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زمینی داراي علایم سیبجدا شده از  Pectobacterium  هاياسترین rep-PCRالگوي 
  استان همدانساق سیاه در  هاي پوسیدگی نرم وبیماري

  
  4و ابوالقاسم قاسمی 3عزیز باقري ،*2،  غلام خداکرمیان1فاطمه کاظمی

  
  چکیده

در  .زمینی هستندویژه سیبي گیاهی بهزاامل بیماريترین عواز مهم Pectobacteriumجنس  باکتريوابسته به  هاياسترین
ناطق مختلف کشت سیب زمینی در از م .آورندهاي فراوانی را به بار میزیانهاي مختلف این باکتري گونهاستان همدان همه ساله 

مشابه  باکتریایی هايناستریساق سیاه گردآوري و  هاي پوسیدگی نرم وهاي مشکوك و داراي علایم بیمارياستان همدان نمونه
Pectobacterium  کشترو ي محیط EMB هاي باکتري روي سیباسترینزایی پس از اثبات بیماري .جدا و خالص سازي شدند -

ي باکتریایی مورد بررسی بر هااسترین .انتخاب شدند منظور شناسایی،هاي فنوتیپی بهبراي بررسی ویژگیاسترین  27تعداد ، زمینی
عامل بیماري  هاياسترین بیشتر هاي فنوتیپیبر مبناي ویژگی. دیگر متمایز بودنداز هم زایی و فنوتیپیهاي بیمارياساس ویژگی

نگاري  انگشت .شناسایی شدند Pectobacterium atrosepticumتعدادي نیز و Pectobacterium carotovorum عنوانزمینی بهسیب
هاي به دست آمده با استفاده از داده. انجام شد  Boxو  ERICآغازگر دوبا استفاده از  rep-PCRروش شده بهانتخاب هاي استرین نومیژ
  هاي مورد آزمایشسترینکه ا نشان دادحاصل نتایج  .آنالیز شد UPGMAاي و روش تجزیه خوشه  NTSYS V 2.2 افزارنرم

 P. carotovorum و تعدادي نیزP. atrosepticum  بررسی الگوي .هستند  rep-PCRهاي روشی سریع براي تشخیص و ردیابی استرین
Pectobacterium استزمینی بیماریزاي سیب.  

 
  Pectobacterium carotovorum ،Pectobacterium atrosepticum, ERIC ،Box :هاي کلیديواژه

  

                                                 
 

  دانشجوي سابق کارشناسی ارشد بیماري شناسی گیاهی دانشگاه آزاد دامغان.  1
  همدان ،دانشگاه بوعلی سینادانشکده کشاورزي، دانشیار گروه گیاه پزشکی، .  2
  کز تحقیقات جهاد کشاورزي استان همدانمر.  3
  هاي گیاهی وزارت جهاد کشاورزيهاي گیاهی موسسه بررسی آفات و بیماريبخش بیماري.  4
    نویسنده مسوول*: 
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  مقدمه
زمینی سیبزاي ترین عوامل بیمارياز مهم یکی

این  .هستند  Pectobacterium هاي وابسته به جنسباکتري
 بوده کههاي گیاهی ترین پاتوژنها جزء مهماز باکتري گروه

کمیت و کیفیت محصولات پایین آوردن اي در نقش عمده
یکی از  .هستند کشاورزي داشته و داراي گسترش جهانی

ها، تولید مقدار زیادي از این گروه از باکتري هاي مهمویژگی
 ه قدرت لهانیدن و تخریب فراوانک استهاي پکتولیتیک آنزیم
هاي وابسته به استرینعلاوه به. ددار آب را هاي نرم و پربافت

و  نی گسترده بودهاداراي دامنه میزب  Pectobacteriumجنس 
دار و گوشتی، میزبان یک یا تعداد بیشتري از اکثر گیاهان آب

ه بیماري ساق سیا .هستندهاي این جنس گونهها و یا زیرگونه
که  یدر فصول مرطوب و در مزارع P. atrosepticumناشی از 

