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Abstract 

The cultivation of flowers and ornamental plants in greenhouses plays a significant role in the 

country’s economy through income generation and exportation. Bacterial pathogens, particularly leaf 

spot-causing species, can lead to severe damage, resulting in complete yield loss. Plants of the Araceae 

family are highly susceptible to these pathogens, yet research on this issue remains limited. Sampling 

was carried out on Araceae plants exhibiting leaf spot symptoms in various commercial greenhouses. 

Infected samples were cultured on nutrient agar medium, and 20 bacterial strains were isolated, 

purified, and preserved for pathogenicity and identification assays. Pathogenicity tests were performed 

on susceptible hosts, such as Epipremnum aureum (Pothos), Aglaonema treubii, and Syngonium 

podophyllum, which confirmed the virulence of selected strains. For identification, phenotypic 

characterizations such as fluorescent pigment production on King's B medium, LOPAT tests (Levan 

production, Oxidase activity, Potato soft rot, Arginine dihydrolase activity, and Tobacco 

hypersensitivity), carbon and energy utilization patterns, and sequencing of the 16S rRNA gene and 

housekeeping genes rpoD and recA were examined. Phenotypic and molecular data showed that the 

tested strains belonged to Pseudomonas aeruginosa. Based on the available literature, this is the first 

report of P. aeruginosa pathogenicity on plants from the Araceae family in Iran. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Araceae, Ornamental plants, Bacterial leaf spot, Pathogenicity, 

Molecular identification, Phylogeny, MLSA, Iran. 
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Introduction 

The Araceae family, encompassing more than 3,700 species in 144 genera, constitutes one of the most important 

plant families in terms of ecology and economy. In addition to their ecological roles, many members of this family 

serve as valuable ornamental plants cultivated for aesthetic and commercial purposes. Species such as Spathiphyllum 

wallisii, Monstera deliciosa, Zamioculcas zamiifolia, Aglaonema treubii, Epipremnum aureum, Philodendron sp., 

and Syngonium podophyllum are among the most popular houseplants worldwide. In Iran, ornamental plant 

production has expanded significantly, with approximately 7,800 hectares under cultivation and an annual yield 

exceeding 4 billion cut flowers and 120 million potted plants. This expansion has positioned Iran among the leading 

producers of ornamental plants in Asia. 

However, bacterial diseases constitute a major constraint on the sustainable production of these plants. Among them, 

species of the genus Pseudomonas are particularly destructive. These bacteria, comprising more than 140 recognized 

species, are capable of causing a wide range of plant diseases such as leaf spot, blight, and soft rot. Previous studies 

have reported Pseudomonas cichorii, P. marginalis, and P. aeruginosa as causative agents of foliar blight and leaf 

spot diseases in various ornamental Araceae species. The symptoms typically manifest as necrotic lesions 

surrounded by chlorotic haloes, which reduce photosynthetic efficiency and, under conducive conditions, lead to 

extensive tissue necrosis and plant death. Despite their significance, the distribution, pathogenicity, and molecular 

characterization of Pseudomonas spp. infecting ornamental Araceae in Iran remain poorly understood. The present 

study therefore aimed to isolate, identify, and characterize the causal agents of bacterial leaf spot and blight from 

symptomatic Araceae species and to confirm their pathogenicity using both phenotypic and molecular approaches. 

 

Materials and Methods 

Symptomatic leaves exhibiting bacterial leaf spot or blight were collected between 2019 and 2021 from various 

commercial greenhouses in Hamedan, Markazi, Khuzestan, Tehran, Golestan, Semnan, and Yazd provinces. 

Twenty infected samples from different ornamental species were collected and documented with relevant data, 

including host species, location, and date of collection. Samples were surface sterilized in 1% sodium hypochlorite 

for 30 seconds, rinsed with sterile distilled water, and sections from the lesion margins were macerated in sterile 

water for 20 minutes. Suspensions were plated on nutrient agar (NA) and incubated at 28 °C for 48 hours. Colonies 

exhibiting fluorescent pigmentation under ultraviolet light on King’s B agar were selected as putative Pseudomonas 

isolates. 

Phenotypic characterization was carried out following standard bacteriological protocols, including the assessment 

of Gram reaction, oxidase and catalase activities, levan and arginine dihydrolase production, citrate utilization, and 

carbohydrate fermentation (sorbitol, mannitol, arabinose, and xylose). Growth in different sodium chloride 

concentrations (3% and 5%), gelatin hydrolysis, H₂S production, and starch degradation were also tested. The 

hypersensitive response (HR) assay was conducted on tobacco (Nicotiana tabacum) and geranium (Pelargonium 

sp.) leaves by injecting bacterial suspensions (10⁸ CFU/mL) into the mesophyll. Localized necrosis observed within 

24–48 hours was interpreted as a positive HR reaction. 

Pathogenicity tests were performed on healthy specimens of Epipremnum aureum, Aglaonema treubii, and 

Syngonium podophyllum grown under controlled conditions (25 ± 1 °C, 85% relative humidity, a 12-hour 

photoperiod). Leaves were infiltrated with bacterial suspensions at a concentration of 10⁸ CFU/mL using an insulin 

syringe, and sterile water served as a control. Plants were enclosed in polyethylene bags for 48 hours to maintain 

humidity, and symptom development was monitored for up to 20 days. Re-isolation from symptomatic tissue 

confirmed fulfillment of Koch’s postulates. 

Genomic DNA was extracted using the alkaline lysis method. The 16S rRNA, recA, and rpoD genes were amplified 

by polymerase chain reaction (PCR) using specific primers. Amplified products were visualized on 1% agarose gels 

stained with ethidium bromide, and those of expected size were sequenced. Sequences were analyzed using 

BLASTn and aligned with reference sequences using ClustalW. Phylogenetic analyses were conducted in MEGA 

version 7 using the neighbor-joining method with 1,000 bootstrap replications and the Kimura 2-parameter model. 

