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  چكيده
وسـيله  باشـد كـه عمـدتاً بـه    جمله شمال ايران مي هاي شايع در مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري كشت مركبات ازت يكي از بيماريبيماري بلاس

عامل بيمـاري،   Pssهاي منظور بررسي فنوتيپي و ژنوتيپي جدايهبه. شودايجاد مي Pss (Pseudomonas syringae pv. syringae( هاي باكتريجدايه
هـا از نظـر   جدايـه . صـورت گرفـت   1391تـا اوايـل خـرداد     1390هـاي اسـفند   شرق گيلان طي ماه ي از درختان مركبات در غرب مازندران وبردارنمونه

زايـي  هـاي فنـوتيپي و بيمـاري   هاي آلوده بر اساس آزمـون جدايه باكتري از بافت 27زايي مورد بررسي قرار گرفتند كه تعداد خصوصيات فنوتيپي، بيماري
بـا اسـتفاده از جفـت آغازگرهـاي اختصاصـي       )PCR( جهت تأييد شناسايي جنس و گونه باكتري از روش مولكـولي . شناسايي و جدا شدند Pssوان عن به

جفت بـازي از ژن   198ها با جفت آغازگر اختصاصي قطعه قابل انتظار تمامي جدايه. باكتري مربوط به ژن اختصاصي توليد سيرينگومايسن استفاده گرديد
syrB ها به روشنگاري ژنومي جدايهانگشت. را توليد كردند  rep-PCR  با اسـتفاده از آغازگرهـاي ERIC   وREP   دسـت آمـده از  نتـايج بـه  . انجـام شـد 
رغم ليع. گروه قرار گرفتند 6درصد در  75سطح تشابه ها در جدايه نشان داد كه REPو  ERICتلفيق نقوش الكتروفورز حاصل از آغازگرهاي  وگرامردند

غـرب مازنـدران و شـرق     ، عامل بلاست مركبات درPssهاي وجود خصوصيات فنوتيپي مشابه، نتايج بيانگر وجود ناهمگوني از نظر ژنتيكي در بين جدايه
 .باشدمي گيلان
  

 Pss، rep-PCRنگاري، تنوع ژنتيكي، انگشت :هاي كليديواژه

 
   2 1  مقدمه

هـاي باكتريـايي رايـج و    بيماري بلاست مركبات يكي از بيمـاري 
هاي گيلان و مازنـدران اسـت   هاي مركبات در استانزا در باغخسارت

 بيماري اين بارنخستين. كه بررسي كمي روي آن صورت گرفته است

هـا از شـمال   صورت پژمردگي و خشكيدگي سرشاخهبه 1366سال  در
سپس به مطالعه خصوصيات بيوشـيميايي و  ). 26(ايران گزارش گرديد 

 عامـل فيزيولوژيكي عامل بيماري در غرب مازندران پرداخته شد كـه  

ايـن  ). 7 و 10(معرفـي شـد    P. s. pv. Syringae، پـاتووار  بيمـاري 
احتمال وجود دارد كه باكتري عامل بيماري در بعضي از نقاط مازندران 
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viridiflava Pseudomonas    و در نواحي ديگـري از اسـتانP. s. 

pv. syringae  زايي چنين به بررسي فنوتيپي و بيماريهم). 26(باشد
هاي شـمالي ايـران پرداختـه    عوامل بيماري بلاست مركبات در استان

هـا در  شد كه در اين بررسي بر اساس خصوصيات بيوشيميايي، جدايـه 
هـا  درصـد از كـل جدايـه    3و  39گروه مجزا قرار گرفتند و حـدود   16
شناسـايي شـدند    P. viridifalvaو  P. syringaeعنـوان  ترتيب به به
 گياه به جوان هايبافت روي شده ايجاد زخم طريق از بيمارگر اين. )3(

 عموماً دمبرگ و پهنك روي هاي بيماري بلاست نشانه. كندمي حمله

 هـر  از رنگ ظاهر شده سـپس  سياه نواحي يا آبسوخته نقاط صورت به

 طـرف  از و شـاخه  به پايين طرف از كه طوريبهيافته  گسترش طرف

 در صورت آلودگي آوندهاي. كندمي سرايت برگ فوقاني به بخش بالا

ماننـد  و آويزان به درخت باقي مي شده پژمرده هابرگ دمبرگ، آبكشي
 با جوانه در محور. ريزندها ميها، برگو در صورت آلودگي شديد نهال

 راگ .شودمي ايجاد رنگي سياه تا ايقهوه شكل بيضي زخم برگ قاعده
 خشـك  هاآن بالايي هايبخش بگيرند، را شاخه دور تا دور هالكه اين

