
www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 

 

  

  
  

  ژنتيك نوين
  1392تابستان ، 2، شماره تمشهدوره 

  177- 188صفحه 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

 
 آتشك، بيماري
 ژنتيكي، تنوع
 ، hrp ژني هايخوشه

Ams،  
dsp  

 چكيده

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
  
  

هاي ژني خوشه در Erwinia amylovora باكتري هايجدايه ژنتيكي تنوع قايسهم
hrp ، ams وdsp پلاسميد و pEA29   

The comparison of genetic diversity of Erwinia amylovora strains hrp, ams 
and dsp gene clusters and pEA29 Plasmid   

  2*عبداللهي حميد، 1رهيده سميرا

  واحد علوم و تحقيقات، تهران، ايرانشد كارشناس ار -1
 كرج بذر و نهال تهيه و اصلاح تحقيقات موسسهدانشيار  -2

Rahideh S1, Abdollahi H*2 

1. MSc Student, Science and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran.   
2. Associate Professor, Seed and Plant Improvement Institute   

 HamidAbdollahi@spii.ir :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )2/12/91 :تاريخ پذيرش -  15/5/91 :تاريخ دريافت(

  
 

 شدت بطهرا بررسي منظوربه. باشدمي داردانه ميوه درختان در آتشك بيماري عامل Erwinia amylovora باكتري
 زايييبيمار در دخيل ژني خوشه سه ژنتيكي تنوع حاضر، تحقيق در ها،جدايه ژنتيكي خصوصيات با زائيبيماري
 پلاسميد تنوع اين بر علاوه. گرفت قرار مقايسه مورد PCR-RFLP نشانگر از استفاده با dsp و hrp ،ams شامل

pEA29 آغازگر جفت از استفاده با باكتري PEANT از جدايه 17 شامل استفاده مورد هايجدايه. شد بررسي 
 هايخوشه روي بر اختصاصي آغازگرهاي طراحي از پس. بود آمريكا از Ea273 جدايه و ايران بومي هايميزبان
 TaqI  و AluI،BglII ، HhaI، MboI،PstI  ،SalI هايآنزيم با محصولات ،PCR واكنش انجام و مذكور ژني
 يابيتوالي مختلف ييجغرافيا منشا با جدايه 5 در ams ژنيخوشه PCR محصول 5 علاوه،به. گرفتندقرار هضم مورد

  .نداد نشان مختلف ژني هايخوشه آغازگرهاي باند طول و اتصال محل در را تنوعي گونههيچ حاصل نتايج. دندش
 يابيتوالي .كرد ايجاد را يكنواختي هضم الگوي هاجدايه كليه در كننده، محدود هايآنزيم با هضم علاوهبه

 بالاي بسيار شدگيحفاظت از حاكي كه ددادن نشان مشابهت كامل طوربه نيز ams ژنيخوشه PCR محصولات
 pEA29 پلاسميد روي PEANT آغازگرهايبررسي تنوع ناحيه تكثير شده توسط . بود ژني خوشه اين در ژنوم
 موجود شدگي حفاظت ميزان رسدمي نظر به. بود مختلف هايجدايه در ناحيه اين توالي و طول در تفاوت مؤيد
  .باشد باكتري ژنوم زا ترپائين بسيار پلاسميد اين در
 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
 جدي تهديدي آتشك، بيماري عامل Erwinia amylovora باكتري
- به جهان سطح در ١دارهادانه خانوادهزير از وسيعي طيف براي

 اين. )Norelli et al. 2003 ؛Duffy et al. 2005( آيدمي حساب
 شده گزارش كشور چهل از بيش در و دنيا قاره پنج هر از بيماري

)van der Zwet and Bonn  1999( اقتصادي خسارات سالانه و 
 .نمايدمي ايجاد سيب و گلابي به، درختان در خصوصاً فراواني
 و بوده منفي گرم اختياري، هوازيبي آتشك، بيماري عامل باكتري
 .Billing et al( باشدمي گرادسانتي درجه 25- 27 رشد بهينه دماي

 با كه باشدمي گياهي زايبيماري باكتري اولين باكتري اين. )1961
-بيماري علم به گياهي شناسيباكتري جديد رشته آن شناسايي

  .)Shtienberg et al. 2000( شد افزوده گياهي شناسي
 و شدگيسياه نكروز، ها،شكوفه بلايت شامل بيماري عمده مئعلا

 تراوشات مرطوب، شرايط در. هاستسرشاخه شدن سرعصايي
 جريان هاشاخه و تنه نارس، هايميوه ،آلوده سطوح در باكتريايي

 بيماري اين. شودمي مشاهده درخت پوست در شانكر و يافته
 برغان در واقع باغي در ايران، در 1368 سال در بار اولين براي
 بيماري). Zakeri and Sharifnabi 1991( شد مشاهده كرج

 هاياستان جمله از كشور مناطق از بسياري در اكنونهم آتشك،
 قزوين، اردبيل، غربي، و شرقي آذربايجان سمنان، مركزي، تهران،
 دارد وجود فارس و كرمانشاه قم، خراسان، كردستان، زنجان،

