زا هستند، در های جوان زیتون نیز بیماری های خرزهره روی شاخه استرین
بودند و توانایی تولید رنگدانه فلورسنت را روی محیط کشت  هوازی اجباریها گرم منفی، کاتالاز مثبت و  نبودند. تمامی استرین

King’s B های  داشتند. در آزمونLOPATزمینی منفی و تنها  سیب هیدرولاز و پوسیدگی دی ، تولید لوان، آنزیم اکسیداز، آنزیم آرژنین
آر با استفاده از آغازگرهای اختصاصی عوامل گال زیتون  سی حساسیت در توتون و شمعدانی مثبت بودند. واکنش پی در آزمون فوق

(PsvF/PsvR( و خرزهره )PsnF/PsnRروی استرین ) ۱4ترتیب در  انجام شد و به حساسیت در توتون های دارای توانایی ایجاد فوق 
باز تکثیر شد.  جفت 34۳و  311به اندازه  نظر های گال خرزهره قطعه مورد  استرین از نمونه ۱1های گال زیتون و  ن از نمونهاستری

 .Pseudomonas savastanoi pvترتیب  زایی و استفاده از آغازگرهای اختصاصی به های فنوتیپی، بیماری براساس ویژگی ها استرین

savastanoi  وP. savastanoi pv. nerii تحلیل  و تجزیه ها از روش شناسایی شدند. برای تعیین دقیق جایگاه تاکسونومیکی استرین
استفاده شد. درخت فیلوژنتیکی  gyrBو  rpoB ،rpoDدار  ای از سه ژن خانه یابی قطعه با تکثیر و توالی (MLSA) ژنگاهیتوالی چند 

مطالعه   مورد های ترسیم شد. استرین (bootstrap)بار تکرار  ۱111ای با  لسهتوالی س (Maximum likelihood)براساس بیشینه تشابه 
 های های فیلوژنی مبتنی بر توالی ژن . هرچند درختقرار گرفتند پاتوتیپ های استرینگروه در کنار  یکدر  تفکیکو  تمایزبدون 
gyrB  وrpoB های نتوانست استرین Psv  وPsn ژن اساس بر شده ت فیلوژنی رسمرا از هم تفکیک کند، البته درخ rpoD های استرین 

Psv  وPsn .را از هم تفکیک کرد 

 
 LOPAT  ،Pseudomonasآزمون (،MLSAایران، آنالیز چند ژنگاهی ) :های کلیدی واژه
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 های فنوتیپی ... مطالعه ویژگی ۱۱1

 مقدمه
از تیره زیتونیان  .Olea europaeae Lزیتون 

(Oleaceae) گونه  دو زیر ابsativa  وoleaster ترتیب  )به
(. Carriero et al., 2002)فرم اهلی و وحشی زیتون( است 

محیطی و  اقتصادی و کشاورزی، زیست نظر  زیتون از درخت
 .(Conde et al., 2008) مهم و ارزشمند است سلامت انسان
شوری خاک  و مقاومت در برابر خشکیدلیل  این درخت به

(Moula et al., 2020) ، خاک جلوگیری از فرسایش
(Keesstra et al., 2018 ،)اثر درمانی،  باروغن و میوه  تولید

بهداشتی و خوراکی از اهمیت بالایی برخوردار است. 
بیشترین  .شود استان کشور کشت می 2۲زیتون در اکنون،  هم

های زنجان، گیلان، قزوین،  میزان تولید میوه زیتون در استان
ر ایران در . سطح زیرکشت زیتون داستفارس و گلستان 

میزان تولید زیتون و هکتار  هزار نه بیش از ۱3۳۳سال 
در هکتار بوده تن  با عملکرد متوسط پنجهزار تن  ۱1 حدود
 (.Anonymous, 2021) است

 از تیره خرزهره( Nerium oleander) خرزهره
(Apocynaceae)، ای است زینتی و پرشاخه که در  درختچه

الجزیره و تونس )در کنار  ژهوی جنوب اروپا، شمال افریقا، به
 روید.  ها( و همچنین در آسیا و ایران می  رودخانه

متعلق به فیلوگروپ  Pseudomonas savastanoiبیمارگر 
3 (PG3 از گروه )P. syringae  است. این تنها فیلوگروپی

هایی است که باعث رشد بیش از حد و  است که شامل باکتری
 Lamichhane etشود ) چوبی میهای  تومور )گره( در میزبان

al., 2014; Caballo-Ponce et al., 2017های  (. آلودگی
 P. savastanoi pv. savastanoiهای  مصنوعی با استرین

(Psv)، P. savastanoi pv. nerii (Psn) وP. savastanoi pv. 

fraxini  (Psfباعث ایجاد گال در گیاهان میزبان می )  .شوند
باعث ایجاد شانکر همراه با ترشحات  Psf های استرین

 Janse, 1981شوند ) و زیتون می گنجشک مانند در زبان زگیل
Gardan et al., 1992; Caballo-Ponce et al., 2017; .)

گنجشک  باعث ایجاد گال در زیتون و زبان Psv های استرین
که  گردد، درحالی شود اما در خرزهره باعث ایجاد گال نمی می

توانند هر سه میزبان )زیتون، خرزهره و  می Psn های استرین

های  گنجشک( را آلوده کنند. در مقابل، دامنه میزبان استرین زبان
P. savastanoi pv. retacarpa (Psr)  به جاروی اسپانیایی

 ;Janse, 1982; Iacobellis et al., 1998شود ) محدود می

Ramos et al., 2012.)  

های  ترین بیماری از جدی گال باکتریایی زیتون یکی
کاری در سراسر جهان  درختان زیتون در بیشتر مناطق زیتون

تواند  ای است. این بیماری می و بیشتر در کشورهای مدیترانه
های  های زیتون منجر شود و زیان های شدید در باغ به آسیب

(. Iacobellis, 2001) نظر تولید بوجود بیاورد جدی از 
 ۱111از سال  Savastanoباکتریایی بودن آن توسط 

باکتری عامل (. Smith & Rorer, 1904شناخته شده است )
های میزبان  افزایش تعداد سلولباعث و خرزهره  گال زیتون

ها  های کروی روی تنه و شاخه ایجاد گال و در محل آلودگی
 & Sistoد )شو ها می ها و میوه و کمتر روی برگ

Iacobellis, 1999; Smith, 1920). باکتری  آلودگی به
های تازه درختان زیتون با یک  در زخم عامل گال زیتون

های گیاهی مجاور  از فروپاشی سلول حفره کوچک ناشی
های بافت حاشیه  ، سلولسپسشود.  محل آلودگی شروع می

 ,Smith, 1920; Suricoکنند ) حفره تکثیر و ایجاد گال می

های  وابسته به تولید فیتوهورمون(. توسعه گال 1977
-Caballo) استیک و سیتوکینین است ایندول باکتریایی اسید

ponce et al., 2017; Rodríguez-Moreno et al., 

گال در  نیم تا یکگیاهان زیتون با آلودگی متوسط )(. 2008
درصد تولید  21های کمتر و  متر ساقه( میوه سانتی 31هر 

گال  دهم دهم تا سه یککمتر آلوده )کمتری نسبت به گیاهان 
 ,.Salman et alمتر ساقه( دارند ) سانتی 31گره در هر 

