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                                                                                                            هاي گياهي فصلنامه تحقيقات بيماري
  1393سال دوم، شماره چهارم، تابستان 

  1-16صص 
  

  

  مقايسه خصوصيات ژنوتيپي سويه هاي ايراني
syringae syringae pv. Pseudomonas         

   PCR rep-از ميزبان هاي مختلف با استفاده از 
  

 2، سيد محسن تقوي1*گيلدا نجفي پور 

  10/5/93:تاريخ پذيرش         4/2/93:تاريخ دريافت
  

   چكيده
Pseudomonas syringae pv. syringae )Pss(  ميزبان، بعنـوان يكـي از مهمتـرين بيمارگرهـاي      180با دارا بودن بيش از

                     بـه منظـور بررسـي       .لقي شده و ساليانه خسارات قابل توجهي را در سراسر دنيا به محصولات مختلف وارد مـي كنـد  گياهي ت
                                                                           جدايه از ميزبان هاي مختلف شامل هسته داران، غلات، دانه داران، برخي علف هـاي      58                              خصوصيات ژنوتيپي باكتري مذكور، 

بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي                                        يراحمد، چهارمحال و بختياري و اصفهان                                                    هرز و گياهان زينتي در استان هاي فارس، كهگيلويه و بو
ERIC  وREP با استفاده از اين آغازگرها قطعاتي بـا وزن مولكـولي  . انتخاب و مورد ارزيابي قرار گرفتند bp 250   تـاbp1500 

كـه در ايـن گـروه هـا تـرجيح       سويه ها به پنج گروه تقسيم شدند ERIC، با استفاده از آغازگر rep-PCRدر آزمون  .تكثير شد
اين نتايج نشان مي دهد كه با استفاده از آغازگر مذكور نمي توان سويه هـا را بـر اسـاس ميزبـان از     . ميزباني قابل مشاهده نبود

در ايـن گـروه   . نيز سويه ها به پنج گـروه تقسـيم شـدند    REPبا استفاده از آغازگر  rep-PCRدر آزمون  .يكديگر تفكيك نمود
ليرغم پراكندگي سويه هاي درختان ميوه هسته دار در گروه هاي مختلف، بسياري از آن ها بـه همـراه سـويه هـاي رز،     بندي ع

اغلب سويه هاي غلات و سويه هاي درختان ميوه دانه دار در گروه هاي جداگانه . شمعداني و پنيرك در يك گروه قرار گرفتند
در اين پژوهش اسـتفاده از  . مي باشد Pssد مزيت ميزباني در ميان سويه هاي اين نتايج تا حدودي تأييدي بر وجو. واقع شدند

نشان داد كه روش مذكور ابزار مولكولي مفيدي به منظور تمايز نسـبي سـويه هـاي مختلـف      rep-PCRدر روش  REPآغازگر 
و  BOX-PCR                 اصـل از انجـام                                    با استفاده از داده هـاي قبلـي ح    rep-PCR        سه گانه آناليز خوشه اي روش . باشد مي Pssباكتري 

توانايي بيشتري                                      نشان داد كه آناليز تركيبي اين سه روش درمطالعه حاضر،  REP-PCRو  ERIC-PCRهاي حاصل از انجام  داده
 . دارد Pssدر نمايش ترجيح ميزباني نسبي در ميان سويه هاي مختلف 

  P. syringae pv. syringae،  rep-PCR                 ، ترجيح ميزباني، ERIC-PCR   :              واژه هاي كليدي

                                                            
  .اد اسلامي، واحد جهرم، گروه گياهپزشكي، جهرم، ايراناستاديار، دانشگاه آز -1
    .، شيراز، ايراناستاد، بخش گياهپزشكي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شيراز - 2

  g_najafipour@jia.ac.ir: نويسنده مسئول مقاله -*
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  PCR rep-با  Pseudomonasمقايسه خصوصيات ژنوتيپي سويه هاي                                                                   2

  مقدمه
تـرين   عنـوان يكـي از مهـم    پاتووار، بـه  57با دارا بودن بيش از  Pseudomonas syringae Van Hall (Ps)گونه 

پـاتووار    ، Ps در ميـان پاتووارهـاي   ). Yaish, 2006(گـردد   تلقـي مـي    Pseudomonasهاي موجـود در جـنس    گونه
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) فرد است زيرا داراي دامنه ميزباني وسيعي بـوده و توانـايي         صربه   منح                                                          

دار، مركبات، كيوي،  دار و دانه گياهاني مانند درختان ميوه هسته   .                    گونه گياهي را داراست     180                       ايجاد بيماري در بيش از 
 Jones, 1971; Sellam and(باشـند   هاي اين بيمارگر مـي  ترين ميزبان گندم، ذرت، نيشكر، لوبيا و فلفل از جمله مهم

