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 مطالعات سرولوژيكي و الكتروفورزي روي جدايه هاي مختلف باكتري هاي

A.tumefaciens biovar1  و Agrobacterium vitis 
 

 ٤ايزدپناه...  و كرامت ا٣، ضياءالدين بني هاشمي٢، سيدمحسن تقوي١عباس صلاحي اردكاني
 مركز تحقيقات كشاورزي كهكيلويه و بويراحمد و هيات علمی عض، ١

 دانشكده كشاورزي، دانشگاه شيرازاستادان ، ٤، ٣، ٢
 )٧/٢/٨٤ :  تصويبتاريخ ‐ ۸/۲/۸۳: تاريخ دريافت(

 
 چکيده

 
 فارس و كهگيلويه و بويراحمد       هايبيماري سرطان گالي مو يكي از بيماريهاي مهم در مناطق مختلف استان             

 سي و يك جدايه      ١٣٧٧ و   ١٣٧٦طي سالهاي   .يانه خسارت زيادي به تاكستانها وارد مي كند        مي باشد و سال  

دو .   فارس و كهگيلويه و بويراحمد جدا گرديد        هايباكتريايي از گال، شيره آوندي و خاك در تاكستانهاي استان          

 جدايه غير   ٦ و   ،  يك جدايه بيماريزا     Agrobacterium vitisجدايه بيماريزا و يك جدايه غير بيماريزاي        

 پروتئيني، در ژل ناپيوسته آكريل اميد           نقوش    نظر   و از   انتخاب        A. tumefaciens biovar1    بيماريزاي

 A. tumefaciens و   A. vitisجدايه غير بيماريزاي      يك     بيماريزا و     جدايه   يك.    مورد مقايسه قرار گرفتند   
biovar1              مطالعات سرولوژيكي به روشهاي نشت دوطرفه در آگار،           ، انتخاب و عليه آنها آنتي سرم تهيه و 

)Agar gel diffusion(   دن ذرات   بي، به هم چس)Slide agglutination test  (    و بدام انداختن كلروپلاست

)Chloroplast agglutination  ( براساس نتايج حاصله از آزمون نشت دوطرفه در آگار،             .  انجام گرديد

 در روش به هم چسپيدن ذرات         ر گروه سرولوژيكي قرار گرفتند، در صورتيكه        جدايه هاي باكتريايي در چها    

 مقايسه نقوش الكتروفورز پروتيين    نتايج حاصله از     . گروه سرولوژيكي قرار گرفتند    ٦در   ها باكتريايي،اين جدايه 

دارند، )  يهتروژن( در درون خود ناهمگني      A. vitis و   A. tumefaciens  biovar 1 نشان داد كه جدايه هاي        

 .هرچند كه باندهاي پروتئيني مشابهي نيز بين جدايه ها وجود داشت
 

 .Agrobacterium vitis ، vitis vinifera مو، سرطان طوقه و ريشه، :واژه هاي كليدي 
 

 مقدمه
 جنس  ١٠در اين تيره    .   مي باشد Amplidaceaeمو از تيره    

از اهميت    vitisشناسايي شده است، اما در بين آنها فقط جنس          
در بين بيماريهاي مو، بيماري      ).  ٤(اقتصادي برخوردار مي باشد  

). ١٣  ،١٠،  ٢(گال طوقه و ريشه از اهميت فراواني برخوردار است        
 مي باشد كه   Agrobacterium vitisعامل اين بيماري باكتري     

باعث بروز گال در محل طوقه و ريشه در نزديكي سطح خاك و              
كوچك و بي رنگ شدن برگها،       گاهي در قسمت هوايي گياه،        

افزايش حساسيت گياه به سرمازدگي و در بعضي موارد بروز              
 ).٢٠، ١٤، ٨( پوسيدگي در ريشه درختان مو مي گردد ینوع

در حال حاضر استفاده از نتايج مطالعات سرولوژيكي و               
بندي  طبقه  كاربرد وسيعي در شناسايي و            الكتروفورزي،

به رغم ارزش الكتروفورز      .  اردباكتريهاي بيماريزاي گياهي د     
اين عمل در باكتري         پروتيين در مطالعات تاكسونوميكي،      

آگروباكتريوم به ندرت انجام شده است، معهذا هويسين ودوربين         
هاي  براي اولين بار استرين   )  ۱۳رجوع شود به    ( ۱۹۶۷در سال   
 A.tumefaciensو    A.radiobacter ,A.rehizogenesمختلف

 مورد)  PAGE( فورز در ژل پلي آكريل آميد     را به كمك الكترو   

 .مقايسه قرار دادند

                      E-mail: salahi_abbas@yahoo.com ۰۹۱۷‐۱۴۱۱۴۵۷: تلفن  عباس صلاحی اردکانی:  نويسنده مسئول*

http://daneshresan.com/


 ١٣٨٥، سال ٢، شماره ٣٧مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٢٠٤

 

