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Introduction1 

Crown gall is an economically important plant disease that affects dicotyledonous and a few 
monocotyledonous plants in orchards, farms, and nurseries, worldwide. The disease is caused by Agrobacterium 
tumefaciens (Smith & Townsend, 1907) Conn 1942, a Gram-negative bacterium from the family of 
Rhizobiaceae in the class of AlphProteobacteria. This bacterium can survive in the soil as well as within host 
plants. The key characteristic of this bacterium is its ability to transform regular plant cells into tumor cells. 
Once this transformation is complete, the cells can continue to grow and divide independently of the bacterium. 
Molecular methods play a key role in the identification, classification and taxonomy of prokaryotes. 
Housekeeping genes are highly conserved protein-coding genes used to distinguish between different taxa of 
bacteria. In this study, the recA gene sequence was used to evaluate the efficiency of this gene in identifying and 
determining the phylogenetic relationships of tumor-forming Agrobacterium tumefaciens and Agrobacterium 
rubi (Hildebrand, 1940) Starr & Weiss, 1943 isolates. 

 

Materials and Methods 

The pathogenic isolates were obtained from tumors on the branches of cherry, plum, and apple trees in the 
orchards of Urmia, Naqadeh, Sardasht, and Khoy; located in West Azerbaijan province of Iran. In a previous 
study, phenotypic identification of the isolates was done, as well as the pathogenicity test with the gall formation 
on tomato crown. In this study, the recA gene sequence of four isolates (AT-U2, AT-K2, AT-N25 and AT-N15) 
was used for drawing the phylogenetic tree. After DNA extraction, polymerase chain reaction (PCR) was done 
using 91F/595R primers. Each PCR reaction was performed in a 25 µL PCR cocktail containing 12 µL of Taq 
DNA Polymerase 2x Master Mix RED (Amplicon, Denmark), 1 µL of each primer (10 pmol µL-1), and 1 µL of 
template DNA (50 ng). The PCR amplification program was carried out under the following conditions; initial 
denaturation cycle at 94 °C (5 min), 35 cycles of denaturation at 94 °C (50 sec), annealing at 57 °C (50 sec) and 
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extension at 72 °C (1.5 min), and a final extension at 72 °C for 10 min. The sequences of the studied isolates 
were compared with the sequences of the reference strains registered in the NCBI database. Sequence of the 
recA gene of A. tumefaciens and A. rubi strains, as well as strain AOL15 of Agrobacterium albertimagni 
Salmassi et al., 2002, as an outgroup strain, was obtained from GenBank. Phylogenetic relationships were 
inferred, by applying the Kimura-2-parameter model. The neighbor-joining (NJ) method and the adjacent 
method by MEGA 11 software were used for the phylogenetic tree and tested by bootstrap analysis with 1000 
repetitions. 

  

Results and Discussion 

A 462 bp fragment was amplified in all bacterial isolates. Comparison of the recA sequence showed 

similarity of 99.95%-100%, with the reference strains of A. tumefaciens in GenBank. In the phylogenetic tree, 