Wilcoxson, 1976; Wise, 1977; Fahy and Persly, 1983; Canfield et al., 1986; Ghabakhloo et al. 1988; 
Whitesides and Spotts, 1991; Buonaurio and Scortichini, 1994; Mazarei and Mostofipour, 1994; 
Hirano et al., 1995; Rahimian, 1995; Spotts and Cervantes, 1995; Saunier et al., 1996; Balestra and 

Varvaro, 1997; Shams-Bakhsh and Rahimian 1997; Ashoorpour et al., 2008 .(ميزبـاني وسـيع          ً      احتمالا  دامنه
بررسي ژنتيكـي پاتووارهـايي بـا    . )Weingart and Volkcsh, 1997( باشد اين باكتري، بازتابي از تنوع ژنتيكي آن مي

 .Pعنـوان مثـال     بـه . دامنه ميزباني محدودتر نشان داده كه آنها يا هيچ تنوع ژنتيكي ندارند و يـا تنـوع انـدكي دارنـد    

syringae pv. morspronorum ،P. syringae pv. glycinae و P. syringae pv. tomato ميزباني محـدودي   كه دامنه
  .)Louws et al., 1999( دارند، تنوع ژنتيكي كمتري دارند
                                                                                      هايي صورت گرفته تا با استفاده از آناليزهـاي مولكـولي، تنـوع ژنـومي موجـود ميـان                             در چند دهه اخير، تلاش

       پـذير                                    هـا در سـطوح زيرگونـه امكـان               بنـدي آن                                             يايي بررسي شود و به اين وسيله تمايز و طبقه               هاي مختلف باكتر      سويه
                         اشاره نمود كه به ميـزان    rep-PCR (repetitive sequence based-PCR)               توان به روش       ها مي                 از ميان اين روش  .     گردد

 ,.Versalovic et al (       اسـت                   تفاده واقع شـده                 تر از آن مورد اس                             ها در حد پاتووار و يا پايين                            زياد، به منظور مقايسه سويه

1991; Louws et al., 1995; Weingart and Volkcsh, 1997; Radmaker and Bruijen, 1998.(  تـرين              يكي از مهم       
                  هاي گرم مثبت قابل                             هاي گرم منفي و برخي باكتري                                     آن است كه براي تعداد زيادي از باكتري   rep- PCR          مزاياي روش

   . )Rademaker and Bruijen, 1998 (                                                           كـه هيچگونـه اطلاعـي از ژنـوم بـاكتري در دسـترس باشـد                بدون آن   ،      اجراست
                       اعتماد در بررسي تنـوع                مطلوب و قابل    روش          عنوان يك    ه       تواند ب                                    هاي مختلف مشخص نموده كه روش فوق مي       بررسي

     . )Louws et al., 1995 (                                            درون جمعيت پاتووارها مورد استفاده قرار گيرد 
زايـي انجـام    بيماري از لحاظ خصوصيات فنوتيپي، بيوشيميايي و Pssهاي فراواني روي باكتري  بررسيدر ايران 

موسـيوند و   1388در سـال  . ي براي بررسي تنوع ژنوتيپي احتمالي اين باكتري انجام شـده اسـت  اندك تلاش اما شده
تنـوع   rep-PCRاصـل از  نشان دادند كه بر اسـاس انگشـت نگـاري ژنتيكـي ح    ) Mosivand et al., 2009(همكاران 

مولد  Pssهاي  عامل نوار قرمز نيشكر را از سويه Pssهاي  توان سويه شود و مي ديده مي Pssهاي  زيادي در ميان سويه
. اي قـرار داد  اي ختمي متمـايز نمـوده و در گـروه جداگانـه     داران، بلايت باكتريايي گندم و لكه زاويه شانكر در هسته

     مـي    BOXنشان دادند كه با استفاده از آغازگر    )Najafi Pour and Taghavi, 2011( تقوي نجفي پور وعلاوه بر اين 
                                                                                                             توان در ميان سويه هاي غلات، هسته داران و دانه داران ترجيح نسبي ميزباني مشاهده نمود؛ به گونـه اي كـه جدايـه    

   .                                                             هاي هريك از اين سه گروه ميزباني، در يك كلاستر مجزا قرار گرفتند
              داران، برخـي                    داران، غلات، دانه                     جداسازي شده از هسته  Pss                         خصوصيات ژنوتيپي سويه هاي حاضر  در پژوهش
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  3                                                                      1393تابستان/ شماره چهارم/ سال دوم/ هاي گياهي تحقيقات بيماري

                          بختيـاري و اصـفهان بـا                                                    هاي فارس، كهگيلويـه و بويراحمـد، چهارمحـال و                                    هاي هرز و گياهان زينتي در استان     علف
                             آن بـا اسـتفاده از نتـايج             پـس از   .             مقايسـه شـد  با يكـديگر   rep-PCRدر روش  REPو  ERICآغازگرهاي            استفاده از