 

Discussion of Results & Conclusions  

A total of twenty fluorescent, Gram-negative isolates were obtained from diseased Araceae plants collected from 

different regions of Iran. All isolates produced smooth, mucoid colonies on nutrient agar and fluorescent pigment 

on King’s B agar. They exhibited positive oxidase and catalase activities, levan and arginine dihydrolase production, 
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and utilized citrate as a sole carbon source. They did not produce H₂S, did not hydrolyze starch, but hydrolyzed 

gelatin and Tween 20/80. All isolates grew in media containing up to 5% NaCl, confirming moderate halotolerance. 

Pathogenicity assays demonstrated typical bacterial leaf spot symptoms on Epipremnum aureum, Aglaonema 

treubii, and Syngonium podophyllum. Initial water-soaked lesions (1–2 mm) developed within 72 hours of 

inoculation, enlarging to 5–10 mm necrotic spots with yellow halos by the tenth day. Severe infections resulted in 

coalescing lesions and widespread necrosis after fifteen days. Control plants remained asymptomatic, confirming 

that symptom development was caused by the inoculated bacteria. 

PCR amplification produced expected amplicons of approximately 1,500 bp for 16S rRNA and 600 bp for each of 

the recA and rpoD genes. Sequence analysis revealed 97–99% identity with Pseudomonas aeruginosa reference 

strains available in the NCBI database. Phylogenetic trees constructed for individual and concatenated gene 

sequences clustered the isolates (PE1, PE2, and PE3) within a robustly supported clade (bootstrap > 99%) of P. 

aeruginosa, confirming their taxonomic identity. 

This study provides the first evidence that Pseudomonas aeruginosa is responsible for bacterial leaf spot and blight 

on ornamental Araceae species in Iran. The identification of P. aeruginosa expands its known host range and 

geographic distribution. The isolates’ phenotypic profiles were consistent with those of reference P. aeruginosa 

strains, although minor variations in carbohydrate utilization suggest adaptive diversity within the species. Such 

variability may reflect environmental selection or host-specific interactions. 

The application of multilocus sequence analysis (MLSA) based on 16S rRNA, recA, and rpoD genes proved 

essential for precise species identification. While 16S rRNA is highly conserved and useful for genus-level 

classification, it lacks the discriminatory power required to distinguish closely related Pseudomonas taxa. The 

inclusion of housekeeping genes such as recA and rpoD, which exhibit moderate evolutionary rates, enhances 

phylogenetic resolution and reduces the risk of misidentification. This approach aligns with recent taxonomic 

recommendations for accurate identification of fluorescent Pseudomonads. 

P. aeruginosa exhibits notable ecological plasticity, functioning both as a plant pathogen and as an opportunistic 

biocontrol agent depending on environmental conditions. Certain strains produce metabolites such as phenazines, 

siderophores, and biosurfactants that suppress fungal pathogens, yet these same compounds can contribute to 

phytotoxicity under favorable conditions. Environmental stressors, including excessive nitrogen fertilization, high 

humidity, and frequent overhead irrigation, exacerbate disease development by weakening host defenses and 

altering hormonal balance. These findings highlight the complexity of host–pathogen–environment interactions and 

underscore the importance of environmental management in disease suppression. 

Integrated disease management (IDM) strategies incorporating molecular diagnostics, sanitation, environmental 

control, and biological antagonists are crucial for preventing outbreaks. Advanced molecular tools such as MLSA 

and real-time PCR facilitate early detection and precise monitoring of pathogenic Pseudomonas populations. 

Furthermore, understanding the genomic diversity of P. aeruginosa populations through whole-genome sequencing 

will aid in identifying virulence determinants, elucidating evolutionary relationships, and developing resistant 

ornamental cultivars. 

The present findings not only establish a new bacterial disease in Iran’s ornamental industry but also emphasize the 

need for continued surveillance and molecular characterization of phytopathogenic bacteria. Given the economic 

value of ornamental Araceae in domestic and international markets, adopting rigorous phytosanitary standards and 

quarantine protocols is essential to mitigate potential economic losses. 
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 چکیده

 یزایماریبدارد. عوامل  گرید یکشور و صادرات به کشورها ییدر درآمدزا یدر گلخانه نقش مهم ینتیز اهانیها و گپرورش گل

 دنتوانیم یحت دیو در موارد شد هستند اهانیبه گ دیقادر به واردآوردن خسارت شد ،یبرگلکه ةجادکنندیا یهاگونه ژهیوبه ،ییایباکتر

 نهیزم نیدر ا یکم قاتیو تحق ستندین یقاعده مستثن نیاز ا زی( نAraceaeخانواده آراسه ) اهانیشوند. گ اهانیگ ملرفتن کا نیمنجر به از ب

انجام شد.  ینتیز اهانیگل و گ دیتول یهادر گلخانه یبرگخانواده آراسه مبتلا به لکه اهانیاز گ یبردارراستا نمونه نیانجام شده است. در هم

 ییو شناسا ییزایماریب یهاشیآزما یجدا، تک کلون و برا ییایباکتر نیاستر 04کشت شدند و  ییآگار غذا طیمح یآلوده رو یهانمونه

 Aglaonema، آگلونما )(Epipremnum aureum)پتوس  اهانیمانند گ مارگریب یهازبانیم یرو ییزایماریشد. آزمون ب ینگهدار

treubii) ومینگونیو س (Syngonium podophyllum) ییشناسا یانتخاب شدند. برا شتریب یبررس یبرا زایماریب یهاانجام شد و نمونه، 

سکونس ژن  ،یمصرف منابع کربن و انرژ یالگو ،King’s B  ،LOPATطیمح یبروز رنگدانه فلورسنت رو مانند یپیفنوت یهایژگیو

 شدهشیآزما یهانینشان داد استر یو مولکول یپینوتف یهایشد. بررس یبررس recAو  rpoDدار خانه یهاو ژن 16S rDNAة کدکنند