sequence of the recA gene of studied isolates and reference strains of A. tumefaciens and A. rubi obtained from 
GenBank were used. The phylogeny tree included two main clads. The first clade included two subclades. AT-
U2 placed in the first subclade and AT-K2, AT-N25 and AT-N15 placed in the second one. All the reference 
strains of A. tumefaciens from different countries were placed in the first clade, as well. In the second clade, A. 
rubi was placed separately from A. tumefaciens isolates. Currently, the analysis of housekeeping genes 
sequences is widely used to achieve higher accuracy in the phylogenetic relationships of different bacterial taxa. 
Among the bacterial conserved genes, sequence of the recA gene has been the interest of bacteriologist scientists 
(Costechareyre et al., 2010). Tumor-forming bacteria isolated from grapevine (Vitis vinifera L.), rose (Rosa sp.), 
red raspberry (Rubus idaeus L.), and cornelian cherry (Cornus mas L.) were classified in the Agrobacterium 
genus based on the 16S rRNA gene, but the result of phylogenetic analysis based on atpD, recA, and rpoB 
showed that some of the studied strains classified in Agrobacterium rosae Kuzmanovic et al., 2018, which is 
close to the species A. rubi and Agrobacterium skierniewicense (Puławska et al., 2012) Mousavi et al., 2015 
(Kuzmanovic et al., 2018). A study of the recA gene sequence in 138 strains from 13 Agrobacterium species and 
genomospecies led to the differentiation between A. tumefaciens, Agrobacterium vitis Ophel & Kerr, 1990, A. 
rubi and Agrobacterium larrymoorei Bouzar & Jones, 2001 species (Costechareyre et al., 2010). In a multilocus 
sequencing study using rpoB, recA, gyrB, and atpD sequences, Agrobacterium isolates from various plants 
identified as A. larrymoorei and A. rubi (Mafakheri et al., 2019). The study of housekeeping genes has been 
proposed not only as a phylogenetic tool to clarify the relationships between prokaryote taxa but also as an 
alternative to previous methods, such as DNA-DNA hybridization and ITS sequence (Costechareyre et al., 
2010). According to our results, A. tumefaciens strains were situated in a separated clade from A. rubi and A. 
albertimagni strains. Therefore, the recA gene sequence is a suitable tool to identify A. tumefaciens from other 
Agrobacterium isolates. 

 

Conclusion 

Results of the phylogenetic analysis revealed that using the recA gene sequence has enough efficiency in 
differentiating A. tumefaciens from A. rubi strains. This finding suggests that employing the sequences of the 
recA gene in phylogenetic relationship studies of Agrobacterium species provides accurate results in bacterial 
taxonomy. 
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 چکیده

 Agrobacteriumشود. باکتریهای مهم از لحاظ اقتصادی در انواع گیاهان باغی، زراعی و زینتی محسوب میبیماری گال طوقه یکی از بیماری

tumefaciens صورت فعال در گیاه میزبان بقاا  یاباد. در ایاط معالعاه، از تاوالی  ن صورت غیرفعال در خاک و بهواند بهت، عامل بیماری است که می
recA زای دو گوناه هاای گاالجهت ارزیابی کارآیی آن در شناسایی و تبارشناسی جدایاهAgrobacterium tumefaciens  وAgrobacterium 

rubi .های درختان گیلاس، آلو و سیب در باغات ارومیه، نقده، سردشت های ایجاد شده روی شاخهمعالعه، از گالزای ایط های بیماریجدایه استفاده شد
فرنگای در زایی باا تکاکیل گاال روی طوقاه گوجاهها و آزمون بیماریو خوی واقع در استان آذربایجان غربی جداسازی شدند. شناسایی فنوتیپی جدایه

انجاام  recA ن جهت تکثیار  91F/595Rمراز با استفاده از آغازگرهای ای پلی، واکنش زنجیرهDNAاز استخراج معالعات قبلی انجام شده بود. پس 
درصاد را باا  100تاا  95/99های باکتری، شباهت جدایهدر  recAهای باکتریایی تکثیر شد. مقایسه توالی  ن جفت بازی در همه جدایه 462قععه  شد.
های ایط معالعه و جدایه recAنکان داد. در درخت تبارزایی، از توالی  ن  بانک  نثبت شده در  A. tumefaciensتری های مرجع باکهای سویهتوالی
های مرجع ایط معالعه به همراه سویه هایجدایهاستفاده شد. درخت تبارزایی شامل دو شاخه اصلی بود.  A. rubiو  A. tumefaciensهای مرجع سویه

