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  چكيده
شود و يكـي از جـدي تـرين بيماريهـاي بـرنج در        ميايجاد Xanthomonas oryzae pv. oryzaeبيماري بلايت باكتريايي برنج در اثر باكتري 

 از مـزارع مختلـف بـرنج    1385با توجه به اهميت اين بيماري و خسارت هاي ناشي از آن، در بهار و تابستان سـال   .باشد  ميجهان، بعد از بيماري بلاست
بعمل آمد و از بوته هاي بـرنج كـه داراي علايـم آبـسوختگي و     بازديد ) و رودباررودسر، لنگرود، لاهيجان، رشت، انزلي، فومن، صومعه سرا         (استان گيلان   

 50(بيوتيـك سـيكلوهگزاميد      حـاوي آنتـي    NA و   YDC كـشت  محـيط هـاي   جداسازي عامل بيماري روي     . ، نمونه برداري انجام شد    زردي برگ بودند  
 كلنـي   NAو روي محـيط     رنگ بودنـد    زرد  YDC ت آمده در محيط كشت     ساعت پرگنه هاي بدس    48-72پس از   . انجام گرفت ) ميكروگرم در ميلي ليتر   

براساس مجموع خصوصيات مرفولوژيكي، بيوشيميايي، فيزيولوژيكي، بيماريزايي، حساسيت به آنتي بيوتيكها           . ابدار و به رنگ زرد ايجاد نمودند      هاي گرد، لع  
 .Xanthomonas oryzae pvرهاي اختصاصي اين جدايـه هـا بـه عنـوان     به كمك آغازگ) PCR(و با استفاده از روش واكنش زنجيره اي پلي مراز 

oryzaeباشد  مياين اولين گزارش از وجود باكتري عامل سوختگي باكتريايي برنج در مزارع استان گيلان.  شناسايي شدند. 
 

 ، برنج، سوختگي باكتريايي، گيلانXanthomonas oryzae pv. oryzae  :واژه هاي كليدي
 

        1             مقدمه
 در جنـوب   1884بيماري بلايت باكتريايي برنج اولين بار در سـال          

 در سه دهه گذشـته      ژاپن ديده شد و به خاطر گسترش زياد ارقام برنج         
در اكثر كشورهاي برنج خيز جهان و به خـصوص          به يك بيماري مهم     

ايـن بيمـاري بعـد از       ). 29(در كشورهاي گرمـسير آسـيا تبـديل شـد           
باشـد كـه در شـرايط         مـي   دومين بيماري مهم برنج در جهان      بلاست،
 درصد باعث 70 تا 50 درصد و در آلودگي هاي شديد  20 تا   10طبيعي  

اولـين بـار عامـل بيمـاري سـوختگي           ).22(شـود     مي كاهش محصول 
از ژاپـن   Xanthomonas campestris pv. oryzaeباكتريايي برنج 

فنوتيپي، عامل بيمـاري     بر اساس خصوصيات     سپس. )14 (گزارش شد 
 X. oryzae pv. oryzaeكتريايي برنج در كشور فيليپـين  باسوختگي 

در ايران مطالعات مختصري در زمينه شناسـايي و         ). 31 (گرديدمعرفي  
گزارشـات انجـام     صورت گرفته وبررسي اين باكتري بيماريزاي برنج،

يـد  نما  مـي  تاييـد  را در بذر برنج      Xanthomonas حضور باكتري    شده

                                                            
 دانـشكده   ،ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد، دانشيار و مربي گروه گياهپزشكي         ه  ب  -4و  2 , 1

   دانشگاه گيلان، رشت ،كشاورزي
  ) :mkhoshkdaman@yahoo.comEmail:                    نويسنده مسئول-(* 

   عضو هيئت علمي مؤسسه تحقيقات برنج كشور،  رشت-3

 1 ارقام آمـل   رويX. oryzaeبيماري سوختگي باكتريايي در اثر  .)1(
 تنها با تعيين خصوصيات بيوشيميايي و بـدون انجـام آزمـون             3آمل  و  