)Sahandpour and Ghasemi 2004 Hasanzadeh et al. 1993;.( 
 رغمبه .amylovora E باكتري انگيزشگفت هايويژگي از يكي

 اين بالاي بسيار گونيهم مي،اقلي هايتفاوت و جغرافيايي فواصل
 در باكتري عمل تشابه درنتيجه ،)Momol et al. 1997( بوده گونه
-جدايه كه است داده نشان مطالعه چندين. است يكسان جا همه

 را هموژن و يكنواخت بسيار گروه يك E. amylovora هاي
 ;Billing et al. 1961; Komagata et al. 1968( دهندمي تشكيل

Paulin and Samson 1973( .باكتري E. amylovora خلاف بر 
 Xanthomonas campestris و Pseudomonas syringae باكتري

-هيچ. )Hirano and Upper 1990( نيست تنوع داراي گونه يك

 .E مختلف هايجدايه تمايز جهت ايمشخصه صفت گونه

amylovora يهازمان يا و ميزبان يا و جغرافيايي امنش اساس بر 

                                                            
1  Pomoidae 

 مطالعات اساس بر .)Vanneste 1995( است نشده پيدا مختلف
- جدايه از استفاده با و Erwinia جنس بنديرده زمينه در گسترده

 مشاهده )Dye 1968( داي دارها،دانه خانوادهزير به متعلق هاي
 مصرف يا بيوشيميايي خصوصيات در توجهي قابل تفاوت كه كرد

 مختلف هايگروه عضايا بين در مختلف هايكربوهيدرات
 سرولوژيك، مطالعات اساس بر .نشد پيدا E. amylovora باكتري
 يك E. amylovora كه كرد گيرينتيجه چنين )Elrod 1941( الرود
 توسط E. amylovora جدايه 103 .است يكنواخت اشديد گونه

)Vantomme et al. (1982 اين كه دريافتند هاآن و شد بررسي 
 شيميايي الكتروفورز خصوصيات و بيوشيميايي رنظ از هاجدايه
 يكنواختي كاملاً ميزبان، و جغرافيايي منشأ در تفاوتشان رغمعلي
  .دهندمي نشان

 جغرافيايي پراكنش با مختلف هايميزبان از جدايه 22 مطالعه 
 در را كمي شكليچند ،PCR نگاريانگشت از استفاده با متفاوت،

 باكتري جدايه 93 بررسي. )Rico et al. 2003( داد نشان جدايه 17
E. amylovora روش با Rep-PCR آغازگر 7 از استفاده با و 

 داد نشان جدايه 11 در تنها را كمي بسيار شكليچند تصادفي،
)Rico et al. 2008.(  
 .E هايجدايه ژنتيكي تنوع مولكولي، هايشيوه كمك با

amylovora تنوع كه كسي اولين. است هشد مشخص قبل از بهتر 
 آرتور كرد گزارش راE. amylovora  باكتري زاييبيماري در

)Arthur 1887( تفاوت وجود دهندهنشان نيز مطالعات ديگر. بود 
 Shaffer and Goodman( است باكتري اين مختلف هايجدايه در

 آناليز وسيلهبه دارهادانه هايجدايه بين هاتفاوت برخي ).1962
RAPD٢ )Momol et al. 1997(، ٣ريبوتيپينگ )McManus and 

Jones 1995( الگوي و PFGE٤ )Zhang and Geider 1997( 
   .است دهش مشخص

 گرفته كاربه متعددي كنترل هايروش بيماري اين با مبارزه براي
 قطعي مبارزه روش عنوانبه هاروش اين از كدامهيچ ولي شده،
 در هاموفقيت بودن ودمحد عوامل از يكي. اندنشده واقع مؤثر
 ژنتيكي تنوع زمينه در محدود شناخت بيماري، اين با مبارزه زمينه
 در آتشك بيشتر هرچه گسترش با .باشدمي آتشك بيماري عامل

                                                            
2  Random Amplified Polymorphic DNA 
3  Ribotyping 
4  Pulsed Field Gel Electrophoresis 
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 بيماري شدت و جهان در گلابي و سيب پرورش مختلف مناطق
 ژنتيكي تنوع بهتر شناخت براي نياز تر،حساس هايپايه و ارقام در

. دشومي برخوردار ريبيشت اهميت از E. amylovora ايهجدايه
 شناخت به آگاهانه ايقرنطينه هايپروتكل گيريكاربه همچنين

 بستگي هاجدايه اين هايگروه تشخيص و هاجدايه در تنوع كامل
  .دارد
 هايجدايه بين موجود ژنتيكي تنوع بررسي هدف با تحقيق اين

 مولكولي گرنشان كارگيريبه با آتشك بيماري عامل باكتري
PCR-RFLP همچنين و ميزباني و مكاني منشأ بين ارتباط تعيين و 

 اين از آمده دستبه باندي الگوي با زاييبيماري شدت ارتباط
 نواحي عنوانبه dsp٣ و ٢ ams،hrp١ ژني ناحيه سه در گرنشان
-به و طراحي ها،ميزبان روي زاييبيماري در باكتري ژنوم اصلي