A. tumefaciens  ای از باکتری ککورهای مختلف در شاخه اول که خود شامل دو زیرشاخه بود، قرار گرفتند. در شاخه دوم، سویهازA. rubi  مجزا از
 .Aو  A. tumefaciensهاای نکان داد که ایط  ن، کارآیی کافی در تفکیک باکترینتایج درخت تبارزایی  قرار گرفت. A. tumefaciensهای جدایه

rubi  ،های باکتری که سویهطوریبهرا داردA. rubi های ای مجزا از سویهدر شاخهA. tumefaciens  قرار گرفتند. با توجه به ایاط نتاایج، پیکانهاد
تری از استفاده شود تا نتایج دقیق recAداری ، از توالی  ن خانهAgrobacteriumهای جنس شود که در شناسایی و بررسی روابط تبارشناسی گونهمی
 دست آید.ها بههای ایط باکتریقعیت آرایهمو

 

 داری، گال طوقهزا،  ن خانههای گالبندی، باکتریآرایه های کلیدی:واژه
 

 1مقدمه

یاک ، Conn 1942 (grobacterium tumefaciens) بااکتری
که با یاک تاا شاش تاا ک باکتری گرم منفی و هوازی اجباری است 
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 طیاا(Smith & Townsend, 1907).  کناد.محیعای ررکات مای
تواند در خاک و گیاهان میزباان بقاا  یاباد. باکتری بیمارگر گیاهی می

پراکنش آن جهانی است و دارای دامنه میزبانی وسیعی در بیط گیاهان 
باشد. بااکتری لپه و بازدانگان میدولپه و تعداد معدودی از گیاهان تک

A. tumefaciens گاال در کنناده  بازر  القا دیپلاسام کیامال را
 ,.McCarthy et alاست ) Tiهای گیاهی، موسوم به پلاسمید سلول

2019; Ferdous et al., 2021; Weisberg et al., 2023 توانایی .)
-باه سالول Tiفرد ایط باکتری در انتقال بخکی از پلاسمید منحصربه
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نژادی های گیاهی، آن را به یک ابزار قوی در معالعات انتقال  ن و به
 (.Lim et al., 2023; Aliu et al., 2024گیاهان تبدیل کرده است )

یژگایدر ابتدا بر اساس و  Agrobacteriumهایگونه یبندطبقه
یما جاادیامیزباان  اهانیگ یکه رو یو علائمباکتری  یپیفنوت یها

 ،هاای  ناومیهای مبتنی بار دادهبا توسعه روش شد.، انجام میکردند
-گونااااه یبناااادطبقه یباااارا یکااااتریب یکاااایاطلاعااااات  نت

 فیامنجر باه تعرو  گرفتمورد استفاده قرار   Agrobacteriumهای
ایاط شاد کاه  A. tumefaciens (Atsc) یاونهکمپلکس گ اصعلاح
 ,.Vargas Ribera et al) اسات یگونه  نوم طیشامل چندمجموعه 

2024). 
بنادی و تباارزایی ساعوح های مولکولی در شناسایی، طبقهروش

کنناد. در طاول ها، نقش کلیدی ایفا مایپروکاریوتهای مختلف آرایه
تواند وجود می 16S rRNAی از  ن دهای متعدها، توالی نوم باکتری

جفت باز، دارای ساع  مناسابی از  1500 ن با طول داشته باشد. ایط 
 های رفاظت شده اسات کاه قابلیات انتقاال افقای هام ناداردتوالی

(Glaeser & Kampfer, 2015) .های بسایار داری،  نهای خانه ن
رفاظت شده و کدکننده پروتئیط هستند که در ساع  جانس و رتای 

هاا را دارناد. در ایاط معالعاات، تر از جنس، قدرت تفکیک آرایهپاییط
هاای داری در ساویههاای خاناههای رفاظت شده  نبخکی از توالی
های مختلف مقایساه شاده و ها در آرایههای ایط  نناشناخته با توالی

هاا اساتفاده برای رسم درخت تبارزایی و درک روابط خویکااوندی آن
-(. بر ایط اساس، در معالعهGlaeser & Kampfer, 2015شوند )می

در  زایمااریب یهاایبااکتر بنادیآرایاه مکاکل رل منظوربهای که 
 تبارشناسای انجام شد، Rhizobium و Agrobacteriumهای جنس
 16Sهاای  ن ی تاوالیمبناا بارهای متعلق به ایط دو جانس سویه

rRNA ی دارخانه  ن شش وrpoB، recA، glnA، gln II، atpD  و
thrC  .ساویه ایط معالعه نکان داد که جاینتمورد بررسی قرار گرفت-