 .یک بیماري جدي است ،شوندمیآبیاري  صورت غرقابیبه
زمینی سیب و پژمردگی نرم پوسیدگی ،هاي ساق سیاهبیماري
  ها وتوسط گونه عموماً
  و  P. carotovorum ،P. atrosepticumهاي گونهزیر

P. chrysanthemi د که انتشار وسیعی در دنیا شونایجاد می
از جنس  Carotovoraهاي گروه  باکتري .دارند

Pectobacterium   لهیدگی در بافت بیماري عمدتاً باعث ایجاد
علائم اولیه در گیاهان در  کهشوند پارانشیمی گیاه میزبان می

هاي علائم این بیماري روي غده .است حال رشد متفاوت
  غدهنرم و پوسیدگی زمینی به صورت لهیدگی سیب

 (Tuber soft rot)صورت ساق سیاهو در ساقه به )Black leg( 
دلیل در استان همدان به .Hooker 1981)( هوکر کندبروز می

چنین عدم زمینی، وجود مایه تلقیح و همکشت وسیع سیب
هاي هاي بذري سالم و گواهی شده، بیماريکشت غده

ته و در بسیاري از موارد ساق سیاه شیوع یافو پوسیدگی نرم 
هاي فراوانی به این محصول وارد نموده و کشت این خسارت

که دلیل اینچنین بههم. کنندشدت تهدید میمحصول را به
شود و زمینی در این استان در سطح وسیع کشت میسیب

مین نیاز غذایی کشور دارد، لذا أاي در تعمده سهم نسبتاً
در کاهش  زیاديثیر أصول تکاهش کمیت و کیفیت این مح

چنین افزایش قیمت آن در بازار خواهد درآمد کشاورزان و هم
 داشت

)Bagheri & Taghavi 1993.( جنس وابسته به هاي  استرین
Pectobacterium  ساق و هاي پوسیدگی نرم بیماريکه سبب

 دو اي شکل با گرم منفی، میله هاییشوند باکتريمی سیاه
ها  سلول. میکرومتر هستند 5/0-1×1-3بعاد انتهاي گرد به ا

هاي کوتاه  صورت زنجیرهصورت تک یا جفت و گاهی بهاغلب به

هاي متحرك و محیطی،  اغلب داراي تاژك. شوند دیده می
 .هوازي اختیاري هستند منفی و بی کاتالاز مثبت، اکسیداز

درصد  5/50 - 1/56ي اعضاء این جنس  DNAدر  C+Gمیزان 
  و همکاران دشا، است

(Schaad et al. 2001).  
-امکان استفاده از آغاز   rep-PCRنومیژنگاري  انگشت

و حضور در ژنوم   DNAتوالی تکرار شونده  ردیابی براي هاگر
گرم مثبت را هاي از باکتريهاي گرم منفی و تعدادي باکتري

 وینستوكو  لوپسکی ،کندفراهم می
(Lupsiki & Weinstock 1993). هاي میان تعدد تکنیک در

-عناصر متقارن خارجبررسی ، روش پنوتیژموجود براي تعیین 
 )rep-PCR(از  اي پلیمرنی تکراري مبتنی بر واکنش زنجیرهژ

عنوان یک بالا را فراهم کرده است و به با دقت بنديامکان رده
 ،کنندمی نتیکی عملژتنوع ارزیابی ساز سریع براي آشکار
سه خانواده از تعداد  ).(Louws et al. 2003 و همکاران لوئیس

 )1993( لوپسکی و وینستوك توالی تکراري که توسط
خارج ژنی ) Palinderomic(. توالی متقارن ،شده است شناسایی
توالی  جفت نوکلئوتید، 40تا  35طول به (REP) تکراري

به طول  (ERIC) عمومی بین ژنی تکراري درون باکتریایی
جفت 154به طول   Boxعناصر نوکلئوتید و جفت 127تا  124

ها در یک رسد که این توالیبه نظر می. هستند نوکلئوتید
. اندهاي خاص قرار گرفتهاي از ژنفاصله در ویژهموقعیت 

ل آگارز از هم ژ درز فوربا استفاده از الکترو PCRمحصولات 
ه براي گونه و یا استرین یژیک الگوي باندي و شوند وجدا می