BOX-PCR  مطالعات پيشين،           متعلق به               ) Najafi Pour and Taghavi, 2011( هاي مربوط به هـر           اي داده               ، آناليز خوشه                  
علاوه بر اين از ميان سه آغازگر مذكور مناسب ترين آغازگر بـراي    .انجام شد rep-PCR                          سه آغازگر مورد استفاده در 

  .ها مشخص شد تفكيك سويه
  
  ها د و روشموا

موجـود در بخـش گياهپزشـكي دانشـكده       Pssسـويه ي  58 تعـداد  پـژوهش،  در ايـن . جدايه هاي باكتريايي
جداسازي و تعيين خصوصيت شده بود، مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت      مختلف گياهان كشاورزي دانشگاه شيراز كه از

)Najafi Pour and Taghavi, 2011(.  ـ از هايي اين جدايه بر علاوه   , P. fluorescens و  P. viridiflava ه هـاي  گون

P. meliae سـويه هـاي اسـتاندارد   . شـد  اسـتفاده  مقايسه موجود در بخش گياهپزشكي دانشگاه شيراز، نيز جهتPss 

IVIA 773-1   وP. savastanoi pv. savastanoi IVIA2558-IT   ــدايي  Instituto Valenciano deاه

Investigaciones Agrarias  (IVIA) 1جدول (گرفت  قرار استفاده اسپانيا مورد(.  
 
 مشخصات سويه هاي مورد استفاده در اين پژوهش - 1جدول 

strain number نام ميزبان host محل جداسازي Location 
 Fars فارس Almond بادام 1

 Fars فارس Barley جو 2

 Fars فارس Rice برنج 3

 Oat يولاف 4
كهگيلويه و 
 بويراحمد

Kohgiloye-va- Boyer 
Ahmad 

 Fars فارس Peach هلو 5

 Fars فارس Rose رز 6

 Fars فارس Cherry گيلاس 7

 Healthy peach هلوي سالم 8
 چهارمحال و

 بختياري
Chahar Mahal- o 

Bakhtiari 

 Isfahan اصفهان Peach هلو 9

 Almond بادام 10
كهگيلويه و 
 بويراحمد

Kohgiloye-va- Boyer 
Ahmad 

 Fars فارس Rose  رز 11

 Apricot زردآلو 12
كهگيلويه و 
 بويراحمد

Kohgiloye-va- Boyer 
Ahmad 
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strain number نام ميزبان host محل جداسازي Location 
 Fars فارس Peach هلو 14

 Cherry گيلاس 15
 چهارمحال و

 بختياري
Chahar Mahal- o 

Bakhtiari 

 Fars فارس Beet چغندر قند 16

 Fars فارس Apricot زردآلو 17

 Fars فارس Cherry گيلاس 18

 Peach هلو 19
 چهارمحال و

 بختياري
Chahar Mahal- o 

Bakhtiari 

 Fars فارس Cherry گيلاس 20

 Peach هلو 21
 چهارمحال و

 بختياري
Chahar Mahal- o 

Bakhtiari 

 Fars فارس Geranium شمعداني 22

 Fars فارس Pear گلابي 23

 Isfahan اصفهان Peach هلو 24

 Fars فارس .Malva sp پنيرك 25

 Fars فارس Wild almond بادام وحشي 26

 Isfahan اصفهان Peach هلو 27

 Almond بادام 28
كهگيلويه و 
 بويراحمد

Kohgiloye-va- Boyer 
Ahmad 

 Wheat گندم 29
 چهارمحال و

 بختياري
Chahar Mahal- o  -

Bakhtiari 

 Fars فارس Wild almond بادام وحشي 30

 Almond بادام 31
و  كهگيلويه
 بويراحمد

Kohgiloye-va- Boyer 
Ahmad 

 Peach هلو 32
 چهارمحال و

 بختياري
Chahar Mahal- o  -

Bakhtiari 

 Isfahan اصفهان Peach هلو 33

 Almond بادام 34
كهگيلويه و 
 بويراحمد

Kohgiloye-va- Boyer 
Ahmad 

 Fars فارس Peach هلو 35

 Fars فارس Quince به 36

-  Chahar Mahal- o محال وچهار Peach  هلو 37
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  5                                                                      1393تابستان/ شماره چهارم/ سال دوم/ هاي گياهي تحقيقات بيماري