 اغلاب ای کاهجداگاناه خوشه کیصورت به Agrobacteriumهای 
قرار  Rhizobiaceaeتیره  در ی بود،اهیگ یزایماریب یهاهیآرا شامل
 Agrobacterium vitis (Ophel & Kerr, 1990)  باکتری .گرفتند
 در جااانس و زیمتماااا Agrobacteriumهاااای گوناااه ریاز ساااا

Allorhizobuim ناااام ایاااط بااااکتری باااه  و شاااد یبنااادگاااروه
et  Mousavi) Ophel & Kerr, 1990(vitis Allorhizobium 

al., 2014 یافت. باکتری  رییتغRhizobium galegae هماراه به نیز 
al., et Ren vignae Rhizobium،  Rhizobium 2011 هایباکتری

1998 al., et Wang huautlense و  Lu alkalisoli Rhizobium

2009 al., et جانس کی ندهینما که ای دادندجداگانه خوشه لیتکک 
 ,.Mousavi et al)  بودناد Neorhizobium با نام پیکانهادی دیجد

2014.) 
 Rhizobiumساویه  29جهت تفکیاک و شناساایی در ایران نیز 

از مقایسه توالی ( .Phaseolus vulgaris Lمولد گال روی گیاه لوبیا )

 ,.Rouhrazi et al) ها استفاده شده استداری ایط سویهخانههای  ن

 gyrBداری که با استفاده از توالی  ن خانهدیگر ای (. در معالعه2016
جدا شده از مازارع چغندرقناد  umefaciensA. tهای انجام شد، سویه

(L. Beta vulgaris شهرستان اقلیاد واقاع در اساتان فاارس، در دو )
(. Mafakheri et al., 2017گوناه  ناومی متفااوت قارار گرفتناد )
هاای یاک گوناهداری دیگار در تفکهمچنیط کاارآیی چناد  ن خاناه

Agrobacterium سااله، چندسااله و جداسازی شده از گیاهاان یاک
 (.Mafakheri et al., 2019زینتی نیز به اثبات رسیده است )
 شناسایی و در recA کارآیی توالی  نایط معالعه با هدف بررسی 

از درختاان میاوه ده های باکتری مولد گال جداسازی شجدایهتبارزایی 
 دار در استان آذربایجان غربی انجام شد.دار و دانههسته
 

 هامواد و روش

 A. tumefaciensهای باکتری جدایه

، از باغاات درختاان میاوه 1397-98های در بهار و تابستان سال
عمال آماد و از دار در استان آذربایجان غربی بازدید بهدار و دانههسته

نمونه گاال، تعاداد  208از برداری شد. کانه گال نمونهدرختان دارای ن
های سفید تا کرم رنگ، محادب و گارد باا پرگنهجدایه باکتری با  60

جداساازی  3PDA+CaCO %0.5راشیه صاف روی محایط ککات 
شناسایی فنوتیپی با استفاده از ها، زایی جدایه. پس از اثبات بیماریشد

هی و شناسایی مولکولی با استفاده شناسی گیاهای معتبر باکتریآزمون
عنوان باکتری جدایه به 19از آغازگرهای اختصاصی انجام شد و تعداد 

 ,.Farri et al)  تعیایط شادند A. tumefaciensزای گوناه بیمااری

، AT-U2چهاار جدایاه ) recA و در ایط معالعه از تاوالی  ن (2023
AT-K2 ،AT-N25  وAT-N15)  باارای ترساایم درخاات تبااارزایی

 استفاده شد.
 

 recAژنومی و تکثیر ژن  DNAاستخراج 

 .Aزای باااکتری هااای گااال نااومی جدایااه DNAاسااتخراج 

tumefaciens ، باا اساتفاده از روش لای و دباور(Li & de Boer, 

از یااک جفاات آغااازگر  recA( انجااام شااد. جهاات تکثیاار  ن 1995
91F/595R (Mousavi et al., 2014 )(. 1 جاادول)شااد  اسااتفاده
میکرولیتر مخلوط آماده  12میکرولیتر، با ترکیب  25در  PCRمخلوط 