های زیتون  داری در وزن میوه تفاوت معنی علاوه، به(. 2020
وجود دارد در هر درخت زیتون با آلودگی شدید و خفیف 

(Schroth et al., 1968a) .های اقتصادی ناشی از  خسارت
بر کاهش تولید، شامل محدودتر و  این بیماری، علاوه

کشورهای از  نهال و قلمه صادرات تتجار تر شدن پرهزینه
بیماری گال باکتریایی  شود. به کشورهای دیگر نیز می آلوده

و برخی از زیتون در فهرست عوامل قرنطینه خارجی ایران 
شیلی و مکزیک قرار دارد جمله  کشورهای دیگر از



 ۱۱۳   ۱، شماره 21، جلد تحقیقات حمایت و حفاظت جنگلها و مراتع ایران نشریه علمی

(Taghavi & Ghasemi, 2010 .) 
عامل بیماری گال  عنوان ترتیب به به Psnو  Psv پاتووارهای

شناسایی  زیتون در ۱313در ایران در سال و خرزهره  زیتون
در  Psvپاتووار  . سپس(Ghasemi et al., 2006) شده است

 تعدادی های شاخه و تنه روی هایی گالصورت  به ۱3۳4سال 

 مشاهده گلستان استان در باغی در چهارساله درختان زیتون از
یاسمن گیاه از بیماری این  (.Khezri et al., 2019)شد  

 & Taghavi) در شیراز (Jasminum nudiflorum) زمستانی

Hasani, 2012)  و پاتووارPsn  خرزهره از شهرهای غرب از
 Taghavi) گزارش شده است مازندران، تهران و لوشان رودبار

& Ghasemi, 2010 .) درختان زیتون  ازبیماری گال باکتریایی
است، اما عامل آن  شده  گزارش فضای سبز شهر شیراز  ازتلخ 

 است ه شد  ، شناساییP. meliaeها، گونه  برخلاف بقیه گال
(Taghavi & Ghasemi, 2010.) 

هدف از انجام این پژوهش، بررسی و تعیین خصوصیات 
زایی  بیماریفیزیولوژیکی، بیوشیمیایی، ژنتیکی و 

، عامل گال Psnو ، عامل گال زیتون Psvپاتووارهای 
های چند ژنگاه در تفکیک  خرزهره و نیز کارایی آنالیز توالی

 است. Psnو  Psvپاتووارهای 
 

 ها مواد و روش
 برداری نمونه

های دارای علائم گال  ، نمونه۱411های تیر و مرداد  در ماه
استان گیلان و باغ صبا  های زیتون از لوشان در روی سرشاخه

خرزهره که دارای علائم گال  های در استان قزوین و نیز نمونه
های جوان بودند، از نواحی ساحلی  روی برگ و سرشاخه

رود، محمودآباد، رویان، نور، چالوس و نوشهر(  مازندران )سرخ
های آلوده، برای جداسازی عامل بیماری  نمونه آوری شد. جمع

های کاغذی، به آزمایشگاه  داخل پاکت های بعدی و بررسی
 پزشکی کشور منتقل گردید.  مؤسسه تحقیقات گیاه

 
 ها جداسازی و نگهداری استرین

های آلوده، ابتدا زیر جریان آب و بعد  ها و سرشاخه برگ

دوباره با آب مقطر سترون شسته شد. قطعاتی از نواحی 
طر مق دارای علائم در داخل ظروف پتری در چند قطره آب

دقیقه، یک قطره از  31سترون خرد و یکنواخت شد. بعد از 
سوسپانسیون حاصل به کمک لوپ پلاتینی سترون در محیط 

های  صورت مخطط کشت شد. تشتک ، بهKing’s Bکشت 
درجه سلسیوس نگهداری شدند. سه روز  2۲ پتری در دمای

شده را انتخاب و برای  های ظاهر پرگنه پس از کشت، تک
از خلوص، دوباره روی آگار غذایی مخطط شد. از اطمینان 

هر تشتک پتری یک پرگنه انتخاب و در پتری حاوی آگار 
ها برای  (. نمونهSchaad et al., 2001غذایی تکثیر گردید )

استفاده در پنج درجه سلسیوس و برای نگهداری 
درجه  -11درصد در فریزر  ۱۱مدت در گلیسرول  طولانی

 .سلسیوس نگهداری شدند
 

 زایي آزمون بيماری
های دارای توانایی ایجاد  زایی استرین آزمون بیماری

ها روی  استرینارزیابی شد. حساسیت روی توتون  فوق
درجه  23و در دمای  (NAآگار غذایی ) محیط کشت

ساعت، با سرنگ سترون  24سلسیوس کشت شدند. بعد از 
با ها برداشته شده و  مقداری از پرگنه هر یک از استرین

ایجاد زخم در ساقه جوان زیتون رقم زرد و خرزهره 
زنی شد، آنگاه ساقه گیاه آغشته به باکتری و محل   مایه
شده به مدت  زنی زنی با پارافیلم پوشیده شد. گیاهان مایه مایه

درجه سلسیوس و  21تا  21پنج هفته در گلخانه با دمای 
مقطر  آبدرصد نگهداری شدند. از  1۱تا  1۱ رطوبت نسبی

 ,.Marchi et alعنوان کنترل منفی استفاده شد ) سترون به

2005; Janse, 1982.) 
 

 های فنوتيپي و بيوشيميایي بررسي ویژگي

های مرفولوژیکی، فیزیولوژیکی و بیوشیمایی تمامی  ویژگی
بررسی شد. آزمون گرم با حلالیت در  زا ی بیماریها  استرین

و همکاران  Suslow( سه درصد به روش KOHپتاس )
و  Hughهوازی به روش  ( و آزمون رشد هوازی و بی۱۳12)



 های فنوتیپی ... مطالعه ویژگی ۱21

Leifson (۱۳۱3 انجام شد. آزمون اکسیداز با قرار دادن )
ای از باکتری روی کاغذ صافی آغشته به محلول  گستره

هیدروکلراید انجام  آمین دی دی پارافنیل درصد تترامتیل یک
حساسیت در توتون و  (. آزمون فوقKovacs, 1956گردید )

( انجام شد. ۱۳۲4و همکاران ) Klementشمعدانی به روش 
و  King’s Bهای تولید رنگدانه فلورسنت روی محیط  آزمون

و  Schaadبه روش  YDCرنگدانه صورتی روی محیط 
هیدرولاز به روش  دی های آرژنین (، آزمون211۱همکاران )
Thornely (۱۳۲1واکنش فوق ،) ساسیت روی توتون ح

(Lelliott et al., 1966 و هیدرولیز نشاسته به روش )Cowan 
از سیستئین،  H2Sآز، تولید  های اوره ( انجام شد. آزمون۱۳14)

درصد،  ( سه NaClتولید اندول، تولید لوان، رشد در نمک طعام )
( انجام 211۱و همکاران )  Schaadهیدرولیز اسکولین به روش

انایی استفاده از اسیدهای آلی و تولید اسید از شد. در آزمون تو
درصد قند  2۱/1( و غلظت ۱۳۱۳) Ayersقند از محیط پایه 
در  .(Schaad et al., 2001شد ) نظر استفاده   یا اسید آلی مورد