 .P ییزایماریگزارش از ب نیاول نیا ،منتشرشده یهاداده یررساساس ببر هستند. Pseudomonas aeruginosa ةمربوط به گون

aeruginosa است. رانیخانواده آراسه در ا اهانیگ یرو 

 Pseudomonas aeruginosa فیلوژنتیک، ،LOPAT برگی،لکه راسه،آواژگان کلیدی: 
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 مقدمه

از  یکی جنس، 100گونه و  1544با بیش از  1هسخانواده آرا

. این خانواده شودمحسوب میاهی جهان های مهم گیگروه

رزش های طبیعی، ادر اکوسیستماکولوژیکی  علاوه بر نقش

ن ایهای گونهبسیاری از  .اقتصادی و زینتی بالایی دارد

 ایهمحیط فضای سبز و در عنوان گیاهان شاخصبه خانواده

 شده آنشناخته یهاگونه. از شوندمی نگهداریآپارتمانی 

برگ  ،(Spathiphyllum wallisii) لومیفیپاتاستوان به می

) Zamioculcas ومیلیزاموف ،(Monstera deliciosa) یریانج

)zamiifolia، آگلونما (Aglaonema treubii(پتوس ، 

)Epipremnum aureum(، لودندرونیف ( Philodendron

sp.) سینگونیوم ،(Syngonium podophyllum) ومیو آنتور 

)rianumAnthurium scherze( (1-1) اشاره کرد. 

 ةآراسه در کشورهای تولیدکنند ةاهمیت اقتصادی خانواد

عمده گل و گیاهان زینتی، ازجمله ایران، بیش از پیش آشکار 

شده است. براساس آمارنامه رسمی وزارت جهاد کشاورزی 

و گیاهان زینتی در کشور بالغ  (، سطح زیرکشت گل1041)

. (0) هکتار )ترکیبی از گلخانه و فضای باز( است 5۰44بر 

 0 از بیش کشورد ظرفیت سالانه ندهآمارهای تولید نشان می

میلیون گلدان گل زینتی است  104میلیارد شاخه گل بریده و 

ندگان آسیایی این که ایران را در جایگاه پنجم تولیدکن

های تهران، مرکزی، محصولات قرار داده است. استان

های دلیل شرایط اقلیمی مساعد، قطبمازندران و اصفهان به

آیند. این جایگاه شمار می اصلی تولید این محصولات به

 زااقتصادی برجسته، ضرورت مدیریت مؤثر عوامل خسارت

 .دکنازپیش نمایان میرا بیش در گیاهان زینتی

 های جنسزا، باکتریدر میان عوامل بیماری

Pseudomonas شناخته  اصلی هایتهدید یکی از عنوانبه

که  شده داردشناسایی گونه 104بیش از  جنس نی. اشوندمی

و  یسوختگ ،یبرگلکه همچون ییهایماریب قادر به ایجاد

در خانواده آراسه،  .(7) هستندمختلف  اهانیدر گ یدگیپوس

 Pseudomonas cichorii ، P. marginalis هایی نظیرگونه

برگی و عنوان عوامل ایجادکننده لکهبه P. aeruginosaو 

و گل  (.Dieffenbachia sp) باخیادیفن هایجنسبلایت در 

این  .(14-6) اندگزارش شده (.Zantedeschia sp) شیپوری

ا ههای نکروتیک روی برگصورت لکهبه ها معمولاًبیماری

دهند و در صورت ، فتوسنتز را کاهش میشوندمیظاهر 

 .(11) توانند کل گیاه را از بین ببرندی، مبودن شرایطفراهم

ت زا، اطلاعابا وجود شناسایی و گزارش برخی عوامل بیماری

وتیپی و های فنمربوط به تنوع، پراکنش جغرافیایی و ویژگی

در گیاهان  Pseudomonas زایهای بیماریژنتیکی گونه

ها زینتی خانواده آراسه در ایران محدود است. این کمبود داده

نه تدابیر قرنطیهای تشخیص سریع، اعمال مانع توسعه روش

ن، بنابرای ؛شودالمللی و اصلاح ارقام مقاوم میداخلی و بین

ی زا گامی ضرورشناسایی و بررسی دقیق این عوامل بیماری

در جهت حفاظت از صنعت گل و گیاهان زینتی کشور 

 .شودمحسوب می

 

 هامواد و روش

 هانمونه یآورجمع

-ارای علائم لکههای دنمونه ،1044-11۱۱ سالدر بازه زمانی 

ها و مراکز پرورش و فروش گیاهان از گلخانه برگی و بلایت

های همدان )ملایر، همدان(، مرکزی استانزینتی از 

)محلات(، خوزستان )دزفول، اهواز(، تهران )پاکدشت(، 

وری آگلستان )گرگان(، سمنان )شاهرود( و یزد )بهاباد( جمع

م فیلواسپاتی یهاشامل گونه شدهشدند. گیاهان بررسی

(wallisii Spathiphyllum( باباآدم ،)Alocasia 

sanderiana آنتوریوم ،))scherzerianum Anthurium( ،

Aglaonema ، آگلونما )( aureumEpipremnum(پتوس 

treubii( برگ انجیری ،)deliciosa Monstera سینگونیوم ،)

(podophyllum Syngonium)( دیفن باخیا ،Diffenbachia 

moenaa فیلودندرون ،)sp.) Philodendron( زاموفیلیا و 
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)zamiifolia Zamioculcas ) نمونه از  04 ،در نهایت ؛ودندب

 .شد آوریمناطق مختلف جمع

ای حاوی اطلاعات کامل شامل کد برای هر نمونه، برگه

ه آوری، گوننمونه، تاریخ و مختصات جغرافیایی محل جمع

 ودهآل هایبرگ. شد تهیه اهآلوده گی بخش و میزبان گیاه

 زمان تا و داده قرار کاغذی هایکیسه در مجزا صورتبه

 نگهداری گرادسانتیدرجه  0 دمای در آزمایشگاه، به انتقال

 .شدند

 

 یسازو خالص یجداساز

هان گیا های، برگزایهای بیمارمنظور جداسازی باکتریبه

 در شرایط شسته و سپس ،آلوده خانواده آراسه با آب جاری

بافت سالم مرز از متری سانتی 7قطعات استریل خشک شدند. 