  ). 31( شد خواهد
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كه قـادر اسـت در بـيش از     P. syringaeيكي از پاتوارهاي مهم 
 .P. s. pv هاي متفاوت ايجاد بيماري كند، گونه گياهي از جنس 180

Syringae يايي هاي بيوشـيم معمولاً در گذشته از آزمون ).4(باشد مي
هــاي ايجــاد شــده روي گيــاه ميزبــان جهــت تشــخيص و نيــز نشــانه

شـد كـه در بسـياري از    اسـتفاده مـي    P. s. pv. syringaeهاي سويه
 عنـوان پـاتووار   با استفاده از اين مشخصـات بـه   P. syringaeموارد 

syringae هـاي   شناسايي شد كه ارتباط ميزباني با ديگر سويهP. s. 

pv. syringae  سـويه از هشـت    77در يـك مطالعـه،   ). 11( نداشـت
يپي قـرار دادنـد و   را مـورد بررسـي فنـوت    P. syringae پاتووار گونـه  

تفكيـك   مشخص گرديد كه پاتووارها بسيار به يكديگر نزديك بوده و
هاي بيوشـيميايي ارتبـاط بـين    بنابراين روش). 13(ها مشكل است آن

هـاي مختلـف را   ميزبان جدا شده از P. s. pv. syringae پاتووارهاي
هاي تعيين كننده در سطح كند و براي نشان دادن تفاوتمشخص نمي

صفات مبتني  چنينهم. )11 و 9(پاتووار چندان اطمينان بخش نيست 
زايـي از كـارايي لازم بـراي مطالعـات     بر متابوليسم سـلولي و بيمـاري  

زايي ماريهاي بيكه آزمونضمن آن). 34(باشند تر برخوردار نميدقيق
انجام گرفته در شـرايط گلخانـه در مقايسـه بـا محـيط طبيعـي داراي       

آنــاليز ). 11 و 5(هــايي بــوده و مطالعــات تكميلــي نيــاز اســت تفــاوت
اي هاي زيرگونـه ها اين قابليت را دارد كه تفاوتمولكولي ژنوم باكتري

استفاده از آغازگرهاي اختصاصي با توجه به . خوبي مشخص نمايدرا به
مـراز  اي پليسهولت كار، حساسيت بالا و سرعت انجام واكنش زنجيره

هـم مـورد   عنوان روش مؤثري در شناسايي پاتووارهاي نزديـك بـه  به
اي چنين اسـتفاده از واكـنش زنجيـره   هم). 30(توجه قرار گرفته است 

عنوان روش سريع و مفيـد در رديـابي   را به syrBمراز و تكثير ژن پلي
روش مبتني ) 30(وينگارت و ولكچ ). 27(في شده است اين جدايه معر

مـراز بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي بـه نـام       بر واكـنش زنجيـره اي پلـي   
ERIC1،2REP   وBOX

ــان      3 ــي مي ــوع ژنتيك ــين تن ــراي تعي را ب
ايـن  . كردنـد  معرفـي   Pseudomnas syringaeهاي مختلـف  جدايه
كه به صورت  باشندمي DNAهاي كوچك تكراري در ها، نواحيتوالي
هاي مختلـف باكتريـايي وجـود دارنـد     نخورده در تمام ژنوم گونهدست

تـوان  مـي  PCRها و آزمون  با طراحي آغازگر از روي اين توالي). 28(
ها نگاري نموده و تفاوت جدايهصورت اختصاصي انگشتها را بهجدايه

 در ارزيـابي تنـوع   ).18 و 5(را در حد گونه و زيرگونه مشـخص نمـود   
عامـل شـانكر باكتريـايي     P. s. pv. syringaeهـاي  ژنتيكـي جدايـه  

دار در چنـد اسـتان شـمالي ايـران بـا اسـتفاده از       درختان ميوه هسـته 
 درون ژنتيكـي  تنـوع  وجود نشانگر نتايج،  ERICو REPآغازگرهاي 

 ).1(دار بـود  هسـته  ميـوه  درختان شانكر بيماري عامل Pss هايجدايه
توانستند  ERIC2و  BOX، ERICاز آغازگرهاي چنين با استفاده هم

                                                            
- Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus 1   
Repetitive Extragenic Palindromic 2-   
Based Repetitive Extragenic Palindromic 3-  

 عامـل  هـاي جدايـه  نيشـكر را از  قرمـز  نوار مولد Pssهاي شبه جدايه

غلات متمايز  دار و سوختگي برگهسته ميوه درختان باكتريايي شانكر
منظـور بررسـي تكميلـي و شناسـايي     حقيـق حاضـر بـه   ت. )20(سازند 