سپس عامـل بيمـاري     ). 2 ( گرديد هاي بيماريزايي از بذر برنج گزارش     
ــرنج   ــايي ب ــوختگي باكتري ــيميايي،   س ــاي بيوش ــون ه ــاس آزم براس

تحـت عنـوان    ايي و واكنش زنجيره اي پلي مراز        فيزيولوژيكي، بيماريز 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae   از خزانه هاي اسـتان گـيلان 

بيماري داراي سه علايم مشخص سوختگي برگ،  .)3 (گزارش نمودند
سـوختگي بـرگ    علايـم   . باشـد   مي پژمردگي يا كرسك و زردي برگ     

 به گياه واردسارت در مرحله كرسيك بيشترين خ باشد ولي  ميمتداولتر
 در زردي برگ، باكتري در خود برگ وجود ندارد اما در ميـان              .شود مي

علايم بيماري به واريته يـا   .شود  ميگره ها و طوقه گياهان آلوده ديده
فيزيولوژي گياه برنج، بيمـاري زايـي بيمـارگر و شـرايط آب و هـوايي                

كيفيـت   با توجه به اينكه بيماري از نظـر كميـت و             ).25(بستگي دارد   
باعث كاهش محصول برنج شـده و بـرنج نيـز از محـصولات مهـم و                 

باشد، ايـن تحقيـق بـه منظـور شناسـايي        مي استراتژيك استان گيلان  
عامل بيماري سوختگي باكتريايي برنج در مزارع استان گيلان صورت          

  .گرفت
 
 

  )علوم و صنايع كشاورزي (حفاظت گياهانمجله 
 50-57ص،1388 نيمسال اول، 1شماره ،23جلد
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  ها  مواد و روش
  نمونه برداري

هاي رودسر،  ستانهرشبرنج   از مزارع    1385سال  و تابستان   در بهار   
  بوته هايي  لنگرود، لاهيجان، رشت، انزلي، فومن، صومعه سرا و رودبار        

 مراحل،  در د،دادن  مي كه علايم سوختگي، زردي و نكروز برگ را نشان        
نمونـه هـا    . جمـع آوري گرديدنـد    چهار برگي، پنجه زني و شكم دهي        

و پس از قرار دادن درون كيسه هاي پلاستيكي به منظـور جداسـازي              
  .شناسايي عوامل بيماريزا به آزمايشگاه منتقل شدند

  
  جداسازي عامل بيماري

جداسازي از برگهايي كه علايم سـوختگي، نكـروز و زردي بـرگ             
 ابتـدا   هر كدام از اين بافت ها     . دادند، در سه مرحله انجام شد       مي نشان

 هيپوكلريـت   باضد عفوني سطحي      پس از  به طور جداگانه شسته شده،    
پس از آن در    . ند توسط آب مقطر سترون آبكشي شد      سه بار % 5سديم  

تشتك پتري سترون حاوي دو ميلي ليتر آب پپتونه سترون كـاملاً لـه              
.  دفيفـه در شـرايط آزمايـشگاه قـرار گرفتنـد           5-10گرديده و به مدت     

 تهيه  1000/1 و   100/1،  10/1سپس از عصاره بدست آمده رقت هاي        
 YDC)Yeast محيط هاي روي رقت ميكروليتر از هر 50شد و مقدار 

Extract Dextrose Calcium-carbonate ( وNA) Nutrient 
agar (  پس از تبخيـر آب سـطح محـيط      . شدند  پخش در تشتك پتري 

 سـاعت   72 تـا    48تشتك ها به مدت     كشت زير هود ميكروبيولوژيك،     
 كلنـي هـاي رشـد       .نگه داري شدند  سلسيوس   درجه   25-27در دماي   
 . انتخاب و خالص سازي گرديدندي، كلن روش تكيافته به
  

 آزمون اثبات بيماريزايي
جهت انجام آزمون بيماريزايي از بوته هاي برنج رقم خزر عاري از            