  لوپز  ،)۱۹۷۰(محققين زيادي از جمله كين وهمكاران            
، با  )۱۹۸۳( و مور وبوزار       )۱۹۸۱(، ميلر و وروگينگ       )۱۹۷۹(

هاي مختلف از    استفاده از روشهاي مختلف سرولوژيكي استرين      
ي و مطالعه     را مورد بررس     A.tumefaciens  ۱و۲و۳بيووارهاي  
 ).۱۳،۱۱( قرار دادند

اصلي ايجاد  )  عوامل( اين تحقيق بمنظور شناسايي عامل        
گال روي درخت مو، مقايسه آنها از نظر باندهاي پروتئيني و               

 با استفاده   چگونگي رابطه سرولوژيكي بين جدايه هاي باكتريايي      
 ،به  agar gel diffusion)(از روشهاي نشت دو طرفه در آگار        

 ، به دام انداختن كلروپلاست       )agglutination(نهم چسبيد 
)chloroplast agglutination  (      و الكترو فورز در ژل ناپيوسته

فارس و كهگيلويه و بويراحمد انجام        استانهاي    در  آكريل آميد 
 .گرديد

 
 ها  مواد و روش

 مقايسه نقوش پروتئيني 
دراين تحقيق از سي ويك جدايه باكتريايي كه از گال، شيره           

وندي و خاك در تاكستانهاي استانهاي فارس و كهگيلويه و              آ
 بويراحمد جداسازي و شناسايي گرديده بودند استفاده گرديد            

هاي بيماريزا و      در اين آزمون جدايه      .  )٢٦،   ٢٥،   ١٧،   ١٣(
 و بيووار يك        A. vitisهاي     غيربيماريزا از باكتري      

A. tumefaciens         اپيوسته انتخاب و به روش الكتروفورز در ژل ن
  .)١٨ ،٩(آكريل آميد، از نظر نقوش پروتئيني مقايسه شدند 

ها تهيه و با       ساعته باكتري   ٢٤ابتدا سوسپانسيوني از كشت     
 نانومتر،  ٦٠٠استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج           

به ازاي هر ميلي ليتر     .   تنظيم گرديد  ٤/٢چگالي نوري آن روي     
 به  B (MixB)ي ليتر مخلوط     ميل/  ٢سوسپانسيون باكتري ،     

 دقيقه در آب جوش قرار داده و پس از            ١٠لوله اضافه و مدت      
 ‐٢ با افزودن     Bمخلوط    .سرد شدن در فريزر نگهداري شد        

 حجم به   ٠٥/٠ به اندازه    (mercaptoethanol -2)مركاپتواتانول  
 ميلي ليتر   ٢/١ شامل   Aمخلوط  .   تهيه شد  A (Mix A)مخلوط  
ليتر   ميلي ٢ميلي ليتر گليسرول،    ١،  ٨/٦  pH مولار با    ٥/٠تريس  
SDS  ٨/٤ درصد و    ٥ ميلي ليتر برم فنول بلو        ٥/٠ درصد ،    ١٠ 

ليتر   ميلي ٥/٩ميلي ليتر آب مقطر بود كه حجم نهايي آن به              
 . رسيد

آكريل آميد عمودي، داراي ژل          الكتروفورز در ژل پلي      
 ستون  ژل  و   درصد  ٤  (separating gel)جداكننده   

(staking gel)  ميكروليتر از   ٤٥حدود  .   درصد انجام گرفت   ١٠ 
 ٣٠هاي ژل ريخته شد و الكتروفورز به مدت          هر نمونه در چاهك   

 ولت، با استفاده از       ١٦٠ ساعت در     ٤ ولت و     ٨٠دقيقه در    
  انجام شد سپس ژل در       (tris - glycin) گلايسين   –بافرتريس  

 ١٠ و    درصد متانول  ٥٠ درصد كومازي بلو در      ١/٠(محلول رنگ   
به مدت يك شب روي دستگاه تكان           )  درصد استيك اسيد   

 درصد اسيد ٢٠(دهنده، رنگ آميزي گرديد و در محلول رنگ بر 
رنگ زدايي و   )   درصد آب مقطر   ٤٠ درصد متانول و     ٤٠استيك ،   

 درصد اسيد استيك منتقل و       ٧ژل جهت نگهداري به محلول       
 . عكس برداري شد

 ايمني سنجي 
ر تعيين رابطه سرولوژيكي بين          اين آزمون به منظو       

هاي مختلف باكتري و با استفاده از روش هاي رايج در               جدايه
 (agar gel diffusion)درآگار ايمني سنجي شامل نشت دوطرفه

