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  چکیده

آوري  جمـع  amylovora Erwiniaهـاي   جدایه pEA29پلاسمید  PstIدر ناحیه ) SSR(تکراري کوتاه هاي  دف بررسی ردیفاین تحقیق با ه
هـاي   تنوعی را در جدایـه و بیماریزایی  هاي فنوتیپی آزمون .رایط آزمایشگاه انجام گرفته استها در ش شده از نواحی مختلف کشور و ارزیابی پایداري آن

حـاوي واحـدهاي    PstIاي تایید و تکثیر و توالی یابی بخشی از ناحیـه   آشیانه PCRبا استفاده از  pEA29 پلاسمید وجود . مورد بررسی نشان ندادند
SSR هاي به، رز و زالزالک بین  عدد و براي جدایه 8و  4به ترتیب هاي سیب و رز  تعداد واحدهاي تکراري براي جدایه. ها انجام گرفت براي تمام جدایه

هاي آلوده  رایط خنک و جداسازي مجدد از بافتها در ش تحت سه تیمار تکثیر طولانی مدت، نگهداري جدایه SSRثبات واحدهاي . متغیر بودند 7و  5، 4
بر اساس نتایج این تحقیق، . ها تغییري مشاهده نشد بقیه جدایه لانی مدت در سرما، درتحت تیمار نگهداري طو IrGh59ارزیابی گردید و به جز جدایه 

  .باشند امل سوختگی آتشی قابل استفاده میهاي ع بندي جدایه آزمایشگاهی، براي گروه در شرایط به دلیل دارا بودن ثبات کافی SSRتعداد واحدهاي 
  

  بندي واحدهاي تکراري، گروه ، ثباتpEA29مید ایران، پلاس: کلیدي هاي واژه
  

  1  مقدمه
از  Erwinia amylovoraسـوختگی آتشـی بـا عامـل     بیمـاري  

دار در دنیا است، که  هاي باکتریایی درختان میوه دانه ترین بیماري مهم
جبرانـی بـه محصـولات بـاغی وارد      هاي سنگین و غیر قابل خسارت

 1368این بیماري در ایران براي نخستین بار در بهـار  ). 31(سازد  می
بی منطقۀ برغان کرج و سپس از نقاط مختلف کشور گزارش روي گلا

  ). 29و  24، 22، 19، 1( گردیده است 
داران در  مربوط به دانه E.amylovoraهاي  شباهت بالاي جدایه

هاي ژنوتیپی، لزوم  تلف اروپایی و ایران بر اساس روشکشورهاي مخ
چگونگی  دستیابی به ابزار قوي تر جهت گروه بندي جدایه ها، برآورد

به جزء . نماید مطالعات اپیدمیولوژي را مشخص می پراکنش بیماري و
، داراي یـک  E.amylovoraهـاي   تمـام جدایـه   تقریباً در موارد نادر،

 کیلو بـاز بـه نـام     29اي در حدود  سمید غیر قابل انتقال با اندازهپلا
pEA29 چـارچوب بـاز    21بیش از  پلاسمید مذکور حاوي). 6(هستند
هاي  ها بر اساس شباهت به پروتئین باشد که تعدادي از آن می خواندن

  ). 15(اند  هاي اطلاعاتی مشخص شده بینی شده در پایگاه پیش
در بسیاري موارد بـا تکثیـر   E. amylovora تشخیص و ردیابی 
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تـا   900ده که در محـدو  PstI به نام pEA29 یک قطعه از پلاسمید 
در اندازه قطعه تکثیري در  تفاوت).  5(شود  جفت باز انجام می 1100
) SSR(هاي تکراري کوتـاه   داد ردیفبه واسطه تعهاي مختلف  جدایه

و  بار بـوده  15تا  3بین است که  ATTACAGAهشت نوکلئوتیدي 
، 4، 3(شـود   استفاده مـی  E.amylovoraهاي  بندي جدایه براي طبقه

یر لیل تغیمی تواند به د SSRتنوع در تعداد واحدهاي  ).25و  11، 10
هاي کلیدي، به عنوان یک معیار مهم در  در بیان ژن و تاثیر بر فنوتیپ