strain number نام ميزبان host محل جداسازي Location 
 Bakhtiari بختياري

 Isfahan اصفهان Peach هلو 38

 Fars فارس Wild almond بادام وحشي 39

 Cherry گيلاس 40
 چهارمحال و

 بختياري
Chahar Mahal- o  -

Bakhtiari 

 Fars فارس Peach هلو 41

 Wheat گندم 42
 چهارمحال و

 بختياري
Chahar Mahal- o  -

Bakhtiari 

 Fars فارس Wild almond بادام وحشي 43

 Almond بادام 44
كهگيلويه و 
 بويراحمد

Kohgiloye-va- Boyer 
Ahmad 

 Fars فارس Cherry گيلاس 45

 Apricot زردآلو 46
كهگيلويه و 
 بويراحمد

Kohgiloye-va- Boyer 
Ahmad 

 Fars فارس Almond بادام 47

 Fars فارس Geranium شمعداني 48

 Fars فارس Pear بيگلا 49

 Almond بادام 50
 چهارمحال و

 بختياري
Chahar Mahal- o  -

Bakhtiari 

 Fars فارس Apricot زردآلو 51

 Fars فارس Wild almond بادام وحشي 52

 Cherry گيلاس 53
 چهارمحال و

 بختياري
Chahar Mahal- o  -

Bakhtiari 

 Fars فارس Cherry گيلاس 54

 Fars سفار Wheat گندم 55

 Spain اسپانيا  ------  56

 Fars فارس Wild almond بادام وحشي 57

 Fars فارس Cherry گيلاس 58

 Isfahan اصفهان Almond بادام 59

 Fars فارس Millet ارزن 60

IVIA2558-IT P.savastanoi   

 Spain اسپانيا ------  -----  13
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strain number نام ميزبان host محل جداسازي Location 
P. meliae     

 Fars ارسفChinaberry زيتون تلخ 61

P. fluorescens     

 Fars فارس Almond بادام 62

P. viridiflava     

 Fars فارس Basil ريحان 63

  
         ي الگو DNA     تهيه 

        بلافاصله  و              دقيقه جوشانده   ده    مدت   به  و   شد     تهيه   cfu/ml  10  8    ) 1 = 600      (OD     غلظت   با       باكتري   از            سوسپانسيوني

       رويـي       فـاز    از  و      شـده              سـانتريفيوژ   g 110   00    دور   در        دقيقـه   5    مدت   به    سپس  .    گرفت     قرار   يخ    روي      دقيقه   يك    مدت   به

    . Yaish, 2006)  (           استفاده شد   PCR   در         مستقيما
   rep-PCRآزمون 

بـراين اسـاس از   . (Versalovic et al., 1991)اسـتفاده شـد    rep-PCRاز روش Pss براي بررسي تنوع ژنتيكي 
  . )Schaad et al., 2001( استفاده گرديد REP2I و ERIC1R، ERIC2 ،REP1Rآغازگرهاي 

  توالي  آغازگر
ERIC 1R 5´-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3´  

ERIC 2  5´-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3´  
REP 1R  5´-IIIICGICGICATCIGGC-3´  
REP 2I 5´-ICGICTTATCIGGCCTAC-3´  

  
، MgCl2ميلـي مـولار    PCR ،6/1بافر 1Xغلظت ميكروليتر شامل  26مواد تشكيل دهنده واكنش در حجم نهايي

pmol45  ،ميلي مـولار مخلـوط    2/0از هر يك از آغازگرهاdNTPs ،U2  آنـزيم Taq DNA polymerase  وμL 2  از
درجه سانتيگراد به مدت  95 چرخه دمايي با واسرشته سازي اوليه در دماي. سوسپانسيون جوشانده باكتري انجام شد

 92ثانيـه و  3درجـه سـانتيگراد بـه مـدت      94در دماي  DNA چرخه شامل واسرشته سازي 35دقيقه آغاز و سپس  2
 2و  ERIC 1Rدرجـه سـانتيگراد بـراي آغازگرهـاي      52ازگر در دمـاي  ثانيه، اتصال آغ 30درجه سانتيگراد به مدت 

ERIC  براي آغازگرهاي  درجه سانتيگراد  44و دمايREP1R  وREP2I    65دقيقـه و امتـداد در دمـاي     1بـه مـدت 
 دقيقـه  15درجه سانتيگراد به مـدت   65دقيقه و در انتها يك سيكل امتداد نهايي در دماي  8درجه سانتيگراد به مدت 

 ).Versalovic et al., 1991(انجام شد 

درصد تهيه و به آن اتيديوم برومايد به  5/1، ژل آگارز rep-PCRبه منظور بررسي قطعات تكثير شده در آزمون 
جفـت بـازي    100به همراه ماركر مولكولي  PCRميكروگرم به ازاي هر ميلي ليتر اضافه شد و محصولات  5/0ميزان 
DNA )الكتروفورز شـد  70ساعت در ولتاژ  3در چاهك هاي آن بارگذاري و به مدت ) سيناژن تهيه شده از شركت .