). ٩،١١،٢٤( انجام گرديد   (agglutination)به هم چسبيدن      
كلـروپلاست   همچنين از روش به دام انـداختن                   

(chloroplatast agglutination)      براي بررسي وجود باكتري 
 . در بافت برگ داراي آلودگي و فاقد آلودگي، استفاده گرديد

 تهيه ايمونوژن 
ها تهيه   ايمونوژن با استفاده از ياخته زنده و سالم جدايه            

 جدايه باكتري شامل دو جدايه از          ٤براي اين منظور     .  گرديد
 اريزاي، يك جدايه از باكتري بيم         A. vitisباكتري بيماريزاي   

A. tumefaciens biovar 1             و يك جدايه از باكتري 
ها روي محيط    ابتدا جدايه .   انتخاب گرديد  A. vitisغيربيماريزاي  

كشت و ) YNA)Nutrient agar +1% Yeast Extractكشت 
سپس از هر   .   نگهداري شدند  ٢٨تا زمان ظهور كلني در دماي      

ي ليتر   سلول در يك ميل     ١٠  ٨باكتري سوسپانسيوني با غلظت    
تهيه و سه بار )  درصد٣/٠محلول نمك طعام   (سرم فيزيولوژيكي   

 دقيقه سانتريفيوژ   ١٠ دور در دقيقه، هر بار به مدت           ٥٤٠٠در  
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رسوب هر جدايه در مرحله نهايي در يك ميلي ليتر سرم             .  شد
 ).٥(فيزيولوژيكي حل گرديد 

 تهيه سرم نرمال 
براي اين  هايي كه     قبل از تزريق ايمونوژنها، از خرگوش         

خونها به . آزمون انتخاب شده بودند، بطور جداگانه خونگيري شد       
 شب در   ١مدت يك ساعت در دماي اطاق و سپس به مدت               

سرم .  يخچال نگهداري شدند تا سرم از لخته خون جدا شد              
 . نرمال به دست آمده در يخچال نگهداري شد

 تهيه آنتي سرم 
ا اجوانت ناقص    ب ١ به   ٢هاي تهيه شده به نسبت        ايمونوژن

(incomplet adjuvant)            مخلوط و در ناحيه ماهيچه پاي 
 بار بـه    ٤عمل تزريـق ايمونوژن      .  ها تزريق شدند    خرگوش

ده روز پس از آخرين      .   روز صورت گرفت    ٧هاي زماني    فاصله
ليتري  ميلي    ٢٠ها به كمك سرنگ         تزريق، از قلب خرگوش     

رـي بعمل  درصد سديم  ٢٥/٠  جداسازي و   ها     سرم خون .   آمد خونگي
   به   ي  سرم ها     . اضافه گرديد  به هر سرم      (sodium azide)آزايد  
 ).٥،١١(در فريزر نگهداري شدند  استفاده زمان تا آمده ، دست 

 تهيه آنتي ژن 
 باكتري آگروباكتريوم كه در اين تحقيق             جدايه ٣١از  

.  براي اين منظور استفاده شد     جداسازي و شناسايي شده بودند،    
 كشت و پس از رشد،      YNAايه ابتدا روي محيط كشت      هر جد 

سلول در    ١٠٨هاي زنده آن با غلظت         سوسپانسيوني از سلول   
 دور در   ٥٤٠٠ليتر سرم فيزيولوژيكي تهيه و سه بار در             ميلي

 دقيقه سانتريفيوژ و هر بار رونشين را دور           ١٠دقيقه  به مدت      
حل كرده ريخته و رسوب را در يك ميلي ليتر سرم فيزيولوژيكي    

و رسوب نهايي هر جدايه در يك ميلي ليتر سرم فيزيولوژيكي              
حل و اين سوسپانسيون بعنوان آنتي ژن مورد استفاده قرار               

هاي تازه ، عصاره     علاوه بر اين از عصاره خالص گال       ).  ٥(گرفت  
آوندي درختان فاقد علائم بيماري و داراي علائم بيماري و                

بيماري بعنوان آنتي ژن      عصاره برگ درختان داراي علائم          
 . استفاده گرديد

  ( Agar gel diffusion test)دوطرفه درآگار  نشت  آزمون
 درصد  ٨٥/٠ درصد سديم آزايد،       ٢٥/٠ژل آگاروز شامل     

 درصد آگاروز تهيه و پس از جوشاندن آن و          ٧٥/٠نمك طعـام و    

 رسيد، به   ٥٠ ocذوب آگاروز، هنگامي كه دماي محلول به حدود       
 به آن   SDS (sodium dodecyl sulfate)درصد  ٥/٠ميزان  

هاي  لايه نازكي از اين ژل در كف تشتك              .  اصافه گرديد  
 ساعت بعد ، لايه ديگري به       ٢پلاستيكي استريل ريخته و حدود      