 .Mohammed & et al و همکاران محمد ،آیددست میه ب

روش بر پایه  Hyman et al. 2000)(و همکاران  هیمن ).(2009
PCR را براي ردیابی و تشخیص Erwinia carotovora subsp. 

atroseptica و همکاران ترتا  .استبالا دانسته  داراي توانایی 

)(Terta et al. 2010  با استفاده از روشPCR هاي استرین
سیب زمینی در هاي عامل پوسیدگی نرم مختلف باکتري

که با توجه به این. را از همدیگر تفکیک نمودندمراکش 
زاي در مزرعه و هاي بیماريتشخیص و ردیابی سریع باکتري

هاي بذري بسیار اهمیت دارد واز طرف دیگر چنین در تودههم
گیر و ی وقتهاي فنوتیپهاي مبتنی بر تعیین ویژگیروش

تواند براي می rep-PCRپرهزینه است، روش بررسی الگوي 
در این راستا  .تشخیص و ردیابی سریع مورد استفاده قرار گیرد

هاي فنوتیپی مورد این روش در مقایسه با روش تعیین ویژگی
هاي بررسی قرار گرفت تا در تشخیص و ردیابی سریع باکتري

زمینی در استان همدان یبعامل پوسیدگی نرم و ساق سیاه س
   .استفاده شود

  
www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

90 تابستان/ یکماره ش/ دهمجلد / آوري زیستی در کشاورزيفن   

49  

  هامواد و روش
   هاي باکتریاییاسترین جداسازي و بردارينمونه

هاي به عمل ی بازدیدط1388تا  1378 هايدر سال
 همداناستان زمینی مختلف سیب و انبارهاي از مزارعآمده 

 ،تپه، کرفسباد، گنجآباد، حسامدینار، ینجهلال، بهارشامل 
هاي آلوده در صورت تصادفی از غدهبه ، اسدآبادآهنگودرکب

هاي پوسیدگی نرم و ساق بیماريهاي داراي علائم انبار و بوته
طور تصادفی بهدر مزرعه  و مشکوك به آلودگی سیاه باکتریایی

عامل هاي باکتریایی استرینجهت جداسازي  .نمونه برداري شد
پس خشک وسولی شسته هاي آلوده با آب معم ، اندامبیماري
قطعات کوچکی از مرز بین بافت سالم و آلوده  هانمونهاز . شدند

-هیپوکلریت %1در محلول حاوي و جدا  سترونبه کمک تیغ 
سپس این قطعات دو بار . ثانیه قرار داده شد 30مدت سدیم به

 هاي حاوي آب مقطر داخل لولهبا آب مقطر شسته شدند و در 
دقیقه نگهداري در دماي  30- 20 بعد ازخرد گردیده و  سترون
قطره توسط لوپ پلاتینی برداشته و روي محیط یک تا دو اتاق، 

  .ندمخطط گردید) EMB( بلو کشت ائوزین متیلن
هایی با  کلونی Cº 28روز نگهداري در دماي دوپس از 

 دو تا سهجهت خالص سازي، . رنگ سبز متالیک ظاهر شدند
پتري جدا و مجدداً روي تک تشکلونی سبز متالیک از هر 

تشتک سپس از هر . صورت خطی کشت شدبه EMBمحیط 
عنوان یک استرین پتري یک تک کلون انتخاب گردیده و به

 هايهاي فنوتیپی و بیوشیمیایی روي محیطجهت انجام آزمون
صورت به (NA)آگار غذایی و (SPA)آگار پپتون سوکروز کشت

   .شدندنگهداري  ايخطی یا نقطه
  

  هاي باکتريهاي فنوتیپی استرینبررسی ویژگی
هاي وابسته به گونهبراي شناسایی فنوتیپی ی های آزمون

حلالیت در پتاس  ،آزمون گرمشامل  Pectobacteriumجنس 
لهانیدن ، کاتالاز، اکسیداز، هوازي رشد هوازي و بی ،درصد سه
و  39 يرشد در دما، لسیتیناز، فسفاتاز، زمینی هاي سیب ورقه
، از سیستئین سولفید هیدروژن تولید ،گرادسانتی درجه 40