سپس وزن مولكولي قطعـات تكثيـر شـده    . از ژل عكسبرداري شد Gel Documentationسپس با استفاده از دستگاه 
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 .گيري شد اندازه

بانـدهاي تشـكيل شـده در ژل شناسـايي و       Total lab v1.10افزار ابتدا با استفاده از نرم .هاي ژنوتيپي آناليز داده
 Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System )NTsys-pc Versionكار گيري نرم افزار سپس با به

فاصله يا شباهت ژنتيكي بين افراد براسـاس ماركرهـاي   . (Rohlf, 2000)ها ترسيم گرديد  فاصله ژنتيكي جدايه )2.02
اي براسـاس روش مراتبـي    آنـاليز خوشـه  . د و يـا عـدم وجـود نـوار در ژل تعيـين شـد      ملكولي، بـه صـورت وجـو   

)Hierachical Technique (  انجام و براي بررسي فاصله واقعي ميان كلاسـترها از روشUnweighted Pair-Group 

Method using Arithemtic Average )UPGMA(    و ضـريب تشـابهSimple Matching  )SM (  اسـتفاده گرديـد 
)Rohlf, 2000 .(هـاي پيشـين    هاي به دست آمده در پـژوهش  سپس با استفاده از داده)Najafi Pour and Taghavi, 

با يكديگر تلفيق و آناليز خوشه اي آنهـا انجـام    REP-PCR و BOX، ERIC، داده هاي مربوط به آغازگرهاي  )2011
 .پذيرفت

  
 نتايج 

بـراي   ERICو  REPنواحي حفاظـت شـده، بـا آغازگرهـاي     نقوش الكتروفورزي حاصل از تكثير قطعات بين 
با استفاده از آغازگرهاي مذكور، قطعاتي با . مورد استفاده قرار گرفت Pssبررسي تنوع در ميان پنجاه و هشت جدايه 

  . ير شدثتك bp 1500تا  bp 250وزن مولكولي
گـروه اول  : ا به پنج گروه تقسيم شـدند سويه ه ERICهاي حاصل از آغازگر  در دندروگرام مربوط به آناليز داده

و يك ) 48و  22(، دو سويه شمعداني )11و  6(شامل اغلب سويه هاي هسته داران و دانه داران، بعلاوه دو سويه رز 
و  17، 1(و سه سـويه از هسـته داران   ) 16(، سويه چغندرقند )3(گروه دوم شامل سويه برنج . بود) 25(سويه پنيرك 

و دو سويه از  773-1 (IVIA)م در برگيرنده سويه هاي بادام كوهي، سويه يولاف، سويه استاندارد گروه سو. بود) 53
قـرار  ) 19و 32، 15،  8(دار  و چهار سويه از درختان هسته) 2(در گروه چهارم سويه جو . بود) 12و 38(هسته داران 

 .Pهـا شـامل   سـاير گونـه  . بود) 7(داران  علاوه يك سويه از هسته گروه پنجم شامل ساير سويه هاي غلات به. گرفت

viridiflava   ،P. fluorescens،P. meliae ،P. savastanoi   1شكل هـاي  (هر يك در گروهي جداگانه قرار گرفتند 
 .)2و 
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 با استفاده از آغازگر Pseudomonas syringae pv. syringae سويه هاي مختلف PCRنقوش الكتروفورزي محصول  -1شكل 
ERIC -   سويه گيلاس : 3،) 15(سويه گيلاس: 2، ) 8(سويه هلو : 1ترتيب بارگذاري نمونه ها در چاهكها به صورت زير است

: 9، )30(سويه بادام وحشي : 8، )3(سويه برنج : 7، )1(سويه بادام : 6، )16(سويه چغندرقند : 5، )28(سويه بادام : 4، )40(
: 14، )60(سويه ارزن : 13، )29(سويه گندم : 12، )55(سويه گندم : 11، )52(ي سويه بادام وحش: 10، )43(سويه بادام وحشي 

P. meliae ،15:P. fluorescens ،16 :P. viridiflava ،17 :) P.savastanoi (IVIA2558-IT ،M : اعداد . جفت بازي100ماركر
  .داخل پرانتز شماره هر جدايه را نشان مي دهد

  
  

گروه يك : نيز سويه ها به پنج گروه تقسيم شدند REPهاي حاصل از آغازگر  در دندروگرام مربوط به آناليز داده
، سه سويه )8(ارمحال و بختياري ، يك سويه هسته دار چه)33، 27، 24، 9(دار اصفهان  شامل چهار سويه هسته

علاوه يك سويه غلات  به) 28و  34(، دو سويه هسته دار از استان كهگيلويه و بويراحمد )58، 35، 1(دار فارس  هسته
، دو ) 52، 43، 57، 39، 26، 3(هاي بادام وحشي  داران، سويه هاي هسته گروه دو شامل تعداد زيادي از سويه. بود) 3(

هاي  گروه سه شامل اغلب سويه. بود) 25(و يك سويه پنيرك ) 48و  22(، دو سويه شمعداني )11و  6(سويه رز 
، 23(داران  گروه چهار شامل سويه دانه. بود) 51، 31، 18، 5(داران  و چهار سويه از هسته) 42، 29، 55، 4، 2(غلات 