پس از  .  متر به لايه قبلي اضافه گرديد         ميلي ٣ضخامت حدود   
 ميلي متر و به فاصله      ٥هايي بـه قطر     بستـه شـدن ژل، چـاهك   

 ٧متر از يكديگر، در حاشيه و يك چاهك به قطر              ميلي ٥حدود  
. ها ايجاد گرديد  از اين چاهكcm٥متر در مركز و به فاصله  ميلي

هاي   ميكروليتر آنتي سرم و در چاهك        ٣٠در چاهك مركزي     
ها به مدت     ميكروليتر آنتي ژن ريخته شد و تشتك         ٣٠كناري  

 از اين مدت    پس.   ساعت در محيط مرطوب نگهداري شدند       ٢٤
ها مورد ارزيابي قرار  ها و آنتي ژن چگونگي واكنش بين آنتي سرم

 روز نگهداري   ٣ها به مدت     گرفت، ولي براي دقت بيشتر، تشتك     
 ).١١(و هر روز مورد بازديد قرار گرفتند 
 

 نتايج و بحث
 هاي جداشده از گال و تعيين دامنه ميزباني آنها  باكتري

ثبات بيماريزايي روي گياهان      بر اساس نتايج حاصله از ا        
بيوشيميايي و    (بررسي خصوصيات فنوتيپي             مختلف،

 A. vitisاي و آزمونهاي متمايز كننده           و   تغذيه   )    فيزيولوژيكي
 جدايه هاي باكتريايي به     ،  A. tumefaciens  ۲و۱از بيووارهاي   
 . تعيين نام شدند١شرح جدول 

  نشان،  )۲جدول  (ها به گياهان گلداني       زني اين جدايه   مايه
ايجاد گال در درخت مو       عامل    تنها        A. vitis   باكتري     داد كه 

 )١٩٨٣(بـور و همـكاران       و )١٩٩١( تيس و همكاران     .باشد نمي
 .Aباكتري  ،A. vitisگزارش كردند كه علاوه بر باكتري            

tumefaciens biovar 1               نيز قادر بـه ايجاد گال در مو  
 نيز  )١٩٧٣(اگوپولوس و پاسليداس     پان)  .  ٢٩  ،١٣(باشند   مي

 از  ٢ و   ١، بيووارهاي   A. vitis گزارش كردند كه علاوه بر باكتري     
    A.  tumefaciens           نيز قادرند به طور طبيعي در مو ايجاد

داراي دامنه ميزباني محدود است و          A. vitisگال نمايند، اما     
 فقط در مو و تعداد كمي از گياهان مورد آزمايش توليد گال               

داراي     A. tumefaciens از    ٢ و    ١كند، ولي بيووارهاي      مي
دامنه ميزباني وسيع بوده و علاوه بر مو، در تعداد زيادي از                  

 ).٢٨، ١٩ ،٥(كنند  گياهان نيز توليد گال مي
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  Agrobacteriumهاي مختلف   تعيين نام جدايه‐ ١جدول 
 .بويراحمد از استانهاي فارس و كهگيلويه و

بيماريزايي 
 ي مورو

 Agrobacterium گونه
شماره 
 جدايه

+ A. vitis ١ 
+ A. vitis ٢ 
+ A. vitis ٣ 
+ A. vitis ٤ 
‐ A. tumefaciens biovar 1 ٥ 
‐ A. tumefaciens biovar 1 ٦ 
+ A. vitis ٧ 
+ A. vitis ٨ 
+ A. vitis ٩ 
+ A. tumefaciens biovar 1 ١٠ 
‐ A. tumefaciens biovar 1 ١١ 
‐ A. tumefaciens biovar 1 ١٢ 
‐ A. tumefaciens biovar 1 ١٣ 
‐ A. vitis ١٤ 
‐ A. tumefaciens biovar 1 ١٥ 
+ A. vitis ١٦ 
+ A. vitis ١٧ 
+ A. vitis ١٨ 
+ A. vitis ١٩ 
‐ A. vitis ٢٠ 
‐ A. tumefaciens biovar 1 ٢١ 
‐ A. tumefaciens biovar 1 ٢٢ 
+ A. vitis ٢٣ 
‐ A. tumefaciens biovar 1 ٢٤ 
‐ A. vitis ٢٥ 
+ A. vitis ٢٦ 
+ A. vitis ٢٧ 
+ A. vitis ٢٨ 
+ A. vitis ٢٩ 
‐ A. vitis ٣٠ 
‐ A. tumefaciens biovar 1 ٣١ 

 غير بيماريزا =  ‐بيماريزا             +  = 
 

 هاي بيماريزا وغير بيماريزاي      در اين تحقيق نيز باكتري       
A. vitis  وA. tumefaciens biovar1    هاي ايجاد شده      از گال