 Pseudomonas syringaeاز استرین  های فنوتیپی آزمون

 عنوان شاهد استفاده گردید. به 1241

 
 ها استرینشناسایي مولکولي 

ژنومی به روش لیز قلیایی انجام شد.  DNAاستخراج 
تکثیر شدند و  NAساعت روی محیط  24ها به مدت  باکتری

لیتر از هر  سلول در میلی ۱11حدود  سوسپانسیونی با غلظت
درصد  پنج  KOHمیکرولیتر  ۱1مقطر تهیه و  باکتری در آب

 ۳۱سپس به مدت ده دقیقه در حمام آبی به آن اضافه شد. 
ها به مدت دو دقیقه در  قرار گرفت، نمونهسلسیوس درجه 

دور در دقیقه سانتریفوژ شدند. دو میکرولیتر از  ۱3111
محلول رویی برای انجام واکنش زنجیری پلیمراز استفاده شد 

(Rademaker et al., 1997از دو جفت .)  آغازگر
 P. savastanoi pv. nerii اتوواربرای شناسایی پ اختصاصی

 Tegliاستفاده گردید ) P. savastanoi pv. savastanoiو 

et al., 2010 ۱( )جدول.) 
 

 شده در این مطالعه آغازگرهای استفاده -1جدول 

Table 1. Primer used in this study 

 منبع
Reference 

 اندازه قطعه
(bp)  

Amplicon 

size (bp)  

 (C°دمای اتصال )
Annealing 

temperature (°C) 

 (۵´-3´توالي )

Sequence (5´-3´) 
 نام آغازگر

Primer name 

 پاتووار/ژن هدف

Pathovar/target 

gene 

Tegli et al., 2010 388 55 
GGCGATGTTCTCAGCGGATTTG 

GATCAAGTGTCCAAGGAAGTGAAGG 

PsvF 
PsvR 

P. savastanoi pv. 

savastanoi 

Tegli et al., 2010 349 57 
ACCCCTCATTGTAACGGATG 
TCCCCGGAATTCAACACTTA 

PsnF 
PsnR 

P. savastanoi pv. 

nerii 

Tayeb et al., 2005 1247 58 
TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT 

CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG 

rpoB-LAPS 
rpoB-LAPS27 

rpoB 

Sarkar & Guttman, 

2004 
650 63 

MGGCGGYAAGTTCGATGACAAYTC 

TRATBKCAGTCARACCTTCRCGSGC 

gyrB-Fps 

gyrB-Rps 
gyrB 

Sarkar & Guttman, 

2004 
550 67 

AAGGCGARATCGAAATCGCCAAGCG 

GGAACWKGCGCAGGAAGTCGGCACG 

rpoD-Fps 

rpoD –Rps 
rpoD 

 



 ۱2۱   ۱، شماره 21، جلد تحقیقات حمایت و حفاظت جنگلها و مراتع ایران نشریه علمی

میکرولیتر و  21( در حجم PCRای پلیمراز ) واکنش زنجیره
پیکومول از هر یک از آغازگرها، مسترمیکس  ۱1غلظت نهایی 

2x Master mix RED  (Ampliqon, Denmark)  و دو
ژنومی انجام شد. واکنش در دستگاه  DNAمیکرولیتر از 

( انجام گردید. Eppendorf, Germanyترموسایکلر اپندورف )
سلسیوس به مدت پنج   هدرج ۳۱سازی اولیه در دمای  واسرشته

 DNAسازی  چرخه شامل واسرشته 31دقیقه انجام شد. سپس 
سلسیوس، به مدت یک دقیقه،  درجه  ۳۱ژنومی در دمای 

 ۱1( و PsvF-R) ۱۱اتصال آغازگرها به رشته الگو در دمای 
(PsnF/Rدرجه )   سلسیوس، به مدت یک دقیقه، گسترش رشته

ثانیه انجام و  4۱دت سلسیوس به م درجه  12جدید در دمای 
سلسیوس به مدت  درجه  12در پایان گسترش نهایی در دمای 

 پنج دقیقه انجام شد.
پلیمراز زیرواحد  RNAشده  های حفظ تکثیر بخشی از ژن

( و جیراز rpoDپلیمراز زیرواحد دلتا ) RNA(، rpoBبتا )
( با استفاده از این برنامه دمایی انجام شد. gyrBزیرواحد بتا )

سلسیوس به مدت سه   درجه ۳۲سازی اولیه در دمای  واسرشته
سازی  چرخه شامل واسرشته 31سپس  دقیقه انجام گردید.

DNA  سلسیوس، به مدت یک  درجه  ۳4ژنومی در دمای
  درجه ۲1تا  ۱1دقیقه، اتصال آغازگرها به رشته الگو در دمای 

(، به مدت یک دقیقه، گسترش رشته جدید ۱سلسیوس )جدول 
ثانیه انجام و در  4۱سلسیوس به مدت  درجه  12ر دمای د

سلسیوس به مدت پنج  درجه 12پایان گسترش نهایی در دمای 
 دقیقه انجام شد.

 TAE 1Xدرصد با بافر  ژل آگارز یک در PCRفراورده 
در دستگاه الکتروفورز افقی، الکتروفورز شد. پنج میکرولیتر 

 6x Loading Dyeبا یک میکرولیتر  PCRاز محصولات 
های ژل آگارز ریخته شد. الکتروفورز  مخلوط و در چاهک

دقیقه انجام شد. پس از پایان  41ولت به مدت  1۱در 
-Gel Doc. Lourmat T-5×20الکتروفورز ژل در دستگاه 

2A برداری شد. مشاهده و عکس 
 

 آناليزهای فيلوژني 
برای  rpoBو  gyrB ،rpoDهای  شده از ژن قطعات تکثیر

سازی چندگانه  ردیف یابی به شرکت پیشگام ارسال شد. هم الیتو
 BioEdit 7. 25افزار  در نرم ClusalWها با استفاده از ابزار  توالی

(Hall, 1999) شده در پایگاه  مشابه ثبت  های ناحیه با توالی
NCBI  انجام شد. با استفاده از ابزارEditseq افزار  از مجموعه نرم

DNAstar (DNASTAR Inc., Madison, WI از نبود خطا )
های  اسید اطمینان حاصل شد. با تجمیع توالی ژن آمینو  در ترجمه

gyrB ،rpoD  وrpoB بانک ژنهای موجود در  با دیگر توالی 
(GeneBankمقایسه شد. دندروگرام )  ای با  مقایسههای

 نمایی روش حداکثر درستاز  Characterهای  روش
(Maximum likelihoodبا استفاده از نرم )  افزارMEGA-X 
(Kumar et al., 2018) های  ژنی، همچنین توالی صورت چند به

طور جداگانه ترسیم شد. مدل جایگزینی  هر یک از نواحی به
(Substitution modelبرای ترسیم دندروگرام )  ها با استفاده از

  و بر پایه MEGA-X (Kumar et al., 2018)افزار  نرم
BIC  (Bayesian Information Criterion )ترین عدد پایین

بار تکرار  ۱111های بررسی با  انتخاب شد. تمامی مدل
 ( انجام شد. Bootstrapبرداری ) نمونه

 
 نتایج
 شناختي برداری و علائم نمونه
، ۱411و مرداد  یرت یها در ماهشده  انجام یدهایبازد در

رود، محمودآباد،  از مناطق مختلف ساحلی مازندران )سرخ
خرزهره علائم بیماری با  ینوشهر( برا و نور، چالوس یان،رو

 یها علائم شامل توده ینمختلف مشاهده شد، ا یها شدت
 جمله از گیاهان مختلف های قسمت روی( ییها )گال یمتورم

 یها اندازه در برگ پهنک و تنه شاخه، شاخه،سر دمبرگ،
های  روی شاخهبود.  متر یمتر تا دو سانت یلیمختلف از چند م

مشاهده رنگ  ای ، سخت و قهوههای اسفنجی زیتون هم گال
سخت و ، منظم نا ی،اسفنج یظاهر یها دارا گال ینا شد. 