غـرب   سـت مركبـات در  عامل بلا Pssهاي  فنوتيپي و مولكولي جدايه
 Pssهـاي  و بررسـي تنـوع ژنتيكـي جدايـه     مازندران و شـرق گـيلان  

 ERICو  REPدست آمـده از مركبـات بـا اسـتفاده از نشـانگرهاي       به
 .  صورت پذيرفت

  
  ها مواد و روش

   هاجدايه دارينگه و تشخيص جداسازي،
از  1391تـا اوايـل خـرداد     1390 هاي اسفندبرداري طي ماهنمونه

هاي آلوده مركبات واقع در غرب مازندران و شرق گـيلان صـورت   اغب
هـاي  درختان مركبات با ظاهري آلـوده و سرشـاخه   ها، ازنمونه .گرفت

هاي بيماري گردآوري و در پاكت پلاستيكي به آزمايشگاه داراي نشانه
وشو و ضدعفوني سـطحي  ها، شستپس از جداسازي برگ. منتقل شد

بعد از آبكشي مجـدد سـاقه   . صورت گرفت% 70 با آب استريل و الكل
آلوده، از حدواسط بافت سالم و خشك شده، قطعات كوچكي به انـدازه  

بـه  20تويين %1+ متر تهيه شد و در محلول آب مقطر استريلميلي 5
ــا دور     ــيكر ب ــاعت روي ش ــك س ــدت ي ــت  rpm120م ــرار گرف . ق

 King'B هـاي سـازي روي محـيط   سوسپانسيون حاصل پس از رقيق

medium (KB)  وNutrient Agar (NA) كشــت خطــي شــدند .
 25سـاعت در   24مدت هاي باكتري بههاي پتري حاوي پرگنهتشتك

هـاي  هاي مشابه پرگنه داري شدند و سپس پرگنهگراد نگهدرجه سانتي
P. s. pv. syringae        كه به رنـگ كـرم متمايـل بـه شـيري، انـدازه

جداسازي شدند  KBدر محيط كوچك و توانايي توليد رنگ فلورسنت 
 5/1هاي بيوشـيميايي و مولكـولي بعـدي در دو تيـوپ     و جهت آزمون

 . داري شدندنگه -C ˚20ميكروليتري جداگانه در
  
   زايي و فنوتيپي بيماري هايآزمون

 روش اساس توتون بر هايبرگ در حساسيت فوق واكنش آزمون

 برگ، روي زاييماريبي اثبات براي. شد انجام )14(كلمنت و همكاران 

 پنبـه  بـا  هـا بـرگ  سطح و انتخاب سالم هايداراي برگ هايسرشاخه

سـوزن   وسـيله  بـه  آنگـاه  .شـدند  ضدعفوني درصد 70 به اتانول آغشته
ميكروليتـر از   500 مقـدار  سـپس  و ايجـاد  هـايي هـازخم بـرگ  روي

 سـطح  ليتـر روي ميلـي  در سـلول  107 غلظت با باكتري سوسپانسيون

 از نيـز  شـاهد  تيمار ايبر). 32(زني گرديد وش تزريق مايهها با ربرگ

 در هـا گلـدان  .شـد  اسـتفاده  باكتري سوسپانسيون جايبه آب استريل

آزمـون اكسـيداز بـه    . شـدند  دارينگـه  C˚20گلخانه در دماي  شرايط
هـاي سـيب زمينـي،     ، آزمون لوان و لهانيدن ورقـه )15(روش كواكس 

و  80 تـوئين  ژلاتـين، نشاسـته،   دروليزكاتالاز، هي فعاليت گرم، واكنش
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آز، آرژنـين د هيـدرولاز و    اوره توليـد  هوازي،بي /هوازي كازئين، رشد
 6 و 5نيتـرات، رشـد در نمـك طعـام      احيـاي  توليد سيرينگومايسـين، 

از منابع كربنـي   استفاده توانايي فلورسنت، آزمون رنگدانه درصد، توليد
همكـاران   و روش شـاد به Ayer)( با استفاده از محيط معدني پايه آير

 .شد انجام )25(

  مرازپلي ايزنجيره هايواكنش
هاي شناسايي شده بـا  ييد مولكولي جنس و گونه جدايهأمنظور تبه

بـه كمـك    PCRزايـي،  هاي بيوشـيميايي و بيمـاري  استفاده از آزمون
 حجـم محلـول واكـنش    .انجام شدsyrB  جفت آغازگرهاي اختصاصي

PCR يكروليتر بـافر  م 5/2: شامل)X10 (PCR، 2/0   مـولارdNTP، 
 Taq DNA Polymerase، 2/0  واحـد  MgCl2 ،2ميكروليتر  25/1