پـس از انجـام آزمـون بيمـاريزايي، بوتـه هـا در              . آلودگي استفاده شـد   
  ساعت روشـنايي و    16محلول يوشيدا و در فايتوترون در شرايط نوري         

ــشت ــاريكي، ه ــاعت ت ــه 25در  س ــسيوس درج ــه 20 روز و سل  درج
 100 ميـران    ).33( درصد نگهداري شدند     80 شب و رطوبت     سلسيوس
 600با چگـالي نـوري در طـول مـوج     سوسپانسيون باكتري   ميكروليتر  
ــانومتر ــادل , ن ــي /. 35مع ــه غلظــت تقريب ــاكتري 1 × 108ب  ســلول ب

)colony forming unit, cfu(   سـاعته بـاكتري در آب   24از كـشت 
سـپس از دو روش بـراي اثبـات بيمـاريزايي           . طر سترون تهيه شـد    مق

در ايـن روش بـا       ):Infilteration (: روش تزريـق   -الـف  .استفاده شد 
 سترون، سوسپانسيون بـاكتري بـه   يك ميلي ليتري استفاده از سرنگ

ــد    ــق ش ــرگ تزري ــلاف ب ــل غ ــرگ -ب ).28( داخ ــرش ب    روش ب
(Leaf Clipping):.  برش استفاده شـد در اين روش از قيچي جهت .

 درصد ضد عفـوني شـد، سـپس بـه           70اتانول   قبل از برش، قيچي در    

 1 – 5/1سوسپانسيون باكتري آغشته شـد و بـرش هـايي بـه طـول               
نمونـه  ). 15 و   6(سانتي متر در قسمت هاي بالايي بـرگ ايجـاد شـد             

هاي شاهد به هر دو روش به طور جداگانه با آب مقطر سـترون تيمـار         
 . شدند

 
   جدايه هاخصوصيات فنوتيپيبررسي 
 ،جدايه جمع آوري شده از مزارع مختلف اسـتان گـيلان           43تعداد  

بر اساس آزمون هاي بيوشيميايي و فيزيولوژيكي مـورد بررسـي قـرار             
 آزمون فوق حساسيت در توتون به روش كلمنت و همكـاران : گرفتند

 ، آزمون لوان بـه روش ليليـوت و اسـتيد   )27( و شاد و همكاران) 16(
 واردي ، هيدروليز نشاسته و توليد اسـتوئين بـه روش فهـي و ه ـ   )20(
بي / ، آزمون رشد هوازي   )17(، آزمون اكسيداز به روش كوواكس       )10(

، آزمون آرژنـين دهيـدروژناز بـه        )13(هوازي به روش هيو و ولايفسن       
، )20(، آزمون احياء نيترات به روش ليلوت و اسـتيد           )32(روش تورنلي   

، آزمـون تعيـين   )30( بـه روش سـييرا   Tween 80ز  هيـدرولي آزمـون 
، آزمون تشكيل هسته يخ     )11(تحرك باكتري به روش فهي و پرسلي        
، آزمـون هيـدروليز     )10(وارد  ي  و آزمون لسيتيناز بـه روش فهـي و ه ـ         

آزمون پكتيناز، تحمل نمـك     . ، انجام گرفت  )9(اسكولين به روش داي     
، سيترات، توليد ايندول،    DNaseهيدروليز ژلاتين،    ،%6و  % 5،  %3طعام

توليــد رنگدانــه فلورســنت، آزمــون كاتــالاز، فــسفاتاز، اوره آز، آزمــون 
Ketoglycosidase چــسبندگي، شــير ليتمــوس، توليــد گــاز ،H2S از 

، حساسيت به نيترات و توليد پيگمان       )MR(سيستئين، آزمون متيل رد     
دايـه هـا    آزمون توانايي ج  . انجام گرفت ) 27(به روش شاد و همكاران      

در استفاده از مواد آلي مختلف به عنوان منبع كربن، بـر اسـاس روش               
 يـك (  و با استفاده از محيط پايه آير و همكاران           )27 (شاد و همكاران  