نسبت بـه   SSRهاي  داده ). 30( باشدانتخاب طبیعی و تکامل مطرح 
 SSRثبـات واحـدهاي   . هاي تایپینگ تکرارپذیرتر هسـتند  سایر روش

بستگی به تعداد نوکلئوتیدها، ترکیب تکرارها و سـاختارهاي همسـایه   
در  SSRبا این وجود نتایج متناقضی در ارتباط با ثبات واحدهاي . دارد

  ). 27و 11(گزارش شده است  E.amylovoraهاي  جدایه
 pEA29به منظور تعیین دقیق تعداد واحدهاي تکراري موجود در 

بـا اسـتفاده از    PstIتکثیـر قطعـه     .توان از دو روش استفاده نمود می
در ). 28( پیشین انجام گرفته است  که در مطالعات Bو  Aآغازگرهاي 

هـاي   جدایـه  pEA29پلاسـمید   PstIمطالعه حاضر بخشی از ناحیـه  
با هدف بررسـی   RS2cو  RS1ایرانی با استفاده از جفت آغازگرهاي 

کارایی روش حاضر . ري کوتاه مورد بررسی قرار گرفتهاي تکرا ردیف
ایج، مقایسه در تفسیر نت PstIبا روش تکثیري مربوط به کل محدوده 

هـاي مـورد    در جدایـه  SSRچنین ارزیابی پایداري واحـدهاي   هم. شد
تیمار مختلف مورد آزمون قرار  3 مطالعه تحت شرایط آزمایشگاه تحت

  . می گیرد
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  ها مواد و روش

  و بررسی خصوصیات فنوتیپیهاي باکتریایی  جدایه
بیست جدایه از موسسه تحقیقات گیاهپزشکی کشـور مربـوط بـه    

آگار غذایی  هاي مختلف تهیه و بر روي محیط کشت نها و میزباناستا
هاي فنوتیپی،  یژگیو). 1جدول (سوکروز کشت شدند  درصد 5داراي 
، لوان، تولیـد رنگدانـه فلورسـنت بـر روي     OFهاي اولیه مانند آزمون

 36، احیاي نیترات، رشد در 20، هیدرولیز توئینKing Bمحیط کشت 
د اسید از قندهاي زایلوز و ادنیتول و آزمون فوق ، تولیگراد درجه سانتی

  .)26(حساسیت درتوتون و شمعدانی بررسی شد 
  

  اثبات بیماریزایی
ی با اتـانول  پس از شستشو و ضدعفوناز میوه هاي نارس گلابی 

متر تهیـه و در سـه تکـرار     میلی 5درصد، برش هایی با ضخامت  70
مقطر سترون قرار  هاي حاوي کاغذ صافی آغشته به آب داخل تشتک

ساعته باکتري توسط خلال دندان سـترون بـه    24کشت . داده شدند
درجـه   28تشـتک هـا در حـرارت    . زنـی شـد   هاي گلابی مایـه  برش

 ). 20(گراد به مدت یک هفته نگهداري شدند  سانتی

  
  Lateral Flow Immune Chromatographyروش 

 Agri stripهاي باکتري، نوارهاي  در این روش تشخیصی جدایه
)Reinach, Switzerland,Bioreba( طبــق دســتورالعمل شــرکت ،

هاي مختلف سوسپانسـیون عصـاره    میکرولیتر از رقت 100سازنده در 
 . گیاهی که به طور مصنوعی تهیه گردید،  قرار داده شدند

  
اي جهت تشخیص عامـل   مراز آشیانه اي پلی واکنش زنجیره

  بیماري
ــتخراج  ــه  DNAجهــت اس ــک پرگن ــاکتري ی ــه  24ب ســاعته ب

 1لیتري حاوي آب مقطر دو بار  سـترون داراي   میلی 5/1میکروتیوپ 
 30گراد به مدت  درجه سانتی 65 منتقل و در حرارت  20درصد توئین 