  .است رسيده جامان
  

   هامواد و روش
- ميزبان از جدايه 17 ،1جدول در شده فهرست جدايه 18 بين از

 جدايه عنوانبه Ea273 جدايه و كشور مختلف نقاط آلوده هاي
 American Type Cultureاز شده خريداري( استاندارد

Collection (بررسي مورد آماده، گليسرول هاياستوك صورتبه 
 شده داده كشت جامد LB٤ كشت محيط در هاجدايه. گرفتند قرار
 رشد جهت مناسب زمان مدت بنابر( ساعت 24- 72 مدت به و

 داده قرار گرادسانتي درجه 27 دماي در ،)مختلف هايجدايه
 )Zhou et al. 1996( روش از استفاده با DNA استخراج. شدند
 هشد ذكر روش خلاف بر روش اين در .شد انجام يافته تغيير
  . نشد انجام SDS افزودن استخراج جهت
  باكتري اصلي كروموزوم روي اختصاصي هايآغازگر طراحي
 .E كروموزومي كامل توالي اساس بر هاآغازگر اين طراحي

amylovora  جدايهATCC 49946  بر روي سه خوشه ژنيhrp، 
ams و dsp توالي  كروموزومي،  كامل  توالي  بر علاوه. شد انجام 
 منظوربه ژني، خوشه سه اين در موجود  ژن  45  به  مربوط  هاي

 

                                                            
1  Harpin 
2  Amylovoran Synthase 
3  Disease-Specific 
4  Luria-Bertani Agar 

 
 E. amylovora  باكتري مختلف هايجدايه فهرست -1جدول

 آوريجمع سال آوريجمع محل ميزبان گياه شناسايي كد

 1386 لرستان گلابي 1

 1386 لرستان گلابي 2

 1386 لرستان سيب 9

 1386 لرستان گلابي 1/12

 1386 انسمن گلابي 2/12

 1386 قزوين گلابي 16

 1386 مرند به 32

 1386 سمنان سيب 33

 1386 سمنان به ت1/33

 1386 مرند سيب 36

 1386 لرستان سيب 47

 1386 قزوين سيب 66

Ea273 سيب ATCC 1384 

K1 1384 )شهر كمال( كرج  سيب 

K2 1384 )شهر كمال( كرج گلابي 

S1 1384 شهريار سيب  
Z1 1384 )دره خرم( زنجان سيب 

Z2 1384 )دره خرم( زنجان گلابي 

 
 هايجداكننده جمله از تربيش تنوع وجود احتمال با نقاطي يافتن
 افزارنرم از استفاده با. شد دريافت NCBI٥ سايت از ژني بين

FASTA مورد هايژن با را تشابه درصد بالاترين كه هاييتوال 
 افزارنرم در مذكور هايتوالي سپس. شدند جستجو داشتند، نظر

MultAlin حفاظت نقاط شدن مشخص به توجه با. شدند خطي-

 نظر در با نيز و دادندمي نشان را تريبيش تفاوت كه نقاطي و شده
 جفت سه طراحي به اقدام آل،ايده آغازگر كي هايويژگي گرفتن
 روي آغازگر جفت يك هارپين، ژني خوشه روي بر آغازگر
 .شد dsp ژني خوشه روي آغازگر جفت يك و ams ژني خوشه

  DNA استخراج
 .شد استفاده DNA استخراج جهت روش چهار از كلي طوربه

 طوربه كه CTAB-SDS روش و Zhou et al. (1996( روش
 با  غشا  هايچربي و سلولي ديواره تركيبات حذف شامل خلاصه
 به  لمتص  هايپروتئين   هضم  و  حذف  دترجنت،   از  استفاده

 

                                                            
5  National Center For Biotechnology Information 
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  pEA29 پلاسميد و ژنوم در PCR واكنش اجزا -2جدول

 پلاسميد ژنوم PCRواكنش اجزا

 ميكروليتر 2 ميكروليتر PCR ) X10(  5/2 بافر

MgCl2 )50ميكروليتر 35/0 ميكروليتر7/0 )مولارميلي 

 dNTP)10 ميكروليتر 5/0 ميكروليتر 5/0 )مولارميلي 

 ميكروليتر 9/0 ميكروليتر5/0 )ميكروليتردرپيكومول10( پيشرو آغازگر

 ميكروليتر 9/0 ميكروليتر 5/0 )ميكروليتر در پيكومول 10( پسرو آغازگر

DNAميكروليتر 1 ميكروليتر1 الگو 

Taq DNA polymerase )5 ميكروليتر 3/0 ميكروليتر 2/0 )ميكروليتر در ونيتي 

 
DNA هضم و حذف پروتئيني، تركيبات ساير و RNA شستشو، و 
 روش. بود سازي رقيق و شده خالص DNA انعقاد و رسوب

 در دادن حرارت و باكتري از سوسپانسيون تهيه شامل جوشاندن
 جوشاندن روش و دقيقه 10 مدتبه گرادسانتي درجه 95 دماي

 در دادن حرارت و باكتري از سوسپانسيون تهيه شامل NaOH با
 داراي  NaoHبا دقيقه 10 مدت به گرادسانتي درجه 95 دماي
  .بود مولار 05/0 غلظت