2Mgcl-PCR Master Mix Red 180301- 50واکااانش )

(Ampliqon) ،)10  نانوگرم  50آغازگر و پیکومول بر میکرولیتر از هر
باا  PCR واکانشالگو تهیه شد. برنامه ررارتای  DNAبر میکرولیتر 
-واسرشات صورت یاک چرخاهبه 91F/595Rآغازگرهای استفاده از 

چرخه  35مدت سه دقیقه، به Cº 94 با دمای DNAرشته سازی اولیه 
 50مادت به Cº 94با دمای  DNAسازی رشته شامل مررله واسرشت

مادت به Cº 57با دمای  DNAله اتصال آغازگرها به رشته ثانیه، مرر
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نایم ومدت یکبه Cº 72با دمای  DNAثانیه و مررله بسط رشته  50
 10مادت به Cº 72دقیقه و در نهایت، یک چرخه بسط نهایی با دمای 

 دقیقه بود.

مکاهده و تأیید قععات  نومی تکثیار شاده روی  ل آگاارز یاک 
تکثیر شده توسط شرکت بایونیر کره جناوبی قععات  درصد انجام شد.

 .یابی شدندسازی و توالیخالص
 

 (Mousavi et al., 2014) آغازگرهای مورد استفاده در ایط معالعه -1جدول 

Table 1- Primers used in this study (Mousavi et al., 2014) 

Primer sequence (5’-3’) Primer name 

TTCGGTAAGGGMTCGATHATG 91F 

CGHATCTGGTTGATGAAGATNACCAT 595R 
 

 تجزیه تبارزایی

دست آمده در ایط معالعه باا اساتفاده از های نوکلئوتیدی بهتوالی
رو و بررسی شد. دو تاوالی پایش Chromas( version 2.5افزار )نرم
ها تهیه شد. ترکیب و یک رشته توالی از آن رو از یک جدایه با همپس

های ثبت شده در پایگااه های مورد معالعه، با توالی سویهتوالی جدایه
در مقایسه شادند.  BLASTو با جستجو در برنامه  NCBIاطلاعاتی 

 .Aهاای مرجاع از ساویه recAتاوالی  ن ترسیم درخت تباارزایی از 

tumefaciens ،Agrobacterium rubi (Hildebrand, 1940) 

Starr & Weiss, 1943  و نیاااز تاااوالی ساااویهAOL15  از
 al., et Salmassi albertimagni Agrobacterium 2002گوناه
ده شاد. اساتفا گاروه اخاش شاده از باناک  نهای خارجعنوان توالیبه

و  Neighbor joinigهای تبارزایی با استفاده از روش تجزیه و تحلیل
( version 11افازار )در نارم Kimura 2-parameter modelمادل 

MEGA ( انجاام شادTamura et al., 2021 در تماامی تجزیاه و .)
ر نظار گرفتاه تکارار د 1000های تبارزایی، مقدار اعتبارسنجی تحلیل
 شد.

 

 نتایج و بحث

های مهام گیاهاان زراعای، بااغی و بیماری گال طوقه از بیماری
های مختلف از جملاه درختاان زینتی محسوب می شود که در میزبان

، ( LVitis vinifera.)دار، مااو دار، درختااان میااوه دانااهمیااوه هسااته
 Shahabiچغندرقند و گیاهان زینتی در ککور گازارش شاده اسات )

Mohammadabadi et al., 2012; Mafakheri et al., 2017; 

Farri & Khezri, 2021; هاای تاوالی(. در ایاط پاژوهش، کاارآیی
 .Aدر شناساایی و رواباط تباارزایی بااکتری  recAرفاظت شده  ن 

tumefaciens .مورد بررسی قرار گرفت 
بااکتری  هاایجدایهمربوط به  recAدر ایط معالعه، از توالی  ن 

