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 عامل شانکر  Pseudomonas syringae pv. syringaeهاي  ارزيابي تنوع ژنتيکي جدايه

  * دار در چند استان شمالي ايران باکتريايي درختان ميوه هسته

  

  

THE ASSESSMENT OF GENETIC DIVERSITY OF STRAINS OF 
Pseudomonas syringae pv.syringae CAUSING BACTERIAL 

CANKER IN STONE FRUITS IN SOME NORTHERN PROVINCES OF 
IRAN 

  
  

 
   انييد رضاي، حشمت االله رحيميان، محمدعلي تاجيک قنبري و وح**واله عباسي

  )۱/۲/۱۳۹۰ :رشيخ پذي؛  تار۵/۱۱/۱۳۸۸: افتيخ دريتار(

  

  دهيچك

باشـد يكـي از    عـي و بـاغي مـي    روي محـصولات زرا بسياریهاي   عامل بيماريPss (Pseudomonas syringae pv. syringae(باکتري 

) هلو، شليل، زردآلو، آلـو و گـيلاس       (دار   هاي ناشي از اين باكتري شانکر، لکه برگي و نکروز پوست در درختان ميوه هسته               ترين بيماري  مهم

ار واقع در مناطق    د  از باغات درختان ميوه هسته     ۱۳۸۸-۱۳۸۶هاي   هاي عامل بيماري، طي سال     به منظور بررسي همساني يا تنوع جدايه      . است

هاي آلـوده جوانـه،      هاي جداشده از بافت    باكتري. برداري صورت گرفت   هاي اردبيل، گيلان، مازندران و خراسان رضوي نمونه        مختلف استان 

هـاي فنـوتيپي      جدايـه مـورد بررسـي      ۷۰تعـداد   .  شناسايي شدند  GATTa  ،Pss و   LOPATهاي گروه    برگ، شاخه و تنه بر اساس آزمون      

ها از نظـر خـصوصيات    جدايه.  قرار گرفتند )SDS-PAGE( هاي سلولي  و الکتروفورز پروتئين) ژيکي، فيزيولوژيک و بيوشيمياييمورفولو(

هـا اسـتخراج و در        ژنـومي جدايـه    DNAجهت ارزيابي تنوع ژنتيکي،     . هاي جزئي نشان دادند    هاي سلولي اختلاف   فنوتيپي و الگوي پروتئين   

اي نتايج به دست آمده نـشان داد         آناليز خوشه .  بررسي شد  REP و   ERICبا استفاده از آغازگرهاي     ) rep-PCR(اي پليمراز    واکنش زنجيره 

 گـروه   ۹ گروه و با تركيب همـه آغازگرهـا بـه            ۵ به   REP-PCR گروه و با       ۸ها به     درصد، جدايه  ۷۵ در سطح تشابه     ERIC-PCRكه در   

  .دار بود  عامل بيماري شانکر درختان ميوه هستهPssهاي   جدايهنتايج نشانگر وجود تنوع ژنتيکي درون. تقسيم شدند
  

  

  

  

  دار ژنتيکي، درختان ميوه هسته ، تنوعPseudomonas syringae pv. syringaeشانکر باکتريايي،  : يدي كل يها واژه

  

  

  
  

   ساریعیيانشگاه علوم کشاورزی و منابع طب ارائه شده به دانشکده علوم زراعی، د  ارشد نگارنده اولي نامه کارشناساني از پايبخش :*

  valeh_abasi@yahoo.com :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**
دانـشگاه علـوم کـشاورزی و منـابع         اه پزشکی، دانشکده علوم زراعـی       يار و کارشناس گ   يارشد، استاد، استاد   دانشجوی سابق کارشناسی   بيبه ترت  .١

   طبيعی ساری
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  مقدمه

 Pseudomonasوسيله پاتووارهاي ه  كه بشانكر باكتريايي

syringaeگــردد، يكــي از مــشكلات جــدي و   ايجــاد مــي

دار  كننده در احداث و حفاظت از باغات ميوه هـسته          محدود

ــي ــد  م ). Sulikowska & Sobicizewski 2008(باش

   قـادر Pseudomonas syringae pv. syringaeبـاكتري  

 شليل، آلو، گـيلاس،     دار از قبيل هلو،    است به درختان هسته   

 درصد  ۷۵-۱۰زردآلو و بادام خسارت قابل توجهي در حد         

هاي متعددي روي محصولات زراعـي       بزند و عامل بيماري   

تــرين  از عمــده). Agrios 2005(باشــد  و بــاغي مــي 

توان به شـانكر      هاي ايجاد شده توسط اين پاتوار مي       بيماري

، شـانكر  )Bahar et al. 1985(باكتريايي درختان زردآلـو  

، بلايت گنـدم  )Banapoor et al. 1990(درختان گيلاس 

ــو  ــشكر  ) Rahimian 1989(و جـ ــز نيـ ــوار قرمـ و نـ

)Rahimian 1994 (اشاره كرد.  