 PCR-RFLP  
به  يابيدست جهت دمايي گراديان PCR واكنش انجام از پس

) 7شكل( هاآغازگربراي هر جفت از  دماي اتصال بهينه
 دو بينDNA  قطعات تكثير شامل ،PCR-RFLP ،)3جدول(

 هايآنزيم محصولات با هضم سپس و پسرو و پيشرو آغازگر
 طبق جدايه هر براي PCR واكنش يك هر. شد انجام وكلئازاندون

 طبق تكثير واكنش. شد تهيه ميكروليتر 25 نهايي حجم در 2جدول
 واكنش از حاصل باندهاي .شد انجام سيكل 35 تعداد به 3جدول
PCR  درصد 2/1 آگارز ژل روي افقي الكتروفورز انجاماز طريق 

 غلظت با برومايد يديومات با آميزيرنگ از پس و شده داده حركت
 آشكارسازي فرابنفش نور از استفاده با ليترميلي در مايكروگرم يك

  .شدند
  يژنوم DNA روي بر PCR واكنش حرارتي هايسيكل –3جدول
 )دقيقه(زمان )گرادسانتيدرجه( دما PCRواكنشمراحل

 5 94 اوليهواسرشت

 1 94 سازيواسرشت

 اتصال
 PCR از هآمد دستبه مناسب دماي

 دمايي گراديان
1 

 1 72 توسعه

 10 72 نهاييتوسعه

-آنزيم. شد انجام اندونوكلئاز هايآنزيم با PCR محصولات هضم

 نظر مورد شده تكثير هايتوالي در برش ايجاد جهت مناسب هاي
)AluI،BglII ،HhaI ،MboI ،PstI ،SalI  وTaqI ( افزارنرم طريق از 

RestrictionMapper مخلوطي روي بر آنزيمي هضم. شدند تعيين 
، PCR محصولات ميكروليتر 5 شامل ميكروليتر 12 نهايي حجم با

 آنزيم از )يونيت 10( ميكروليتر يك آنزيم، بافر ميكروليتر يك
- به نگهداري و استريل تقطير بار دو آب ميكروليتر 5 و نظر مورد

. گرفت صورت آنزيم، فعاليت اسبمن دماي در ساعت 16 مدت
 شده هضم محصولات جداسازي ،PCR محصولات هضم از پس

 انجام درصد دو آگارز ژل روي ليكن ،PCR محصولات همانند
 .شد

  يابي توالي
 آغازگر جفت 5 هر از آمده دستبه PCR محصولات بين از

 ژنيخوشه تكثير از حاصل آمده دستبه محصول 5 شده، طراحي
ams غازگرآ با AMSD به مربوط مختلف جغرافيايي پراكندگي با 
از آمريكا،  Ea273از مرند،  36از استان لرستان،  1/12 هايجدايه

K1  شهر كمال( كرجاز(  وZ1 زنجان از )توالي جهت ،)دره خرم 
 از ميكروليتر 40 ميزان منظور، اين به .شدند انتخاب يابي

 شده سازي آماده ،مذكور هايجدايه از يك هر PCR محصولات
 فرستاده كانادا Bio Basic شركت به امينسان شركت طريق از و

 پسرو، و پيشرو آغازگر دو از استفاده با سنگر روش توسط و شده
 از استفاده با نتايج بررسي. گرفتند قرار طرفه دو يابيتوالي مورد
  .شد انجام Chromas و MultAlin هايافزار نرم

  pEA 29 لاسميدپ ژنتيكي تنوع بررسي
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 جفت وسيلهبه pEA29 پلاسميد از بخشي در ژنتيكي تنوع بررسي
-PEANT1 )5'-TATCCCTAAAAACCTCAGTGC آغازگر

 5'-GCAACCTTGTGCCCTTTA-3') (Liop( PEANT2 و) '3

et al. 2000 (واكنش هر. شد انجام PCR 25 نهايي حجم در 
 35 ادتعد به تكثير واكنش .شد انجام 2جدول طبق ميكروليتر

 با ،ژنوم روي بر PCR واكنش حرارتي هايسيكل مشابه سيكل
 هايباند بررسي. گرفت انجام گرادسانتي درجه 56 اتصال دماي

 در. شد انجام درصد 2/1 آگارز ژل روي الكتروفورز با حاصل
 از Ea273 جدايه و لرستان استان از 9 و يك هايجدايه نهايت
 .شدند ارسال ييابتوالي جهت و برگزيده آمريكا

  
    نتايج و بحث

  DNA استخراج
 استخراج هاي DNA استخراج، جهت شده انجام هايروش بين از

 در داشته و زيادي هايآلودگي ،NaOH با جوشاندن روش به شده
 خوبي كيفيت از نيز آن از حاصل PCR محصولات نتيجه

 وجود با نيز CTAB-SDS روش در طرفي از. ندنبود برخوردار
 توجه با. ندبود ناچيز كميت نظر از حاصل هاي DNAزياد، تكرار

 عنوان به  Zhou et al. (1996( روش در حاصل بهتر نتايج به
 روش اين از استفاده. شد انتخاب DNA استخراج مناسب روش
 اتصال از مانع) 1شكل( پروتئيني آلودگي مقداري وجود رغمعلي