گروه پنج . بود (Pss IVIA 773-1)و نيز سويه استاندارد ) 37، 10، 17، 41(داران  ، چهار سويه از هسته)49 و 36
ها  ساير گونه. بود) 32 و 21، 7(دار  و سه سويه هسته) 16(، يك سويه چغندرقند )60(شامل يك سويه غلات 

يك در گروهي جداگانه قرار گرفتند  هر P. savastanoi و P. viridiflava ،P. fluorescens  ،P. meliaeشامل
  ).4 و 3 هاي شكل(
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 از ميزبان هاي مختلف Pseudomonas syringae pv. syringaeسويه هاي گروه بندي  دندروگرام نشان دهنده. 2شكل 
انجام گرفت  NT-SYSافزار و با استفاده از نرم UPGMAبندي با روش  گروه - rep-PCRدر آناليز  ERICبراساس آغازگر 

اين خط بر . نشان مي دهدخط عمودي ترسيمي، محل برش دندروگرام را ). مده استآها در جدول يك  مشخصات جدايه(
  .هايي با بيشترين تشابه با يكديگر ترسيم شده است اساس ايجاد گروه
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 با استفاده از آغازگر Pseudomonas syringae pv. syringae هاي مختلف  سويه PCRنقوش الكتروفورزي محصول . 3شكل 

REP .يه گيلاس سو: 3، )53(سويه گيلاس :  2، )27(سويه هلو : 1. ترتيب بارگذاري نمونه ها در چاهكها به صورت زير است
: P. meliae ،8 :P. viridiflava ،9 :P. fluorescens ،10: 7، )60(سـويه ارزن  : 6، )41(سويه هلو : 5، )37(سويه هلو : 4، )18(

P. savastanoi (IVIA2558-IT) ،M : دهد اعداد داخل پرانتز شماره هر جدايه را نشان مي .جفت بازي 100ماركر.  
  
  

به طـور مشـخص بـه چهـارگروه      REP و, BOX   ERICها بر اساس نتايج حاصل از تركيب آغازگرهاي سويه
 ).5شكل (تقسيم شدند 

و سـويه  ) 49(داران، رز، شمعداني، چغندر، بادام كوهي، يك سويه گلابـي   ستهدر گروه اول اغلب سويه هاي ه
، يـك سـويه بـرنج بعـلاوه     )53(دار  ، يك سويه هسته)23(، گلابي )36(گروه دوم شامل سويه به .پنيرك قرار گرفتند

، سـويه  )60(زن ، سـويه ار )55و  42، 29(هاي گنـدم   گروه سوم شامل سويه. بود IVIA  Pss 773-1سويه استاندارد 
) 7(داران  در گروه چهارم تنها يـك سـويه از هسـته   . بود) 51(داران  و يك سويه از هسته) 3( ، سويه جو )4(يولاف 

هر يك در گروهـي    P. fluorescensو P. viridiflava  P. meliae ,P. savastanoiساير گونه ها شامل . قرار گرفت
  ).5شكل (جداگانه قرار گرفتند 
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 از ميزبان هاي مختلف Pseudomonas syringae pv. syringaeسويه هاي هنده گروه بندي دندروگرام نشان د. 4شكل 
و با استفاده از  UPGMAبندي با روش  محاسبه شد و گروه SMدرصد تشابه با استفاده از ضريب  - REP-PCRبراساس آناليز 

مودي ترسيمي، محل برش دندروگرام خط ع). مده استآمشخصات جدايه ها در جدول يك ( انجام گرفت NT-SYSافزار نرم
  .اين خط بر اساس ايجاد گروه هايي با بيشترين تشابه با يكديگر ترسيم شده است. دهد را نشان مي

 
 

 
 

 

. 
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 از ميزبان هاي مختلف Pseudomonas syringae pv. syringaeسويه هاي دندروگرام نشان دهنده گروه بندي . 5كل ش
و  UPGMAبندي با روش  گروه - rep-PCRدر آناليز  BOXو  REP ،ERICبراساس تلفيق داده هاي حاصل از هر سه آغازگر 

خط عمودي ترسيمي، محل ). مده استآيه ها در جدول يك مشخصات جدا(انجام گرفت  NT-SYSافزار با استفاده از نرم
  .هايي با بيشترين تشابه با يكديگر ترسيم شده است اين خط بر اساس ايجاد گروه. دهد برش دندروگرام را نشان مي

  
  بحث

، مـورد  rep-PCRدر آزمـون   REPو ERIC با استفاده از آغازگرهـاي  Pssدر اين پژوهش پنجاه و هشت جدايه 
هـاي   شكل(سويه ها به پنج گروه تقسيم شدند  ERIC، با استفاده از آغازگر rep-PCRدر آزمون  .رار گرفتندبررسي ق