 گـرم منفـي،     Pseudomonasاعضاي متعلق به جـنس      

 ۵/۰-۰/۴ × ۵/۰-۰/۱اي خميده بـا ابعـاد        اي يا استوانه   ميله

ي حرکــت هــاي آن توانــاي باشــد کــه ســلول ميکرومتــر مــي

   يـا چنـدين تـاژک قطبـي را دارنـد و درصـد              وسيله يک  هب

G+C   در DNA   اين بـاکتري   . باشد  درصد مي  ۷۱-۵۸ آنها

هـا بجـز    کاتالاز مثبت و اکسيداز منفـي بـوده و اکثـر گونـه     

 Pseudomonas. syringae. pv. persicaهـاي   اسـترين 

 Schaad(کننـد    توليد رنگ فلورسنت ميKBي محيط رو

et al. 2001.(ترين دلايـل عـدم موفقيـت در      يكي از مهم

هاي گياهي ، ناقص بودن اطلاعـات مـا در           مديريت بيماري 

بردن  باشد و بالا مورد ساختار ژنتيكي جمعيت بيمارگرها مي  

هـاي مـوثر كنتـرل و        اطلاعات در اين زمينه در اتخاذ روش      

ــود   ــرل كارامــدتر خواهــد ب  & Martin(اســتراتژي كنت

English 1997 .(ر دو دهه اخير با گـسترش اسـتفاده از   د

هاي  بندي پروكاريوت  هاي مولكولي، تشخيص و طبقه      روش

اسـاس   زاي گياهي دچار دگرگوني شده اسـت و بـر          بيماري

 حفظ شده، نيمه حفظ شده و كـاملا متغيـر           هاي كاملاً  توالي

انـد كـه در تـشخيص        باكتريايي آغازگرهايي طراحـي شـده     

هــاي تكــراري  تــوالي). Hayward 1996(كــاربرد دارنــد 

DNA       ها پراكنده هستند،     كه به طور طبيعي در ژنوم باكتري

 ژنـومي بـه     DNAتوانند به عنوان جايگاهي براي تكثير        مي

 و  REP   ،ERICهاي تكراري    سه گروه از توالي   . کار روند 

BOX       اند کـه بـا       با جزئيات بيشتر مورد مطالعه قرار گرفته

هــاي تكــراري   تــواليطراحــي آغازگرهــايي براســاس ايــن

  و REP-PCR ،ERIC-PCRهــايي تحــت عنــوان  مــتمم

BOX-PCR) rep-PCR (اند كه منجر به تكثيـر        شده ارائه

دسـت  ه  گردد و الگوي ژنومي ب     نواحي اختصاصي ژنوم مي   

هــا باعــث توليــد و تمــايز قطعــاتي بــا  آمــده از ايــن روش

گـردد    ژنوم اختصاصي جدايه مي    DNAهاي مختلف    اندازه

ــ ــه ب ــار   ه ك ــه خــاص بك ــر جداي ــراي ه ــد ب ــوان بارك عن

  ).Louws et al. 1994(رود مي

  هـاي  ، تـوالي  )REP(هاي خارج ژني پالينـدرومي       توالي 

ــراري  ــا ۳۳تكـ ــارن نوكلئوتيـــدي ۴۰ تـ ــر متقـ  از دو سـ

)Palindromic (تـا   ۵۰۰هـا در حـدود       ايـن تـوالي   . هستند 

درصـد  ۱شوند و حـدود       بار در ژنوم باكتري تكرار مي      ۱۰۰۰

 .Versalovic et al(شـوند   از ژنـوم بـاكتري را شـامل مـي    

ژنـي انتروباكتريـايي     شـونده بـين    هاي تكـرار   توالي ).1994

)ERIC ( جفــت نوكليوتيــدي بــا يــك ۱۲۷ تــا ۱۲۴داراي 

توالي معكوس مركزي حفظ شـده هـستند كـه در نـواحي             

هـا   اين تـوالي  . گيرند ها قرار مي   ي خارج ژنومي، ژنوم باكتر   

ــار ــين ب ــاكترياول ــوم ب ــوق  در ژن ــاي ف ــر  ه ــذكر و ديگ ال

 بار  ۱۵۰ تا ۳۰ هاي گرم منفي كشف گرديد كه تقريباً       باكتري

 ).Versalovic et al. 1994 ( شـود  در ژنوم باكتري تكرار مي

 و امكـان اختـصاصي بـودن دامنـه          Pssبا توجه به اهميت     

هاي اين باكتري، ارزيابي تنوع ژنتيكي  ميزباني در بين جدايه
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تواند بـه ارائـه يـك        هاي عامل شانكر باكتريايي مي     جمعيت

بندي استوار و محكـم كمـك كنـد و امكـان انتخـاب               طبقه

ها و استفاده از آنها را در مطالعات آينده فراهم سازد            جدايه

)Versalovic et al. 1994 .(نـه تنـوع   ي در زمييها يبررس

 از جملــه شــانکر يمــاري عامــل چنــد بPss يهــا تيــجمع

وه ي ـدار، بلاسـت درختـان م      وه هـسته  ي ـ درختان م  ييايباکتر

شکر و  يبرگ غلات، نوار قرمز ن    ) تيبلا (يدار، سوختگ  دانه

الـداغي  . ران صورت گرفته است   يقند در ا    چغندر يلکه برگ 

 يکي، سـرولوژ  يپي فنوت يها يژگي با استفاده از و    و همکاران 

 عامـل   Pss يها هيک جدا ي موفق به تفک   يميزوزيو نقوش ا  

 ي مولد سـوختگ   يها هيدار از جدا   وه هسته يتان م شانکر درخ 

 يهـا  تفـاوت ). Aldaghi et al. 2009(برگ غلات شدند 

 در  ي سـلول  يهـا  ني پروتئ ي در نقوش الکتروفورز   يمختصر

  .ز وجود داشتي درون هر گروه نيها هيان جدايم

 & Najafi Pour( پــور و تقــوي نجفــي يدر بررســ 

Taghavi 2011(وه ي ـ درختـان م  عامل شـانکر يها هي جدا

ه يک جدا ي و   يه از شمعدان  يک جدا يدار، گل سرخ و      هسته

 بـا   يک ـي ژنت ينگـار  اساس انگـشت    را بر  Malva يا از گونه 

Box-PCR   بـه دسـت آمـده از        يهـا  هيک گروه، جدا  ي در 

ه از هلو به همـراه      ي، دو جدا  يه شمعدان يک جدا يداران،   دانه

بـه دسـت     يها هيه استاندارد در گروه دوم و جدا      يک جدا ي

ه ي ـک جدا يه از چغندر و     يک جدا يآمده از غلات همراه با      

موسـيوند و   . از هلو، در گروه سوم از سه گروه قرار گرفتند         

 بـا  rep-PCRدر ) Moasivand et al. 2009 (همکـاران 

 توانـستند   ،ERIC2 و BOX، ERIC1 ياستفاده از آغازگرها  

 يها هيشکر را از جدا   ي مولد نوار قرمز ن    Pss شبه   يها هيجدا

 يدار و سـوختگ    وه هـسته  ي درختان م  ييايعامل شانکر باکتر  

 عامل  يها هي آنان جدا  يدر بررس . ز سازند يبرگ غلات متما  

بـه  ) .Malvaviscus sp(آلـود    خـواب ي ختم ـيلکه برگ ـ

ک بوده و در فاصـله      يدار نزد  وه هسته ي درختان م  يها هيجدا

 يبنـد   برگ گندم دسـته    ي سوختگ يها هيشتر با جدا  ي ب يکم

 ي چگــونگيق حاضــر بــه منظــور بررســيــتحق. شــوند يمــ

وه ي ـ درختان مختلـف م يياي عامل شانکر باکتر  Pssت  يجمع

 يهــا  کــشور از جملــه اســتانيدار در منــاطق شــمال هــسته

 بـا اسـتفاده از      يلان، مازندران و خراسان رضـو     يل، گ ياردب

 ايــن . صــورت گرفتــه اســتBOX و ERIC ينــشانگرها

 Pssهـاي    ع ژنتيكـي جدايـه    پژوهش با هدف ارزيـابي تنـو      

دار با استفاده از نشانگرهاي       درختان ميوه هسته   عامل شانكر 

ERIC و REPصورت پذيرفت .  

  

  ها مواد و روش

  ها جداسازي، تشخيص و نگهداري جدايه

دار   از باغات درختان ميوه هسته     ۱۳۸۸-۱۳۸۶هاي   بين سال 

دشـت مغـان و     (هاي اردبيـل     واقع در مناطق مختلف استان    

، مازنـدران   )آسـتارا، تـالش و اسـالم      (، گـيلان    )شهر ينمشك

) نيــشابور و ســبزوار(و خراســان رضــوي ) ســاري و نكــا(

پس از بازديد از باغات هلـو،       . برداري صورت گرفت   نمونه

شليل، زردآلـو، گـيلاس، و آلـو ، از درختـان داراي علائـم          

هاي آلوده،   هايي از بافت   برگي و شانكر باکتريايي، نمونه     لكه

آوري گرديد و در داخـل        گ، تنه، شاخه و سرشاخه جمع     بر

هـا در    نمونـه . هاي كاغذي به آزمايشگاه منتقل شـدند       پاكت

براي جداسازي بـاكتري، ابتـدا      .  نگهداري شدند  C˚۴دماي  

هـاي   هاي داراي علائم لکـه برگـي نکـروزه و شـاخه            برگ

داراي شانكر در زير جريـان آب معمـولي شـسته شـدند و              

 ۳دقيقـه در محلـول هيپوكلريـت سـديم           ۳سپس به مدت    

سـپس بـا آب مقطـر سـترون دو بـار            . درصد قرار گرفتنـد   

. شستشو شده و روي كاغذ صـافي سـترون خـشک شـدند            

سپس از حدفاصل بافت سالم و آلوده برگ و حاشيه شانكر           

هـاي   متري جدا و در تشتک      سانتي ۱-۲روي شاخه قطعات    
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ديـده و چنـد   وسيله تيغ اسکالپل سـترون خـرد گر     ه  پتري ب 

 دقيقه،  ۱۵پس از   . قطره آب مقطر سترون به آنها اضافه شد       

هاي باكتريايي برداشته    يك لوپ از هر يك از سوسپانسيون      

 درصـد سـوکروز   ۵و روي محيط كشت آگار غذايي داراي  

)NAS (   ســاعت در دمــاي ۴۸مخطـط و بــه مـدت C˚۲۷ 

د و محدب يرنگ كرم و سف   به  هاي نگهداري شد تك پرگنه   

تخاب و مجدداً روي محيط آگار غذايي خالص گرديدنـد          ان

)Rademarker 2000 .(هاي تـازه كـشت شـده     از باكتري

ــسيون غليظــي در ميكروتيــوپ)  ســاعته۲۴( هــاي  سوسپان

 نگهـداري   C˚۴حاوي آب مقطر سترون تهيـه و در دمـاي           

  ).(Sands et al. 1970شدند 

  