بر روي درختان مو در مناطق مختلف استانهاي فارس و                  
اغلب  .  كهگيلويه و بويراحمد، جداسازي و شناسايي گرديد            

داراي دامنه ميزباني محدود بودند ولي          A. vitisهاي   تريباك
 ، روي تعدادي از A. tumefaciens biovar 1باكتري بيماريزاي 

نتوانستند روي    A.vitisهاي   گياهان ايجاد گال نمود كه جدايه      
 . اين گياهان توليد گال بنمايد

 
 و (A.vitis) ٩ و ١ دامنه ميزباني جدايه هاي شماره ‐ ۲جدول  
 (A. tumefaciens biovar 1) ١٠دايه  شماره ج

١ ٩ ١٠ 
 شماره جدايه

 نام گياه آزمايشي

                       Nicotiana tabacumتوتون + + +
                     . Pelargonium spشمعداني  ‐ ‐ +
           Gamphrena globosaگل دكمه اي  ‐ ‐ ‐
                  Chenopodium quinoaسلمه  ‐ ‐ +
        Vigna  unguiculatusلوبيا چشم بلبلي  ‐ ‐ ‐
                                       Zea maizذرت  ‐ ‐ ‐
                           Capsicum annumفلفل ‐ ‐ ‐
                          Beta vulgarisچغندرقند  ‐ ‐ ‐

 )عدم  تشكيل گال    (‐   )    تشكيل گال+     (
 

 مقايسه نقوش پروتئيني
هاي باكتريايي نشان داد كه       مقايسه نقوش پروتئيني جدايه   

 A. tumefaciensهاي   و هم جدايه    A. vitisهاي   هم جدايه 
biovar 1       ١عكس(دارند  )  هتروژني( ، در درون خود ناهمگني .(

هاي  وتيپاند كه بي    نيز گزارش كرده   )١٩٨٧(آلاركون و همكاران    
Agrobacterinm       الكتروفورز  نقوش  داراي تنوع فراواني در 

١هاي در جدايه دراين تحقيق سه باند مشخص.  پروتئين هستند   
مشاهده گرديد كه يكي از آنها در ساير         )  بيماريزا(A.vitis   ۹  و

ها وجود نداشت و دو باند ديگر بصورت ضعيف در ساير               جدايه
)  غيربيماريزا (A. vitis  ٢٠شماره  جدايه  .  ها نمايان شدند   جدايه

 A. tumefaciensغير بيماريزايهاي   تشابه بسيار زيادي با جدايه
biovar 1 ١٠شماره جدايه. داشت A. tumefaciens biovar 1) 

هاي  نيز از نظر نقوش پروتئيني بسيار شبيه به جدايه          )  بيماريزا
ر غيربيماريزاي اين بيووار بود، بجز در يك باند ضعيف كه د               

 .قسمت فوقاني ژل ايجاد گرديده بود
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 نقوش حاصله از الكتروفورز پروتئين جدايه هاي مختلف            ‐  ١عكس  

Agrobacterium  .     جدايه   (  ١٧ و   ١٦ و   ٨ و   ٧ و ٢ و   ١شماره  رديف هاي
، رديف هاي شماره    )   غيـربيماريزا   A. tumefaciens biovar1هاي  

 ٩، رديف هاي شماره       )  بيماريزا  A.vitisجدايه هاي     (٦ و   ٥ و   ٤ و   ٣
 A. tumefaciens biovar 1جدايه هاي        (١٢ و    ١١ و    ١٠و  

غير   A.vitisجدايه هاي   ( ١٥ و   ١٤و رديف هاي شماره      )  بيمـاريزا  
 ) .بيماريزا 

 
 ايمني سنجي 

 نشت دو طرفه در آگار
نتايج حاصله از آزمون نشت دو طرفه در آگار، با نتايج                 

شيميايي، فيزيولوژيكي و     حاصله از بررسي خصوصيات بيو         
 هاي ها تطابق داشت، با اين تفاوت كه جدايه            اي جدايه  تغذيه

A. vitis     گروه اول شامل   .   تشكيل چهار گروه سرولوژيكي دادند
هاي تهيه شده بر عليه          سـرم هايي بود كه با آنتـي         جدايه
 واكنش دادند و گروه دوم شامل دو          ٩ و   ١هاي شماره    جدايه

 بود كه با آنتي سرم تهيه شده عليه جدايه           ٩   و ٨جدايه شماره   
 با  ٢٠هر چند كه جدايه شماره         .   واكنش دادند   ٢٠شماره  

 واكنش  ٩ و   ١هاي شماره    هاي تهيه شده بر عليه جدايه      سرم آنتي
هايي كه در گروه اول قرار         داد ولي اين جدايه با بقيه جدايه         

 هاي بنابراين جدايه  .  واكنش نداد  )  ٨بجز شماره     (گرفتند،   
A. vitisبه چهار گروه سرولوژيكي به شرح زير تقسيم شدند  . 