آرژنین   ،80توئین  و اسکولیناسکولیننشاسته، هیدرولیز احیاء نیترات، 
هاي روش هب فوق حساسیت در شمعدانی و هیدرولازيد

  .)2001( و همکارانشاد  بود استاندارد باکتري شناسی
 

 مراز پلی اي واکنش زنجیره
ساعت  24ها به مدت باکتري ،DNAاستخراج براي 
- پس از رشد باکتري. کشت داده شدند آگار غذاییروي محیط 

از هر باکتري در آب  107سوسپانسیونی با غلظت حدود  ها
-براي آزاد (alkaline lysis) قلیایی لیزاز روش  .تهیه گردید

لیتر از میکرو 10ین منظورا هب .استفاده شدDNA سازي 
لیتر هیدروکسید میکرو 100ي با سوسپانسیون هر باکتر

 95 دقیقه در 15 مدتمولار مخلوط و به 05/0پتاسیم 
 سپس سوسپانسیون .حرارت داده شدگراد درجه سانتی

سانتریفیوژ شد و محلول  rpm 14000 دقیقه در دومدت به
 در هاي تمیز منتقل و جهت استفادهرویی به تیوب
  نگهداري گردید -20در دماي PCRهاي انجام واکنش

-استرین تنوع .)(Rademaker et al. 1997 و همکارانرادماکر 
  BOXو   ERICهايبا آغازگرباکتریایی جدا شده  هاي

 ).(Versalovic et al.1997 و همکارانورسالویک  بررسی شد
  ERIC 1Rever شامل ERICتوالی پرایمرهاي 

5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC- 3 وERIC 
2Forward 5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG- 3' 

  BOX A1Reverse چنینو هم
5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - 3' براي . بود

درجه  95در دماي ابتدایی  سازي واسرشت PCRواکنش 
 92 در دماي سازي واسرشت ،دقیقه دو مدتگراد بهسانتی

درجه  50 اتصال در دمايثانیه،  30 مدتبه گراددرجه سانتی
نهایی گسترش  و چرخه 35در  دقیقه یک مدتبه گرادسانتی

انجام  دقیقه هشت مدتبه گراددرجه سانتی 65 در دماي
 90با ولتاژ  در ژل آگارز یک درصدPCR  محصول .گرفت

-عکس براي و شدرنگ آمیزي اتیدیوم بروماید در و  لکتروفورزا
 دندروگرام. شد استفاده Gel document دستگاهاز  برداري
با استفاده از  اساس وجود یا عدم وجود باند، ربrep-PCR  الگوي
هاي جفت شده و بر اساس روش داده  NTSYS V.2. 2افزارنرم

  .م شدیرست )(Jacard ژاکارد و ضریب (UPGMA)غیر وزنی 
  

 و بحث نتایج
 هايمنفی و واکنش گرم ي مورد بررسیها استرینهمه 

کاتالاز  ،ز منفیهیدرولايآرژنین د ،فسفاتاز، لسیتیناز ،اکسیداز
قادر به احیاء ها این استرین. بودندهوازي اختیاري  بی و مثبت

نیترات به نیتریت، تولید گاز سولفید هیدروژن از سیستئین و 
 -لا ها از تمامی استرین. زمینی بودندهاي سیبلهانیدن ورقه

اسکولین و  اسید تولید نموده رافینوز و بیوز، ملیلوزترها، رامنوز
 .نشاسته نبودندهیدرولیز ولی قادر به  ا هیدرولیز کردهر

فوق  و قادر به رشد روي سیتراتهاي مورد بررسی استرین
 و آلانین - لا توانایی مصرفولی  بودند حساسیت در شمعدانی

هاي بر مبناي ویژگی. نداشتند 80هیدرولیز توئین
و آزمون بررسی  فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی مورفولوژیکی،

هاي عامل بیماري پوسیدگی نرم زایی، بیشتر استرینیماريب
 عنوانو تعداد کمی به P. carotovorumعنوان زمینی بهسیب
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P. atrosepticum  هاي یافتهاین نتایج با . تشخیص داده شدند
 و همکارانشاد و  )Jans & Ruissen 1988( جانز و راسن