مسـتقيماً از پرگنـه خـالص    . آغازگرهـا، بـود   مولار از هر كـدام از  ميلي
متر بود به مقـدار كـم، بـا خـلال     ميلي 1-2باكتري كه قطر آن حدود 
اضـافه گرديـد و    PCRنش آرامي بـه واك ـ دندان استريل برداشته و به

و ) 25 و 17(ميكروليتر رسانده  25حجم واكنش با آب ديونيزه شده به 
و   (MJ Research- PTC- 200)تكثير به كمك دستگاه ترموسايكلر

سـازي اوليـه در   واسرشت): چاپ نشده( به اين قرار انجام شد اي برنامه
ثانيـه در   40چرخه با برنامه  35دقيقه و سپس  5مدت به C◦95دماي 

C
 Cثانيه در 30، 95◦

Cثانيه در 40، 58◦
-و يك چرخه انتهايي به 72◦

Cدقيقه در  4مدت 
 .P. sهايمنظور تعيين تنوع ژنتيكي جدايهبه. 72◦

pv. syringae  جدايـه   3 گيري و سطح مناطق نمونه دست آمده ازبه
بـا   rep-PCRنگـاري ژنـومي   از انگشـت ، )IVIA(دريافتي از اسـپانيا  

توالي آغازگرهـا در  . استفاده شد ERICو  REP فاده از آغازگرهاياست

به ماننـد روش فـوق     PCRتركيب واكنش. آورده شده است 1جدول 
  REPوERIC الذكر بود با اين تفاوت كه در اين مرحله آغازگرهـاي  

 يك صورتبه) REP-PCR )35ي دمايي براي  برنامه. كار برده شدبه

C دماي در اوليه سازيچرخه واسرشت
 سـپس  و دقيقـه  6 مدتبه 95◦

C در دقيقه 1 برنامه با چرخه 30
C در دقيقه 1، 94 ◦

 دقيقـه  8 و 40 ◦

و  C ◦ 65دقيقـه در دمـاي   16مدت و يك چرخه انتهايي به C◦ 65 در
 واسرشت چرخه يك صورتبه )ERIC-PCR  )17برنامه دمايي براي

C دماي در اوليه سازي
◦

 بـا  چرخـه  35 سسـپ  و دقيقـه  6 مدتبه 95 

C در دقيقه 1 برنامه
C دقيقه در 1 ،94 ◦

◦
C دقيقه 8 و 52 

◦
 و يك 65 

 قـرار  اسـتفاده  مـورد  C◦ 68 دماي در دقيقه 16 مدتبه انتهايي چرخه

 REPو  ERICبا اسـتفاده از آغازگرهـاي    PCRپس از انجام  .گرفت
تفكيـك و   5/1% روي ژل آگـارز   PCRروش اشاره شده، محصول به

 . كتروفورزي حاصل شدنقوش ال
  
  ها داده آناليز

روش ها بر اساس الگـوي بانـدي مشـاهده شـده بـه     تمامي جدايه
 آمـده دسـت  بـه  هـاي داده دهـي شـدند و   نمـره ) صفر و يك(باينري 

سپس جهت تعيـين  . شدند وارد Excelافزار نرم در ماتريكس صورت به
دست عات بهها، به كمك اطلاروابط فيلوژنتيكي و تنوع ژنتيكي جدايه

و  NTsys 2.02ها با اسـتفاده از نـرم افـزار    هاي نمونهآمده دندروگرام
 Simple)(و ضـريب تشـابه سـيمپل مچينـگ      UPGMAالگوريتم 

maching  24(رسم گرديد .(  

 
  PCRنام و توالي آغازگرهاي استفاده شده در  -1 جدول

Table 1- Name and sequence of primers used in PCR  
 توالي

Sequence  
    آغازگرنام 

Primers    
5΄-III ICG ICG ICA TCI GGC-3΄ ERIC1R    ERIC  

5΄-ICG ICT TAT CIG GGC TAC-3΄ ERIC2      
΄  5΄-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3 REP1-I    REP  
΄  5΄-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3 REP2-I     

5΄- AATTCGCCTTAACTGCGGAACAGC-3΄SYRBF  SYRB  
5΄- ATCATAGTTGGCGATGTTGGTGCC-3΄SYRBR  

 

  نتايج و بحث
  زايي   جداسازي، خصوصيات فنوتيپي و بيماري

هاي آوري شده از سطح باغنمونه جمع 50در اين بررسي از تعداد 
جدايه كـه داراي   27مركبات موجود در غرب مازندران و شرق گيلان 