ي الگـو  DNAاز سوسپانسیون مذکور به عنـوان  . دقیقه نگهداري شد
اي  در مرحلـه اول واکـنش زنجیـره   . اسـتفاده شـد  PCR در واکـنش  

که بر اساس قطعۀ تقریباً یک  Bو  Aراز با استفاده ار دو آغازگر م پلی
هاي تکراري از بـاکتري   ، حاوي ردیفpEA29کیلو بازي از پلاسمید 

E. amylovora انجام گرفت  ،)6(اند  شده طراحی.  

 
  آوري و گیاه میزبان ها، محل جمع کد جدایه - 1جدول 

Table 1. Isolates code, area of sampling and host plant  
سال جمع 

سال جمع   کد جدایه  محل جمع آوري  میزبان  آوري
  کد جدایه  محل جمع آوري  میزبان  آوري

Sampling 
year Host Sampling 

region 
Isolate 
code 

Sampling 
year Host Sampling 

region 
Isolate 
code 

  گلابی 1385
(Pear) 

 تبریز
(Tabriz) 

IrT8 1392 گلابی 
(Pear) 

سان رضويخرا  
(khorasan 
Razavi) 

IrKh90 

 سیب 1385
(Apple) 

  تبریز
(Tabriz)  IrT12 1385 سیب 

(Apple)  
 سمنان

(Semnan) IrS38 

  زالزالک 1386
(hawthorn) 

 قزوین
(Ghazvin)  IrGh59 1385 رز 

(Rose) 
  سمنان

(Semnan)  IrS36 

  گلابی 1386
(Pear)  

 قزوین
(Ghazvin) 

IrGh65 1385 گلابی  
(Pear)  

  منانس
(Semnan)  IrS32 

  به 1386
(Quince)  

 قزوین
(Ghazvin)  IrGh64 1385 سیب 

(Apple)  
  زنجان

(Zanjan) 
IrZa18 

  گلابی 1385
(Pear)  

 ارومیه
(Uromia)  IrU23 1385 گلابی  

(Pear)  
  زنجان

(Zanjan) 
IrZa16 

 سیب 1385
(Apple)  

  ارومیه
(Uromia)  IrU28 1386 گلابی  

(Pear)  
 لرستان

(Lorestan)  IrL51  

 سیب 1391
(Apple)  

  اصفهان
(Esfehan) 

IrIs10 1386 به  
(Quince) 

 لرستان
(Lorestan)  IrL53 

 به 1391
(Quince) 

 اصفهان
(Esfehan)  IrIs11 

  به 1386
(Quince)  

  تبریز
(Tabriz) 

IrT2 

  سیب  1390
(Apple)  

  کردستان
(Kordestan) 

IrKo14 1391 زالزالک  
(hawthorn)  

  اصفهان
(Esfehan)  IrIs12 
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 PCR میکرولیتـر بـافر   5/2میکرولیتر شامل  25مخلوط واکنش 

10x  ،5/1  میلی مولار کلرور منیـزیم)MgCl2(،10    پیکومـول از هـر
 ،DMSOمیکرولیتر  dNTPs ،5/0میلی مولار  2/0یک از آغازگرها ،

 میکرولیتــر از  2و) ســیناژن، تهــران(واحــد آنــزیم تــک پلیمــراز  2
DNAو سایکلرالگو در دستگاه ترمBiometra )انجـام گرفـت  ) آلمان .

آشیانه اي، یک میکرولیتـر از فـرآوردة حاصـل از     RCPجهت انجام 
میکرولیتر مخلوط واکنش حـاوي آغازگرهـاي    24به  PCR دور اول 

AJ75/AJ76 یک واکنش بـدون اضـافه کـردن    ). 18(، اضافه گردید
DNA  ـ   ژنومی به عنوان شاهد منفی  ار بـراي کنتـرل آلـودگی در کن
ه عنـوان شـاهد   نیز بEa273 جدایه مرجع . ها در نظر گرفته شد نمونه

بـه همـراه    هاي حاصـل  فرآورده. ها استفاده شد مثبت در کلیه واکنش
 2/1بر روي ژل آگارز ) kb 3 )thuaniaFermentas, Liسایز مارکر 