  زايي آزمون اثبات بيماري

هــاي توتــون و  ت در بــرگآزمــون واکــنش فــوق حــساسي

 Klement (کلمنـت و همکـاران  اساس روش  شمعداني بر

et al. 1974 ( زايـي بـه روش    آزمـون بيمـاري  . انجام شـد

تزريـــق سوسپانـــسيون در بافـــت گيـــاهي انجـــام شـــد 

)Thomidis et al. 2005 .( هـاي   براي اين منظور از نهـال

رقـــم ( و زردآلـــو )Springtimeرقـــم (يکـــساله هلـــو 

 که از مرکز تهيه بذر و نهال مغـان تهيـه شـده        )يخان حسين

هـاي    روزه جدايـه   ۱-۲هـاي    از كـشت  . شـد بود، اسـتفاده    

ليتـر    سلول در ميلـي    ۱۰۷سوسپانسيوني با غلظت      باكتريايي،

سنجي با اسـپكتروفتومتر در طـول مـوج          براساس کدورت (

 ۱۰تهيــه و بــا اســتفاده از ســرنگ انــسولين )  نــانومتر۶۰۰

هـاي   پانسيون بـه زيـر پوسـت سرشـاخه        ميكروليتر از سوس  

  .جوان و سالم هلو و زردآلو تزريق گرديد

هاي داراي   زايي روي برگ، سرشاخه    براي اثبات بيماري  

ها با پنبه آغشته به      شده و سطح برگ    هاي سالم انتخاب   برگ

وسـيله سـوزن    ه  آنگاه ب .  درصد ضدعفوني شدند   ۷۰اتانول  

 ميکروليتـر   ۵۰ار  هايي ايجاد و سپس مقد     ها زخم  روي برگ 

ليتـر    سـلول در ميلـي     ۱۰۷از سوسپانسيون باكتري با غلظت      

هـاي   هـا بـا کيـسه      ها پاشيده و روي نهـال      روي سطح برگ  

مين رطوبــت کــافي، جهــت تــأ. پلاســتيکي پوشــانده شــد

شده و پوشـش نـايلوني روي        ها با آب پاش خيس     سرشاخه

دار هاي شاهد نيز به همان مق ـ      روي نهال . آنها قرار داده شد   

هـا در شـرايط گلخانـه     گلدان. آب مقطر سترون پاشيده شد  

 .Mohammadi et al( نگهـداري شـدند   C˚۲۵با دمـاي  

2001, Jones 1971(  

  

  ايي هاي فيزيولوژيکي، بيوشيميايي و تغذيه آزمون

ــواكس   ــه روش ك ــسيداز ب ــون اك ، ) Kovacs 1956(آزم

لتيكي، واكنش گرم، فعاليت كاتالاز، توليد لوان، فعاليت پكتو

، ۸۰هيدروليز ژلاتين، اسكولين، آربوتين، نـشاسته و تـوئين        

آز، احياي نيترات، رشـد       هوازي، توليد اوره   بي/ رشد هوازي 

 درصد، توليد رنگدانه فلورسنت،  واكـنش        ۵در نمک طعام    

 C˚۳۷هيدرولاز، رشد در دماي    دي  فوق حساسيت، توليد آرژنين   

هيـدروکربني بـه روش     و آزمون توانايي استفاده از برخي منابع        

  . انجام شد)Schaad et al. 2001 (شاد و همکاران

  

  هاي سلولي الکتروفورز پروتئين

 ۲۴ها روي محيط آگار مغذي كشت شدند و بعـد از             جدايه

ليتـر آب مقطـر        ميكرو ۵۰۰ساعت سوسپانسيوني از آنها در      

آنها به يک ) Optical density,OD(تهيه و چگالي نوري 

.  نانومتر با اسپکتروفتومتر تنظيم گرديـد      ۶۰۰ در   ODواحد  

 حجـم، سـديم     ۱/۰هـا، بـه انـدازه        شدن سلول  به منظور ليز  

 درصد به هـر سوسپانـسيون       SDS (۱۰(دودسيل سولفات    

دمـاي  (مـاري     دقيقه در حمام بن    ۴-۵اضافه شد و به مدت      

 تخريـب كامـل ديـواره سـلولي         برای. قرار گرفتند ) جوش

سـونيك    ثانيه با دستگاه الترا    ۱۵مدت  ها به    ها، نمونه  باكتري

 دقيقه بـا سـرعت      ۱۰ همگن شده و در ادامه به مدت         كاملاً
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پـس از برداشـت     .  دور در دقيقه سانتريفيوژ شـدند      ۱۰۰۰۰

لايه رويي، نصف حجم به آن گليسيرين سترون اضافه شـد      

هاي ژل مورد استفاده    و به عنوان پروتئين باكتري در چاهك      

آميـد بـا     اکريـل  وفورزپروتئين در ژل پلـي    الکتر. قرار گرفتند 

بـا  ) Laemmli 1970(استفاده از سيـستم ناپيوسـته لملـي    

) Rahimian 1994 (رحيميـان تغييرات مختصري توسـط  

 ۱۰غلظت آکريـل آميـد در ژل جداکننـده          . صورت گرفت 

الکتروفـورز در   .  درصد بود  ۵درصد و در ژل متراکم کننده       

نجـام شـد، سـپس ژل در        آمپر ا   ميلي ۱۵شدت جريان ثابت    

آب، اسيد استيک، متـانول     ( درصد کومازي بلو     ۱/۰محلول  

 ۳به مـدت    )  گرم کومازي بلو   ۱/۰ و   ۵۰: ۱۰: ۵۰به نسبت   

 دقيقـه در همـان      ۱۵آميـزي و بعـد بـه مـدت           ساعت رنگ 

محلول ولي بدون رنگ کومازي بلو رنگ بـري و در اسـيد             

  .شد درصد نگهداري ۷استيک 

  

   ژنوميDNAاستخراج 

هاي باكتريايي به روش ليز قليايي        از سلول  DNAاستخراج  

هـا   بدين ترتيـب جدايـه  ). Arabi et al. 2006(انجام شد 

 سـاعت   ۲۴روي محيط آگار مغذي كشت شـده و بعـد از            

ليتـر آب مقطـر تهيـه      ميلـي ۵۰۰سوسپانـسيوني از آنهـا در   

 حجمـي   ۱/۰ها، بـه انـدازه       به منظور ليزشدن سلول   . گرديد

KOH ۱۰٪ ها به مـدت     ه هر سوسپانسيون اضافه و نمونه      ب

شـفاف شـدن    .  دقيقه در آب جوش قرار داده شـدند        ۳ تا   ۲

. هاي باکتري تلقي گرديد     شدن سلول  سوسپانسيون نشانه ليز  

 دور در دقيقـه     ۱۲۰۰۰ دقيقه با سـرعت      ۵ها به مدت     نمونه

 از DNAسانتريفيژ شـده و سـپس لايـه رويـي بـه عنـوان               

بـراي  .   نگهداري شـدند    -C˚۲۰در دماي   ها برداشته و     لوله

هـاي    خـالص در نمونـه     DNAحصول اطمينـان از وجـود       

 فـوق همـراه بـا       DNA ميکروليتر از    ۵سازي شده،    خالص

يک ميکروليتـر محلـول بـرم فنـول بلـو در سـوکروز روي               

 ولـت الکتروفـورز و بـا        ۷۰ژل يک درصد آگاروز در       ميني

 بانـد بـا وزن      وجـود يـك   . آميزي شد  اتيديوم برومايد رنگ  

مولكولي بالا و بدون كشيدگي در طول ژل به عنوان معيـار            

  . تلقي گرديدDNAمناسب بودن كيفيت 

  

  اي پليمراز هاي زنجيره واکنش

 REP2-I و ERIC1R  ، ERIC2 ،REP1-Iآغازگرهـاي  

)1992 Lupski & Weinstock ،Little & Gilbertson 

ناژن، ارسـالي از شـركت سـي   ) de Bruijn 1992 و 1997

تــوالي آغازگرهــا در . تهــران مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد

آغازگرها بـا افـزودن آب دوبـار        .  آورده شده است   ۱ جدول

 پيكومـول رقيـق و در دمـاي         ۱۰تقطير استريل بـه غلظـت       

C˚۲۰- ــدند ــداري ش ــره . نگه ــنش زنجي ــراز   واک اي پليم

ــر ۲۵( ــامل ) ميکروليتـ ــه  ۲۳شـ ــول پايـ ــر محلـ  ميکروليتـ

، fdwپيکومولار  ۱۰از هريک از آغازگرهاي     ميکروليتر   ۵/۰(

rev ،۵/۰ ميکروليتـــر dNTPs ۲/۰۵/۲مـــولار،   ميلـــي 

 ميکروليتـر محلـول کلريـد       PCR(10X)  ،۱ميکروليتر بافر   

 ميکروليتر محلول پليمـراز تـک   ۳/۰مولار،   ميلي ۵/۱منيزيم  

)Taq Polymerase ( واحـد در ميکروليتـر،   ۵/۲با غلظت 

 ميکروليتر از   ۲علاوه  ه  ب)  سترون  ميکروليتر آب مقطر   ۷/۱۷

DNAنمونه بود .  