ري روي محـيط  رنگ سفيد مايل به كرم تا شـي پرگنه گنبدي شكل به
NA توانايي توليد رنگدانه فلورسنت روي محـيط ،KB    ،گـرم منفـي ،

اكسيداز منفي، لوان مثبت، آرژنـين د هيـدرولاز منفـي، عـدم توانـايي      
 حساسـيت  فوق واكنش ايجاد زميني و قادر بههاي سيبلهانيدن ورقه

بودند، انتخاب و ساير خصوصيات فنوتيپي ) 1 شكل(توتون  برگ روي
همـراه  ها بهمشخصات مربوط به جدايه. ورد مطالعه قرار گرفتها مآن
هـا  جدايـه . آمده است 2در جدول  )IVIA(جدايه دريافتي از اسپانيا  3

ژلاتـين،   هيـدروليز . كاتالاز مثبت و اكثـراٌ داراي رشـد هـوازي بودنـد    
 در آز، هيـدروليز نشاسـته   توليد اوره. بود مثبت هاآن همه در اسكولين

 هـا جدايـه  بـين  در 80 توئين قابليت هيدروليز .بود منفي هاجدايه همه

 ولـي  داشتند را درصد 5 طعام تحمل نمك توانايي هاجدايه. متغير بود

 .كننـد  رشـد  طعـام  نمـك  درصـد  6 طعام محيط نمك روي نتوانستند
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 سـوربيتول،  گزيلـوز،  به استفاده از منابع كربنـي گلـوكز،   قادر هاجدايه

از  نتوانستند هااز جدايه يك هيچ انيتول بودند وليگالاكتوز، ساكاروز، م
استفاده كنند و در استفاده از قند لاكتـوز متغيـر بودنـد     رامنوز مالتوز و

زنـي،  از دو تا پـنج روز پـس از مايـه    بعد هاي بيمارينشانه). 3 جدول(
 هالكه اين كه شد مشاهده سوختهآب هايها به صورت لكهبرگ روي

شكل (اي ظاهر نگرديد و در گياهان شاهد نشانهشدند  نكروزه تدريجبه
زايـي  ها قادر به ايجاد بيماري بودند و از نظر بيمـاري تمامي جدايه). 1

زايي هاي فنوتيپي و بيماريبر اساس نتايج آزمون. تفاوتي نشان ندادند

جدايـه دريـافتي از اسـپانيا     3جدايه مورد بررسي به همـراه   27تمامي 
)IVIA (هـاي  وان جدايهعنبهP. s. pv. syringae    شناسـايي شـدند
 هايجدايه تمامي واكنش كه داد نشان آمده دستبه نتايج). 25 و 22(

. بودنـد  يكـديگر  هـاي فنـوتيپي عمـدتاً مشـابه    آزمون در مطالعه مورد
 مختلـف  هايجدايه بين زياد تشابه از حاكي نيز قبلي محققين مطالعات

Pss و  1( باشـد ميدر يك گروه ميزباني  يپيفنوت خصوصيات لحاظ از
2.( 

  

   
  )راست سمت(زايي روي برگ كامكوات ، نتايج آزمون بيماري)چپ سمت(ن فوق حساسيت روي برگ توتون نتايج آزمو - 1 شكل

Figure 1- The results of hypersensitivity test on  leaf tobacco (left), The results of pathogenicity test on kumquat trees (right)   
  

  كار برده شده در بررسيبه Pseudomonas syringae pv. sringae يهامشخصات جدايه -2 جدول
Table 2- List of Pseudomonas syringae pv. syringae isolates used in this study 

 ميزبان
Host 

 آوريمحل جمع
Origine 

  كد جدايه
Strain   

  نارنج -نارنگي پيچ -پرتقال تامسون
Sour Orange–Page-Orange چايجان Chayjan  C2-C4 

 نارنج-پرتقال تامسون-كامكوات
 Orange Sour-Orange-Kumquat  عباس آباد Abbasabad    A1-A3 

  نارنگي پيج -كامكوات
Page-Kumquat هريس Heris      H2-H4 

 نارنگي پيج-پرتقال تامسون-نارنج
 page- Orange-our orangeS  كلارآبادKelarabad    K1-K2-K5  

  پرتقال تامسون -نارنگي پيج -كامكوات
Orange-Page-Kumquat مؤسسه گياهپزشكي(رامسر  (Ramsar      R1-R2-R4-R5 

  نارنج -پرتقال تامسون
Sour orange–Orange چابكسر Chaboksar  Ch1-Ch4 

  نارنج -پرتقال تامسون -كامكوات
 Sour Orange-Orange-mquatKu تازه آباد Tazehabad   t1- t2 