جوان که در  یها از گال ی. برخ(۱)شکل  بودند یا قهوه
نامتقارن و  یها بافت یبودند، دارا یآلودگ ییابتدامراحل 

ها و ضعف  شاخه یدنها، خشک برگ یزشرنگ بودند. ر سبز
نسبت به  یماریب یندر درختان آلوده به ا یاهانگ یعموم

 بود. یشتردرختان سالم ب
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 انو مازندر ینقزو های استان شده از یآور جمع (Eو  C) و خرزهره (Bو  Aیتون )ز یایيگال باکتر يماریعلائم ب -1ل شک

Figure 1. Typical galls induced by Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi on naturally infected olive trees (A, B) 

and those caused by P. savastanoi pv. nerii on infected oleander (C-E) collected from Ghazvin and Mazandaran, 

respectively 

 
 P. savastanoi pv. nerii (Psn)و  Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Psv) زای های بيماری استرینمشخصات  -0 جدول

 زیتون و خرزهره در یایيگال باکتر ترتيب از شده به جدا

Table 2. Characteristics of pathogenic strains of Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Psv) and P. savastanoi 

pv. nerii (Psn) isolated from bacterial gall of olive and oleander, respectively. 

زایي روی  بيماری
 خرزهره

Pathogeniciy on 

oleander 

زایي  بيماری
 روی زیتون

Pathogeniciy 

on olive 

زمان 
 برداری  نمونه

Isolation 

date  

 برداری نمونه مکان
nirirO 

 يزبانم

Host 
 استرینکد 

Strain code 

- + 
اردیبهشت 

۱411 

May 2021 

 قزوین -ینقزو

Ghazvin-Ghazvin 
 یتونز

Olive 

Psv1, Psv2, Psv3, Psv4, 

Psv5, Psv6, Psv7 

- + 
اردیبهشت 

۱411 

May 2021 

 لوشان -یلانگ

Guilan- Loshan 
 یتونز

Olive 

 

Psv8, Psv9, Psv10, Psv11, 

Psv12, Psv13, Psv15 

+ + 
 ۱411خرداد 

June 2021 
 نور -مازندران

Mazandaran-Noor 
 خرزهره

Oleander 
Psn15, Psn16, Psn17 

+ + 
 ۱411خرداد 

June 2021 

 نوشهر -مازندران

Mazandaran-Noshahr 
 خرزهره

Oleander 
Psn18, Psn19, Psn20 

+ + 
 ۱411خرداد 

June 2021 

 یانرو -مازندران

Mazandaran-Rooyan 
 خرزهره

Oleander 
Psn21, Psn22, Psn23 

+ + 
 ۱411تیر 

July 2021 

 رود سرخ -مازندران

Mazandaran-

Sorkhroud 

 خرزهره

Oleander 
Psn24, Psn25 

+ + 
 ۱411تیر 

July 2021 
 چالوس -مازندران

Mazandaran- Chaloos 
 خرزهره

Oleander 
PsnD, PsnE, PsnH 

+ + 
 ۱411تیر 

July 2021 

 محمودآباد -مازندران

Mazandaran-

Mahmood-Abad 

 خرزهره

Oleander 

PsnG ،PsnF ،PsnL ،PsnM ،

PsnN ،PsnO 
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 بيمارگرجداسازی 
استرین از  ۱۱سه روز پس از کشت سوسپانسیون باکتری 

های گال خرزهره  استرین از نمونه ۱11های گال زیتون و  نمونه
 King’s Bکشت  یطمح یروبا رنگدانه سبز فلورسانت 

به کرم و  یلما یدبه رنگ سف ییها پرگنهشد.  سازی خالص
 کامل و سطح صاف و براق ظاهر شدند. یهحاش یدارا
 

 زایي بيماری آزمون
ترتیب جداشده  استرین به 21و  ۱۱زایی  آزمون بیماری

حساسیت در  دارای توانایی ایجاد فوق از زیتون و خرزهره
شده از زیتون  استرین جدا ۱4ترتیب  نشان داد، به توتون

شده از خرزهره روی خرزهره  استرین جدا ۱1روی زیتون و 
. پس از گذشت (2و جدول  3و  2زا بودند )شکل  بیماری

تنها در  یتون،ز شده از جدا های استرینزنی  یهیک ماه از ما
 یول کردندچوبی زیتون گال ایجاد  های جوان و غیر شاخه

 یجادخرزهره ا یاهگ یرو یگال یا علامت یچه ها استرین ینا
خرزهره  شده از جدا یها استرین همهکه  یصورت نکردند. در

های حاصل از  اندازه گالزا بودند.  روی زیتون هم بیماری
 های شامل استرینخرزهره  شده از استرین جداچهار زنی  مایه

PsnH ،PsnD ،PsnE  وPsnF  گال از  تر بزرگبه مراتب
 بود. ها استرین یرسا با خرزهره زنی حاصل از مایه

 

 
پنج هفته در گلخانه با دمای پس از رقم زرد  تونیز یرو Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi یيزا یماريآزمون ب -0شکل 

( استرین F، )Psv6( استرین E، )Psv8( استرین D، ) Psv15استرین  Psv5، (C)استرین  (B) ي،کنترل منف (A)درجه سلسيوس  07تا  02
Psv10. 

Figure 2. Pathogenicity assays of Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi strains isolated from olive on the olive 

seedlings cv. Zard five weeks after incubation in greenhouse with 20-27°C. (A) Negative control infiltrated using 

sterile deionized water; seedlings inoculated using strains Psv5 (B), Psv15 (C), Psv8 (D), Psv6 (E), and Psv10 (F). 
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 07تا  02پنج هفته در گلخانه با دمای پس از  خرزهره یرو Pseudomonas savastanoi pv. nerii یها نیاستر یيزا یماريآزمون ب -3 شکل

 .PsnO نیاستر PsnF، (F) نیاستر PsnE، (E) نیاستر PsnD( ،D)( استرین C، )PsnH( استرین Bي، )کنترل منف( A) درجه سلسيوس

Figure 3. Pathogenicity assays of Pseudomonas savastanoi pv. nerii strains isolated from Oleander on the 

oleander seedlings five weeks after incubation in greenhouse with 20-27°C. (A) Negative control infiltrated using 

sterile deionized water, seedlings inoculated using strains PsnH (B), PsnD (C), PsnE (D), PsnF (E), and PsnO (F). 