A. tumefaciens  هاای از گاالزا، بیماریهای جدایهاستفاده شد. ایط
(، .Prunus avium Lدرختان گیلاس )و تنه  هاایجاد شده روی شاخه

 .Malus domestica L( و سایب ).Prunus domestica Lآلاو )

Borkh (.2 جدول)( جداسازی شده بودند 

 

 Agrobacterium tumefaciens های باکتریجدایهبرداری نمونه و زمان میزبان، محل -2جدول 
Table 2- Host, location and sampling time of Agrobacterium tumefaciens isolates 

Year Sampling location Host Isolate code 

2018 Urmia Apple A. tumefaciens AT-U2 
2018 Urmia Apple A. tumefaciens AT-U6 

2018 Urmia Apple A. tumefaciens AT-U9 

2018 Urmia Sweet cherry A. tumefaciens AT-U18 
2018 Urmia Sweet cherry A. tumefaciens AT-U22 

2018 Urmia Sweet cherry A. tumefaciens AT-U31 

2019 Urmia Plum A. tumefaciens AT-U37 

2019 Urmia Plum A. tumefaciens AT-U46 

2018 Naghadeh Apple A. tumefaciens AT-N3 

2018 Naghadeh Apple A. tumefaciens AT-N15 

2018 Naghadeh Apple A. tumefaciens AT-N21 

2018 Naghadeh Plum A. tumefaciens AT-N25 

2018 Naghadeh Plum A. tumefaciens AT-N27 

2018 Naghadeh Sweet cherry A. tumefaciens AT-N50 

2019 Sardasht Apple A. tumefaciens AT-S5 

2018 Khoy Sweet cherry A. tumefaciens AT-K2 

2018 Khoy Sweet cherry A. tumefaciens AT-K9 

2018 Khoy Plum A. tumefaciens AT-K23 

2018 Khoy Plum A. tumefaciens AT-K28 
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 462، قععااه 91F/595Rجفاات آغااازگر ا اسااتفاده از باا PCRدر 
های باکتریایی تکثیر در تمامی جدایه ،recAجفت بازی مربوط به  ن 

ماورد اساتفاده در درخات  A. tumefaciensهاای شد. شماره جدایاه
براسااس تاوالی  ن باناک  ن، هاا در تبارزایی و شماره دسترسای آن

recA،  مقایسااه تااوالی  ن  آورده شااده اساات. 3 جاادولدرrecA  در
 100درصاد تاا  59/99های مختلف ایط معالعاه، قرابات بایط جدایه

ثبت  A. tumefaciensهای مرجع باکتری های سویهدرصد را با توالی
 نکان داد. بانک  نشده در 

 

 recA  ن در بانک  ن براساس توالی  Agrobacterium tumefaciensباکتریهای شماره دسترسی جدایه -3جدول 

Table 3- Accession number of Agrobacterium tumefaciens isolates based on the recA gene sequence in GenBank 

Accession number Isolate code Accession number Isolate code 

PQ300108 A. tumefaciens AT-N15 PQ335015 A. tumefaciens AT-U2 
PQ300109 A. tumefaciens AT-N25 PQ300110 A. tumefaciens AT-K2 

 

 ،recAهاای  ن درخت تبارزایی ترسیم شده بر مبناای تاوالیدر 
 A. tumefaciensهای مرجاع ایط معالعه به همراه سویه جدایهچهار 

از ککورهای مختلف در شاخه اول که خود شاامل دو زیرشااخه باود، 
 .Aهاای باه هماراه ساویه AT-U2 جدایاه (.1 شاکلتند )گرفقرار 

tumefaciens 1D1460 ،A. tumefaciens EML4 ،A. 

tumefaciens BIM B.1315G ،A. tumefaciens183 ،A. 