  نارنگي پيج - پرتقال تامسون - نارنج
Page-Orange-Sour orange  كلاچايKelachay  Kl1-kl2-Kl5 

  پرتقال تامسون -نارنج -نارنگي پيج-كامكوات
 eOrang-Sour Orange-page-Kumquat تنكابن Tonekabon  T1-T3-T5-T6 

  پرتقال تامسون -كامكوات
Orange-rKumqua  كتالم Ketalem  Ka3-Ka4 

  نارنج - پرتقال تامسون -نارنگي پيج
Sour orange-Orange-Page  اسپانياSpain  E1-E2-E3 

  )Fortunella margarita(كامكوات ، )C. aurantium(، نارنج .C) reticulata( نارنگي پيچ  ،)C. sinensis(پرتقال 
 



  363     ...هاينوتيپي جدايهبررسي فنوتيپي و ژ

  Pseudomonase syringae pv. syringaeهاي ات فنوتيپي جدايهخصوصي -3جدول 
Table 3- Phenotypic characteristics of  Pseudomonas syringae pv. syringae isolates  

هاي مرجعواكنش جدايه  
Reference reaction isolates   

واكنش
Reaction 

 خصوصيات
 Characteristic 

  

واكنش گرم   - -
 Gram reaction 

 

توليد رنگدانه فلورسانت  + +
 Flourecent pigmentation 

 
 هوازي

Oxidative  
 هوازي

Oxidative  
 بي هوازي/ رشد هوازي

 Oxidative/Fermentative 
 

اكسيداز  - -
 Oxidase 

 

واكنش فوق حساسيت  + +
 Hypersensitive reaction 

 

   ي سيب زمينيهالهانيدن ورقه - -
 Potato rot

 

آرژنين د هيدرولاز    - -
 Arginine dihydrolase

 

 توليد لوان   + +
 Levan formation 

 

كاتالاز + +
 Catalase 

 

اوره آز + +
 Urease 

 

توليد سيرينگومايسين   + +
 Syringomycin production 

 

احياء نيترات  - -
 Nitrate reduction 

 

هيدوليز ژلاتين + +
 Gelatin hydrolysis  

 

هيدوليز ليپيد + +
 Lipid hydrolysis  

 

هيدوليز نشاسته  - -
 Starch hydrolysis 

 

 هيروليزاسكولين  + +
 Aesculin hydrolysis 

 

هيدروليز كازئين + +
 Casein hydrolysis  

 

80هيدروليز توئين  ±  ±  
 Tween 80 hydrolysis 

 

%5رشد روي نمك طعام  + +
 Growth on 4% NaCl  

 

%  6رشد روي نمك طعام  - -
 Growth on 6% NaCl

 

استفاده از منابع كربني    
 Utilization of carbon source  

 
 Mannitol مانيتول  ++
 Sorbitol   سوربيتول++
 Sucrose    ساكروز ++
 Galactose  زگالاكتو ++
رامنوز      - - Ramnose   
 Xylose گزيلوز++
 Lactose لاكتوز ±±
  Glucose   گلوگز++
 Maltose مالتوز --
   D- Arabinose دي آرابينوز++
 L–Histidin ال هيستيدين ++
    L- Alanine ال آلانين++
 L–Leucine ال لوسين ++
  Glycogen  گليكوژن--
 L–Phenylalanine ال فنيل آلانين   --
    L–Ornithine ال اورنيتين  ++
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هـاي   و تجزيه و تحليل داده مرازپلي ايزنجيره هايواكنش
  حاصل

با استفاده از جفت آغازگرهاي اختصاصي بـاكتري مربـوط بـه ژن    
و  PCRجـام  ، پـس از ان B اختصاصي توليـد زهرابـه سيرينگومايسـن   

زا، هاي بيماري، در تمامي جدايه%5/1تفكيك محصول روي ژل آگارز 
تكثير قطعـه  ). 2 شكل(تكثير شد  syrBجفت بازي از ژن  198قطعه 
هـاي  ييـد كننـده نتـايج آزمـون    نيـز تأ  syrBجفت بـازي از ژن   198

هـاي  زايي در شناسـايي جـنس و گونـه بـاكتري    بيوشيميايي و بيماري
اســتفاده از واكــنش . بــود P. s. pv. syringaeوان عنــبيمــارگر بــه

كه كد كننده زير واحد كوچـك   syrBاي پلي مراز و تكثير ژن  زنجيره
اين زهرابه است به عنوان روش سريع و مفيد در رديـابي ايـن جدايـه    

نتايج فـوق بـا نتـايج حاصـل از تحقيقـات      ). 27( معرفي گرديده است
ان و شرق گيلان و حسـن زاده  در غرب استان مازندر) 7(محمدي  گل