 

 فنوتيپي و بيوشيميایي های ویژگي
زا انجام شد. همه  جدایه بیماری 32مطالعات فنوتیپی روی 

 هسای توتسون   سساعت روی بسرگ   24-41پسس از   ها استرین
(Nicotiana glutinosa )حساسیت ایجساد کردنسد. تمسام     فوق

 King’s Bو در محسیط   نسد هسوازی اجبساری بود   هسا  اسسترین 
هسای   ها در آزمون سبز فلورسنت تولید کردند. استرین رنگدانه

زمسون  آهیسدرولاز و   ید یننس ژتولید لوان مثبت و اکسسیداز، آر 
هسا قسادر بسه     همچنین استرین منفی بودند. ینیزم یبس یدگیله

درصسد، هیسدرولیز    سسه   حمل نمک طعسام هیدرولیز نشاسته، ت
از سیستئین، انسدول،   H2S، تولید 11کازئین، اسکولین، توئین 

 همسه کننده از سوکروز نبودنسد.   ذوب ژلاتین و تولید مواد احیا
آز،  های کاتالاز، تیروزینساز، پروتئساز، اوره   ها در آزمون استرین

 31( و رشسد در دمسای   Psvهسای   نیترات )فقط استرین یاحیا
هسا قسادر بسه اسستفاده از      استرین مثبت بودند. یوسدرجه سلس

ترهسسالوز، لاکتسسات،   اریتریتسسول، سسسلوبیوز، آدونیتسسول، دی  

اما در استفاده از  ،هوموسرین، بنزوات و گلوتامات بودند ال دی
ها قادر بسه اسستفاده از مسانیتول،     یک از استرین سوربیتول )هیچ
گلیسسرات، ال   ال وز، دیبیسوز، آرابینسوز، زایلس    اینوزیتول، ملسی 

اسسید و پسی هیدروکسسی     تارترات، سیترات، بتائین، گلوتاریک
 نبودند.   یعنوان منابع کربنی و نیتروژن به (بنزوات

 
ها با استفاده از آغازگرهای  شناسایي مولکولي استرین

 اختصاصي
های  استریناز یمراز پل ای یرهآزمون واکنش زنج یجنتا

 ینا ،نشان داد Psv یآغازگرها با جفت یتونز شده از جدا
قابل  قطعه یتوناسترین گال ز ۱4آغازگرها توانستند در 

جفت و  (4)شکل  کنند یررا تکث یباز جفت 311انتظار 
خرزهره  زا روی استرین بیماری ۱1 در یزن Psn یآغازگرها

)شکل  بودند یباز جفت 34۳قابل انتظار  قطعه یردر به تکثاق
 311قابل انتظار  قطعهنتوانست  Psn یجفت آغازگرها. (۱
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 یتونگال ز ی عاملها استریناز  یک یچرا در ه یباز جفت
قابل  قطعهنتوانست  یزن Psv یجفت آغازگرها کند و یرتکث

ی ها استریناز  یک یچرا در ه یباز جفت 34۳ انتظار
 نماید. یرخرزهره تکث گال جداشده از

 

 
Psv ((PsnF/PsnR ) ياختصاص یبا استفاده از آغازگرها Psedomonas savastanoi pv. savastanoiاسترین  11 ردیابي -1شکل 
 ,bp DNA Ladder Ready to Load (RT) | Solis BioDyne, Tartu 100) ياستاندارد جرم مولکول: L درصد. یکژل  یرو

Estonia)، Cیها استرین: 7تا  1. ي: کنترل منف Psv1  تاPsv7 1۵تا  ۸ ین،استان قزو شهرستان قزوین از های زیتون شده از گال جدا :
 .يلاناز شهرستان لوشان استان گهای زیتون  شده از گال جدا Psv15تا  Pcv8 یها یناستر

Figure 4. Detection of 14 strains of Psedomonas savastanoi pv. savastanoi isolated from oleander galls using Psn 

specific primers (PsvF/PsvR) on one percent agarose gel. L: 100 bp DNA Ladder Ready to Load (RT) | Solis 

BioDyne, Tartu, Estonia; C: Negative control;1-7: Psv1-Psv7 collected from Ghazvin, Ghazvin provine; 5-15: 

Psv5-Psv15 collected from Loshan, Guilan province. 
 

 
 Psnبا استفاده از آغازگرهای اختصاصي شده از گال خرزهره  جدا Psedomonas savastanoi pv. neriiاسترین  1۸ ردیابي -۵شکل 

(PsnF/PsnR )درصد. روی ژل یک L :100) استاندارد جرم مولکولي bp DNA Ladder Ready to Load (RT) | Solis BioDyne, 

Tartu, Estonia) ،C .های استرین: 17 و 1۱: کنترل منفي Psn16  وPsn17  ،02تا  1۸از شهرستان نور: Psn18 ،Psn19  وPsn20  از
و  E ،Hرود،  از شهرستان سرخ Psn25و  Psn24 :0۵و  01از شهرستان رویان و  Psn23و  Psn21، Psn22 :03 تا 01شهرستان نوشهر، 

F: PsnH ،PsnD  وPsnE  از شهرستان چالوس وF ،G ،M ،N  وO:  PsnG ،PsnF ،PsnL ،PsnM ،PsnN  وPsnO  از شهرستان
 .مازندرانمحمودآباد استان 

Figure 5. Detection of 18 strains of Psedomonas savastanoi pv. nerii isolated from oleander galls using Psn 

specific primers (PsnF/PsnR) on one percent agarose gel. L: 100 bp DNA Ladder Ready to Load (RT) | Solis 

BioDyne, Tartu, Estonia; C: Negative control; 16-17: Psn16 and Psn17 collected from Noor; 18-20: Psv18-Psv20 

collected from Noshahr; 21-23: Psn21-Psn23; 24 and 25 collected from Roiyan: Psn24 and Psn25 collected from 

Sorkhroud; E, D, and H: PsnE, PsnD, and PsnH collected from Chaloos; F, G, M, N, and O: PsnF, PsnG, PsnM, 

PsnN, and PsnO, respectively, isolated from Mahmood-Abad, Mazandaran province. 
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 (MLSAژنگاهي ) چند يتوال تحليل آناليز

 تعسسدادی از یبسسراژنگسساهی  چنسسد یتسسوالآنسسالیز تحلیسسل 
مربسوط بسه    یهسا  یبا اسستفاده از تسوال   Psnو  Psv یها استرین

بسا   rpoDو  gyrB ،rpoBدار  شده از سه ژن خانسه  ریقطعات تکث
ها در بانسک ژن   و توالی مربوط انجام شد یاستفاده از آغازگرها

NCBI    ژن نوکلئوتیسسد از  ۱21 تسسوالی. (3ثبست شسسدند )جسدول
rpoD درصسسد  1/۳1از  یشبسسمطالعسه    مسسورد یهسسا اسسترین  در

 یاریبسس از و  وجود داشت Psn و Psv یها استرین ینشباهت ب
در  .شسوند  یمس  جسدا  Pseudomonas syringae یپاتووارها از

در کنسار   PsnHو  Psn25 ،PsnD یها خوشه استرین نیداخل ا
 کیسسدر  P. savastanoi pv. nerii CFBP 5067پاتوتیسپ  