گرم سـولفات منيـزيم،     2/0پتاسيم،   گرم كلور  2/0گرم فسفات آمونيوم،    
 گرم آگـار خـالص      15 درصد،   6/1يك ميلي ليتر از محلول برم تيمول        

 محيط پايه آير در حدود      pH. انجام گرفت ) ميلي ليتر آب مقطر   1000و
ي در تـشتك پتـري        جدايه ها به صورت لكـه ا      .  تنظيم شد  8/6 -2/7

تغيير رنگ محيط به عنوان استفاده از منابع كربني تلقـي           . كشت شدند 
آزمايش همه منابع كربوهيدراتي بـا اسـتفاده از فيلترهـاي           در اين   . شد

 5/0 و به غلظت نهايي       شده سترون،  )ميكرومتر/. 44(ميكروبيولوژيك  
 ).27(درصد در محيط پايه آير و همكاران اضافه گرديد 

  
   آزمون آنتي بيوگرام

آنتي بيوتيك مختلـف بـا اسـتفاده        ده  ها نسبت به      حساسيت جدايه 
هاي تجاري شركت نـداي فـن بـه روش پـساليداس انجـام                ازديسك

از  cfu/ml 106×1 لظـت تقريبـي  ابتدا سوسپانسيوني به غ) 24(گرفت 
يكــصد ميكروليتــر از ايــن .  ســاعت بــاكتري تهيــه گرديــد24كــشت 

حيط كـشت بـه طـور يكنواخـت         سوسپانيون در تشتك پتري حاوي م     



  1388، بهار 1، شماره 23جلد) علوم و صنايع كشاورزي(مجله حفاظت گياهان      52

 پس از خشك شدن كامل سطح محـيط كـشت، شـش           . پخش گرديد 
 از cm 3-2بـه فواصـل   ديسك آنتـي بيوتيـك توسـط پـنس سـترون     

قطر هاله بازدارندگي پس از     . داده شد يكديگر داخل تشتك پتري قرار      
 .گيري و ثبت گرديد ساعت اندازه 72الي  48

  
  DNAاستخراج 

   CTAB جدايــــــه هــــــا بــــــه روش DNAاســــــتخراج 
 )Cetyl Trimethyl Amoniuum Bromide ( انجام شد)8 .(  

 سـاعته بـاكتري در   24 ميلي ليتـر از كـشت        5/1براي اين منظور    
.  دور سـانتريفوژ شـد     2000قـه در     دقي پنج به مدت    NAمحيط غذايي   

 37/21 :حـاوي   ميكروليتر بافر اسـتخراج    500سپس رسوب حاصل در     
 رم در ليتر   گ CTAB  ،66/87 گرم در ليتر     K2HPO4   ، 20گرم در ليتر    

NaCl        بـه   سلـسيوس  درجـه    65به صورت سوسپانسيون در آمده و در 
 ده عمـل سـانتريفوژ بـه مـدت          مجـدداً . نگهداري شد  دقيقه   15مدت  

 و فاز رويي به لوله هاي جديـد   انجام شد  دور در دقيقه     6000قيقه در   د
سپس هم حجم مايع داخل لولـه هـا مخلـوط كلروفـرم             . گرديدمنتقل  

جهت . به هر نمونه اضافه و سانتريفوژ انجام شد       ) 24:1( ايزوآميل الكل 
به هر RNase-A)  (Sigma R-4857، سه ميكروليتر از RNAحذف 

 سلـسيوس  درجه   37يك ساعت در دماي     مونه ها    ن نمونه اضافه شد و   
 1/0سپس هم حجم فاز رويـي ايزوپروپـانول سـرد و            . نگهداري شدند 

 DNA جهت رسـوب دادن      ،pH 2/5 مولار در     سه حجم استات سديم  
 را  DNAتـوان كـلاف       مـي  در ايـن مرحلـه    . به هر نمونه اضـافه شـد      