 .غرب مازندران مطابقت دارد در )10(

  

  
از چپ به : SYRBRو  SYRBFبا آغازگرهاي اختصاصي  Pssهاي مختلف  سويه PCRدرصد محصولات  1.5الكتروفوز ژل آگاروز  - 2 شكل

  )كنترل منفي¯C (، )رل مثبتتنك M ،Ka3 ،C4 ،H4 ،R4 ،A3 ،T1 ،Kl2 ،t6 ،Ch1 ،R1 ،K2،) E3 (100bp DNA Ladder) :راست
Figure 2- 1.5% Agarose gel electrophoresis of PCR-products of Pss strains with Specific primers SYRBF and SYRBR. Left to 
Right: M (100bp DNA Ladder), Ka3, C4, H4, R4, A3, T1, Kl2, t6, Ch1, R1, K2, E3 ( positive control), C¯ (Negative control) 

  
و  REP-PCRهـاي  روش بـا  PCR انجـام  از پس بررسي اين در
ERIC  نقوش الكتروفورزيDNA 3 شـكل (آمـد   دسـت به هاجدايه .(
و ضـريب   UPGMA روش بـه  آمده، دستبه هايداده ايخوشه آناليز

اسـتفاده از ايـن روش نسـبت بـه     . تشابه سيمپل مچينگ انجـام شـد  
است زيرا خصوصيات همه اعضـاي مربـوط    ترهاي ديگر متداولروش

بر اساس دنـدروگرام رسـم شـده    ). 24(دهد ها را پوشش مي به خوشه
 بـا اسـتفاده از آغـازگر    rep-PCRبراي نقوش الكتروفورزي محصول 

ERIC2/ERIC1R و بـا   6درصـد بـه    75ها در سـطح تشـابه   جدايه
 ـ. گروه تقسـيم شـدند   5به  /REP2 REP1Rاستفاده از آغازگر   اليزآن

 تركيبـي  صـورت بـه  مـذكور  روش دو هر از حاصل هايداده ايخوشه

  حاصـل از  هـاي داده آمـده از تركيـب   دستبه دندروگرام و انجام شد
REP-PCR و ERIC ــيم ــد ترسـ ــريب و گرديـ ــك ضـ آن  كوفنتيـ

 حاصـل از  هايداده ايخوشه تحليل و تجزيه نتايج .محاسبه شد85/0

صــورت بــه REP2و  ERIC1R  ،ERIC2 ،REP1Rچهــار آغــازگر
 6درصـد تشـابه در    75با  مطالعه مورد هايجدايه كه داد نشانمركب 

درصـد بـه دو گـروه تقسـيم      62گيرند و در سطح تشابه مي گروه قرار

كلارآباد و چابكسر بـود و   جدايه از كتالم، 4شدند كه گروه اول شامل 
در گـروه   )IVIA(جدايه دريـافتي از اسـپانيا    3همراه ها بهساير جدايه

 ). 4 شكل(دوم قرار گرفتند 
  ERICوPCR – REPتنوع در اثـر انگشـت ژنتيكـي حاصـل از    

 Pss هاي مختلف وجود تنوع ژنتيكي در بين جدايه. كاملاً مشهود بود
هـا در  دست آمده از ساير ميزبانهاي بهدار با جدايه درختان ميوه هسته

 هـاي بررسـي  در.  )21و  20، 1(هاي قبلي گزارش شده است بررسي

 از آمـده  دسـت بـه  Pss جدايـه  58 روي )21(تقـوي   و پـور نجفـي 

 گياهـان  دار،دانـه  دار وهسته ميوه درختان جمله از مختلف هاي ميزبان

 كـه  گرديـد  مشـخص  اي،دولپه هايو گونه غلات گونه از چند زينتي،
 سه در  Box-PCR با نتيكيژ نگاريانگشت بر اساس Pss هايجدايه

هـاي   گيرند، گروه يك آن كه شامل اكثر جدايـه مي قرار مختلف گروه
دار بـود، علـي رغـم قـرار گـرفتن در يـك گـروه        درختان ميوه هسـته 

هايي را داشته و كاملاً يكسان نبودند و در دنـدروگرام ترسـيمي    تفاوت
  .هاي هر گروه نيز وجود داشتتنوع بين جدايه
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درصد از چپ 5/1در ژل آگارز ) چپ( REP1R/REP2و )راست(  ERIC1R/ERIC2هايبا آغازگر rep-PCRنقوش الكتروفورزي محصول  - 3 شكل

 M    (1kb DNA،)كنترل منفي¯C (، )كنترل مثبت( M ،ka3،C2 ،H2،Ch1 ،T1 ،A1،K2  ،t2 ،Kl2 ،R2 ،R4، E1(100bp DNA Ladder) :به راست