وری در و ضدعفونی سطحی با غوطه جدا ،و آلوده

 .انجام شدثانیه(  14به مدت )درصد  1هیپوکلریت سدیم 

وسپانسیون . سشسته شدندبا آب مقطر استریل مرتبه سه  سپس

دت م آب مقطر استریل به درباکتریایی با قراردادن قطعات 

میکرولیتر  144تهیه شد. سپس  آنها کردندقیقه و ورتکس 04

پخش ، (NA) از سوسپانسیون روی محیط کشت آگار غذایی

ساعت انکوبه  0۰به مدت  گرادسانتیدرجه  0۰و در دمای 

 .شد

سازی و روی محیط خالص ،های با مورفولوژی متفاوتپرگنه

ی دارای هاشدند. جدایه کشت (King’s B agar) کینگ بی

 ،سعنوان کاندیدای سودومونافلورسانس زیر نور فرابنفش به

 .انتخاب و برای تأیید نهایی در مطالعات بعدی استفاده شدند

 

 Hypersensitive) تیحساس آزمون واکنش فوق

response) 
 شمعدانی ،های گیاهان مدلروی برگ HR آزمون

(Pelargonium zonale) و توتون (Nicotiana tabacum) 

. (10) انجام شد Klement et al (1964) روش مطابق

 00از کشت  CFU/mL  ۰14سوسپانسیون باکتریایی با غلظت

های تهیه و به فضای بین سلولی برگ، NA ساعته در محیط

د. ظهور نکروز شتزریق انسولین  یافته با سرنگکاملاً توسعه

عنوان پاسخ ساعت به 0۰-00س از موضعی در محل تزریق پ

 .مثبت در نظر گرفته شد

 

 ییزایماریب آزمون

الم های باکتریایی، گیاهان سزایی جدایهبیماری یابیبرای ارز

در شرایط یکنواخت رشد )بستر پیت: های میزبان از گونه

 00کشت )سوسپانسیون باکتریایی ( انتخاب شدند. 1:1پرلیت 

 آماده ( 14⁸CFU/mL≈لظت غ، LBساعته در محیط کشت 

رنگ با س افتهیکاملاً توسعه یهابرگ لیداخل مزوف قیتزر .شد

برای  .(11) شد انجامدر هر نقطه  تریکرولیم 144حجم  و نیانسول

شد تلقیح هر برگ دو ناحیه  برای هر گیاه سه برگ و

عنوان شاهد به روش به قطه(. آب مقطر استریلن 6مجموع در)

در اتاقک رشد با  روز 04مدت  ها به. گلدانمشابه تزریق شد

طول و گراد سانتی 1±07، دمای درصد ۰7رطوبت نسبی 

برای القای رطویت  .نگهداری شدندساعت  10 روشنایی

ساعت با کیسه  00-0۰اولیه، هر گیاه پس از تلقیح به مدت 

 ظهور و پیشرفت علائم روزانه ثبت و .شانده شداتیلن پوپلی

از مرز  ییهابرای تکمیل اصول کخ، نمونه .تصویربرداری شد

سالم برداشته و پس از ضدعفونی سطحی با -بافت آلوده

شو با آب مقطر ودقیقه( و شست یک)درصد  54اتانول 

های کشت داده شدند. جدایه NA استریل، روی محیط

های آزمون و کلنی ظر مورفولوژیشده از نبازجداسازی

یید أو همسانی آنها ت مقایسه ،های اولیهبیوشیمیایی با جدایه

 .شد

 

 های فنوتیپیبررسی ویژگی

های استاندارد روش براساس  Pseudomonasیهاگونه

ی هاویژگی .شدندبررسی  (1۰ -10) شناسیباکتری

 یرو رنگدانه فلورسنت دیتول ،یشکل کلنشامل  شدهارزیابی
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و رنگدانه زرد  (King’s B agar) یب نگیکشت ک طیمح

، آزمون حساسیت به هیدروکسید پتاسیم 0YDC طیمح یرو

، رشد ((O/F یهوازیو ب یهواز طیرشد در شرا، درصد 1

 هایآزمون ،S2Hگاز  دی، تولNaClمختلف  یهادر غلظت

از  دیاس دیتول ترات،یاستفاده از س، و کاتالاز دازیاکس

، رد لیآزمون مت تول،یو مان لوزیزاید نوز،یآراب تول،یسورب

 دیتولو  04و  ۰4 نییو تو نینشاسته، آسکول ن،یژلات زیدرولیه

-استرین یکیتیپکتول تیفعالبودند. همچنین  لوان از ساکارز

. (10) شد سنجش ینیزمبیس هایی ورقهروهای باکتریایی 

 . دنی برای مقایسه در نظر گرفته شدبرای هر آزمون، شاهدهای

 

 و تکثیر قطعات ژنی DNAاستخراج 

 روی محیطرشد ساعت  00های باکتریایی پس از جدایه

لیتر آب مقطر استریل سوسپانسیون میلی یک، در NAکشت 

 (1۱) شدهز قلیایی اصلاحبا روش لی DNA شدند. استخراج

اضافه و درصد،  14میکرولیتر پتاس  04. به هر نمونه شدانجام 

حرارت  گرادسانتیدرجه  144ی دقیقه در دما 14مدت  به

روی یخ، با  سریع شدنپس از سردها نمونهداده شد. 

-دقیقه رسوب 14مدت  دور بر دقیقه به 11444سانتریفیوژ در 

منتقل  ،های جدیدبه لوله DNA حاوی مایع روییدهی شدند. 