 ،١٤  ،٩  ،٨  ،٧  ،٣  ،٢  ،١هاي شماره    گروه اول شامل جدايه     ‐
 .٣٠ و٢٩  ،٢٧ ،٢٦ ،٢٥ ،٢٣، ٢٠ ،١٩، ١٨ ،١٧، ١٦

 ،١٢  ،١١  ،١٠  ،  ٦  ،  ٥هاي شماره    گروه دوم شامل جدايه     ‐
 .٢٢ و ١٣

 .٢٠ و ٩ ،٨هاي شماره  گروه سوم شامل جدايه ‐
 كه  ٣١  ،٢٤  ،٢١  ،١٥هاي شماره    گروه چهارم شامل جدايه     ‐

 .با هيچ يك از آنتي سرمهاي تهيه شده واكنش ندادند
فيزيولوژيكي و  بيوشيميايي ،     هاي   هايي كه در آزمون    اكثر جدايه 

 شناسايي شده   A. tumefaciens biovar 1اي به عنوان     تغذيه
 نيز با آنتي سرم تهيه       بودند، در آزمون نشت دو طرفه در آگار         

 A. tumefaciens biovar 1  (١٠شده عليه جدايه شماره     
 .واكنش دادند) بيماريزا

  A. tumefaciens biovar 1هاي جدايه  از موارد،  يك در هيچ 
در آزمون    ،  A. vitisهاي   با آنتي سرم تهيه شده عليه جدايه        

 ) .٢عكس (نشت دو طرفه در آگار واكنش ندادند 
 

 
 نحوه بروز واكنش بين آنتي سرم و آنتي ژنهاي تهيه شده ‐ ٢عكس 

 بصورت تشكيل خطوط Agrobacterium از جدايه هاي مختلف
 و آنتي ژنها) چاهكهاي مركزي(رسوب بين آنتي سرم ها 

 )اي چاهكهاي حاشيه(
 

 A. vitisدر  )  ناهمگني(نتايج اين آزمون نيز وجود هتروژني       
تحقيقات .  ه اثبات رساند    را ب   A. tumefaciens biovar 1و  

 ، و لوپز و همكاران       )١٩٧٩(، لوپز    )١٩٧٠(كين و همكاران      
هاي  ها و بيوتيپ      ، نيز نشان داد كه سروتيپ              )١٩٨٣(

Agrobacterium٩رجوع شود به (دارند  مطابقت زيادي با هم .( 
 بوسيله آنتي سرم پلي كلونال،       )١٩٩٢(سـاوادا و همكاران    

 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)هاي روش
يابي به    را براي دست    slide agglutination  test (SAT)و  



 ١٣٨٥، سال ٢، شماره ٣٧مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٢٠٨

 

هاي سرولوژيكي در     روش مناسبي براي متمايز كردن گروه         
سرم را   آنها پنج آنتي  .  ، با هم مقايسه كردند    ٣هاي بيووار    استرين

 A(  ،G-Ag-26گروه سرولوژيكي (G-Ag-27هاي   عليه جدايه  كه
، )  Cگروه سرولوژيكي B  (،G-Ag – 60  )كي  گروه سرولوژي (

NCPPB 2562)     گروه سرولوژيكيD  (  ،G -Ag - 19)   گروه
. تهيه كرده بودند، در اين بررسي بكار گرفتند           )  بندي نشده 

شـامل دو استرين از       ((A. vitis)  ٣بيست استرين از بيـووار      
 NCPPB و  NCPPB 1777هاي سـاير كشورهاي جهان، به نام

نتيجه روش  .  اين بررسي مورد استفاده قرار گرفتند      در  )   2562
 .Aهاي  ساعـت نشـان داد كه تمامي استرين         ٢اليزا پس از     

tumefaciens biovar3  (A.vitis)     نانومتر،  ٤١٠ در طول موج 
 داشتند و در نتيجه امكان متمايز كردن            ٢جذبي بيشتر از      

 .Aهاي   واكنش يكسان تمام استرين    .  ها وجود نداشت   استرين
tumefaciens biovar 3        در روش اليزا، وجود تشابه ساختاري 

اين تشابه باعث گرديـد كه      .  ها را تأييد كرد     در تمامي استرين  
٢٣(هاي سرولوژيكي در روش اليزا، آشكار نگردد         تمايز بين گروه  

 خلاف اين نتيجه را      )١٩٨٧(هرچند كه آلاركون و همكاران       ).  
بادي يك    ده از آنتي    ااستفگزارش كردند، آنها توانستند با           