داران در  هـاي هسـته   اي كه به طور مشخص در دنـدروگرام حاصـله مشـاهده گرديـد، پراكنـدگي سـويه       نكته). 4و 3
همچنين . ه از مجموع پنج گروه پراكنده بودندهاي غلات نيز در چهار گرو علاوه بر اين سويه. هاي پنج گانه بود گروه
سـويه اسـتاندارد و بـادام    . داران قرار گرفـت  هاي هسته داران نيز در گروه يك در كنار تعدادي از سويه هاي دانه سويه

توان سـويه هـا را بـر     نمي  ERICدهد كه با استفاده از آغازگر  اين نتايج نشان مي. كوهي نيز در گروه سه واقع شدند
از طرف ديگر . باشد ساس ميزبان از يكديگر تفكيك نمود، در نتيجه مزيت ميزباني با آغازگر مزبور قابل مشاهده نميا

      داران                          هاي جدا شـده از هسـته           كه سويهنشان دادند  ERICبا استفاده از آغازگر   (Little et al., 1998)ليتل و همكاران
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                     ً              كنـد و بنـابراين احتمـالاً نـوعي                                            جدا شده از ساير ميزبانان ايجـاد مـي  Pss                                        كاليفرنيا، گروه مجزايي از اغلب سويه هاي
                  داران كاليفرنيـا                                            رسد يكنواختي ژنتيكي موجود در ميان هسـته            به نظر مي   .         وجود دارد  Pss                        تخصص ميزباني در پاتووار 

  ً       را  كشـت  ظـاه . موجود در منطقه و طي ساليان اخير به وجـود آمـده اسـت    Pss                                به دليل سازگاري ژنتيكي سويه هاي 
داران در يك منطقه اكولوژيكي خاص و عدم ورود ژنوتيپ هاي جديد موجب بروز اين وضعيت  طولاني مدت هسته

                     ً                     داران در ايـران احتمـالا  از مكـان هـاي      اين در حالي است كه سويه هاي هسته. در هسته داران كاليفرنيا گرديده است
نها در هر منطقـه نگذشـته اسـت و در نتيجـه بـا اسـتفاده از       اند و مدت زيادي از ورود و كشت آ مختلف منشأ گرفته

  . ها قابل مشاهده است اين تنوع مكاني در منشأ سويه ERICآغازگر 
در ايـن گروهبنـدي نيـز    . ها به پنج گروه تقسيم شـدند  نيز سويه REPبا استفاده از آغازگر  rep-PCRدر آزمون 

ها به همـراه سـويه    لفي پراكنده بودند؛ اما با اين همه بسياري از آنهاي مخت دار در گروه هاي درختان ميوه هسته سويه
هاي غلات نيز در گروه سوم و سويه هاي درختان  اغلب سويه. هاي رز، شمعداني و پنيرك در گروه دوم قرار گرفتند

 Pssهاي  ميان سويهاين نتايج تا حدودي تأييدي بر وجود مزيت ميزباني در . شدند دار در گروه چهارم واقع  ميوه دانه
مطابقـت   )Najafi pour  and Taghavi, 2011( نجفي پور و تقـوي اين نتيجه با نتايج به دست آمده توسط . باشد مي
نشان دادند كه مي توان بر اين اساس سويه ها را به سه گروه متمايز كه با دامنـه    BOXآنها با استفاده از آغازگر. دارد

          هـا بـا          اي آن                 و آناليز خوشـه   rep-PCR                               در صورت استفاده از روش سه گانه . قسيم نمودميزباني مطابقت نسبي دارد ت
گروه اول شامل اغلب سويه هاي هسته داران، گروه ). 5شكل (به چهارگروه تقسيم مي شوند  Pss    هاي              يكديگر سويه

در گـروه  . داران بـود  هسته دوم شامل سويه هاي دانه داران به همراه سويه استاندارد و يك سويه برنج و يك سويه از
. نيز در گروهي جداگانه قرار گرفـت ) 7(داران  يك سويه از هسته. گرفتند هاي غلات قرار  طور عمده سويه سوم نيز به
اي اين سه روش با يكديگر توانايي بيشتري در نمـايش تـرجيح ميزبـاني نسـبي در ميـان       رسد آناليز خوشه به نظر مي

                         نيز روي تعدادي از گونـه    (Louws et al., 1995)                 لووس و همكاران         تحقيقات. مي باشددارا  Pssهاي مختلف  سويه
           و آنـاليز    rep-PCR                                                       نشـان داد كـه در صـورت اسـتفاده از روش سـه گانـه         Xanthomonas                      ها و پاتووارهاي جـنس  

          بندي حاصل            ه با گروه                                                            توان اين سويه ها را طبقه بندي نمود، به گونه اي كه نتيجه حاصل                 ها با يكديگر مي       اي آن      خوشه
              با استفاده از   (Suzuki et al., 2003)                  سوزوكي و همكاران       همچنين    .                     به طور كامل منطبق است  DNA               از هيبريداسيون 