د. کیفیت و شنگهداری  گرادسانتیدرجه  -04و در دمای 

های موج گیری جذب نوری در طولبا اندازه DNA کمیت

های نهنمو تعیین شد ونانومتر )دستگاه نانودراپ(  0۰4و  064

مراحل بعدی  یبرا 0تا  OD260/OD280  ۰/1با نسبت

 .تخاب شدندان

 

با  recA و 16S rDNA ،rpoDتکثیر قطعات ژنومی 

 ای پلیمرازواکنش زنجیره

با استفاده از آغازگرهای  recA و16S rDNA،  rpoDهای ژن

 07در حجم نهایی  و مخلوط واکنش( 1جدول اختصاصی )

 تریکرولیم 7/10میکرولیتر تکثیر شدند. ترکیب واکنش شامل 

 یک (،، دانمارك1آمپلیکون)شرکت  x0 مسترمیکس

 میکرولیتر یکپیکومول(،  14میکرولیتر از هر آغازگر )

DNA  آب بدون نوکلئاز بود. برنامه  تریکرولیم 7/۱الگو و

 Techne TC_512) انگلیس، مدل) کلریترموساحرارتی در 

 ۱7 دمای در هیاولسازی واسرشت :شرح زیر تنظیم شد به

چرخه شامل  17سپس  قه،یدق 7به مدت  رادگسانتیدرجه 

 14به مدت  گرادسانتیدرجه  ۱7دمای در  سازیواسرشت

و  16S rDNA ،recAهای برای ژن اتصال آغازگرها ه،یثان

rpoD به گرادسانتیدرجه  76و  7۰، 64دمای در  ترتیببه 

به  گرادسانتیدرجه  50 دمای و گسترش در هیثان 14مدت 

 رد ییمرحله گسترش نها کی ت،یرنهاد ؛قهیدق یکمدت 

انجام شد. قهیدق 14به مدت  گرادسانتیدرجه  50 دمای

 

 در این پژوهش شدهتوالی آغازگرهای استفاده -1جدول 

Table 1- PCR primer sequences used in this study 
 نام آغازگر (bp) طول Tm (oC) (5/- 3/توالی آغازگر )

GTCCGGAAAGAAATCGCTT 7۰C 1۱ 27F-16S rDNA 

GCGGGACTTAACCCAACATC 7۰C 04 
1492 R- 16S rDNA 

(04)  

TTCGGCAAGGGMTCGRTSATG 7۱C 01 recA 41F 

ACATSACRCCGATCTTCATGC 64C 01 
recA640R 

(01)  

AAGGCGARATCGAAATCGCCAAGCG 61C 07 rpoD-Rpsc 

GGAACWKGCGCAGGAAGTCGGCACG 61C 07 
rpoD-Fpc 

(00)  
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 یابیو توالی PCRالکتروفورز محصولات 

ژل آگارز  یهادر چاهک تریکرولیسه م ،PCR از هر محصول

شد و  بارگذاری (TAEشده با بافر هیتهدرصد ) یک

ا ب. ژل گرفت انجام دقیقه 64به مدت ولت  ۰4 الکتروفورز در

دت به م (تریلیلیبر م کروگرمیم 7/4) دیبروما ومیدیمحلول ات

 ومنتیبا دستگاه ژل داکو  آمیزیگرن ،دقیقه 17

با اندازه و شدت  PCRمحصولات  .(01) دش تصویربرداری

 ریونیبه شرکت با 0سنگربه روش  یتوال نییتع برای باند مناسب

 .شد( ارسال ی)کره جنوب

 

 کیلوژنتیف رسم درخت

  BioEdit 7.0افزار با استفاده از نرم یافتیخام در یهایتوال

 هایتوالشباهت  میزان سهیشدند. مقا و اصلاح شیرایو (00)

 طریق ابزار از پایگاه دادهدر  موجود مرجع یهاهیبا سو

BLASTn زاگیری با بهرهها ردیفی توالیهم. گرفت انجام 

ی کیلوژنتیف هایتحلیل. تصورت پذیرف ClustalW تمیالگور

 یصورت ترکیبو به 16s rDNAصورت جداگانه برای ژن به

 5نسخه  MEGAافزار نرم در recAو  rpoDهای ژنبرای 

 هایاز توالی تیکفیلوژن هایرسم درختبرای انجام شد. 

مدل  نیهترب .شداستفاده  هایمتعلق به ژنوم کامل باکتر معتبر

 هادرخت و نتخاب شدا (BIC) نیزیاطلاعات بِ اریبراساس مع

با  زمون بوت استرپآبا اجرای  Neighber-joiningروش به 

 .ندشد ساختهها برای برآورد پایداری شاخهتکرار  1444

  7Pectobacteriumگروه خارجی عنوانبه

brasiliense_Strain_TS20SJ1  از خانواده

Pectobacteriaceae  کیتلوژنیکردن درختان فدارشهیربرای 

رخت رسم د با استفاده از هاگونه ییدأتپس از  .شداستفاده 

ثبت  NCBIدر پایگاه داده  های نهاییتوالیفیلوژنتیک، 

 شدند.

 

 نتایج 

 یبیمارعامل  یهایباکتر ییو شناسا یجداساز

سویه باکتریایی از گیاهان خانواده آراسه  04 ،در این مطالعه

-معج ق مختلف ایراناز مناط ،برگی و بلایتعلائم لکه با

های براساس آزمون. (1شکل )جداسازی شدند  آوری و

گ تولید رنگدانه فلورسنت در محیط کین، بیوشیمیایی اولیه

 هایفعالیت اکسیداز و کاتالاز و ویژگی ،(King’s B) بی

تعلق   Pseudomonasها به جنستمامی سویه مورفولوژیک،

آگلونما  گیاه از سویه ۱ها شامل ویهاین س داشتند.