  را از هم      A. tumefaciens biovar 3هاي اي، استرين  همسانه
 . متمايز كنند

تحقيقات ساوادا و همكاران نشان داد كه استفاده از روش             
SAT          هاي   نتيجه بسيار جالبي داشت، بطوريكه توانست گروه

  از يكديگر متمايز كند      A. vitisهاي   سـرولوژيكي را در استرين   
تواند به عنوان يك روش سريع براي   ميSATو مشخص شد كه 

هاي سرولوژيكي در اين      و متمايز كردن گروه    A. vitisتشخيص  
 ). ٢٣(باكتري بكار گرفته شود 

 (Agglutinaon)به دام انداختن سلولهاي باكتري 
هاي باكتري، با    نتايج حاصله از آزمون بدام انداختن سلول        

در آزمون  .  اي متفاوت بود   گار تا اندازه  آزمون نشت دو طرفه در آ     
هاي باكتريايي در سه گروه         نشت دو طرفه در آگار، جدايه         

سرولوژيكي قرار گرفتند، در صورتيكه نتايج حاصله از آزمون             
 گروه  ٦هاي باكتريايي را در         ها، جدايه  بدام انداختن سلول   
 .سرولوژيكي قرار داد

زمون نشت دو طرفه    هايي بود كه در آ     گروه اول شامل جدايه   
در آگار نيز در گروه اول قرار گرفته بودند، با اين تفاوت كه                  

 كه در آزمون نشت دو طرفه در آگار، ١٢ و ١١هاي شماره  جدايه
، توليد باند ضعيفي    ١٠سرم تهيه شده عليه جدايه شماره        با آنتي 

كرده بودند، در اين آزمون هيچ واكنشي با اين آنتي سرم ايجاد             
 كه در آزمون    (A.vitis)  ١٤ علاوه بر اين، جدايه شماره       .نكردند

نشت دو طرفه در آگار، در گروه اول قرار نگرفته بود، در آزمون              
اين يك جدايه   .  ها، در گروه اول قرار گرفت      به دام انداختن سلول   

 ١٠ آنتي سرم تهيه شده عليه جدايه شماره         كه با   بود    A.vitisاز  
(A.tumefaciens biovar1)  ،    ها،  در آزمون بدام انداختن سلول

 كه در   ٣١ و   ٢١هاي شماره    همچنين جدايه .  ايجاد واكنش كرد  
ها و اكنش  دو طـرفه در آگار با هيچ يك از آنتي سرمنشت  آزمون 

 .نداده بودند، در اين آزمون، با اين آنتي سرم واكنش دادند
 كه در آزمون نشت دو طـرفه در        ٣٠ و   ٢٥هاي شماره    جدايه

 و  ١هاي شماره    تهيه شده بر عليه جدايه       با آنتي سرم هاي    آگار
، توليد باند كرده بودند، در آزمون بدام        )گروه سرولوژيكي دوم    (٩

. ها واكنش ندادند     ، با اين آنتي سرم        ي باكتر  انداختن ذرات  
 كه در آزمون نشت دو طرفه در آگار،         ١٤همچنين جدايه شماره    

 واكنش  ٩ و   ١هاي شماره    ايههاي تهيه شده عليه جد     سرم با آنتي 
ها، با آنتي سرم تهيه       داده بود، در آزمون بدام انداختن سلول        

بنابراين .   ايجاد واكنش كرد   ٢٠ و   ٩هاي شماره    شده عليه جدايه  
ها، با   گروه سرولوژيكي دوم حاصله از آزمون بدام انداختن سلول         

گروه سرولوژيكي دوم حاصله از آزمون نشت دو طرفه در آگار،             
 در  ٣٠ و   ٢٥ و   ١٤هاي شماره    مشابه بود، با اين تفاوت كه جدايه      

از طرف ديگر، گروه سرولوژيكي دوم در        .  اين گروه قرار نگرفتند   
هاي تهيه شده عليه     آزمون نشت دو طرفه در آگار ، با آنتي سرم         

 واكنش داده بودند، در صورتيكه گروه        ٩ و   ١هاي شماره    جدايه
ها، با آنتي     ام انداختن سلول   سرولوژيكي دوم در آزمون بد        

 واكنش  ٢٠ و   ٩ و   ١هاي شماره    هاي تهيه شده عليه جدايه     سرم
هرچند كه در آزمون نشت دو طرفه در آگار، تعداد كمي            .  دادند

 واكنش ٢٠ها با آنتي سرم تهيه شده عليه جدايه شماره  از جدايه
ها، تعداد زيادي از      دادند، ولي در آزمون بدام انداختن سلول         