tumefaciens 186 وA. tumefaciens 12D1  در یاک زیرشااخه و

 .Aهای مراه سویهبه ه AT-N15و  AT-K2 ،AT-N25های جدایه

tumefaciens 1D1108 ،A. tumefaciens A6 ،A. tumefaciens 

Ach5  وA. tumefaciens 15955 بنادی شادند. در شاخه اول گروه
تنهایی قارار گرفات و از به A. rubiای از باکتری در شاخه دوم، سویه

های مرجع اخش شده ایط معالعه و سویه A. tumefaciensهای جدایه
نیااز   A. albertimagni AOL15سااویهنااک  ن مجاازا شااد. از با
 (.1 شکلگرفته شد )گروه در نظر عنوان سویه خارجبه

 

 
 .Neighbor Joining روش با Agrobacterium tumefaciensباکتری های جدایه recA ن  توالی تجزیه از درخت تبارزایی راصل -1شکل 

 گروه در نظر گرفته شد.عنوان آرایه خارجبه Agrobacterium albertimagni AOL15سویه  

 تکرار نکان داده شده است. 1000مقدار اعتبارسنجی محاسبه شده برای 

Figure 1- Neighbor-joining phylogenetic tree of the recA  gene from Agrobacterium tumefaciens isolates. 
Agrobacterium albertimagni AOL15 was used as an outgroup strain. 

Bootstrap values were calculated from 1000 replicates. 
 

شاده هساتند، تاوالی های باکتری که دارای توالی رفظاز بیط  ن
، یاک 2010بسیار مورد توجه محققان بوده است. در ساال  recA ن 

بارای کلیاه  نوموارهاای گوناه  recAاتی از تاوالی  ن پایگاه اطلاعا
باز جفت 486تککیل شد. طول ایط  ن،  A. tumefaciensکمپلکس 
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در  A. tumefaciens 1D1460 جایگااه آن روی  ناوم ساویهبوده و 
بررسای تاوالی  ن است.  1533919-1533434موقعیت نوکلئوتیدی 

recA  گونه یا گوناه  ناومی  13سویه از  138درAgrobacterium ،
 و A. tumefaciens ،A. vitis، A. rubiهای منجر به تکخیص گونه

Agrobacterium larrymoorei Bouzar & Jones, 2001 شاد  
(Costechareyre et al., 2010) .سه توالی ایاط  ن در ساویهمقای-

را  recA، برتاری  ن A. tumefaciensهای مختلف گونه کماپلکس 
هاا نکاان داده اسات در شناسایی ایط سویه ITSهای نسبت به توالی

(Costechareyre et al., 2010در ایط راستا، محققان از توالی .) های
نیز برای تککیل  rpoBو  atpD ،recAداری نههای خاشده  نتلفیق

 اند.ها استفاده کردهتر و تفکیک بهتر سویهدرخت تبارزایی قوی
 رزجداساازی شاده از  Agrobacteriumسویه  یک در پژوهکی،

(sp. Rosaو چهار سویه جداسازی شده از گاال ) هاای ماو، تمکاک
(.L Rubus idaeus )اختاهو زغال (.LCornus mas  باا ) اساتفاده از

 ,.Kuzmanovic et alتوصیف شدند ) بندی چندفازیهای آرایهروش

ها در جنس همه سویه، 16S rRNA(. در تبارزایی براساس  ن 2018
Agrobacterium بندی شادند، امااا نتیجاه تباارزایی براسااس طبقه

نکان داد که چهار  rpoBو atpD ،recAداری های خانهبخکی از  ن
با نام  Agrobacteriumسویه مورد معالعه، یک گونه جدید در جنس 

 al., et Kuzmanovic Agrobacterium rosae 2018پیکانهادی 
 Agrobacteriumو  A. rubiهاای دهند که باا گوناهتککیل میرا 

 al., et Mousavi) 2012 al., et Puławska( skierniewicense

 NCPPB 1650 کمتریط فاصله را دارد و ساویه تیاآ آن نیاز 2015
-ای دیگر، تاوالی(. در معالعهKuzmanovic et al., 2018باشد )می

و  atpD ،glnA ،gyrB ،recAری داهااای خانااهیااابی بخکاای از  ن
rpoB زا دو سویه بیماریKFB330  وKFB335  جادا شاده از گاال

جادا  AL51.1زای روی تمکک در صربستان و یک سویه غیربیماری
شده از گال روی آلو در لهستان منجر به ایط پیکنهاد شد که ایط ساه 

 Agrobacteriumعنوان نماینده گونه جدیدی تحات عناوانسویه به

 2015 al., et Kuzmanovic rsenijeviciia  بااا سااویه تیااآ
KFB330 ( باشندKuzmanovic et al., 2015.) 