 .درصد بررسی شدند
  

حـاوي  pEA29 اي از پلاسـمید   یـابی قطعـه   تکثیر و تـوالی 
 DNA هاي کوتاه  توالی

هاي  ، در جدایهpEA29در پلاسمید  DNAهاي کوتاه  آنالیز توالی
Ea    ــنش زنجیــره ــتفاده از واک ــا اس ــا آغازگرهــاي    ب ــراز ب اي پلیم

ــی  و  RS1(5’-ACCTCAGTGCGATTACAG-3’)اختصاصـ
RS2c(5’-GTCCCATTCTGTGTAAAG-3’)    با حجـم نهـایی

گی و صحت انجام براي کنترل آلود). 12(میکرولیتر انجام گرفت  25
و بدون استفاده مقطر سترون آزمایش، یک واکنش با اضافه کردن آب 

ها در نظر گرفته  در کنار سایر نمونه) به عنوان شاهد منفی( DNAاز 
سازي با  بعد از خالص Eaقطعات تکثیر شده از ده جدایه منتخب . شد

ــت  ــا ( QIAquickکیـ ــاژن، آمریکـ ــازي در   )کیـ ــانه سـ و همسـ
، جهـت تـوالی یـابی بـه شـرکت      pGEM-T  (Promega)پلاسـمید 
پس از توالی یابی، تعداد واحدهاي . فرستاده شد) کره جنوبی(ماکروژن 

 SSRهاي نماینده ارزیابی شد براي جدایه . 
  

  pEA29در پلاسمید  SSRارزیابی ثبات واحدهاي 
هر کدام . ف انتخاب شدندهاي مختل پنج جدایه نماینده از میزبان

مارهـا  تی. تحت سه تیمار آزمایشگاهی جداگانه قرار گرفتندها  از جدایه
ها به محـیط   ها به صورت انتقال جدایه  شامل تکثیر بلند مدت جدایه

، نگهـداري  )25(مـاه   3به مدت نوترینت آگار جدید دو بار در هفته و 
به مدت گراد  درجه سانتی 4ها در محیط نوترینت آگار در دماي  کلنی

هایی که به صورت  اکتري بعد از دو هفته از گلابیب ماه و جداسازي 3
در پایـان هـر آزمـایش    . ام شـد ، انج ـ)11(مصنوعی آلوده شده بودند 

اي پلیمراز قرار گرفته و تعداد واحدهاي  ها تحت واکنش زنجیره جدایه
SSR  مجددا مشخص گردید توالی یابیبا  . 

  نتایج و بحث
  ها فنوتیپی جدایهخصوصیات 
هوازي  یگرم منفی، اکسیداز منفی، کاتالاز مثبت و ب ها کلیه جدایه

هاي شیري رنگ،  پرگنهروي محیط کشت کینگ ب، . بودنداختیاري 
هـاي   ها در آزمون جدایه. انه فلورسنت ایجاد نمودندلعابدار و فاقد رنگد

گـراد   درجـه سـانتی   36، احیاي نیترات و رشـد در  20هیدرولیز توئین 
واکـنش فـوق   ء القـا هـا قـادر بـه     جدایـه  تمامی. منفی ارزیابی شدند

یلوز اسید حساسیت روي توتون و شمعدانی بودند و در محیط آیر از زا
نتـایج حاصـل از   . تولید نموده ولی قادر به استفاده از ادنیتول نبودنـد 

هاي اسـتاندارد   حاصل از آزمونهاي  هاي فنوتیپی با داده انجام آزمون
بر  .)26و  8( خاصی نشان ندادند تنوعتطابق داشته و  باکتري شناسی

مـورد   E. amylovoraبه عنوان هاي تحقیق حاضر  این اساس جدایه
 . تایید قرار گرفتند

  
  آزمون بیماریزایی

هـاي   روز و به صورت تشـکیل لکـه   5تا  4 علائم بیماري بعد از
اهده گردید که با گذشت زمان، هاي زخم مش آبسوخته در اطراف محل