 باكتري DNA به استفاده مورد اختصاصي آغازگرهاي مطلوب
 استخراج و) 1جدول( بررسي مورد هايجدايه كشت از پس. نشد

DNA تمامي ها،جدايه DNA40 به 1 نسبت به استخراجي هاي 
 .گرفتند قرار استفاده مورد بعدي مراحل در و شده رقيق

 

 
 .E باكتري مختلف هايجدايه از شده استخراج هايDNA -1شكل

amylovora 

  dsp و hrp ، amsي هاي ژنخوشه آغازگرهاي
 طراحيhrp  ژني خوشه روي بر آغازگر جفت سه ،4جدول طبق
 و hrpW ژن داخل در پيشرو آغازگر اول، آغازگر جفت در. شد

 قرار hrpN و hrpW ژن دو ميان جداكننده روي پسرو آغازگر
 آغازگر دو بين فاصله در رفتمي انتظار كه ايقطعه طول. داشت
 ).2شكل( بود ازب جفت 1426 شود، تكثير

 

  
و موقعيت جفت  E. amylovoraاز باكتري  hrpخوشه ژني  -2شكل

  برروي اين خوشه ژني HRPWآغازگر 
 
 و hrpX ژن دو بين جداكننده روي پيشرو آغازگر دوم، جفت در

hrpL ژن دو بين جداكننده روي پسرو آغازگر و  hrpLو hrpJ 
 باز جفت 886 آغازگر، دو بين فاصله كه طوريبه شد، طراحي

  .)4جدول( )3شكل( بود
 

 
و موقعيت جفت  E. amylovoraاز باكتري  hrpخوشه ژني  -3شكل

 برروي اين خوشه ژني HRPLآغازگر 
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 و hrcU ژن داخل در پيشرو آغازگر سوم، آغازگر جفت در
 در آغازگر دو بين فاصله. بود hsvC ژن داخل در پسرو آغازگر

 بازي جفت 1555 ايقطعه، 4جدول طبق ،جداكننده يك گيرندهبر
  .)4شكل( بود

 

 
  

و موقعيت جفت  E. amylovoraاز باكتري  hrpخوشه ژني  -4شكل
  برروي اين خوشه ژني HRCUآغازگر 

 
 آغازگر ،dsp ژني خوشه روي شده طراحي آغازگر جفت در

 قرار dspE ژن داخل در پسرو آغازگر و dspF ژن داخل پيشرو
به dspE و dspF ژن دو از بخشي شامل اهآغازگر فاصله. داشت
  .)5شكل( )4جدول( بود باز جفت 1005 ،جداكننده همراه

 

  
  

و موقعيت جفت  E. amylovoraاز باكتري  dspخوشه ژني  -5شكل
  برروي اين خوشه ژني DSPآغازگر 

 
 آغازگر ،ams ژني خوشه روي شده طراحي آغازگر جفت يك در

 amsB ژن داخل در پسرو رآغازگ و amsD ژن داخل در پيشرو
 برگيرندهدر آغازگر، دو بين تكثيري قطعه اندازه. داشت قرار

 دو همراهبه amsC ژن تمام و amsB و amsD ژن از بخشي
  .)6شكل( )4جدول( بود باز جفت 1483 ،جداكننده

براي   PCRيابي به دماي اتصال بهينه جهت واكنش منظور دستبه
بررسي، از روش گراديان دمايي  هاي موردآغازگرهر جفت از 
نظر با توجه به كيفيت باندهاي حاصل از دماهاي در. استفاده شد
 AMSD هايآغازگر جهت اتصال بهينه دماي گرفته شده،

 ترتيببه) ب - 7شكل( DSP و HRPL، HRCU ،)الف -7شكل(
 جفت جهت. شد گرفته نظردر گرادسانتي درجه 60 و 59 ،59 ،57

   چند  انجام  با  دمايي،  گراديان  از استفاده دونب ،HRPW آغازگر
- سانتي درجه 51 دماي متفاوت، اتصال دماهاي با جداگانه واكنش

  .دش انتخاب گراد
 

و موقعيت جفت  E. amylovoraاز باكتري  amsخوشه ژني  -6شكل
  برروي اين خوشه ژني AMSDآغازگر 

  

  
 32 جدايه وير بر AMSD آغازگر جهتگراديان دمايي  PCR -7شكل

 هايجدايه روي بر ترتيببه DSP و HRPL، HRCU هايآغازگر و) الف(
 )ب( 66 و Z1 ت، 1/33

 
   dsp و hrp ، ams ژني هايخوشه در ژنتيكي تنوع بررسي

 از استفاده با PCRبر اساس نتايج حاصل از انجام واكنش 
   18 هر  ،HRCU  و  HRPW، HRPL  پسرو و پيشرو آغازگرهاي
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 ژنومي DNA روي ژنتيكي تنوع بررسي جهت شده طراحي هايآغازگر -4ولجد