Ladder)  
Figure 3- Electrophoretic profiles of rep-PCR product with primers ERIC1R/ RIC2 (right) and REP1R/REP2(left) in 1.5% 

agarose gel Left to Right: M (100bp DNA Ladder), ka3, C2, H2, Ch1, T1, A1, K2, t2, Kl2, R2, R4, E1 (Positive control), 
Negative control), M (1kb DNA Ladder)( C¯ 
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  REP1R/REP2با آغازگرهايPseudomonase syringae pv. Syringae  باكتري rep-PCR تلفيق نقوش الكتروفورز محصول موگراردند - 4 شكل

  ERIC2 /ERIC1Rو 
Figure 4- Dendrogram integrated Electrophoretic profiles of rep-PCR product of P. syringae pv. Syringae with primers 

ERIC1R/ERIC2 and REP1R/REP2 
  

 .P. s هـاي به ارزيابي تنوع ژنتيكي جدايه) 1(عباسي و همكاران 

pv. syringae  دار در چند عامل شانكر باكتريايي درختان ميوه هسته
و بـا   ERICو REP ايـران بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي      استان شمالي

 درون ژنتيكـي  تنـوع  وجود نشانگر نتايجتركيب آغازگرها پرداخت كه 
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 .دار بـود هسـته  ميـوه  درختـان  شـانكر  بيمـاري  عامل Pss هايجدايه
هاي جـدا شـده از غـلات،    دريافتند كه سويه )6(سرويلري و همكاران 

زا را هاي بيماري Pssمركبات، حبوبات و گندم اگر چه گروه مهمي از 
دهند، ولي در سطح زير گونه ناهمگون بوده و در تجزيه و تشكيل مي

در  REP آغـازگر . گيرنـد گروه ژنتيكي قرار مـي  7اي در تحليل خوشه
قادر است تفـاوت ژنتيكـي را    ERICهمانند آغازگر   rep-PCRآزمون

خوبي مشخص نمايد كه ايـن نتيجـه بـا نتـايجي كـه       بين پاتووارها به
از آنـاليز  . آمـده، مطابقـت دارد   دستبه )18( توسط لووئس و همكاران

همكـاران   و رادمـاركر . ده شدتركيبي دادهاي حاصل از آغازگرها استفا
 بهتر اسـت  ثبات، با بنديخوشه يك براي كه كردند پيشنهاد نيز )23(

 هـاي جدايه كه داد نشان بررسي اين نتايج .شوند تركيب هم با هاداده

 ايـن  لـذا  بودنـد  مشـابهي  فنـوتيپي  خصوصـيات  داراي مطالعـه،  مورد

 چنين نيز قبلا دده نشان خوبيبه را هاجدايه تنوع نتوانست خصوصيات

با توجه بـه نقـوش حاصـل از    ). 12(است  بوده آمده دستبه اينتيجه
و %) 75تشـابه در سـطح   (هـا  و تنوع بالاي جدايه rep-PCRواكنش 

تـوان نتيجـه گرفـت كـه     هـا مـي  دار در بين جدايـه  وجود تفاوت معني
با توجـه بـه يكسـان بـودن      P. s. pv. syringaeهاي منتخب  جدايه

تنـوع   rep-PCRباني از لحاظ خصوصيات ژنوتيپي بر اساس گروه ميز
باشند و اين بيانگر وجود تنوع ژنتيكي  بسيار بالايي دارند و همگن نمي

عامل بيماري بلاست در مركبات در شـمال   Pssهاي بالا درون جدايه
طور مؤثري قادر است تنـوع  به REPو  ERIC نشانگر. باشدكشور مي
خـوبي  هاي مورد مطالعه را بهمتعلق به جمعيتهاي بين جدايه ژنتيكي

ها از يك گروه ميزباني جـدا شـده و از   كه همه آننشان دهد در حالي
-rep روش اينكـه  بـه  توجهبا . زايي مشابهي برخوردارندقدرت بيماري

PCR مختلف هايجدايه تنوع توانست Pss روش اين كند منعكس را 

 مختلف هايجدايه تواندمي دمفي و سريع مولكولي روش يك عنوانبه

 دارند، هم با نزديكي ارتباط ژنتيكي كه را هاييجدايه حتي Pssپاتووار 

 ارزيـابي  از آمـده  دستبه نتايج. )20 و 16، 1(متمايز نمايد  يكديگر از

 و اكولـوژيكي  مطالعـات  و بيماري مديريت در استراتژي تواندمي تنوع
                         ).19(باشد  استفاده قابل اپيدميولوژيكي
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