)treubii Agloanema(، 0 دیفن باخیا از  سویه

(Diffenbachia amoena)، 7  سویه از پتوسEpipremnum 

)aureum)، سینگونیوم از  سویه یک( Syngonium

podophyllum) ( و یک سویه از برگ انجیری. M

deliciosaبودند ). 

 

   

 های عامل بیماریبرگی برای جداسازی و شناسایی باکتریشده با علائم لکهآوریهای جمع: نمونه1شکل 
Figure 1. Collected leaf spot samples to isolate and identify the causal bacterial pathogen 
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 زایینتایج آزمون بیماری

 روی گیاهان میزبان کخ زایی مطابق با اصولآزمون بیماری

 ،(پتوس) Epipremnum aureum هایسالم از گونه

Aglaonema treubii  آگلونما( و( Syngonium 

podophyllum   سینگونیوم( انجام شد. سوسپانسیون(

تزریق  به روش 14⁸CFU/mLغلظت با  باکتریایی هر سویه

های جوان تلقیح شد. گیاهان شاهد با آب به برگ درون بافتی

 07±1ی )دما شدهلاستریل تلقیح شدند و تحت شرایط کنتر

 .نگهداری شدندساعته(  10و دوره نوری  گرادسانتیدرجه 

–0های آبسوخته کوچک )قطر لکه ،ساعت پس از تلقیح 50

اهده ها مشدار در سطح زیرین برگمتر( با حاشیه زاویهمیلی 1

 طورها بهلکه ،روز پس از تلقیح( 14مرحله پیشرفت ). در شد

متر( و به رنگ میلی 7–14ر گسترش یافتند )قط چشمگیری

 17مرحله نهایی )در  .تغییر یافتندای تیره با هاله زردرنگ قهوه

 کلشها به هم پیوستند )های شدید، لکهدر آلودگی بعد(روز 

شدگی و ریزش ها، خشکو موجب نکروز کامل برگ( 0

 ای از آلودگیهیچ نشانه با این حال،؛ آنها شدند

مانند پژمردگی آوندی یا تغییر رنگ ساقه در  سیستمیک

 .گیاهان آلوده مشاهده نشد

 

 

 
 پتوس: c ومینگونی: سb: آگلونما a زبانیم اهانیگ یرو ییزایماریب آزمون -0 شکل

 (c)eubii Aglaonema tr (b),Syngonium podophyllum  (a),Epipremnum aureum  Figure 2. Pathogenicity test on 

 

ی های باکتریایهای فنوتیپی استرینویژگی 

 شدهآزمایش
 King’sکشت  طیمح روی شدهسویه بررسی 04در مجموع 

B ی دیموکوئظاهر  دارای تولید رنگ فلورسنت کردند و

هوازی اختیاری )دارای بی و ها گرم منفی. این سویهبودند

، لوان زکاتالا ،اکسیداز بودند. فعالیت تنفس نیتراتی(

یی تواناهیدرولاز در آنها مثبت بود. هیدرولاز و آژنین دیدی

 (YDC)دار تولید رنگدانه زرد روی محیط کشت آگار گچ

یکی فعالیت پکتولیت هابود. همچنین، این سویه در آنها منفی

 آنها. رشد کردند درصد 7و  1نداشتند و روی نمک خوراکی 

فید ون متیل رد و تولید سولاما آزم ؛استفاده کردند تراتیاز س

 قادر بهها سویهاین  در آنها منفی بود. از پپتون هیدروژن

زایلوز نیتول، آرابینوز و دیما سوربیتول،دیکردن متابولیزه

و  04توانایی هیدرولیز ژلاتین، تویین  علاوه بر این، .بودند

اما نشاسته و اسکولین را هیدرولیز  ؛را داشتند ۰4تویین 

 نکردند.

 

 

b a c 
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 های مولکولیبررسی
، 16s rDNA هایهای ژنی در این پژوهش )ژنمقایسه توالی

recA  وrpoDه ازاستفادبا ، های معتبر در بانک ژن( با جدایه 

ها بیش از جدایه نشان داد تمامی BLASTn افزار آنلایننرم

 .Pشده های ثبتشباهت نوکلئوتیدی با گونه درصد ۱5

aeruginosa ( 0جدول دارند .)یهاهیسوPE1  ،PE2  وPE3 

( و برای رسم درخت 1جدول در بانک ژن ثبت شدند )

 .دندشهای مرجع از مقالات معتبر مقایسه فیلوژنتیکی با توالی

و  Neighbor-Joiningتحلیل فیلوژنتیکی با استفاده از روش 

 16S rDNAتکرار، برای ژن  1444با درجه اعتبارسنجی 

انجام  recAو  rpoDهای ( و همچنین ترکیبی از ژن1شکل )

درصد  ۱۱نتایج نشان دادند هر سه سویه با  (.0شکل )شد 

این قرار گرفتند.  P. aeruginosaشباهت درون خوشه با 

 .P مطالعه متعلق به گونههای د جدایهنکننتایج تأیید می

aeruginosa هستند.  

 

 NCBI داده گاهیپا در معتبر یهایتوالبا  شدهمطالعه یهاژن تشابه درصد -0 جدول
Table 2- Percentage of similarity of the studied genes with reference sequences in the NCBI database 

 هیجدا )%( 16s rDNA کد دسترسی rpoD (%) کد دسترسی recA ( %) کد دسترسی

CP111032.1 %۱۱  CP093032.1 %۱۰  MF480357.1 %۱5  PE1 

CP025055.2 %۱۱  LT600948.1 %۱۰  EF510845.1 %۱5  PE2 

CP107042.1 %۱۱  CP142601.1 %۱۱  OP763181.1 %۱5  PE3 

 

 

 

 هاو میزبان استرین NCBIشده در ثبتهای های دسترسی ژنشماره -1جدول 
Table 3- Gene Accession Numbers in the NCBI and Host Strain Information 