) REP-PCR)Zhao et al. 2000 برنامه دمايي بـراي  

به صورت يک چرخـه واسرشـت سـازي اوليـه در دمـاي              

C˚۹۵    ۱ چرخـه بـا برنامـه        ۳۰ دقيقـه و سـپس       ۶ به مدت 

 و C˚۶۵ دقيقـه در  ۸و  C˚۴۰ دقيقه در C˚۹۴ ،۱دقيقه در 

و  C˚۶۵ دقيقـه در دمـاي   ۱۶يک چرخه انتهايي بـه مـدت     

به ) ERIC-PCR) Little et al. 1998برنامه دمايي براي 

 C˚ ۹۴صورت يک چرخه واسرشت سازي اوليه در دماي         

 دقيقـه در    ۱ چرخه بـا برنامـه       ۳۵ دقيقه و سپس     ۴به مدت   

C˚۹۴ ،۴۵ ــه در ــه ۲ و C˚۵۰ ثانيـــــ    وC˚۷۰ دقيقـــــ
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  PCRي استفاده شده در  نام و توالي آغازگرها.۱جدول 

Table 1. Name and sequence of primers used in PCR. 
 Primersآغازگر Sequenceتوالي

5΄-III ICG ICG ICA TCI GGC-3΄  REP1-I REP 
5΄-ICG ICT TAT CIG GGC TAC-3΄  REP2-I    

5΄-ATG TAAGCT CCT GGG GAT TCA-3΄  ERIC1R  ERIC  

5΄-AAG TAAGTG ACT GGG GTG AGC-3΄  ERIC2    

  
 مورد  C˚۷۲ دقيقه در دماي     ۱۰رخه انتهايي به مدت     يک چ 

ــرار گرفــت  C˚۴ در دمــاي PCRمحــصولات . اســتفاده ق

ــدند ــداري ش ــايكلر .نگه ــتگاه ترموس  Personal (از دس

termocycler, Eppendorf, Germany(   جهت تكثيـر ،

  .شداستفاده 

 
 PCRالكتروفورز محصولات 

روفـورز   درصـد در پـس از تهيـه سـيني الكت        ۵/۱ژل آگارز   

 جهت الکتروفـورز اسـتفاده      TBE(1X)از بافر   . ريخته شد 

 ميكروليتـر بـافر     ۲ با   PCRپنج ميكروليتر از محصول     . شد

هاي جداگانه ريختـه   مخلوط گرديده و هر نمونه در چاهك     

 DNA ميكروليتـر از مـاركر       ۴هاي انتهايي با     و چاهك . شد

اژ  سـاعت در ولت ـ    ۵/۱ها به مـدت      نمونه. نيز بارگذاري شد  

 ۱۵ژل سـپس بـه مـدت        .  ولت الكتروفورز شـدند    ۷۰ ثابت

) گـرم در ليتـر     يك ميلـي  (دقيقه در محلول اتيديوم برومايد      

آميزي و بعد از شستشو با آب مقطـر، در دسـتگاه ژل              رنگ

 .برداري صورت گرفت داكيومنت مشاهده و عكس

  

  ها و رسم درخت فيلوژني آناليز داده

 و  ERIC-PCRي ژنومي   نگار دست آمدن انگشت   هبعد از ب  

REP-PCR        دهي   براساس وجود و يا عدم وجود باند، نمره

دست  بههاي   صورت كدهاي صفر و يك انجام شد و داده         به

وارد شدند و   Excel افزار  به صورت ماتريكس در نرمآمده

سـيس، نـسخه     تـي  افزار ان  درخت فيلوژني با استفاده از نرم     

۰۲/۲) Rohlf 1990 (ز ضــريب تــشابه ا. ترســيم گرديــد

هـاي   هـا و از روش داده      جاكارد براي تعيين تـشابه جدايـه      

، جهـت ترسـيم درخـت       UPGMA)(وزني   شده غير  جفت

ــاليز خوشــه ــاليز . هــا اســتفاده شــد اي داده فيلــوژني و آن آن

دست آمده از سه روش مذکور به صورت  اي نتايج به خوشه

دي بن براي به دست آوردن يك خوشه .ترکيبي نيز انجام شد  

هاي مختلف تجزيـه كلاسـتر بـه كمـك           بهتر، كارايي روش  

مورد ارزيـابي  ) Fariis 1969(ضريب همبستگي كوفنتيك 

در اين ارزيابي ضريب كوفنتيك ميزان ضريب       . قرار گرفت 

، )Jaccard(تشابه به دست آمده از طريق ضرايب جاكـارد          

بـا  ) Simple maching(و سيمپل مچينـگ  ) Dice(دايس 

الذکر محاسبه و با يكديگر مقايـسه        افزار فوق  رماستفاده از ن  

تر بودن روش    ضريب کوفنتيک بالاتر نشانگر مناسب    . شدند

ــد  خوشــه ــدي تلقــي گردي  Sokal & Rohlf 1962(بن

  ). Sneath & Sokal 1973و

  

  يجانت

  جداسازي

هاي آلوده شاخه و بـرگ        جدايه از نمونه   ۷۰در اين بررسي    

  شــليل ،)جدايــه۳۵( ودار شــامل هلــ درختــان ميــوه هــسته

  و گـيلاس ) جدايـه ۶( ، آلـو ) جدايـه ۱۴( ، زردآلو)جدايه۶(

،   هـاي اردبيـل، گـيلان      از منـاطق مختلـف اسـتان      ) جدايه ۹(

ــدران و خراســان رضــوي روي محــيط آگــار مغــذي   مازن
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هــا در  مشخــصات مربــوط بــه جدايــه. جداســازي گرديــد

  . آورده شده است۲جدول

  

  ها خصوصيات فنوتيپي جدايه

ها روي محيط آگار مغذي مدور، به رنگ كـرم            جدايه پرگنه

رنـگ    كرم YDCمايل به زرد، لزج و برآمده و روي محيط          

ها صاف و    حاشيه پرگنه در برخي از جدايه     . و غير لزج بود   

 سـاعت   ۴۸ها بعد از     جدايه. دار بود  در برخي نيز كمي موج    

.  توليد رنگدانـه فلورسـنت كردنـد       KBكشت روي محيط    

ها قادر   تمامي جدايه . ها منفي بود   در همه جدايه  آزمون گرم   

. به ايجاد واكنش فوق حساسيت روي بـرگ توتـون بودنـد           

هــا هــوازي اجبــاري بــوده و توليــد لــوان، كاتــالاز،  جدايــه

توليـد  . هيدروليز ژلاتين و اسکولين در همه آنها مثبت بـود         

اكــــسيداز، اوره آز، آرژنــــين دهيــــدرولاز، هيــــدروليز 

حيــاي نيتــرات، توليــد اينــدول و لهانيــدن شــير، ا كــازوئين

  .ها منفي بود زميني در همه جدايه هاي سيب ورقه

 از پپتون، گـاز از گلـوكز و         H2Sها قادر به توليد      جدايه

قابليـت  .  نبودند C˚۳۷ليسيتيناز و رشد در دماهاي بيشتر از        

هـا متغييـر و هيـدروليز         در بين جدايـه    ۸۰هيدروليز توئين   

ها توانايي تحمـل     جدايه. ها منفي بود   ايهنشاسته در همه جد   

 درصد را داشتند ولـي نتوانـستند روي محـيط           ۵طعام   نمک

ها قادر بـه     جدايه. طعام رشد كنند    درصد نمك  ۶طعام   نمک

توليد اسيد از گلوكز، فروكتوز، سوربيتول، مانوز، گالاكتوز،        

تـول،  ينوزياينوزيتـول، مـانيتول، ا         سوكروز، آرابينوز، مالتوز،  

سرول، رافينـوز و اريتريتـول بودنـد ولـي هـيچ يـك از               يگل

 سلوبيوز و    هالوز، رامنوز،  ها نتوانستند از لاكتوز، تري     جدايه

هـا قـادر بـه       چنـين جدايـه    هـم . تول اسيد توليد نمايند   يادون

تارتـارات   تارتارات، ال  ن، دي يروزيت استفاده از تريپتوفان، ال   

ها قابليت قليايي كـردن شـير        همه جدايه . ن نبودند يآلان و ال 

هــاي فنــوتيپي تمــامي  براســاس نتــايج آزمــون. را داشــتند

هــاي  عنــوان جدايــه  هــاي مــورد بررســي بــه    جدايــه

Pseudomonas syringae pv. syringae) Schaad et 

al. 2001 (شناسايي شدند.  