هاي سترینهاي بررسی شده اویژگی .مطابقت دارد )2001(
  .شده است آوردهدر جدول شماره یک  باکتریایی

هاي هاي فنوتیپی استرینپس از بررسی ویژگی
 DNA. عنوان نماینده انتخاب شدنداسترین به 11جداشده، 

هاي استاندارد به روش همراه استرینها به ژنومی این استرین
- شکل(مورد بررسی قرار گرفت  rep-PCR نومیژنگاري انگشت

  ).3شکل (ها رسم شد و دندروگرام آن) 2و  1اي ه
  

 زمینی در استان همدانعامل بیماري پوسیدگی نرم سیب هاي باکتريهاي فنوتیپی استرینویژگی: 1جدول 
Table 1: Phenotypic features of the strains of bacterial strains causing potato soft rot in Hamedan provice. 

  واکنش  ویژگی  واکنش  ویژگی
  گرم

Gram 
  نیترات ياحیا  -

Nitrate reduction 
+ 

  KB محیط تولید رنگ فلورسنت روي
Flourescent pigment on KB medium. 

  ازسیستئین SH2 تولید  -
SH2 from cystein 

+ 

  اکسیداز
Oxidase 

  لیتموسشیر   -
Litmus milk alkaline 

 

  کاتالاز
Catalase 

  گرادسانتی 36رشد در   +
Growth at 36ºC 

v 

  هوازي هوازي بیرشد 
Oxidative/Fermantative 

F  گرادسانتی 39رشد در  
Growth at 39ºC 

- 

  YDCتولید پیگمان آبی روي محیط 
Blue pigment on YDC medium 

-v فسفاتاز  
Phosphatase 

- 

  زمینیهاي سیبلهاندن ورقه
Potato rot 

  فوق حساسیت در شمعدانی +
Hypersensitivity on geranium 

+  
  لسیتیناز

Lecitinase 
  سیترات -

Citrate 
+ 

  تولید اندول
Indol 

v  لوزترهاتولید اسید از  
Acid from trehalose 

+ 

  آرژنینمصرف 
Arginine 

  تارتارات- دياستفاده از  -
D - tratarate 

- 

  از سوکروز لوانتشکیل 
Levan from sucrose 

v  یتولآرابتولید اسید از  
Acid from arabitol 

v 

  %5کلرید سدیم  دررشد 
Growth in % NaCl 

V  رافینوزتولید اسید از  
Acid from raffinose 

+ 

  هیدرولیز ژلاتین
Gelatin hydrolysis 

v  مالوناتاستفاده از  
Malonate 

- 

  تولید مواد احیا کننده از سوکروز
Reducing substances from sucrose 

v رامنوز-الد از تولید اسی  
Acid from l- rhamnose 

+ 

  هیدرولیز کازئین
Casein hydrolysis 

V  لاکتات -الاستفاده از  
L - lactate 

- 

  80توئین هیدرولیز
Tween 80 hydrolysis 

  الانین-الاستفاده از  -
L - alanine 

- 

  اسکولینهیدرولیز
Aesculin hydrolysis 

  بیوزملیتولید اسید از  +
Acid from melibiose 

+ 

  هیدرولیز نشاسته
Starch hydrolysis 

  گلوتامات-استفاده از ال -
L - glutamate 

+ 

  ها واکنش مثبت استرین V % :79-21،   ها واکنش منفی یا کمتر استرین% 20 :-   ها واکنش مثبت، یا بیشتر استرین% 80 :+
+,80% or more strains positive;  V, between 21-79% of strains positive;   -,80% or more strains negative  
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  زمینی در استان همدان وهاي عامل پوسیدگی نرم سیبباکتري هاياسترین rep-PCR الگوي :1شکل 

Dickeya dianthicola (E1) ، (E2)  Pectobacterium carotovorum،P. atrosepticum (E3)  و  P. chrysanthemi (E4)استفاده از  اب
  ERIC آغازگر