 ،recAو  16S rRNA ،atpDهاای تبارزایی براسااس تاوالی  ن
مولاد   Rhizobium چناد گوناه هاایمنجر تفکیک و شناسایی سویه

معالعه تباارزایی (. Rouhrazi et al., 2016)گال روی گیاه لوبیا شد 
-مکخص کرد کاه ساویه gyrBداری یابی  ن خانهبا استفاده از توالی

جدا شده از مزارع چغندرقند شهرساتان اقلیاد  A. tumefaciensهای 
وار یک بودناد کاه در دو واقع در استان فارس، متعلق به مجموعه بیو

قرار گرفتند. در ایط معالعاه همچنایط  G7و G3گونه  نومی متفاوت 
های مجموعه گوناه مکخص شد که هیچ تکابه تبارزایی در بیط سویه

A. tumefaciens جدا شده از میزبان( های انجیرFicus carica L. ،)
 (، رز و چغندرقناد وجاود ناداردL. Batch Prunus Persicaهلاو )
(Mafakheri et al., 2017 در پژوهکی، تعداد .)جدایه باکتری از  43

گال طوقه گیاهان مختلف در ایران جداسازی شد. با استفاده از جفات 
عنوان جدایاااه باااه 10، تعاااداد PGF/PGRآغاااازگر اختصاصااای 
Allorhizobium vitis (A. vitis شناسایی شادند. تعاداد )جدایاه  33

با استفاده از تاوالی تجزیه توالی چند جایگاه  نی و مانده، با روش باقی
مورد معالعاه قارار  atpD و rpoB ،recA ،gyrBداری چهار  ن خانه

و یاک  A. larrymooreiگرفتند. از ایط تعداد، هفت جدایه به گوناه 
(. در Mafakheri et al., 2019تعلق داشتند ) A. rubi جدایه به گونه

از  ن نتایج راصال از درخات تباارزایی باا اساتفاده معالعه راضر نیز 
recA  های جدایهنکان داد که توالی ایط  ن، کارآیی لازم در تفکیک

دار و جداسازی شده از درختان میوه هسته A. tumefaciensمولد گال 
 ارد.د A. rubiهای گونه دار را از سویهدانه

داری، بارای هاای خاناه نتجزیه و تحلیل توالی در رال راضر، 
های درون یک رسیدن به دقت و وضوح بالاتر در روابط تبارزایی گونه

های درون یاک تیاره کااربرد وسایع دارد. در رقیقات، جنس و جنس
عنوان یاک ابازار تباارزایی بارای تنها باهداری نههای خانهمعالعه  ن

هاا پیکانهاد های پروکااریوتسازی روابط بیط آرایهفپکتیبانی و شفا
های پیکایط، از قبیال عنوان جایگزینی برای روششده است، بلکه به

صورت ها بهدر توصیف گونه ،ITSو توالی  DNA-DNAگیری دور 
 شود.گسترده استفاده می

 

 گیرینتیجه

کارآیی لازم برای شناسایی  recA ن  براساس نتایج ایط پژوهش،
هاای بااکتری از سویه A. tumefaciensهای باکتری سویهو تفکیک 
A. rubi در شناساایی و بررسای رواباط توان را دارد و از توالی آن می

دار استفاده دار و دانههای مولد گال درختان میوه هستهتبارزایی باکتری
ها با دقت بالاتر تکخیص داده شاده و موقعیات صاحی  نمود تا سویه

 شود. ها تعییطای آنهآرایه
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