  

  زايي بيماري

علائم بيماري بعـد از يـك هفتـه از تزريـق سوسپانـسيون              

ــه  ــه پــشت بــرگ ۷۰مربــوط ب هــا و  هــا، شــاخه جدايــه ب

زنـي   هاي هلو و زردآلوي مايـه      هاي جوان در نهال    سرشاخه

مقطر سترون   هاي شاهد که با آب     در نهال . شده ظاهر گرديد   

هـا   روي بـرگ  . زني شده بودنـد، علائمـي ظـاهر نـشد          مايه

هـا بتـدريج از    هاي آبسوخته مشاهده شد كـه ايـن لكـه         لكه

ــدند   ــروز ش ــط نك ــسمت وس ــاخهو. ق ــا و   در روي ش ه

هـاي سـياه      روز زخم ۹ها نيز بعد از گذشت تقريبا        سرشاخه

هـا ترشـح     فرورفته مشاهده شد كه در برخي از ايـن زخـم          

هـا و    هاي باکتري دوبـاره از لکـه       جدايه. صمغ نيز ديده شد   

  .)۱شکل (شانکرها جداسازي گرديدند 

  

  الکتروفورز پروتئين

 Pssهـاي    جدايـه هـاي سـلولي      در مقايسه نقوش پـروتئين    

هـاي بـالايي را بـه يكـديگر و بـه            مناطق مختلف، شـباهت   

هـاي   نقوش پروتئينـي جدايـه    . جدايه استاندارد نشان دادند   

  .)۲ شکل(هاي مختلف نيز مشابه بود  دست آمده از ميزبان هب

  

-REP و ERICهـاي حاصـل از    تجزيه و تحليـل داده  

PCR  
سـنجي آن    ها و نيز غلظت     از جدايه  DNAپس از استخراج    

هـــاي الكتروفـــورز ژل آگـــارز و دســـتگاه     بـــا روش

هاي مختلف  دست آمده از جدايه  به DNA اسپكتروفتومتر،

اي پليمراز مـورد اسـتفاده       جهت استفاده در واكنش زنجيره    

   ژنـومي حاصـل از      DNAاثر انگشت ژنتيکـي     . قرار گرفت 
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هاي اردبيل، گيلان،  دار استان دست آمده از درختان ميوه هسته  بهPseudomonas syringae pv. syringae هاي   مشخصات جدايه.۲جدول 

  رضويمازندران و خراسان 

Table 1. List of Pseudomonas syringae pv. syringae isolates recovered from stone fruit trees in Ardebil, Guilan, 
Mazandaran and Khorasane-Razavi  provinces. 

  ) (Strain جدايهشماره  )(Origineآوري محل جمع  ) (Hostميزبان

 P10  تا  Ardebil-Meshkinshahr(  P1 ( مشكين شهر-اردبيل  )Peach (هلو

 P25  تا   Ardebil-Moghan(  P11 ( كشت و صنعت مغان-اردبيل  

 P29  تا   Mazandaran-Sari(  P26 ( ساري-مازندران  

 P32  تا   Mazandaran-Neka(  P30 ( نكا-مازندران  

 P35  تا   Khorasan-sabzevar(  P33 ( سبزوار-خراسان رضوي  

 N4  تا   Ardebil- Moghan(  N1 ( كشت و صنعت مغان-اردبيل  )Nectarine (شليل

 N6  و   Mazandaran-Sari(  N5 ( ساري-مازندران  

  A8   تا  Ardebil-Meshkinshahr( A1 ( مشكين شهر-اردبيل  )Apricot (لوآزرد

 A11  تا   Khorasan-sabzevar(  A9 ( سبزوار-خراسان رضوي  

 A14  تا   Khorasan-Neishaboor(  A12 (نيشابور-خراسان رضوي  

 C3  و   Ardebil-Meshkinshahr(  C1 ( مشكين شهر-اردبيل  )Sweet cherry (گيلاس

 C6  تا   Guilan-Talesh(  C4 ( تالش-گيلان  

 C9  تا   Guilan-Astara(  C7 (ستاراآ -گيلان  

 S3  تا   Guilan-Talesh(  S1 ( تالش-گيلان  )Plum (آلو

 S5  و   Guilan-Asalem(  S4 ( اسالم-گيلان  

 Guilan-Astara(  S6 ( آستارا-گيلان  

  

       
لائم لكه آبسوخته ، ع)شكل سمت راست(علائم شانكر روي شاخه همراه با ترشح صمغ . زايي روي نهال هلو  نتايج آزمون بيماري.۱شكل 

  )شكل سمت چپ(روي برگ 

Fig.1. The results of pathogenicity test on peach plant, symptoms of canker on shoot with gum exudation (right), 
leaf spot symptoms (left). 
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 عامل شانكر از مناطق مختلف Pseudomonas syringae pv. syringaeهاي  هاي سلولي جدايه  نقوش الكتروفورزي پروتئين.۲شكل 

 Pss اكريلاميد ؛ در ژل پلي) S2 و C5 ،S4(، گيلان )C3 و P5 ،P10 ،P3 ،P13 ،P18 ،N3 ،A2 ،A4 ،A8(هاي اردبيل  استان

  )برزيل- ۱۴۱دست آمده از هلو، كد  جدايه به( استاندارد  جدايه

Fig.2. Electrophoretic profiles of cell protein of Pseudomonas syringae pv. syringae isolated from different parts 
of Ardebil (P5, P10, P13, P18, N3, A2, A4, A8, C3), Guilan (C5, S4, S2) provinces, Pss: standard strain 
isolated from peach in Brazil, No;141. 