 IDاسترین  گونه 16s rDNA میزبان

Epipremnum aureum 
Aglaonema treubii 

Syngonium podophyllum 

PV208048 

PV200776 

PV200859 

Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa 

P. aeruginosa 

PE1 
PE2 
PE3 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP111032.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4Y1F8888013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP093032.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4Y1VWAVU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF480357.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4XN1FW81013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP025055.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4Y1NVYCX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT600948.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4Y1VWAVU013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF510845.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=4Y0RNTGB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP107042.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=4Y1NVYCX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP142601.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4Y24ZD6K013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV208048
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PV200859
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دهنده ، مقیاس نشان16S rDNA( برای ژن neighbor-joiningروش همسایگی )با استفاده از  PE3و  PE1 ، PE2های درخت فیلوژنتیکی استرین -1شکل 

 دهدیمنشان  ینمودار درخت نیادهد. تکرار را نشان می 1444های مختلف است. اعداد بالای هر شاخه درجه اعتبارسنجی از تغییر در توالی بین استرین 41/4

 .دارند هم با یکینزد ارتباط PE3 و PE1، PE2 یهاهیسو
Figure 3- The phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining method based on 16S rDNA gene sequences. The 

scale bar represents 0.01 nucleotide substitutions per site. Bootstrap values, calculated from 1000 replicates, are shown above 

each branch. The tree indicates that strains PE1, PE2, and PE3 are closely related. 

 
 Kimura 2-parameter روابط تکاملی، از مدل تحلیلبرای 

استفاده شد.  (K2+G+I) همراه با توزیع گامای گسسته

انتخاب نشانگرهای ژنتیکی مناسب در مطالعات فیلوژنی 

ها از اهمیت کلیدی برخوردار است. براساس سودوموناس

کدکننده  rpoD) دارهای خانه، ژنمطالعات فیلوژنتیکی

درگیر در ترمیم   recAو پلیمراز RNA یگمایزیرواحد س

 دلیل نرخ تکاملی نسبتاً ثابت، سطح پایینبه (DNA نوترکیبی

ن عنوا، بهشدگی بالای توالیانتقال ژن افقی و حفاظت

جنس  های اینتمایز گونه نشانگرهای مولکولی کلیدی برای

ا قابلیت تفکیک دقیق تا سطح ه. این ژن(07) شوندشناخته می

 .(06اند )گونه را فراهم کرده
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 41/4دهنده ، مقیاس نشانrecAو  rpoD برای دو ژن neighbor-joiningبا استفاده از روش  PE3و  PE2 PE1های درخت فیلوژنتیکی استرین -0شکل 

 دهد. تکرار را نشان می 1444است. اعداد بالای هر شاخه درجه اعتبار سنجی از های مختلف تغییر در توالی بین استرین
Figure 4- A neighbor-joining phylogenetic tree based on the rpoD and recA genes, showing the relationships among strains 

PE1, PE2, and PE3. The scale bar represents 0.5% sequence divergence. Bootstrap values (1000 replicates) are shown above 

each branch. 
 

 گیریبحث و نتیجه

 های جنسبرگی ناشی از باکتریهای لکهبیماری

Pseudomonas عنوان یک چالش جدی در کشت گیاهان به

 .P ار نقشبشوند. این مطالعه برای نخستینزینتی شناخته می

aeruginosa زای گیاهان خانواده وان عامل بیماریعنرا به

 .P یهاکند. پیش از این، گونهآراسه در ایران گزارش می

aeruginosa، P. cichorii و P. marginalis عنوان عوامل به

؛ ۰) معرفی شده بودند در دنیا برگی در این خانوادهاصلی لکه

در این  P. aeruginosa با این حال، شناسایی .(0۰؛ 05

پژوهش، گستره میزبانی این باکتری را به گیاهان زینتی آراسه 

های مدیریتی را دهد و نیاز به بازنگری در برنامهگسترش می

 کند.آشکار می

با ، شدههای مطالعهجدایه تیپی و بیوشیمیاییهای فنوویژگی

( MTCC 647) سویه مرجع P. aeruginosa مشخصات

دهد. با این حال، برخی توجهی نشان می درخورهمسویی 

سوربیتول، -D تولید اسید از های بیوشیمیایی نظیرتست
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 .P های معمولکه در سویه زایلوزمانیتول، آرابینوز و دی

aeruginosa  های بررسی لزوم انجام ،نداشدهنگزارش

6 آنالیز ویابی توالی نظیر تکمیلی ژنومی
MLST  را برای تعیین

 .دهدمی نشانها دقیق جایگاه تاکسونومیکی این جدایه

 16S هایمبتنی بر ژن MLSA استفاده از روش ،در این مطالعه

rDNA، rpoD وrecA های ، امکان تفکیک دقیق گونه

را فراهم کرد. این  Pseudomonas نزدیک به هم در جنس

 های پیشین همسو است که تأکید دارند تکیهیافته با پژوهش

ها دلیل شباهت بالای توالیبه 16S rDNA صرف بر ژن

های گونه برخیدر ( درصد 1)تفاوت نوکلئوتیدی کمتر از 

در  ؛(0۱) منجر شودتواند به خطا در شناسایی ، میاین جنس

دلیل نرخ جهش بالاتر، به recA و rpoD هایمقابل، ژن

ای گونه ابزارهای مولکولی کارآمدی برای تمایز درون

ی با های فنوتیپاین نتایج، اهمیت تلفیق داده. (10 -14) هستند

های بیمارگرهای چندژنی را در شناسایی دقیق تحلیل

 .دکنباکتریایی برجسته می

 .P ، ازجملهPseudomonas های جنسبرخی سویه

aeruginosa  توجهی  درخوردارای دوگانگی عملکردی

 رگربیماعنوان که در شرایط مختلف هم بهطوریستند؛ بهه

 ؛نداگزارش شدهعنوان عامل کنترل زیستی گیاهی و هم به

طور همزمان به P. aeruginosa PNA1 برای مثال، سویه

 Pythium myriotylum توانایی مهار پوسیدگی ریشه ناشی از

. (11) و ایجاد بیماری در گیاهان حساس را نشان داده است

های این تناقض ممکن است ناشی از تفاوت در بیان ژن

ا و ههای ثانویه )مانند فنازینیا تولید متابولیت پرآزاری

ها( تحت شرایط محیطی متفاوت باشد. بیوسورفکتانت

 P. aeruginosa هایکنند سویهمطالعات اخیر نیز تأیید می

های قادرند از طریق مکانیسم( EU081518 مانند جدایه)