در برخـی مـوارد ترشـح اووز    . ده و به هم پیوسـتند ها قهوه اي ش لکه
هـایی کـه    گلابـی . ورقه میوه، مشاهده گردیـد  باکتریایی روي سطح

زنی شدند، هـیچ گونـه علائمـی نشـان      توسط آب مقطر سترون مایه
زنی  هاي مایه حاصل از این آزمون، کلیه جدایه جبا توجه به نتای. ندادند

اي نشان ندادند کـه بـا    ل ملاحظهاظ بیماریزایی تفاوت قابشده از لح
 ). 32و  26، 10(نتایج  دیگران مطابقت داشت 

  

  
 .Eنوارهاي اگري تشخیصی بیمارگر آزمون ایمونولوژیکی  -1شکل

amylovoraآنتی ژن و آنتی بادي  ، نشان دهنده تعامل مثبت بین
به گیاه سالم و سه نوار  نوار اول از بالا مربوط. می باشدEaاختصاصی 

  .ي مربوط به گیاهانی است که به طور مصنوعی آلوده شده اندبعد
 Figure 1- Immunological Agri Strips detecting E. 
amylovora based on interaction between antigen and  

specific antibody of Ea. First line from above is related to 
healthy plant and the other three lines indicated artificially 

infected plants. 
  

  Lateral Flow Immune Chromatographyسنجش 
 دقیقـه قـادر بـه ردیـابی     15حداکثر در مدت زمان  LFICروش 
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CFU/ml106- 105در تمام . باشد باکتري در عصاره گیاهی آلوده می
طبـق   Agri stripهـا دو بانـد صـورتی رنـگ روي نوارهـاي       جدایـه 

 .Eمل، تشــکیل شــد کــه نشــان دهنــده حضــور بــاکتريدسـتورالع 
amylovora  روش تشخیصــی ســرولوژیکی ). 1شــکل (بــودLFIC 

عنوان یک روش تشخیصی سریع و بدون نیاز به تجهیزات گسترده  به
  ).21و  7(شود  آزمایشگاهی استفاده می

  
بـه وسـیله واکـنش     E. amylovoraهـاي   تشـخیص جدایـه  

  اي پلیمراز زنجیره
با جفت آغازگرهاي  PCR هاي مورد مطالعه در آزمون هکلیه جدای

جفـت بـازي تکثیـر    1050تـا     1000قطعه حـدود   A/Bاختصاصی 
امین و چنـدین  پلاسمید مذکور اطلاعات مربوط به بیوسنتز تی .نمودند

در گیاهان را تحت تأثیر قرار  زایی و بقاء باکتريژن منتخب که بیماری
هـاي   طور اختصاصی در تمام جدایه و به کند دهد را کد گذاري می می

E.amylovora 16و  6(دارد  وجود .(  
  

  
با استفاده از  Eaتکثیر قطعه اختصاصی جدایه هاي -2شکل

آب مقطر : 12تا  1ترتیب چاهک ها از . AJ76و   AJ75آغازگرهاي 
 IrIs11 ،IrS36 ، IrU23 ،IrT12 ،IrZa18 ،IrS38،IrZa16سترون،  

،IrIs12  ،IrIs10 ،IrT2 ،IrGh65  
Figure 2- Ampligicaion of specific fragment of Ea 

strains using AJ75/AJ76 primers.Order of wells from 1 to 
12 consists of distilled water, IrIs11, IrS36 ، IrU23 ،IrT12 ،

IrZa18 ،IrS38،IrZa16 ،IrIs12  ،IrIs10 ،IrT2 ،IrGh65  
 

، بعنـوان  A/Bآغازگرهاي اختصاصـی  با PCR حاصل از فرآورده 
DNA ي الگو با جفت آغازگرهاي اختصاصیAJ75/AJ76  در آزمون
 PCRجفت بـاز   820تا  800اي حدود  اي به کار رفتند و قطعه آشیانه

قطعه تکثیر شده با اندازه قطعه گزارش شـده   .)2شکل (تکثیر گردید 
تا  780محدوده  ها در اکثریت جدایه). 16و  14(در منابع مطابقت دارد 