  
ــه REP-PCR و ERICدو روش  ــه جداي ــوط ب ــاي   مرب ه

دسـت   هـاي بـه    اي داده  آنـاليز خوشـه   . دست آمد  مختلف به 

ضـريب همبـستگي    .  انجام شـد   UPGMAآمده، به روش    

دسـت آمـده از طريـق ضـرايب          کوفنتيک ميـزان تـشابه بـه      

 بـه   ERICجاکارد، دايس و سيمپل مچينگ بـراي آغـازگر          

 به ترتيـب    REP و براي آغازگر     ۸۷/۰،  ۸۸/۰،  ۹۱/۰ترتيب  

به اينکه ضـريب جاکـارد      با توجه   .  بود ۸۶/۰،  ۸۷/۰،  ۸۹/۰

نسبت به دو ضريب ديگر از ضريب همبـستگي کوفنتيـک           

بنـدي بهتـر و      بالاتري برخوردار بود بنابراين بـراي خوشـه       

. ها، از اين روش استفاده شـد       تعيين ميزان تشابه بين جدايه    

هاي حاصل از هر دو روش مـذکور بـه           اي داده  آناليز خوشه 

دست آمـده از   گرام بهصورت ترکيبي نيز انجام شد و دندرو    

 ترسـيم   ERIC-PCR و   REPهاي حاصـل از      ترکيب داده 

  . محاسبه شد۹۳/۰گرديد و ضريب کوفنتيک آن 

DNA    هاي    ژنومي هريك از جدايهPss دسـت آمـده      به

 تكثيــر ERIC-PCRدار بــا روش  از درختــان ميــوه هــسته

تعداد باندهاي تكثير شـده بـا ايـن روش          . )۳شكل  (گرديد  

.  بـود  bp۲۰۰۰ تـا    ۱۰۰باند با انـدازه تقريبـي        ۱۲ تا   ۶بين  

ــاليز خوشــه ــه آن ــايج ب ــا آغازگرهــاي   اي نت ــده ب دســت آم

ERIC1R و ERIC2 ۶۰ نــشان داد كــه در ســطح تــشابه 

هـاي   جدايـه . شـوند  ها به دو گروه تقسيم مي      درصد، جدايه 

هاي مازندران و خراسان رضـوي بـه         دست آمده از استان    به

 جدايه از گيلان در يك      ۲ردبيل و    جدايه از استان ا    ۳علاوه  

هاي اردبيل و گيلان   هاي مربوط به استان    گروه و بقيه جدايه   

 درصـد   ۷۵در سـطح تـشابه      . در گروه ديگر قـرار گرفتنـد      

  .)۴شكل ( گروه قابل تمايز بودند۸ها به  جدايه

هـاي    جدايـه  DNAاثر انگشت ژنومي حاصل از تكثير       

Pss بـا روش     هـاي مختلـف    دست آمده از استان     به REP-

PCR   تعـداد بانـدهاي    .  نشان داده شـده اسـت      ۵شكل   در

 باند و محـدوده انـدازه بانـدها بـين           ۱۵ تا   ۴شده بين    تكثير

دست آمده با    اي نتايج به   آناليز خوشه .  بود bp۴۰۰۰ تا   ۱۵۰

هـاي    نشان داد كـه جدايـه      REP2 و   REP1Rآغازگرهاي  

گيرنـد    مي  درصد تشابه در دو گروه قرار      ۶۲مورد مطالعه با    

  دسـت آمـده از      هـاي بـه     كه يك گروه شامل تمامي جدايـه      
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دار  دست آمده از درختان ميوه هسته ه بPseudomonas syringae pv. syringaeهاي   ژنومي جدايهDNA اثر انگشت ژنتيكي .۳شكل 

، A9 ،A10 ،A14(اسان رضوي و خر) P32 ،P29 ،P31 ،P30(، مازندران )C5 ،C6(، گيلان )A1 ،P1 ،N3(هاي اردبيل  استان

P34 ( حاصل ازERIC-PCR با آغازگرهاي ERIC1R و ERIC2 درصد ۵/۱ در ژل آگارز )ها همراه با نام جدايه(M)   100 bp 

Plus DNA-Ladder) از شركتFermentas (در بالاي شكل گنجانده شده است(  

Fig. 3. Genomic fingerprints of Pseudomonas syringae pv. syringae isolates generated from ERIC-PCR with 
primers ERIC1R & ERIC2 in 1.5% agarose gel. Isolates recovered from Ardebil (A1, P1, N3), Guilan 
(C5, C6), Mazandaran (P32, P29, P31, P30) and Khorasan-e-Razavi (A9, A10, A14, P34). M: 
Marker(100-bp ladder, Fermentas). 

  

رضـوي بـه      هاي مازندران و خراسـان     مناطق مختلف استان  

 جدايه از استان گـيلان      ۳ جدايه از استان اردبيل و       ۳علاوه  

در . )۶شـكل   (ها در گروه دوم قرار گرفتند        بقيه جدايه . بود

 گروه قابـل تمـايز   ۵ها به   درصد نيز، جدايه۷۵سطح تشابه   

  .بودند

  

 و  ERIC از دو روش     هـاي حاصـل    آناليز تركيبـي داده   

REP-PCR  
هـاي حاصـل از چهـار        اي داده  نتايج تجزيه و تحليل خوشه    

ــازگر   بــــه REP2 و ERIC1R ،ERIC2 ،REP1Rآغــ

 ۶۵هاي مورد مطالعه، بـا       صورت مركب نشان داد كه جدايه     

گيرند كه گروه اول شامل      درصد تشابه در دو گروه قرار مي      

ــه  ــامي جداي ــدرا     تم ــده از مازن ــت آم ــه دس ــاي ب ن و ه

 جدايه از گيلان و يك جدايه از        ۳رضوي به اضافه     خراسان

قـرار گرفتنـد    هـا در گـروه دوم     اردبيل بـود و بقيـه جدايـه       

 درصـد بـه دو      ۶۵هر دو گروه در سـطح تـشابه         . )۷ شكل(

 ۹ها به     درصد جدايه  ۷۵در سطح تشابه    . گروه تقسيم شدند  

  .گروه قابل تمايز بودند

  

  بحث

يزيولــوژيكي و بيوشــيميايي خــصوصيات مورفولــوژيكي، ف

ــه ــاتووار      جداي ــصوصيات پ ــا خ ــه ب ــورد مطالع ــاي م ه

Pseudomonas syringae pv. syringae ــت  مطابق

ــابراين همــه جدايــه). Palleroni 1984(داشــت  هــاي  بن

.  شناسايي شـدند   Pssعنوان  ه  دست آمده در اين تحقيق ب      به

 شــانكر باكتريــايي (Rahimian et al. 2004)رحيميـان  

 را يك بيماري مهم بـا گـسترش وسـيع روي            Pssاز  ناشي  

درختان هلو و شليل در مناطق مازندران و گرگان عنـوان           

دست آمـده نـشان داد كـه واكـنش            نتايج به  .نموده است 

هـاي مختلـف      هاي مورد مطالعه در آزمـون       تمامي جدايه 

مطالعـات  . ي مشابه يكـديگر بودنـد     ا بيوشيميايي و تغذيه  

    از تـــشابه زيـــاد بـــينمحققـــين قبلـــي نيـــز حـــاكي
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ضريب تشابه جاکارد

P2
P10
P6
P9
P15
N4
P11
P18
P17
C8
P14
N2
N3
C2
S4
C1
P20
P25
S6
S2
P4
N1
P22
P21
P33
A3
P3
P5
A8
P16
C3
P7
P12
P19
P24
C9
A7
C7
S5
A5
P23
S3
A6
P1
A2
A4
C5
C6
P13
C4
A14
A11
A12
S1
A1
P8
A13
A9
A10
N5
P35
P34
N6
P30
P29
P27
P26
P32
P28
P31

0.52 0.6 0.68 0.76 0.84 0.92 1

  
 ـPseudomonas syringae pv. syringaeجدايـه  ۷۰ دندروگرام مربوط به ارتباط ژنتيكي ميان .۴شكل  دسـت آمـده از درختـان ميـوه      ه ب

  در ژل آگـارز،  ERIC-PCRرضوي براساس نقوش قطعـات حاصـل از     هاي اردبيل، گيلان، مازندران و خراسان   دار از استان   هسته

ها در سمت راسـت   كد جدايه. (  ترسيم شده است UPGMAاكارد محاسبه و دندروگرام به روشجها براساس ضريب  ايهتشابه جد

هـاي هلـوي اردبيـل، مازنـدران و          جدايه: Pرضوي؛  . هاي زردآلوي اردبيل، مازندران و خراسان      جدايه: Aشكل گنجانده شده است،     

  )هاي آلوي گيلان جدايه: Sهاي گيلاس اردبيل و گيلان؛  جدايه: Cدران؛ هاي شليل اردبيل و مازن جدايه: Nرضوي؛ . خراسان

Fig. 4. Dendrogram of genetic relatedness of the ERIC-PCR fingerprint patterns generated by 70 strains of P. 
syringae pv. syringae recovered stone fruit trees of Ardebil, Guilan, Mazandaran and Khorasane-Razavi. 
Cluster analysis was performed by using the Jaccard similarity coefficient and the UPGMA algorithm. A: 
apricot isolates of Ardebil, Mazandaran & Khorasan-e-Razavi, P: peach isolates of Ardebil, Mazandaran 
& Khorasane-Razavi, N: nectarine isolates of Ardebil & Mazandaran, C: sweet cherry of Ardebil & 
Guilan, S: plum isolates of Guilan. 
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دسـت آمـده از    هب Pseudomonas syringae pv. syringaeهاي   جدايهREP-PCR ژنومي حاصل از DNA اثر انگشت ژنتيكي .۵شكل 

ــدران )S5 ،C4 ،C7(، گــيلان )P16 ،P18 ،P15 ،N2 ،P21 ،C1 ،P7 ،A8(هــاي اردبيــل  اســتان و ) N5 ،N6 ،P29 ،P32(، مازن

؛ استاندارد جرم   Mها همراه با     نام جدايه ( درصد   ۵/۱ در ژل آگارز     REP2 و   REP1Rبا آغازگرهاي   ) A11  ،A14(رضوي    خراسان

  )در بالاي شكل گنجانده شده است)Fermentase از شركت 100bp DNA-Ladder(مولكولي 

Fig. 5. Genomic fingerprints of Pseudomonas syringae pv. syringae isolates generated from REP-PCR with 
primers REP1R & REP2 in 1.5% agarose gel. Isolates recovered from Ardebil (P16, P18, P15, N2, P21, 
C1, P7, A8), Guilan (S5, C4, C7), Mazandaran (N5, N6, P29, P32) and Khorasan-e- Razavi (A11, A14 ). M: 
Marker, (100-bp ladder, Fermentas). 