           هـالووي و     .               را مشخص كردنـد P. syringae pv. pisi                          تنوع ژنتيكي ميان سويه هاي ERIC  و  BOX, REP  آغازگر   سه
      را از   P. syringae pv. pisi                      سويه هاي اسـتراليايي    rep-PCR            فاده از روش    است  با  )Halloway et al., 1997(        همكاران

نشان دادند كه  BOX نيز با استفاده از آغازگر  (Marques et al., 2008) ماركوس و همكاران  .                  سايرين تفكيك كردند
را از يكـديگر   (Gardan et al., 1999) گاردان و همكارانمي توان به اين وسيله، نه گروه ژنومي پيشنهاد شده توسط 

 P. syringaeنيـز از   Pseudomonasهمچنين با استفاده از اين روش، برخـي گونـه هـاي ديگـرجنس     . تشخيص داد
نشـان داد كـه بـر اسـاس انگشـت       (Cirvilleri et al., 2005)سيرويلري و همكـاران  نتايج بررسي هاي . تفكيك شد

مركبـات، حبوبـات و گنـدم در هفـت گـروه ژنتيكـي قـرار        غـلات،   Pssهاي  سويه ERICنگاري ژنتيكي حاصل از 
نشان دادند كه براساس انگشت نگاري ژنتيكي حاصـل از  ) Mosivand et al., 2009( موسيوند و همكاران. گيرند مي

rep-PCR  تنوع زيادي در ميان سويه هايPss  ديده مي شود و مي توان سويه هايPss  عامل نوار قرمز نيشكر را از
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زاويـه اي ختمـي متمـايز نمـوده و در گـروه       داران، بلايت باكتريايي گندم و لكه مولد شانكر در هسته Pss سويه هاي
                                                   ً     هاي اين پژوهش و تحقيقات مشابه نشان مي دهد كـه احتمـالا     يافته). Mosivand et al., 2009(جداگانه اي قرار داد 

 Marques et al., 2008; Mosivand et al., 2009  Louws(وجود دارد  Pssمزيت ميزباني نسبي در ميان سويه هاي 

et al., 1995 ;Halloway et al., 1997; Suzuki et al., 2003; .( استفاده از روشrep-PCR  با استفاده از آغازگرهاي
در اين پژوهش نشان داد كه روش مذكور، ابزار مولكـولي مفيـدي بـه منظـور تمـايز       REPو  BOX ،ERICسه گانه 

 ,.Versalovic et al(اين نتيجه با نتايج ساير پژوهنـدگان نيـز مطابقـت دارد    . باشد مي Pssهاي مختلف  نسبي سويه

1994; Marques et al., 2008; Louws et al., 1995; Little et al., 1998( .هاي اين پژوهش نشان داد كه آناليز  يافته
نحو مطلوبي سـويه هـاي ميزبـان هـاي مختلـف را از       قادر است به rep-PCRتركيبي آغازگرهاي سه گانه در آزمون 

                                            با توجه به نتايج بـه دسـت آمـده در ايـن     . يكديگر جدا كرده و تا حدودي ترجيح ميزباني اين سويه ها را نشان دهد
 و همچنـين   RAPDپيشنهاد مي گردد تحقيقات آينده در جهت استفاده از آغازگرهاي تصادفي در آزمـون         پژوهش

RFLPد تا مشخص گردد كه آيا اين ترجيح نسبي ميزباني با آغازگرهاي نامبرده نيز قابـل تاييـد اسـت يـا     انجام پذير
  .خير
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Genotypic comparison of Pseudomonas syringae pv. syringae from different 
hosts based on rep-PCR in Iran 

 
G. Najafi Pour*1, S.M. Taghavi2  

 

 
Abstract 

Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) is one of the most important pathogens, 
which infects over than 180 hosts and annually causes significant loss in various plants 
throughout the world. To investigate the genetic features of the bacterium, 58 isolates from 
different hosts including pome fruits, grains, stone fruits, some weeds and ornamental plants 
in Fars, Kohgiluyeh and Boyer Ahmad, Char Mahal-o-Bakhtiari and Isfahan provinces, were 
selected and evaluated, by ERIC and REP primers. Using these primers, 250-1500 bp DNA 
fragments were amplified. Analysis of ERIC-PCR fingerprint showed that five clusters exist 
within Pss strains, but any host preferences, were not visible. This result showed that using 
ERIC-PCR, we cannot differentiate various isolates of Pss from different hosts. In REP-PCR 
analysis Pss strains used in this study were divided into the five clusters. Although these 
isolates were distributed in several clusters, some host specialization could be seen in this 
heterogenous pathovar. Thus it seems that REP primer is a suitable molecular tool for 
discrimination of Pss strains which are isolated from different hosts. Cluster analysis of rep-
PCR demonstrated that this method is reliable for showing host preference within Pss strains.  
 
Keywords: ERIC-PCR, host preference, P. syringae pv. syringae, Rep-PCR. 
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