 .Pبسسا  زیسسن Psv15و  Psv6 ،Psv10 یهسسا گسسروه و اسسسترین

savastanoi pv. savastanoi ICMP 4352 ،P. savastanoi 

pv. retacarpa  وP. savastanoi pv. fraxini CFBP 5062 
 هسا  نیاسستر  نی. در کنار ا(۲)شکل  قرار گرفتند گرید یدر گروه

 و پسساتووار P. meliae نی، اسسسترP. amygdali یپاتووارهسسا
P. syringae pv. cerasicola قسرار   ادیس چندان ز نه یا با فاصله

 و P. savastanoi pv. glycinea یدارنسسسد. پاتووارهسسسا 
P. savastanoi pv. phaseolicola دورتسر در   یا فاصسله  با زین

 اند.   گرفته یجا هیکنار بق
 

 یها در استرین rpoBاز ژن نوکلئوتید  ۱12توالی 
های متعلق به دو  ینده نشان داد، توالی این ژن در استریننما

 نیدر ا ، صددرصد یکسان هستند وPsnو  Psvپاتووار 
 یکه رو P. savastanoi پاتووارهای یدرخت فیلوژنی تمام

 یجمله پاتووارها کنند از یگال ایجاد م یچوب اهانیگ
savastanoi، nerii، fraxini و retacarpa به همراه  یهمگ

 قرار گروه کیدر  ی ایرانی این دو پاتووارها استرین
 .اند گرفته

نوکلئوتید از توالی ژن  ۲۱2اساس  یلوژنتیکی برف یبررس
gyrB ایرانی  یپاتووارها ،نشان دادPsv  وPsn  ۳۳بیش از 

 P. savastanoiهای پاتوتیپ  و به استرین درصد به یکدیگر

pv. savastanoi ICMP 4352 وP. savastanoi pv. nerii 

CFBP 5067 .یپاتووارهاالبته  شباهت دارند 
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea  و

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolica 2 یناز ا 
 .شدند یکگروه تفک

 یها یاز اتصال توال یدنوکلئوت ۱۲43 یا سلسله یتوال 
  مورد یها استرین rpoBو  gyrB ،rpoD ینواح  شده اصلاح

 یگرد یشده برا یجادا یا سلسله های یو با توال یجادمطالعه ا
 . (1)شکل  شد یفرد سودوموناس هم یها گونه

 

 NCBIدر  داری های خانه توالي ژن شماره ثبت -3جدول 

Table 3. The accession numbers of housekeeping genes sequences deposited in GenBank 

 ژن/استرین

Gene/strain 
Psv6 Psv10 Psv15 Psn25 PsnD PsnH 

gyrB* ON755321 ON755322 ON755323 ON755324 ON755325 ON755326 

rpoB ON755330 ON755331 ON755332 ON755333 ON755334 ON755335 

rpoD ON755336 ON755337 ON755338 ON755339 ON755340 ON755341 

 

gyrB* زیرواحد بتا ژن :DNA gyrase ،rpoB زیرواحد بتا ژن رمزکننده آنزیم :RNA  ،پلیمرازrpoD زیرواحد دلتا ژن رمزکننده آنزیم :RNA .پلیمراز 

 
gyrB: DNA gyrase, subunit β; rpoB: RNA polymerase, subunit β; rpoD: RNA polymerase, σ70 factor. 
 

 



 ۱21   ۱، شماره 21، جلد تحقیقات حمایت و حفاظت جنگلها و مراتع ایران نشریه علمی

 

 Pseudomonas های ایراني های مختلف و استرین در سودوموناس rpoD ای از ژن های قطعه توالي اساس بردرخت فيلوژني  -۱شکل 

savastanoi pv. savastanoi (Psv6 ،Psv10  وPsv15 و )Pseudomonas savastanoi pv. nerii (Psn25 ،PsnD  وPsnH به )
 Azomonasگونه  Tamura 3-parameter ،Gamma distribution (T93+G.) با استفاده از مدل Maximum Likelihoodروش 

agilis DSM 375 گروه خارجي استفاده شد. عنوان  به 

Figure 6. Maximum likelihood phylogenetic tree based on partial sequence of rpoD gene showing the taxonomic 

position of Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Psv6, Psv10, and Psv15) and Pseudomonas savastanoi pv. 

nerii (Psn25, PsnD, and PsnH). The tree was constructed using the Tamura-Nei substitution model with a 

gamma distribution sites (T93+ G) based on the lowest Bayesian information criterion (BIC) score. Azomonas 

agilis DSM 375 used as outgroup. 
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های مختلف و  در سودوموناس rpoBو  rpoD ،gyrBهای  از ژن ای قطعهتلفيقي توالي  درخت فيلوژني مربوط به مقایسه -7شکل 
 .Pseudomonas savastanoi pv( و Psv15و  Psv6 ،Psv10) Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi های ایراني استرین

nerii (Psn25 ،PsnD  وPsnH به روش )Maximum Likelihood با استفاده از مدل Tamura 3-parameter،Gamma 

distribution and invariant  (T93+G+I.)  گونهAzomonas agilis DSM 375 عنوان گروه خارجي استفاده شد. به 

Figure 7. Maximum likelihood phylogenetic tree based on partial sequences of rpoD, gyrB and rpoB genes 

showing the taxonomic position of Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Psv6, Psv10, and Psv15) and 

Pseudomonas savastanoi pv. nerii (Psn25, PsnD, and PsnH). The tree was constructed using the Tamura-Nei 

substitution model with a gamma distribution and invariant sites (T93+ G+ I) based on the lowest Bayesian 

information criterion (BIC) score. Azomonas agilis DSM 375 used as outgroup. 



 ۱2۳   ۱، شماره 21، جلد تحقیقات حمایت و حفاظت جنگلها و مراتع ایران نشریه علمی

یزبانی، تشخیص با استفاده از براساس مشخصات دامنه م
دار  های خانه یابی ژن آغازگرهای اختصاصی و نیز توالی

که تنها در زیتون  شده از زیتون های جدا مشخص شد، استرین
شده از  های جدا و استرین Psv به پاتووار ،ایجاد کردند گال

در دو میزبان خرزهره و زیتون علائم بیماری را خرزهره که 
 دارند.تعلق  Psn به پاتووار ،ایجاد کردند

 یها ژن به مربوط فیلوژنی یها درخت براساس ،نیبنابرا
rpoB ،gyrB  وrpoD یپاتووارها ،گرفت جهینت توان یم 

savastanoi ،nerii، fraxini و retacarpa با وجود 
 یها یدارند، از لحاظ توال یزبانیکه در دامنه م ییها تفاوت

 یها استرینندارند و  یتفاوت چندان ادشدهی یها قطعات ژن
ها  از درخت یکی. البته در رندیگ یدر کنار آنها قرار م زین یرانیا

 و Psv یها استرین نیب ئیجز یها ( تفاوتrpoD)مربوط به 
Psn ی. پاتووارهاشد مشاهده P. amygdali در کنار  یهمگ

کننده گال در درختان قرار  دیتول یها یباکتر به کیهم و نزد
در  تلخ تونیگال ز یماریعامل ب P. meliae. گونه رندیگ یم

کننده گال در  دیکه تول P. savastanoiکنار گونه چهار پاتووار 
 قرار گرفت. ،هستنددرختان 