 نیمختلفی نظیر انحلال فسفات، تولید سیدروفور، سنتز اکس

 )5(IAAدروژنیه دیانیو انتشار س )۰(HCN همزمان هم رشد ،

یت های قارچی فعالبیمارگرگیاه را بهبود بخشند و هم علیه 

ها در حال، همین سویه با این ؛(10) آنتاگونیستی داشته باشند

عنوان عامل های حساس یا تحت شرایط استرس، بهمیزبان

این دوگانگی نقش، . (17) دکننزای مهاجم عمل میبیماری

های جدی در مدیریت اکولوژیک این باکتری ایجاد چالش

-علاوه بر گزارش P. aeruginosa نمونه، برای ؛کرده است

 عنوان عامل پوسیدگی در محصولاتی مانند پیازشین بههای پی

 Praecitrullus) ندایت وهیم یدگیپوس ،(15) و جینسنگ( 16)

fistulosus) (1۰)طوقه یدگیو پوس( 1۱) توتون یبرگ، لکه 

از خانواده  (Zantedeschia elliottiana)شیپوری  در گل

 اولینگزارش شده است. همچنین این مطالعه ( 5) آراسه

در آراسه خانواده  گیاهاندر  بیمارگر شواهد از حضور این

 .P های نزدیک مانند. در مقابل، گونهرودایران به شمار می

cichorii  آراسه  برگیلکه زایعنوان عامل بیماریبهنیز

-این اختلاف ممکن است نشان .(14) شوندشناخته می

 ناشی از تشابه ژنتیکی بالا در خطاهای تاکسونومیک دهنده

های یا تنوع در مجموعه ژن (16S rDNA های سنتی )مانندژن

دهنده مکن است نشانها ماین ناهمگونی باشد. پرآزاری

-یا ژنووارهای نوظهور در جمعیت ایتنوع زیرگونه وجود

 پیشین این در مطالعات از باشد که پیش P. aeruginosa های

برای حل این ابهام، استفاده  .است شدهتوجه  به آنکمتر 

و  ۱لامیابی ژنوم کنظیر توالی های مولکولی پیشرفتهروش از

چنین  .(04) ضروری است زاریپرآهای مرتبط با تحلیل ژن

ه کند، بلکها را مشخص میتنها مرز بین گونهرویکردی نه

 تهم بیمارگر و هم آنتاگونیس ی کههایامکان شناسایی سویه

 .آوردرا فراهم می هستند در شرایط خاص

طوبت ر و آبیاری بارانی مکرر شرایط محیطی نامساعد نظیر

ازحد کودهای نیتروژنی، مصرف بیش ، همراه بانسبی بالا

موجب ایجاد استرس فیزیولوژیک در گیاهان  علاوه بر اینکه

شود، با تضعیف سدهای دفاعی گیاهی )مانند کاهش تولید می

های ارگربیمها(، زمینه را برای نفوذ و تکثیر فیتوالکسین

دهند مطالعات نشان می. (01) کندباکتریایی فراهم می

ویژه نیتروژن اضافی با اختلال در توازن هورمونی گیاه )به
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افزایش اتیلن و کاهش جاسمونات(، مقاومت سیستمیک 

ویژه در برابر را سرکوب و گیاهان را به (SAR)اکتسابی

پذیر آسیب Pseudomonas منفی مانند های گرمبیمارگر

-وضوح در بروز لکهدیده بهدر خانواده آراسه، این پ .کندمی

 .(00) شودهای نکروتیک با حاشیه زردرنگ مشاهده می

برگی های باکتریایی مانند لکهبا توجه به تأثیر مخرب بیماری

بر کیفیت ظاهری و   .Pseudomonas sppناشی از

 ده آراسه )نظیر پوسیدگیبازارپسندی گیاهان زینتی خانوا

های مدیریت روش (، ادغامگیاهان ها و کاهش عمربرگ

های کشاورزی ضروری در برنامه (IDM) تلفیقی بیماری

تحلیل توالی  کارگیریدر این میان، به .است

عنوان یک ابزار مولکولی پیشرفته، به  (MLSA)چندجایگاه

. داردها بیمارگر تشخیصنقش کلیدی در بهبود دقت 

با استفاده همزمان از  MLSAدهند نشان می نیشیپ مطالعات

بندی ، خطای طبقهgyrB و rpoD، recA های تکاملی مانندژن

 در جنس 16S rDNA ناشی از تشابه بالای توالی

Pseudomonas  این  .(11) دهدکاهش میدرصد  ۰7را تا

هم  های نزدیک بهک سویهتفکی علاوه بر اینکهدقت بالا 

د، امکان کنرا ممکن می (P. putida و P. aeruginosa )مانند

مند های کنترل هدفردیابی منشأ آلودگی و طراحی استراتژی

ای ههای اختصاصی یا سویهبیوتیک)مانند استفاده از آنتی

به ارزش با توجه . (0۰) کندآنتاگونیست( را فراهم می

اقتصادی بالای گیاهان زینتی آراسه در بازارهای صادراتی، 

-از خسارات مالی جلوگیری میهم هایی اتخاذ چنین روش

 هایلدستوالعمپایه علمی مستحکمی برای توسعه  هم و کند

 .(01) آوردای و استانداردهای بهداشتی فراهم میقرنطینه
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