 15 عمـل سـانتريفيوژ بـه مـدت          DNAجهت رسـوب    . مشاهده نمود 
رســوب حاصـل پــس از  .  دور در دقيقـه انجــام شـد  14000قيقـه در  د

 50در معـرض هـوا خـشك شـده و سـپس در       % 70شستشو با اتانول    
 24  بـه مـدت     حـل گرديـد و     سترون،ميكروليتر آب مقطر دوبار تقطير      

 . قرار داده شدسلسيوس -20ساعت در فريزر 
  

 )PCR( واكنش زنجيره اي پلي مراز
 بـا   XOF  و XOR آغازگر اختـصاصي     جهت انجام اين واكنش از    

  توالي بازهاي آغازگر
XOR: 5 - ATGCCGATCACCATGCCGAT- 3   

XOF: 5 - TGGCCTTGTCGTACGAGCTC-3  

 با استفاده از دسـتگاه ترموسـايكلر     PCRواكنش  ). 19(استفاده شد 
Biometra     ميكرو ليتر بـافر     5/2 ميكرو ليتر شامل     25 با حجم نهايي 

PCR)برابر غلظت  ده (  ،ميكرو ليتـر     3/1 MgCL2) 50    ميلـي مـولار ( ،
 ميكرو ليتر از هر يك 5/1، ) ميلي مولاريكdNTPs ( ميكرو ليتر5/3

  DNA Polymeraseميكرو ليتر آنـزيم ng/μl 60( ،2/0(از آغازگرها 
Taq) واحد در ميكرو ليتر    پنج (  ،ميكرو ليتـر     دو DNA) lµ/ng 20 ( و

سـيكل گرمـايي    . نجـام شـد    ميكرو ليتر آب مقطر دوبار تقطيـر ا        5/12
 ºC 94 ،15  ثانيـه در 15 سيكل شامل 37 و ºC 94  دقيقهشششامل 

 ºC 72 دقيقه در    پنج و در نهايت     ºC 72 ثانيه در    30 و   ºC62 ثانيه در 
تهيـه و   ) 26(ژل آگارز به روش سامبروك و همكاران        . )19(انجام شد   

 312( بنفش   پس از رنگ آميزي ژل با اتيديوم برومايد، زير نور ماورائ          
 GDS ژل مرئي شد و با استفاده از دسـتگاه ژل داك  DNA) نانومتر

8000, BioRad. California, USA), (از ژل عكــسبرداري شــد .
 ارسـالي از  CFBP 2532 (X. oryzae pv. oryzae(جدايـه مرجـع   

 Collection Francaise( فرانسه، -مركز تحقيقات باكتريولوژي آنژه
de Bacteries Pathogene (     به عنوان شـاهد مثبـت در نظـر گرفتـه

تمام باندها كه در سطح شاهد مثبت قرار گرفتند به عنـوان تيمـار              . شد
 .مثبت در نظر گرفته شدند

 
  نتايج و بحث

 علايم بيماري در مزارع شهرهاي استان گيلان بيشتر به صـورت          
 . ديده شدروي برگها و زردي  لكه هاي آبسوخته

  
 جداسازي عامل بيماري

 كلني هايي   ،YDC و   NA ساعت در محيط هاي      48-72 پس از   
 و روي  مـشاخده شـدند   ميلي متردو تا يكبه رنگ زرد روشن به قطر   

گرد، محـدب و   كلني ها) ساكارز% 5 آگار غذايي حاوي SPA (محيط 
 جدايـه از مـزارع      43در نهايت تعداد     .نمودندمسطح بوده و توليد لعاب      

 .گرديدبرنج استان گيلان جداسازي 
  

ــد ســوختگي   آزمــون اثبــات بيمــاريزايي جدايــه هــاي مول
  باكتريايي برنج 

به هـر دو    در آزمون بيماريزايي اين جدايه ها روي بوته هاي برنج           
در هر دو مرحله گياهچه اي و قبل از خوشه  روش برش برگ و تزريق      