 
 بحث

گال  یها یماریعوامل ب ییپژوهش با هدف شناسااین 
تنوع موجود  یزانم یینو تع یو بررس یرانو خرزهره در ا یتونز

 یق،تحق ینانجام شد. در ای باکتردو پاتووار  ینا یندر ب
شد.  یلان انجامگ ین ومازندران، قزو های استاناز  یبردار نمونه

صورت گال و  زیتون و خرزهره بهعلائم در درختان 
ها و  ها، برگ های زیتون و شاخه رشدی روی شاخه بیش

شده از  شد که با علائم گزارش  دمبرگ خرزهره مشاهده
 ;Quesada et al., 2010های پیشین مطابقت داشت ) پژوهش

Schroth et al., 1968b.) جداشده های یناستر یاناز م ،
 ۱1و  یتونزشده از زیتون روی  جدا یناستر ۱4 زایی یماریب

 یجنتا .یدبه اثبات رس روی خرزهره و زیتوناز خرزهره  یناستر
 لوان، دیتول، LOPAT یوشیمیاییاز آزمون ب زا حاصل بیماری
 تیفعال ،ینیزم بیس یرو کیتیپکتول تیفعال داز،یاکس واکنش

 حد از شیب تیحساس پاسخ جادیا ییتوانا و درولازیده نیآرژن

(HR)  گونه یبرا یطور سنت که به توتون در P. syringae 
نشان داد با توجه به  (،Lelliott et al., 1966د )شو استفاده می

 یداز،اکس یملوان، آنز یدتول یها ها در آزمون استرین ینا ینکها
و تنها  یمنف ینیزم یبس یدگیو پوس یدرولازه ید ینینآرژ یمآنز

 ،مثبت بودند یدر توتون و شمعدان یتحساس در آزمون فوق
 یجا LOPAT ( در آزمون(Ib دو گونه در گروه ینا بنابراین،

از  یک یچمثبت بودند. ه ها کاتالاز استرین ی. تمامگیرند یم
و  یندولا یدنشاسته و تول یدرولیزه یهها قادر به تجز استرین

 یرسا یجدرصد نبودند که با نتا سه رشد در نمک طعام 
براساس  ( مطابقت دارد.Schaad et al., 200) پژوهشگران

و  یوشیمیاییب یولوژیک،باکتر یها حاصل از آزمون یجنتا
متعلق به  شده آزمون یها استرین یهشده، کل انجام یزیولوژیکف

 داده شدند. یصتشخ P. savastanoiگونه 
و  ندبود یو گرم منف یاجبار یهواز ،ها استرین ینا یتمام

 King’sکشت  یطمح یرورا رنگدانه فلورسنت  یدتول ییتوانا

B گونه یها یژگیو که از داشتند P. savastanoi  است
(Lelliot et al., 1996). شناسی یباکتر یها که آزمون ییآنجا از، 

 LOPAT یوشیمیاییجمله آزمون ب از یزیولوژیو ف یوشیمیاییب
خرزهره شده از زیتون و  جدا یها استرین یکقادر به تفک

عامل  ینو مهمتر ینعنوان اول به اییز یمارینبودند، آزمون ب
آزمون توانست  یندو گونه انتخاب شد. ا ینکننده ایزمتما

 که یطور به، کند یزمتما Psn یها را از استرین Psv یها استرین
چوبی زیتون  های جوان و غیر تنها در شاخه Psv های استرین

. اما ایجاد گال روی خرزهره نبودندکردند و قادر به گال ایجاد 
بر خرزهره روی زیتون هم  توانستند علاوه Psn های استرین

 یها استرین یجنتا ینبراساس ا ین،کنند. بنابرا یجادا یآلودگ
 Psn خرزهره به پاتووار یها و استرین Psvبه پاتووار  یتونز

 .تعلق داشتند
صحت گونه  دو نیا یاختصاص یبا استفاده از آغازگرها

آزمون  یناکه  شد ارزیابی  پاتووار دو نیا ییشناسا و صیتشخ
 یاختصاص قطعه ریتکث یبرا Psn یبار با جفت آغازگرها یک

 Psv یجفت آغازگرهابا  گریو بار د Psn پاتووار به مربوط
 یتمام یبرا Psv پاتووارمربوط به  یقطعه اختصاص ریتکث یبرا

با استفاده از  .(Tegli et al., 2010) شد انجامها  استرین
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در  یباز جفت 34۳نظر   قطعه مورد Psn یاختصاص یآغازگرها
 یاختصاص یو با استفاده از آغازگرها خرزهره یها استرین

Psv مربوط به  یبترت که به یباز جفت 311نظر   قطعه مورد
یج با نتا یجنتا ینشد. ا یرتکث بودند، Psvو  Psnی ها پاتووار
Tegli ( 21۱1و همکاران )طابقت دارد.م 

 MLSA( )Maiden et) ژنگاهیچند  یتوال لیتحل و هیتجز

al., 1998 ) یبرا قدرتمند کردیرو کیثابت کرده است که 
 نیهمچن وجود دارد، ها سسودومونا یها گونه وها  هیسو زیتما

 ,Sarkar & Guttman) آنهاست ارتباط نییتع یبرا استفاده

2004; Bull et al., 2011; Chapman et al., 2012; Berge 

et al., 2014; Glaeser & Kämpfer, 2015; Gomila et al., 

2015; Kałużna et al., 2016; Straub et al., 2018; 

Visnovsky, et al., 2019 .) هفت یتوال لیوتحل هیتجزاز 
 acn و rpoD، gyrB، gapA، gltA، pfk، pgi، ctsژنگاه شامل 

های سودوموناس استفاده شده است  برای شناسایی استرین
(Sarkar & Guttman, 2004بررسی .)  داده  های دیگر نشان
 rpoD (Yamamoto etو  gyrBهای  است، توالی ترکیبی ژن 

al., 2000 یا فقط توالی بخشی از ژن )rpoD تواند  تنهایی می به
دهد   انخوبی نش ها را به جایگاه تاکسونومی سودوموناس

(Parkinson et al., 2011; Mulet et al., 2010.) 

تنوع  ایران،شده در   انجاممطالعات  نیاز ا کی چیدر ه
های چند  ز آنالیز توالیا ستفادها Psnو  Psv یپاتووارها یکیژنت

شده است با  یسع یقتحق یندر ا است. مطالعه نشدهژنگاه 
 یزو تما یکامکان تفک، های چند ژنگاه آنالیز توالیاستفاده از 

مطالعات  .یردو آزمون قرار گ یدو گونه مورد بررس ینا
MLSA ی نماینده دو پاتووارها استرین یبرا Psv  وPsn  با

شده از سه ژن  ریمربوط به قطعات تکث یها یاستفاده از توال
 یتمام ،نشان داد rpoDو  gyrB ،rpoB یدار خانه

 اریبس P. amygdali یبا پاتووارها P. savastanoiیپاتووارها
 .Pر و پاتووا P. meliaeگونه  ،آن بر هستند. علاوه هیشب

syringae pv. cerasicola لاسیگال درختان گ دیعامل تول 

 پژوهشگران ریسا جینتا دؤیم جینتا نیگروه قرار دارند. ا نیدر ا
 ;Gardan et al., 1999گونه است ) نیا کیو تفک یبند در گروه

Berge et al., 2014; Gomila et al., 2017.) 