اي  آشیانه PCRسیستم . جفت باز تولید قطعه مورد نظر را نمودند 800
اي که با  باشد بگونه استاندارد میPCR برابر حساستر از  1000تا  100

مربوطـه،   PCRي و یـا محصـول    DNAمیزان اندکی نمونه گیاهی،

استفاده از این روش بسـیار حسـاس، باعـث    . گیرد ردیابی صورت می
شـود   یص بسیار سریع بیمارگر در گیاهان بدون علائم نیـز مـی  تشخ

)14.( 
تولیـد اووز و ایجـاد   در  pEA29حضور یا عدم حضـور پلاسـمید   

). 20(اي دارد  زمون بیماریزایی نقش تعیین کنندهتر در آ نکروز گسترده
قادر به تغییر در متابولیسـم سـلول   pEA29 رسد پلاسمید  به نظر می

باکتري و تنظیم تولیـد آمیلـووران، ترشـح لـوان سـوکروز و کنتـرل       
بیماریزایی در گیاه میزبان با توجه به شرایط محیطی و دوره زنـدگی  

 pEA29هاي بدون پلاسمید  جدایه). 33و  23، 20، 17(میزبان باشد 
 ـ   توسـعه علائـم روي   ا تـاخیر در  بیماریزایی تقلیل یافتـه را  همـراه ب

بـرگ را   هاي گلابی نارس و مهاجرت کند در هاي سیب و برش نهال
 ). 9و  2(شوند  موجب می

  
حـاوي  pEA29 تکثیر  و توالی یابی قطعـه اي از پلاسـمید   

  SSR واحدهاي 
و  RS1اختصاصی  واکنش زنجیره اي پلیمراز با جفت آغازگرهاي

RS2c  ـ 90منجر به تکثیر قطعه اي در محدوده  جفـت بـاز     130ا ت
قطعه بدست آمده با اندازه قطعه گـزارش  . براي تمام جدایه ها گردید
و  11، 10(است  مطابقـت دارد   183تا  95شده در منابع که در دامنه 

12 .(  
DNA    ي تکراري در ژنوم پروکاریوت ها مـرتبط بـا سـازگاري و

بررسـی تـوالی آمینـو اسـیدي     ). 30(تنوع فازي باکتریایی می باشـد  
، شباهت این تـوالی را  SSRارچوب باز خواندن مجاور ناحیه موتیف چ

. به پروتئین هاي درگیر در همانندسازي پلاسمید مشخص نموده است
احتمالا واحدهاي تکراري در تنظیم همانندسازي و تقسـیم پلاسـمید   

  ).  30و  11(نقش دارند 
 pEA29به منظور تعیین دقیق تعداد واحدهاي تکراري موجود در 

بـا اسـتفاده از    PstIتکثیـر قطعـه     .توان از دو روش استفاده نمود می
در ). 28(هاي پیشین انجام گردیده است  در بررسی Bو  Aآغازگرهاي 

مطالعه حاضر قطعه حاوي واحدهاي تکراري بـه وسـیله آغازگرهـاي    
RS1  وRS2c  گردیــد تــوالی یــابی ازي و ســ تکثیــر، همســانه .

ان در شـکل  هاي نماینده از هر میزب هجدایSSR سازي ناحیه  همردیف
به  IrIs12و  Irs38،  IrIs11هاي نماینده  جدایه. مشخص شده است 3

. باشـند  می 4داراي تعداد واحد تکراري  Ea273همراه جدایه استاندارد 
تکرار و جدایه  8با  IrS36تکرار، جدایه  5با  IrGh65چنین جدایه  هم

IrL51  هدر همردیف سازي قابل مشـاهد  تکرار به عنوان نماینده 7با 
که کـل   به لحاظ این Bو  Aاستفاده از آغازگرهاي ). 3شکل (هستند 

هـاي   توالیعه را در برگرفته و امکان بررسی محدوده قطعه مورد مطال
  .سازد، ارجحیت دارد هاي تکراري را نیز مهیا می بخش مجاور
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  BioEditدر برنامه Ea273 هاي مختلف به همراه جدایه استاندارد  از میزبان جدایه هاي نماینده SSRهمردیف سازي ناحیه  - 3شکل 

Figure 3- Alignment of SSR region of representative isolates obtained from different hosts in addtion to Ea273 in BioEdit 
program. 