 آغازگر نام  آغازگر توالي  )جفت باز(آغازگرطول  )بازجفت(تكثيري قطعه طول  اتصالدماي

HRPW F 5´-CTGAAGGTGGCTGAATGAT-3´ 19 
1426 

С ْ  56 

HRPW R 5´-TATGGCACTATCTCGTCAG-3´ 19 С ْ  56 

HRPL F 5´-CATTGAGGCAGTGTCCAGA-3´ 19 
886 

С ْ  58 

HRPL R 5´-GAGCAGTTGTCATTGTGTGG-3´ 20 С ْ  60 

HRCU F 5´-GCTGCTGACATTGCTGGTA-3´ 19 
1555 

С ْ  58 

HRCU R 5´-TGAAACGGATAGTGGAGGAG-3´ 20 С ْ   60 

DSP F 5´-CGTTGTGCAGTTCATCCAG-3´ 19 
1005 

С ْ   58 

DSP R 5´-AGATGTCGTCGGTGATGAAC-3´ 20 С ْ   60 

AMSD F 5´-CGACAGGGTAGTAAGGTTCA-3´ 20 
1483 

С ْ  60 

AMSD R 5´-ACAGGAAAGTAGCGGTCGAG-3´ 20 С ْ  62 

  
  

  
   HRPWآغازگر جفت با تكثيري قطعه روي بر MboIو  PstI، TaqI راست از ترتيببه هايآنزيم اثر -8شكل

 
 به. بودند يكسان باند ولط داراي باند، بودن دارا بر علاوه جدايه،
 مذكور آغازگرهاي اتصال محل در تنوعي گونههيچ ديگر عبارت

 قطعه هضم جهت منتخب هايآنزيم. نداشت وجود الگو DNA به
و  HRPW، PstI، TaqI آغازگر جفت از حاصل بازي جفت 1426
MboI آنزيم با هضم اثر در. بودند PstI هاياندازه به، دوباند 
 هاياندازه به باند TaqI، 4 آنزيم باز، جفت 800 و 500 حدود
شامل يك قطعه  MboI آنزيم و باز جفت 700 و 350 ،200 ،150
  ).8شكل(جفت بازي بود  900طور واضح به

 هايآغازگر توسط تكثيري قطعه روي بر رگذاراث هايآنزيم
HRPLF و HRPLR باز، جفت 886 طولبه MboI، PstI و BglII 

  قطعه  سه ،MboI  آنزيم با هضم از حاصل  نتايج اساس بر .بودند

 آنزيم باز، جفت 400 حدود و 300 ،200 از تركم باندهاي طول به
PstI، آنزيم و باز جفت 450 و 350 باندهاي طولبه قطعه دو 

BglII، و 400 حدود در همبه نزديك باندهاي طول با قطعه دو 
 از حاصل باندهاي رد تنوعي نيز قطعه اين در. بود باز جفت 450
 ).9شكل( نشد مشاهده آنزيمي هضم

 قطعه رويبر رگذاراث هايآنزيم ،TaqI و MboI، AluI هايآنزيم
 .بودند باز جفت 1555 طولبه HRCU هايآغازگر توسط تكثيري

 طور واضح سه باند باهبروي قطعه مذكور بر MboI آنزيم راث از
سه باند با حدوداً  AluIجفت باز،  700و  200، 150طول تقريبي 

  تر از طول كمبا چهار باند به TaqIجفت بازي و  600و  200، 100
 در خصوص . ايجاد شدند باز   جفت  500 و   400 ، 100  ،100
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  HRPLآغازگر جفت با تكثيري قطعه روي بر BglII و MboI، PstI راست از ترتيببه هايآنزيم راث  -9شكل

  
 

  
  HRCUآغازگر جفت با تكثيري قطعه روي بر TaqI و MboI، AluI راست از ترتيببه هايآنزيم راث  -10شكل

  
 

  
  DSPآغازگر جفت با تكثيري قطعه روي برAluI  و MboI، HhaI راست از ترتيببه هايآنزيم راث  -11شكل

 
نيز يكنواختي چه در طول قطعات  آغازگراستفاده از اين جفت 

هضم آنزيمي و چه در طول باندهاي حاصل از  PCRحاصل از 
 .)10شكل(جدايه مورد بررسي مشاهده شد  18در هر 

، تنوعي را در طول DSP آغازگر جفتبا  PCR محصولات توليد
 در MboI آنزيم كامل هضم اثر در. هاي حاصل نشان ندادباند
 از تركم ،100 هايطول با باند سه ،حاصل بازي جفت 1005 قطعه
 و 200 ،100 طولبه باند سه ،HhaI آنزيم باز، جفت 500 و 200
   200 ،100 ،100 از تركم طول با باند چهار ،AluI و باز جفت 250

 باندهاي در تنوعي نيز مورد اين در. شد حاصل باز جفت 300 و
 يكهيچ در PCR محصولات توليد نيز و آنزيمي برش از حاصل

 ).11شكل( نشد مشاهده هاجدايه از

 توسط ،AMSD آغازگر جفت از حاصل بازي جفت 1483 قطعه
هضم با  .گرفت قرار هضم مورد TaqI و MboI ، SalI آنزيم سه

 جفت 500 تقريباً و 350 حدود ،250 طولبه باند سه ،MboIآنزيم 
جفت باز،  1050و  400طول حدود دو باند به SalI آنزيم باز،