دهي، در تمام برگ هايي كه با سوسپانـسيون جدايـه هـا تيمـار شـده                
 روز لكه هـاي آبـسوخته، نقـاط نكـروز و زردي             14تدريج تا   بودند، به   
و برگهـا در     زردي كم كم بخش اعظم برگ را فـرا گرفـت          . ايجاد شد 

درحالي كه در برگ هاي شـاهد       . قسمت انتهايي دچار پيچيدگي شدند    
 دتيمار شده با آب مقطر هيچ گونه آثار آبسوختگي و زردي مشاهده نش

و  Goto توسـط  علايم گـزارش شـده    با   علايم بدست آمده  ). 2شكل  (
تمامي جدايه هاي مورد بررسي در اين       ). 6  و 12(باركر مطابقت داشت    

آزمون هم در برگ و هم روي غلاف برگ قادر بـه ايجـاد لكـه هـاي               
جداسازي باكتري . آبسوخته و نقاط نكروز و همچنين زردي برگ بودند   

وخته در آن ها    از اندام هاي مايه زني شده كه علايم زردي و نقاط آبس           
آزمـون   ( بيوشيميايي آزمون هاي كليدي  مشاهده شده بود انجام شد و       

هاي فوق حساسيت، گرم، كاتالاز، اكسيداز، عدم رشـد در شـرايط بـي           
 بـراي  )YDC در محـيط  Xanthomonadinهوازي و توليد رنگدانـه     
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از كليه بافت هـاي     . شناسايي باكتريهاي جداسازي شده صورت گرفت     
ابه جدايـه مايـه زنـي شـده،         ، مجدداً بـاكتري هـاي مـش       داراي علايم 

 و بدين ترتيب بيماريزايي جدايه هـاي مـورد بررسـي            جداسازي گرديد 
هيچ تفاوتي بين توسعه و شدت علائـم        . روي بوته برنج به اثبات رسيد     

 تقريباً شدت علائم ايجـاد شـده         و در جدايه هاي مختلف مشاهده نشد     
تـوان    مـي  طبق اظهـار نظـرآردالس    . توسط همه جدايه ها يكسان بود     

 به دليل عدم تفاوت جغرافيايي بارز و هم         نتيجه گرفت كه عدم تفاوت،    
 . )5(باشد  ميبه علت عدم تفاوت در قدرت بيماريزايي جدايه ها

  
 خصوصيات فنوتيپي جدايه ها

نتايج آزمون هاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي جدايه ها در جـدول           
 نتايج بدسـت آمـده در آزمـون هـاي فـوق              با . نشان داده شده است    1

ره آز و همچنين عدم رشد      حساسيت، گرم، كاتالاز، اكسيداز، پكتيناز، او     
 در محـيط    Xanthomonadin بي هوازي و توليد رنگدانـه        در شرايط 

 Xanthomonas، باكتري هاي بدسـت آمـده در جـنس    YDCكشت  
اوا و همكـاران    نتايج بدست آمده با نتايج تحقيقات كوز      . قرار داده شدند  

جهت تمايز باكتري هاي    ). 4 و   18(و ادهيكاري و ميو مطابقت داشت       
Xanthomonas oryzae pv. oryzae و Xanthomonas oryzae 

pv. oryzicola   ــوژيكي و ــاي فيزيول ــون ه ــايج آزم ــر نت ــه از نظ  ك
بيوشيميايي شباهت زيادي به هم دارند، آزمون هـاي شـير ليتمـوس،             

ك از جدايـه    هيچ ي ـ . س و توليد استوئين انجام شد     استفاده از نيترات م   
 شير ليتمـوس و توليـد اسـتوئين نبـوده، امـا در              ها قادر به لخته كردن    

 بـه    هـا   بنـابراين كليـه جدايـه      .محيط حاوي نيترات مس رشد نمودند     
 شناسايي شدند كـه بـا   Xanthomonas oryzae pv. oryzaeعنوان 