 . ها با اين آنتي سرم واكنش دادند دايهج
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 كه در آزمون نشت دو طرفه در آگار، با             ١٥جدايه شماره   
ها واكنش نداده بود، در آزمون بدام             سرم هيچ يك از آنتي     

هاي  هاي تهيه شده عليه جدايه      ها، با آنتي سرم     انداختن سلول 
، در  ١٤ واكنش داد و به همراه جدايه شماره            ٢٠ و   ٩شماره  

 . سرولوژيكي سوم قرار گرفتگروه
اين جدايه  .   قرار گرفت   ٢٥در گروه چهارم جدايه شماره        

.  واكنش داد  ٢٠فقط با آنتي سرم تهيه شده عليه جدايه شماره           
 قرار گرفتند   ٣٠ و   ١٢ و   ١١هاي شماره    در گروه پنجم ، جدايه    

 واكنش  ٩كه فقط با آنتي سرم تهيه شده عليه جدايه شماره              
 A.tumefaciensهاي   باكتري١٢ و ١١ي شماره ها جدايه. دادند

biovar 1           بودند كه با آنتي سرم تهيه شده عليه A.vitis  ايجاد 
 در اين آزمون با هيچ يك از          ٢٤جدايه شماره   .  واكنش كردند 

 . قرار گرفت٦ها واكنش نداد و بنابراين در گروه شماره  آنتي سرم
از اختلاط  ها،   هرچند كه در آزمون به دام انداختن سلول          

ها با يك قطره آب معمولي،       آنتي ژن ها با سرم نرمال و آنتي ژن        
بعنوان شاهد جهت مقايسه استفاده گرديد، ولي در بيشتر موارد          
اظهار نظر قطعي در مورد بروز يا عدم بروز واكنش بين                    

ها و قطرات آنتي ژن، مشكل بود و باعث خطاي چشم              سرم آنتي
حاصله از آزمون به دام انداختن ذرات        بنابراين نتايج   .  گرديد مي

باكتري در مقايسه با آزمون نشت دو طرفه در آگار داراي خطاي            
 . باشد بيشتر و در نتيجه دقت و اهميت كمتري مي

 آزمون بهم چسبيدن سلولهاي باكتريايي 
نتايج حاصله از اين آزمون با نتايج حاصله از آزمون نشت دو            

ها با اكثر    ، آنتي سرم  در اكثر موار  طرفه در آگار متفاوت بود و د       
اي شدن   اين واكنش به صورت توده     .  ها واكنش دادند   آنتي ژن 

ذرات باكتري در قطره حاصله از اختلاط آنتي ژن و آنتي سرم،              
 تشخيص  (flagellate)اي   نمايان گرديد و واكنش از نوع رشته       

در تمام موارد، از اختلاط آنتي ژن و سرم نرمال،               .  داده شد 
 .نوان شاهد استفاده گرديدبع

هاي باكتريايي در شش      بر اساس نتايج اين آزمون، جدايه       
هاي  در گروه اول جدايه     .  بندي شدند  گروه سرولوژيكي طبقه   

.  قرار گرفتند  ٣١ و   ٢٢ و   ٢١ و   ١٤ و   ١٣ و   ١٠ و   ٦ و   ٥شماره  
 ١٠سرم تهيه شده بر عليه جدايه شماره           ها با آنتي   اين جدايه 

 . واكنش دادند
 ٤ و   ٣ و   ٢ و   ١هاي شماره    ر گروه سرولوژيكي دوم، جدايه    د

 و  ٢٨ و   ٢٧ و   ٢٦ و   ٢٣ و   ٢٠ و   ١٩  ١٨ و   ١٧ و   ١٦  ٩ و   ٨ و   ٧و  
اين جدايه ها  با آنتي سرمهاي تهيه شده  بر             .   قرار گرفتند  ٢٩

 .  واكنش دادند٢٠ و ٩ و ١ عليه جدايه هاي شماره
 قرار  ١٥ و   ١٤هاي شماره    در گروه سرولوژيكي سوم، جدايه    

هاي تهيه شده بر عليه       ها فقط با آنتي سرم      اين جدايه .  گرفتند
 .  واكنش دادند٩ و ٢٠هاي شماره  جدايه

 . قرار گرفت  ٢٥در گروه سرولوژيكي چهارم، جدايه شماره         
 ٢٠اين جدايه فقط با آنتي سرم تهيه شده بر عليه جدايه شماره             

 . واكنش داد
 و  ١٢ و   ١١ شماره   هاي در گروه سرولوژيكي پنجم، جدايه     

ها با آنتي سرم تهيه شده  بر عليه           اين جدايه .   قرار گرفتند    ٣٠
 .  واكنش دادند٩جدايه شماره 

 قرار گرفت كه با هيچ يك       ٢٤در گروه ششم، جدايه شماره      
 .ها، واكنش نداد از آنتي سرم
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