  
 از لحـاظ خـصوصيات فنـوتيپي        Pssهـاي مختلـف      جدايه

هـا از   در بـين جدايـه  ). Aldaghi et al. 2009(باشـد   مي

لحاظ الگوي پروتئيني تفاوت جزئي و فقـط در چنـد بانـد             

هـاي   پـروتئين بـا ايـن وجـود الگـوي         . سبك وجود داشت  

شـباهت  . ها بسيار مشابه بـود     سلولي تعداد زيادي از جدايه    

هــاي مختلــف درختــان ميــوه  الگــوي پروتئينــي جدايــه

هاي قبلـي نيـز گـزارش شـده اسـت            دار در بررسي   هسته

)Aldaghi et al. 2000, 2009 Banapoor et al. 1990,.( 

رسـد روش مـذكور كـارايي مناسـبي در تمـايز             به نظر مـي   

دار   عامل شانكر درختان ميوه هسته     Pssهاي مختلف    جدايه

هـاي    روش يبنابراين نياز به ارزيـابي و معرف ـ      . نداشته باشد 

هـاي بيمـارگر     بندي دقيق بـاكتري    تشخيص به منظور گروه   

هاي مبتني بر اثر انگـشت ژنتيكـي          گياهي براساس رهيافت  

ــود  ــرئين و  ).Louws et al. 1999(دارد وج دي ب

 نـشان دادنـد کـه    )de Bruijn et al. 1996 (همکـاران 

 نيـاز بـه وقـت كمتـري دارنـد و        PCRهاي مبتني بر     روش

ثبات و کـارايي آنهـا بيـشتر اسـت و بـراي تعيـين روابـط                 

هاي ميکروبـي واقـع در يـك گـروه           فيلوژنتيکي بين جدايه  

  .بسيار مفيد هستند

 ERICهاي    با روش  PCRدر اين بررسي پس از انجام       

. دسـت آمـد    ها به  شت ژنتيكي جدايه   اثر انگ  REP-PCRو  

هـاي فــوق بــا   هـاي حاصــل از روش  اي داده آنـاليز خوشــه 

 و ضريب تشابه جاكارد نـشان       UPGMAاستفاده از روش    

 به دسـت آمـده از منـاطق مختلـف           Pssهاي   داد كه جدايه  

رضوي داراي    هاي اردبيل، گيلان، مازندران و خراسان      استان

روگرام حاصل از نتـايج     چنين دند  هم. تنوع ژنتيكي هستند  

ERIC و REP-PCR ــه ــه جدايـ ــشان داد كـ ــاي   نـ هـ

ــدران و خراســان آوري شــده از اســتان جمــع   هــاي مازن

هـاي مربـوط بـه       اي از جدايـه     رضوي در گروه جداگانـه    

   در ايـن بررسـي    . هاي اردبيل و گيلان قرار گرفتنـد        استان
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  ...Pseudomonasهاي   ارزيابي تنوع ژنتيکي جدايه:عباسي و همکاران

۴۰۱  

ضريب تشابه جاکارد

P4
P15
P21
P22
N1
P17
P18
P11
C8
P6
P23
P24
N2
C9
P20
P7
P25
C4
N3
N4
C6
C5
P10
A4
A5
S5
P13
C3
A8
P14
P9
A2
A3
P1
A6
P3
S2
P2
C2
C1
S4
A7
P5
P12
P16
C7
A11
P34
A10
S3
S1
N6
P8
P33
A1
N5
A12
A14
A9
P19
P28
P26
P32
P31
P30
P35
P29
S6
P27
A13

0.52 0.6 0.68 0.76 0.84 0.92 1

  
 ـPseudomonas syringae pv. syringaeهاي   دندروگرام مربوط به ارتباط ژنتيكي ميان جدايه.۶شكل  دسـت آمـده از درختـان ميـوه      ه ب

-REPرضوي براساس نقوش قطعـات حاصـل از           هاي اردبيل، گيلان، مازندران و خراسان      دار مبتلا به شانكر باكتريايي از استان       هسته
PCRشاكارد محاسبه و دندروگرام بـه رو جها براساس ضريب   در ژل آگارز، تشابه جدايهUPGMA    كـد  . (  ترسـيم شـده اسـت

هاي هلوي   جدايه: Pرضوي؛    هاي زردآلوي اردبيل، مازندران و خراسان      جدايه: Aها در سمت راست شكل گنجانده شده است،          جدايه

هـاي   جدايـه : Sهاي گيلاس اردبيل و گـيلان؛        جدايه: Cهاي شليل اردبيل و مازندران؛       جدايه: Nرضوي؛    اردبيل، مازندران و خراسان   

  )آلوي گيلان

Fig. 6. Dendrogram of genetic relatedness of the REP-PCR fingerprint patterns generated by 70 strains of 
P. syringae pv. syringae recovered stone fruit trees of Ardebil, Guilan, Mazandaran and Khorasane-Razavi. 
Cluster analysis was performed by using the Jaccard similarity coefficient and The UPGMA algorithm. A: 
apricot isolates of Ardebil, Mazandaran & Khorasan Rzavi, P: peach isolates of Ardebil, Mazandaran & 
Khorasan-e-Razavi, N: nectarine isolates of Ardebil & Mazandaran, C: sweet cherry of Ardebil & Guilan, 
S: plum isolates of Guilan. 
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  ۳۸۹ -۴۰۴: ۱۳۹۰ سال / ۴شماره  / ۴۷جلد   /هاي گياهي  بيماري

۴۰۲  

ضريب تشابه جاکارد

P2
S6
P10
P23
A5
P3
P7
A8
C3
P19
P24
C9
P6
N2
P15
P20
P9
P11
P18
P17
C8
N4
S4
C1
C2
N3
P25
A7
A6
P1
S2
A3
S5
A2
A4
C6
P4
N1
P22
P21
A1
P8
P5
P16
P12
P14
C7
P13
S3
S1
C4
A14
A12
N6
P30
P29
P27
P32
P31
P26
P35
P34
P28
A13
A9
A10
P33
A11
N5
C5

0.52 0.6 0.68 0.76 0.84 0.92 1

  
 ـPseudomonas syringae pv. syringaeهاي   دندروگرام مربوط به ارتباط ژنتيكي ميان جدايه.۷شكل  دسـت آمـده از درختـان ميـوه      ه ب

 ERICراساس نقوش قطعات حاصـل از     رضوي ب   هاي اردبيل، گيلان، مازندران و خراسان      دار مبتلا به شانكر باكتريايي از استان       هسته

. (  ترسيم شده است UPGMAها براساس ضريب جاكارد محاسبه و دندروگرام به روش  در ژل آگارز، تشابه جدايهREP-PCRو 

هـاي   جدايه: Pرضوي؛  . هاي زردآلوي اردبيل، مازندران و خراسان      جدايه: Aها در سمت راست شكل گنجانده شده است،          كد جدايه 

: Sهـاي گـيلاس اردبيـل و گـيلان؛           جدايـه : Cهاي شليل اردبيل و مازندران؛       جدايه: Nرضوي؛    يل، مازندران و خراسان   هلوي اردب 