 فـاكتور    پـنج  نتايج گزارش شـده توسـط سـوئينگس و همكـاران كـه            
بيوشيميايي جهت تمايز اين دو پاتوار به جـز مـوارد ذكـر شـده نظيـر،                 

 لاز و ال آلانـين را گـزارش نمودنـد،         آزمون هاي فنيل آلانين دي آمي     
سپس آزمون هاي فيزيولـوژيكي، بيوشـيميايي و        . )31 (مطابقت داشت 

  .يه اي در مورد آنها انجام شدتغذ
جدايه ها از نظر خصوصيات فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و تغذيه اي          

ها شباهت زيادي به جدايـه       حساسيت به بعضي از آنتي بيوتيك        به جز 
 . داشتندX. o. pv. oryzae CFBP 2532  مرجع
  

  آزمون آنتي بيوگرام 
بـاكتري  آزمون آنتي بيوگرام جهت بررسي حساسيت جدايه هـاي          

X. oryzae pv. oryzae   نسبت به آنتي بيوتيك هاي مختلـف انجـام 

فاقـد  ( جدايه ها بر اساس قطر هاله ايجاد شده درسه گروه مقاوم            . شد
 ميلـي   10 تـا    5قطر هاله بازدارنـدگي     (، نيمه حساس    )هاله بازدارندگي 

از . قـرار گرفتنـد   )  ميلي متر  15 تا   5قطر هاله بازدارنده    ( ، حساس   )متر
نسبت به سفالكـسين، ريفامپـسين و        جدايه   34 جدايه بدست آمده،     43

 اما تمام جدايه ها نـسبت بـه آنتـي بيوتيـك             ،آمپي سيلين مقاوم بودند   
در برابرآنتـي بيوتيـك      جدايه 37تعداد  . سيلين مقاومت نشان دادند    پني

بـه  نيز   جدايه   29و  اريترومايسين و استرپتومايسين نيمه حساس بودند       
ل، كاناميسين، جنتاميسين و تتراسـايكلين حـساسيت نـشان          كلرامفنيك

جدايه ها نسبت به آنتي بيوتيك هاي مختلف تفاوت نشان          ). 23(دادند  
توان بيـان كـرد كـه اكثـر          ميدادند و با توجه به نتايج روبرت و پاميلا          

آنتي بيوتيك ها تاثير چنداني در كنترل بيماري بلايت باكتريايي ندارند       
 به دست X. oryzae pv. oryzaeد اين اكثر جدايه هاي با وجو). 25(

 آنتـي بيوتيـك     آمده از مزارع استان گيلان، حساسيت بالايي نسبت به        
 .تتراسايكلين دارند

  
 )PCR(واكنش زنجيره اي پلي مراز 

 و  XOFجدايه هاي تكثير شـده توسـط آغازگرهـاي اختـصاصي            
XOR          مـون هـاي    و جدايه مرجع كه بر اساس خصوصيات افتراقـي آز

تشخيص داده شده بودند،  X. o. pv. oryzaباكتري شناسي به عنوان 
اندازه مـورد  ( ايجاد كردند bp534 درصد، يك باند 5/1 روي ژل آگارز

 .CFBP 2532Xجدايه مرجع، ( باند ايجاد شده با شاهد مثبت). انتظار

o. pv. oryzae ( مطابقت داشت) اتـصال  اين نتـايج، نـشانه  ).1شكل  
طبـق اظهـار نظـر      . باشد  مي PCRآغازگرها و صحت عمل     درست  

 .X. oryzae pv  بـراي بـاكتري  PCRدر آزمـايش   لي و همكاران

oryzae  از آغازگرهـــايXOFو XOR  كـــه از روي تـــوالي ژن ،
hpaA  استفاده گرديد و اين يك ابزار مفيد جهت     ه اند  طراحي شد 

  ).19( باشد  ميX. oryzae pv. oryzae شناسايي باكتري
ولـي   از ميزان خسارت عامل بيماري هنوزگزارشي دردست نيست،       