   ايجاد باز جفت  750  و 400  ،300 طول به باند سه  ،TaqIآنزيم 
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  AMSDآغازگر جفت با تكثيري قطعه روي بر TaqI و  MboI، SalI راست از ترتيببه هايآنزيم راث -12شكل

  
  ديگر در محصولات حاصل از  آغازگرجفت   4يكنواختي  .نمودند

 نيز صادق بود آغازگرهضم كامل آنزيمي، در خصوص اين جفت 
  .)12شكل(
-توالي از ،PCR-RFLP نشانگر نتايج صحت از اطمينان منظوربه

 به مربوط ،AMSD آغازگر از آمده دستبه محصول 5 يابي
 جدايه( Ea273 شامل جغرافيايي پراكنش داراي ييهاجدايه

 هاياستان به متعلق ترتيببه كه Z1 و K1 ،36 ،1/12 ،)استاندارد
 زنجان و) شهركمال( كرج ،)مرند( شرقي آذربايجان لرستان،

 و تفاوت گونههيچ كه داد نشان آن نتايج و شد استفاده )درهخرم(
 هايتوالي و نداشته وجود نوكلئوتيدتك سطح در حتي تنوعي
به استثناء ( مذكور هاي توالي .ندبود مشابه كامل طوربه نظرمورد

 NCBI سايت در و شده ارسال  Bankit طريق از )Ea273جدايه 
 و  JQ619719، JQ665841،JX262069 هايكد با ترتيببه

JX277551 شدند ثبت.  
  pEA29 پلاسميد در ژنتيكي تنوع
 PEANT1 آغازگرهاي با PCR واكنش انجام از حاصل نتايج بنابر
 تفاوت اساس بر بررسي مورد هايجدايه ،)13شكل( PEANT2 و
 طول ترينكوتاه .گرفتند قرار گروه سه در خود باندهاي طول در

   طول  بلندترين  ،36 و 33 ،16 ،2 ،1 هاي جدايه  به  مربوط  باند،
 و Z2 و Ea273، K1، K2، Z1 ،33/1 هايجدايه به مربوط باند،

 دو مابين باند طول داراي S1 و 47 ،32 ،2/12 ،1/12 ،9 هايجدايه
 باز جفت 420 تا 380 حدود از حاصل باندهاي طول .بودند گروه
 و لرستان استان از 9 و 1 هايجدايه اساس اين بر. بود متغير

 باندي گروه سه از اينمونه عنوانبه آمريكا از Ea273 دايهج
 يابيتوالي موردPEANT2  پسرو آغازگر از استفاده با و انتخاب

 بخش يك در تشابه وجود با توالي سه اين مقايسه. گرفتند قرار
'5 بخش در بازي، جفت 369   ).14شكل(  داد نشان را تنوعي '3

 بر PEANT2 و PEANT1 گرهايآغاز با PCR واكنش انجام -13شكل
  pEA29 پلاسميد روي

  
 تك معمول طوربه هايژن ها،پروكاريوت ژنوم در ژنيبين نواحي
 تنوع مراكز عنوانبه و نموده تفكيك يكديگر از را اينسخه

 تنوع توانندمي نواحي اين. شوندمي گرفته نظردر هاپروكاريوت
 بروز خود از هائينپروت كننده كد نواحي به نسبت را تريبيش
 تنوع، بررسي جهت شده طراحي هايآغازگر تمام اينبنابر. دهند

 dsp و hrp، ams ژني خوشه سه در ژني بين نواحي دهنده پوشش
 پسرو و پيشرو هايآغازگر بين قطعات تكثير ،وجود اين با. بودند

 بررسي، مورد نواحي از يك هيچ در آنزيمي، هضم آن از پس و
 نشانگر كاربرد از حاصل نتايج با نتيجه اين. نداد نشان را تنوعي

PCR-RFLP ژن روي amsB آغازگر دو از استفاده با AMSbL و 
AMSbR در مختلف جدايه 14 در كساني باندي الگوي حصول با 
 از ´3 ناحيه آناليز). Pulawska et al. 2006( دارد مطابقت لهستان

  داد نشان مختلف ميزباني هدامن با باكتري هايجدايه در  hrpN ژن
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'5و مشاهده تنوع در بخش  PEANT آغازگر جفت از حاصل يابيتوالي مقايسه از حاصل نتايج -14شكل 3'  

  
 تنوعي داردانه ميوه درختان هايميزبان معمول هايجدايه در كه
 داردانه ميوه درختان هايجدايه مقايسه. ندارد وجود ناحيه اين در
 و Rubus جنس از شده جدا باكتري اختصاصي فرم دو با

Amelanchier به داد، نشان جدايه گروه دو اين بين را تنوعي -

 60 ها،آن از جدايه چهار به مربوط PCR محصول كه ايگونه
 Giorgi and( بودند هاجدايه ساير از تركوتاه باز جفت

Scortichini 2005 .(آناليزهاي در RFLP اين روي شده انجام 
 برش جايگاه در خاموش اينقطه جهش يك بروز نيز هاجدايه
جداسازي شده از  يمنجر به تمايز تنها يك جدايه RsaI آنزيم

يابي پروموترهاي همچنين توالي. ، از سايرين شدRubusجنس 
در چهار جدايه از دو ميزبان مذكور، در  hrpWو dspA/E هايژن