 یها توانست استرین rpoDژن  بخشی از یتوال تحلیل
Psn25 ،PsnD  وPsnH باP. savastanoi pv. nerii CFBP 

، Psv6 یها گروه و استرین کیرا در کنار هم در  5067
Psv10  وPsv15 با زیرا نP. savastanoi pv. savastanoi 

ICMP 4352  وP. savastanoi pv. retacarpa یدر گروه 
 P. savastanoi pv. glycinea یقرار دهد. پاتووارها گرید
دورتر در  یا فاصله با زین P. savastanoi pv. phaseolicolaو

نشان  rpoBژن  یتوال لیتحل و هیاند. تجز گرفته یجا هیکنار بق
 یچوب اهانیگ یکه رو P. savastanoi یها پاتووار یتمامداد، 

، savastanoi ،nerii یجمله پاتووارها از کنند یگال م جادیا
fraxini و retacarpa یها به همراه استرین یهمگ Psn25 ،
PsnD  وPsnH یها و استرین Psv6 ،Psv10  وPsv15  در

 نیب یکیتفک گونه چیه و اند گرفته قرار گروه کیکنار هم و در 
این ژن  ،نشان داد gyrBژن  . آنالیزاست انجام نشده آنها
 و savastanoi ،nerii، fraxiniتواند پاتووارهای  نمی

retacarpa کند. از هم تفکیک  را 
Gardan ( بر۱۳۳۳و همکارانش )  اساس هیبریداسیون

DNA-DNA (DDH)های  ، گونه P. syringae گونه  ۳را در
ژنومی قرار دادند. در مطالعات فیلوژنتیکی بعدی مشخص شد، 

( است که شامل PGsفیلوگروپ ) ۱3دارای  P. syringaeگونه 
پاتووار براساس  ۲۱حدود  گونه مختلف سودوموناس و ۱۱

به یک  P. savastanoi. پاتووارهای دامنه میزبان گیاهیست
پاتووار و چهار گونه دیگر  2۱گروه فیلوژنتیکی بزرگ شامل 

و نیز  Psrو  Psv ،Psn ،Psfسودوموناس، پاتووارهای 
تعلق دارد، این گروه را  phseolicolaو  glycineaوارهای پاتو
 ,.Gardan et alنامند ) می P. amygdaliمجموع گونه  در

1999; Nowell et al., 2014; Baltrus et al., 2017 این .)
( و Gardan et al., 1999) 2گروه فیلوژنتیکی را گونه ژنومی 

نامند و تنها  ( هم میBaltrus et al., 2017) 3فیلوگروپ 
است که باعث ایجاد گال در  P. sysrinageگروهی از مجموعه 

 .Psv ،Psn ،Psr ،Pشود. پاتووارهای  های چوبی می میزبان

meliae  وP. tremae پاتووارهای  وcerasicola ،
daphniphylli ،dendropanacis ،myricae  و

rhaphiolepidis  از گونهP. syringae ارند در این گروه قرار د
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(Lamichhane et al., 2014.) پاتووارP. syringae pv. 

cerasicola لاسیدرختان گ یها تنه و شاخه یرو (Prunus 

yedoensis) سال در بار نیاول یماریب نیاکند.  گال ایجاد می 
. شد گزارش ژاپن وشویک ساگا، و یازاکیم یها استان از 2111

اما  ،روشن است یا صاف و قهوه نسبت بهجوان  یها سطح گال
 ندیآ یخشن در م و رهیت یا پس از گذشت زمان به رنگ قهوه

(Kamiunten et al., 2000). یپاتووارهاP. savastanoi pv. 

glycinea  وP. savastanoi pv. phaseolicola  هرچند از
 یپاتووارها هیهستند، اما فاصله آنها با بق P. savastanoiگونه 

دو  نیکه ا یمئو علا زبانیاست. البته نوع م شتریشده بیاد
پاتووار  دو نیاست. ا هیمتفاوت از بقزیکنند ن یم جادیپاتووار ا

 . کنند ینم جادیخود گال ا های زبانیم یرو
از  Psv استرین از ۱24 یلتحل و یهبا تجز یگرد یدر پژوهش

 Psv یتجمع یکی، ساختار ژنتrep-PCR کشور با روش ۱۱
پژوهش  یندر ا علاوه، به .(Morettia et al., 2017) بررسی شد

 ،gapA یها باز از ژن جفت MLST  ،2111با استفاده از روش
gltA ،gyrB و  rpoD تنها  ینده،استرین نما 11 یندر ببررسی و
 ها یناستر زایی یماریب یگزارش شد. با بررس یرمتغ یگاهجا یک

کنند که  یدتول ییها از آنها قادر هستند گال یمشخص شد برخ
 یجنتا یکل طور . بهباشد ها یناستر یتر از برخ ده برابر بزرگ

 یک تکثیرگسترش و  یجهنت در ،Psv امروز یتجمع ،نشان داد
آلوده به مرور  یرغ یها واحد است که انتقال آن به کشور یهسو

نقاط مختلف  و گسترش آن در یماریب یجادزمان موجب ا
تکامل  یطP. savastanoi یکی ژنت ییراتجهان شده است و تغ

 (. Morettia et al., 2017آن به وجود آمده است )
در کنار  P. amygdali یقرار گرفتن پاتووارها ،نیبنابرا
 یها کننده گال در درخت دیتول P. savastanoi یپاتووارها

، rpoBژنگاهی  چند یتوال لیتحل و هیحاصل از تجز کیلوژنتیف
gyrB  وrpoD مولد گال در  یرانیا یها گرفتن استرین یو جا

و  های ژنومی گونه دهنده اعتبار نشان و خرزهره در آن تونیز
Phylogenetic group یها پاتووار یبرا P. syringae  توسط

 Gardan et al., 1999; Berge et) است مختلف پژوهشگران

al., 2014; Gomila et al., 2017.) 
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Abstract 

     Olive tree (Olea europaea) as an oily plant and oleander (Nerium oleander) as an ornamental 

and evergreen shrub are gorwn in Iran. Olive and oleander knot diseases are caused by 

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Psv) and P. savastanoi pv. nerii, respectively. 

Oleander gall samples were collected from Mazandaran province and olives knots were received 

from Guilan and Qazvin provinces. Symptoms including swollen lumps with a spongy, irregular 

appearance were observed on various host tissues, including petioles, branches, twigs, trunks, 

and leaflets. Fifteen and 180 strains isolated from olive and oleander galls, respectively on 

King's B medium after 48 hours incubation at 28°C. Pathogenicity of 14 and 18 strains were 

confirmed on two-years-old olive and oleander seedlings, respectively. Moreover, four strains 

isolated from oleander were able to induce gall on olive trees. All strains were Gram-negative 

and catalase-positive. Strains were negative for levan production, oxidase, potato rot, and 

arginine dihydrolase activities and positive in production of hypersensivity reaction on tobacco. 

The 388 and 349 bp products were amplified in PCR using PsvF/R and PsnF/R primer pairs in 

Psv and Psn strains, respectively. Phylogenetic analyses based on the sequence of three house-

keeping genes including rpoB, rpoD, and gyrB indicated that representative strains grouped 

with P. savastanoi pathovars. 
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