  )هاي آلوي گيلان جدايه

Fig. 7. Dendrogram of genetic relatedness of 70 strains of P. syringae pv. syringae recovered stone fruit trees of 
Ardebil, Guilan, Mazandaran and Khorasane-Razavi. The similarity is the result of  the combined data 
set of  ERIC and REP –PCR using UPGMA analysis  and  Jaccard’s coefficient. A: apricot isolates of 
Ardebil, Mazandaran & Khorasan-e-Razavi, P: peach isolates of Ardebil, Mazandaran & Khorasane-
Razavi, N: nectarine isolates of Ardebil & Mazandaran, C: sweet cherry of Ardebil & Guilan, S: plum 
isolates of Guilan. 
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  ...Pseudomonasهاي   ارزيابي تنوع ژنتيکي جدايه:عباسي و همکاران

۴۰۳  

ها   ژنومي جدايه  DNAمشخص شد كه اثر انگشت ژنتيكي       

تواند به عنوان روشي كـارا و مفيـد           مي rep-PCRبا روش   

 Pssهــاي مختلــف  ع ژنتيكــي جدايــهجهــت ارزيــابي تنــو

ها مـورد اسـتفاده      دار و حتي ساير ميزبان     درختان ميوه هسته  

 در متمــايز ســاختن rep-PCRكــارايي روش . قــرار گيــرد

 از لحاظ ژنتيكي در مطالعات قبلي       Pssهاي مختلف    جدايه

). Mosivand et al. 2009(نيــز گــزارش شــده اســت 

هاي   ژنومي جدايه  DNAمقايسه الگوي اثر انگشت ژنتيكي      

Pss   دار با هر سه آغازگر نـشان داد كـه             درختان ميوه هسته

هـاي مـذكور متنـوع     داران در اسـتان   هـسته  Pssهاي   جدايه

هـاي مختلـف     وجود تنوع ژنتيكي در بين جدايـه      . باشند مي

Pss   دسـت آمـده از    بـه  يها هيدار با جدا    درختان ميوه هسته  

  نيز گزارش شده اسـت هاي قبلي ها در بررسي ساير ميزبان

Mosivand et al. 2009 ، 2009 2002, Aldaghi et al.( 

)Najafipour and Taghavi 2011،.  

دسـت    بـه  Pssهـاي    يكي از دلايل تنوع بالا بين جدايـه       

دار احتمالا به دليل سابقه طولاني  آمده از درختان ميوه هسته

ه باشد بطوريك  هاي ياد شده مي    كشت اين درختان در استان    

هـاي   احتمالا ميكروفلور همراه، با گذشت زمـان بـا ميزبـان          

اسـاس   دندروگرام ترسيم شـده بـر     . اند مختلف سازگار شده  

 بهتـر از    REP-PCR و   ERICهاي حاصـل از      تركيب داده 

هاي مربوط به هريك از آنها به تنهايي، ارزيـابي           دندروگرام

 بـه   ERIC  و    REPكـه ضـريب كوفنتيـك        به طـوري  . شد

 ۹۳/۰ و تركيب اين سـه آغـازگر برابـر       ۹۱/۰،  ۸۹/۰ترتيب  

 )Rademarker et al. 2000 (رادمـاركر و همكـاران  . بود

بندي با ثبـات، بهتـر       نيز پيشنهاد كردند كه براي يك خوشه      

 نيـز   موسيوند و همكـاران   . ها با هم تركيب شوند     است داده 

بندي بهتر از آناليز تركيبـي       دست آوردن يك خوشه    هبراي ب 

 Mosivand et(ي حاصل از آغازگرها استفاده كردندها داده

al. 2009.( 

ــور و تقــوي روي   در بررســي ــه ۵۸هــاي نجفــي پ  Pss جداي

هـاي مختلـف از جملـه درختـان ميـوه            آمده از ميزبان  دست   به

، چند  )گل سرخ و شمعداني   (دار، گياهان زينتي     دار و دانه   هسته

 کـه   اي، مـشخص گرديـد     هـاي دولپـه    گونه از غـلات و گونـه      

 Box-PCRنگاري ژنتيکي بـا      براساس انگشت  Pssهاي   جدايه

 & Najafi Pour(رنـد  يگ يدر سه گروه مختلـف قـرار م ـ  

Taghavi 2011 .( يهـا  هي ـک آنها شامل اکثـر جدا يگروه 

ک ي ـرغم قرار گرفتن در      يدار بود که عل    وه هسته يدرختان م 

 ـ . کسان نبودنـد  ي را داشته و کاملاً      ييها گروه تفاوت   نيدر ب

ز ي ـ و گل سـرخ ن ي شمعدان.Malva sp از ييها هيآنها جدا

وه ي ـدسـت آمـده از درختـان م         بـه  يها هيجدا. وجود داشت 

گـر از جملـه     ي د يهـا  هي از جدا  يدار به همراه تعداد کم     دانه

ه استاندارد پاتوار   يدار و جدا   وه هسته ي از درختان م   يمعدود

Pss   ت و  دست آمده از غـلا      به يها هيگر و جدا  ي در گروه د

ــ جدايتعــداد کمــ ــه جدا(گــر يه دي ــاز جمل ــو يا هي  از هل

ــدروگرام .  گرفتنــديدر گــروه ســوم جــا) چغنــدر و در دن

ز وجـود داشـت،     ي ـ هر گروه ن   يها هين جدا ي تنوع ب  يميترس

وه ي ـ، درختـان م   ي سه گـروه اصـل     يد عمده رو  يهرچند تأک 

ــسته ــه ه ــود  دار، دان ــلات ب  & Najafi Pour(دار و غ

Taghavi 2011.(  

 الــداغي و همکــارانطالعــات انجــام شــده توســط در م

)Aldaghi et al. 2009 (ــاوت ــا تف ــرولوژيه  يکي س

دار  وه هـسته  ي ـ مولد شانکر درختان م    يها هيکننده جدا  زيمتما

ج بدست  يت غلات بوده و نتا    يکننده بلا  جادي ا يها هياز جدا 

سموتاز و  يد د ي مانند سوپراکس  ييم ها يزوزيسه ا يآمده از مقا  

. ه را داشـتند   ي ـن دو گـروه جدا    يک ا يت تفک يقابلز  ياستراز ن 

 دو گروه مـشهود   يه ها يان جدا ي م ي تفاوت قابل توجه   يول

تواند نشانگر ايـن باشـد       نتايج مطالعات انجام شده مي     .نبود

 بـه صـورت ژنتيكـي بـا يـك           Pssهاي مختلـف     كه جدايه 

و  )Najafipour et al. 2011 (اند ميزبان خاص سازگار شده
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۴۰۴  

هـاي مختلـف ايـن پـاتووار بـه دليـل          جدايـه  تنوع در ميان  

گسترده بودن دامنه ميزبـاني آن بـه مراتـب بيـشتر از سـاير               

باشـد    مـي Pseudomonas syringaeپاتووارهـاي گونـه   

)Roos & Hattingh 1987(.  نتايج اين بررسي نـشان داد 

مــورد مطالعــه، داراي خــصوصيات  Pssهــاي  كــه جدايــه

خصوصيات نتوانـست تنـوع     فنوتيپي مشابهي بودند لذا اين      

 يا جـه ين نتيز چن ـ ي ـها را به خوبي نشان دهـد قـبلاً ن          جدايه

بـا  ). Hirano & Upper 2000(دست آمده بوده اسـت   به

 توانـــست تنـــوع rep-PCRتوجـــه بـــه اينكـــه روش 

 را مـنعكس كنـد ايـن روش بـه           Pssهاي مختلف     جدايه

توانــد  عنــوان يــك روش مولكــولي ســريع و مفيــد مــي

هايي را كـه      ، حتي جدايه  Pssختلف پاتووار   هاي م   جدايه

ارتباط ژنتيكي نزديكي با هم دارنـد، از يكـديگر متمـايز            

ــد ــايج )al. 1996. et Lilley , 1992 De Bruijn (نماي  نت

توانــد در اســتراتژي   از ارزيــابي تنــوع مــيدســت آمــده بــه

مديريت بيماري و مطالعات اكولـوژيكي و اپيـدميولوژيكي         

  .)Louws et al. 1999(د قابل استفاده باش

  

  منابع

تـن انگل  ) 135-133(جهت ملاحظه به صفحات       مراجعـه   يسي ـم

  .شود
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