ك و دو يترتيب به CFBP1430 E. amylovoraمقايسه با جدايه 
جفت  613كه در يك ناحيه اي را نشان داد، در حاليجهش نقطه

هاي مختلف ديگر، با جدايه از ميزبان 7در  dspA/Eبازي از ژن 
د وجود ياين نتايج مؤ. پراكنش جغرافيايي، جهشي مشاهده نشد

 E. amylovoraهاي معمولي باكتري يكنواختي بالا در جدايه
 مختلف هايجدايه در ژنتيكي تنوع پايين طحس وجود با. است
-جمع هايجدايه ژنوم مابين مشخصي هايتفاوت باكتري، اين

 يهاهيجدا كه دارد وجود Rubus و سيب ميزبان دو از شده آوري
 داردانه وهيم درختاني هاهيجدا ازي مستقل گروه در دوم نوع
 حاضر تحقيق در). Powney et al. 2011( اندشدهي بندطبقه
 نواحي داخل در ،HRPLF و HRPWR نظير هاآغازگر از برخي

 هاآغازگر تنوع، وجود صورت در تا بودند شده طراحي جداكننده
 در وجود اين با. نگردد تكثير ايقطعه و نشده متصل DNA به

 18 هر براي آغازگر دو بين قطعات تمام ،PCR واكنش انجام
 بر علاوه .بودند ختيكنوا محصول داراي بررسي مورد جدايه
 نقاط هايميزبان بومي هايجدايه در ژنتيكي تنوع مشاهده عدم

 با مقايسه در هاجدايه اين بين تنوعي گونههيچ ايران، مختلف
-حفاظت رسدمي نظربه. نيامد دستبه ،Ea273 استاندارد جدايه

-به باكتري اين مختلف هايجدايه در مذكور هايژن بالاي شدگي

 حفظ جهت ميزبان، و جغرافيايي فواصل اقليمي، هايتتفاو رغم
 استفاده مورد آغازگرها ساير. باشدمي ضروري زاييبيماري قدرت

-خوشه ژني بين نواحي در باكتري ژنوم ژنتيكي تنوع ارزيابي در

 در حتي تنوعي گونههيچ و شده طراحي كه dsp وhrp،  ams هاي
 هاييجدايه يابيتوالي ايجنت علاوه به. نشد مشاهده وتيدئنوكل يك
 وجود ظاهراً. بود يكسان كاملاً نيز جغرافيايي زياد بسيار فواصل با

 اين توانمند  DNA repairمكانيزم از ييبالا شدگيحفاظت چنين
  .گيردمي منشا باكتري
 ناشناخته هنوز E. amylovoraباكتري  درpEA29  پلاسميد نقش
 دارد نقش باكتري اين در تيامين بيوسنتز در كه هرچند است

)Sundin et al. 2004 .(پلاسميد اين فاقد ايجدايه برروي مطالعه 
 ديگر هايجدايه مشابه جدايه اين زاييبيماري سطح كه داد نشان
 با پلاسميد برشي قطعات). Liop et al. 2006( باشدمي آن داراي
PstI را ارانتظ مورد اندازه از تربيش طولي هاجدايه از برخي در 
 در تفاوت اين). McManus and Jones 1995( دهدمي نشان
-مي تكراري كوتاه قطعات از متفاوتي تعداد حضور دليلبه طول،

 بررسي حاضر تحقيق در). Schnabel and Jones 1998( باشد
 در را تنوعي ها،جدايه اين در pEA29 پلاسميد از كوچكي بخش
 اساس بر كهچنان .داد نشان) PEANT1( پيشرو آغازگر سمت

 تا 7/27 از پلاسميد اين طول McGhee  et  al. (2001( مطالعات
 همچنين. باشدمي متغير شدن، درج يا و حذف بنابر كيلوباز 35

تنوعي  Sau3A و MspI هايآنزيم از استفاده با RFLP آناليزهاي
 اين نتايج). Barionovi et al. 2006( داد نشان پلاسميد اينرا در 
  اساس  بر. است پلاسميد اين در تنوع  وجود  كننده تاييد  سيبرر
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 روي بر محيطي نامساعد شرايط به تحمل هايژن برخي وجود

 تفاوت از بخشي كه دارد وجود احتمال اين باكتري، هايپلاسميد
 پلاسميدهاي وجود عدم يا وجود از باكتري زائيبيماري در

 اخيراً. گيرد منشاء هاآن روي بر موجود هايژن تنوع و مختلف
)Liop et al. 2011 (جديد پلاسميد وجود pEI70 باكتري  در را

E. amylovora در تفاوتي همچنين بررسي اين در. نمود گزارش 

 مورد باكتري در پلاسميد اين وجود و ييزابيماري شدت با رابطه
 گزارشات و تحقيق اين هاييافته اساس بر. گرفت قرار گزارش

 گونه، اين در ديگر پلاسميدهاي وجود زمينه در گرفته نجاما اخير
 و وجود ارزيابي به نسبت تريجامع هايبررسي در است لازم
 هاآن ژنتيكي تنوع بررسي همچنين و پلاسميدها اين وجود عدم
  .كرد اقدام
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