به طـور كلـي باكتريهـاي بيمـاريزاي گيـاهي روي كميـت و كيفيـت                 
مقاومـت ميزبـان مـؤثرترين و       . گذارنـد   مـي  محصولات كشاورزي اثـر   

 اقتصادي ترين روش كنترل بيماري سوختگي باكتريـايي بـرگ بـرنج           
، باشـد   مـي  ي ايجاد مقاومت مهم   بنابراين اصلاح نژاد برا   . )4 (باشد مي

 استفاده از تركيبات مسي و مخلوط بـردو   ،)21( رعايت اصول بهداشتي  
  .ر كنترل بيماري مفيد خواهد بوددنيز  )7(
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   جدا شده از مزارع برنج استان گيلانXanthomonas oryzae pv. oryzaeيه هاي ا خصوصيات فنوتيپي جد-)1جدول(
 واكنش ويژگي واكنش ويژگي

  _  توليد استوئين -  اكنش گرم و
  +   درجه35رشد در   هوازي بي هوازي/رشد هوازي

 _ توليد هسته يخ  +   توليد لوان
  _  Ketoglycosidase  _  اكسيداز 

 +  تحرك   - لهانيدن سيب زميني 
  _ توليد متيل رد  _ آرژنين دهيدرولاز 

 _  King,sي محيط توليد رنگدانه فلورسنت رو + واكنش فوق حساسيت در توتون 
      _  آرابينوز  _ هيدروليز نشاسته 
 _ دي سوربيتول  + هيدروليز ژلاتين

 _ رامنوز –ال   + هيدروليز آسكولين 
 _  لاكتوز  +   80هيدروليز توئين 

 +  هالوز تر  +  توليد H2S  از سيستئين
  + گالاكتوز  _  توليد ايندول
 _  اينوسيتول  _ احياء نيترات 

 + گلوكز  + ناز لسيتي
 _ مالتوز  _  اوره آز 

 + سوكروز  _  شير ليتموس 
 _ مانيتول  +   DNaseفعاليت 

 + سلوبيوز  +  % 3تحمل نمك طعام 
 _  اينولين  + % 6تحمل نمك طعام 

 _ ريبوز   +  كاتالاز 
  _  ملي بيوز   + )Growth at 4 ºc( درجه 4رشد در 

 +  سيترات    تريپتوفان
 واكنش مثبت، وجود فعاليت يا استفاده از تركيبات : +نفي، عدم وجود فعاليت و يا عدم استفاده از تركيبات   واكنش م : -

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  نـشانگر انـدازه   XOF / .XOR M با استفاده از آغازگرهـاي  Xanthomonas oryzae pv. oryzae جدايه هاي PCR الكتروفورز محصول -)1شكل(
) 1 kb DNA(. 

 

M    1    2    3    4     5   6    7    8    9    10  11  12  13  14  15 16 

bp 534 
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Identification of causal agent of bacterial bight of rice in the fields of Guilan 
province 
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Abstract 
Bacterial blight of rice, causes by Xanthomonas oryzae pv. oryzae , is one of the most devastating disease of 

rice after blast disease. During the spring and summer of 2005-2006 different paddy fields in Guilan province 
(Roodsar, Langrud, Lahijan, Rasht, Anzali, Fooman, Soomeesara and Roodbar) were surveyed and samples were 
collected from rices showing blight and yellowing in leaves. The extract from tissues were cultured on NA and 
YDC media containing cyclohexamide (50 µg/ml). After 48 to 72 hours, bacterial colonies were selected and 
purified. Bacterial colonies were yellow mucoid and produced xanthomonadin pigment on YDC medium. Strains 
were gram, pectinase and oxidase negative, aerobic and abel to do hypersensitivity reaction on tobacco leaves. 
According to morphological, physiological and biochemical characteristics, pathogenicity test, antibiotic 
sensitivity and PCR method with specific primer pair the isolates were identified as Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae. This is the first report of existence of X. o. pv. oryzae on paddy fields in the Guilan provinc   
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