Figure 1: rep- PCR pattern among the bacterial strains causing potato soft rot and Dickeya dianthicola (E1), 
Pectobacterium carotovorum (E2), P. carotovorum (E3) and P. carotovorum using ERIC primers 

  

  
 

  زمینی در استان همدان وهاي عامل پوسیدگی نرم سیبهاي باکتريناستری rep-PCR الگوي :2شکل 
Dickeya dianthicola (E1)،(E2)  Pectobacterium carotovorum،P. atrosepticum (E3)  و  P. chrysanthemi (E4) استفاده از  با

  BOX آغازگر
Figure 2: rep- PCR pattern among the bacterial strains causing potato soft rot and Dickeya dianthicola (E1), 

Pectobacterium carotovorum (E2), P. carotovorum (E3) and P . carotovorum using BOX 

 

 

 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 ...جدا شده از سیب زمینی  Pectobacterium  هاياسترین rep-PCRالگوي 

52  

primers

 
  وزمینی در استان همدان نرم سیب هاي عامل پوسیدگیهاي باکترياسترین rep-PCR روگرام الگويددن :3شکل 

Dickeya dianthicola (E1)،(E2)  Pectobacterium carotovorum،P. atrosepticum (E3)  و  P. chrysanthemi (E4)  
Figure 3: Rep- PCR pattern dendrogram among the bacterial strains causing potato soft rot and Dickeya dianthicola 

(E1), Pectobacterium carotovorum (E2), P. carotovorum (E3) and P. carotovorum 

  
و رسم دندروگرام آن  rep-PCRنتایج بررسی الگوي 

 جدا شده از FK18 و FK8 ،FK16هاي استرین نشان داد که
جدا  FK3در یک گروه، استرین  )E2 )P. carotovorumو بهار

جدا شده از  FK14، استرین گروهآباد در یک شده از اسد
  FK26 و FK25هاي استرین گروه ور یک د آهنگکبودر

نتایج  این. قرار گرفتند ی جداجدا شده از لالجین در گروه
ساق پوسیدگی نرم و هاي باکتري عامل استرین نشان داد که
 پذیرزمینی از نظر منطقه جغرافیایی تفکیک سیاه سیب

تواند تنوع موجود در زایی میتفاوت در بیماري و هستند
هاي ویژگینتایج بررسی . تلف را توجیه کندهاي مخاسترین

و ژنوتیپی نشان داد که نتایج این دو روش با هم فنوتیپی 
دیگر هاي مورد آزمایش را از همخوانی داشته و استرینهم

) 1997( و همکارانورسالوویک  نمودند و با نتایجتفکیک 
  هايتنوع ژنتیکی استرین گران،این پژوهش. سازگاري دارد

P. carotovorum نگاري ژنومیرا با استفاده از انگشت 
rep-PCR مشاهده کردند که و  ندمورد بررسی قرار داد
 pb 5090تا  150باندهاي هاي مورد بررسی داراي استرین

باند بود که پس  12تا  6هاي تشکیل شده بودند و تعداد باند
هاي جداگانه در خوشهقابل تفکیک بودند و دندروگرام از رسم 

از مقایسه  پس، )1997( و همکارانرادماکر . گرفتندقرار 
-استرینهاي مختلف براي تعیین تنوع ژنتیکی بین روش
زمینی نتیجه سیب عامل ساق سیاه  Pectobacteriumهاي

ها این استرینبراي آنالیز ژنوم  rep-PCRکه روش  گرفتند
هاي به دیگر تکنیکو است بسیار مناسب و تفکیک کننده 

و  هیمن. براي این هدف برتري داردنگاري ژنومی تانگش
 Erwinia را براي ردیابی PCRروش بر پایه  )2000( همکاران

carotovora subsp. atroseptica که با نتایج  موثر دانستند
با استفاده  )2010( و همکاران ترتا .این پژوهش مطابقت دارد

هاي عامل هاي مختلف باکترياسترین PCRاز روش 
  .دیگر تفکیک نمودندوسیدگی نرم را از همپ

  
  :منابع

متن انگلیسی  12- 11هاي جهت ملاحظه منابع به صفحه
.مراجعه شود
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