  
 ـ تعداد  ه واحدهاي تکراري متفاوت براي میزبان یکسان مربـوط ب

ــه  ــابی جدای ــف در ارزی ــایی و ســالهاي مختل ــاطق جغرافی  هــاي من
E.amylovora  در مطالعه حاضر جدایه ). 3(بلغارستان مشاهده گردید

هاي متفاوت،  هاي بدست آمده از گلابی، به و زالزالک مربوط به سال
توانـد   ایـن موضـوع مـی   . باشند می 7و  5، 4داراي واحدهاي تکراري 

اشد که تحت شـرایط طبیعـی، علائـم بیمـاري     دلالت بر این داشته ب
 هــاي ســوختگی آتشــی ممکــن اســت توســط مخلــوطی از جدایــه 

E.amylovora  داراي تعــداد SSR متفــاوت ایجــاد گــردد و وجــود
هاي متمایز از هم یا تغییر در جمعیت بیمارگر را باعث  همزمان جدایه

 .شود
 

  SSR بررسی ثبات توالی هشت جفت بازي ناحیه 
تحت سـه تیمـار، تکثیـر طـولانی مـدت،       SSRهاي ثبات واحد

هـاي   رایط خنک و جداسازي مجدد از بافـت نگهداري جدایه ها در ش
ها به محیط نوترینت آگار جدید  انتقال مکرر جدایه. ه انجام گرفتآلود

. بعد از گذشت سه ماه تغییري در تعداد واحدهاي تکراري ایجاد ننمود
داســازي مجــدد از تیمــار ج در SSRچنــین در تعــداد واحــدهاي  هــم
هایی که به طور مصنوعی آلوده شده اند نیـز تغییـري مشـاهده     بافت

، تیمـار قرارگیـري در شـرایط     IrGh59که در جدایه  در حالی. نگردید
یخچال به مدت سه ماه و کشت روي محیط تازه، منجر به تغییر تعداد 

   .شد 6به  7از  SSRواحد 
اري در شـرایط آزمایشـگاهی و   در رابطه با ثبات واحـدهاي تکـر  

عـده اي معتقدنـد شـرایطی    . طبیعی مختلف اختلاف نظر وجـود دارد 
چون موتاسیون خودبخودي روي محـیط حـاوي آنتـی بیوتیـک،      هم

بررسی مقاومت به سولفات مس، نگهداري در درجه حرارت پایین و یا 
، می تواند منجـر بـه تغییـر    )27(مایه زنی به گیاه و جداسازي مجدد 

باکتري نسبت بـه  ردد که این امر معمولا به خاطر تنظیم سازگاري گ
هـاي گـروه اخیـر،     بـر اسـاس بررسـی   . باشـد  فشارهاي محیطی مـی 

تکراري را در پلاسمید ي DNAهایی که تعداد کپی بیشتري از  جدایه
در تعداد کپی در شرایط  کنند، با نرخ بیشتري دچار تغییر خود حمل می

هـاي   هایی با تعداد کپی کمتر در طی سـال  هگردند و جدای مختلف می
توانـد   علت وجـود ایـن ناپایـداري مـی    . شوند مختلف دچار تغییر نمی

تعداد . هاي تکراري در یک پلاسمید باشد نوترکیبی همولوگ بین کپی
را داراي ثبات کـافی  SSR زیادي از محققین روش بررسی واحدهاي 

ننـد و معتقدنـد تعـداد    دا مـی  E.amylovora هاي در تمایز بین جدایه
SSR زاي اختصاصـی   هاي تنش تحت شرایط آزمایشگاهی و موقعیت

بنـدي و   توانـد جهـت گـروه    در موارد اندك، پایدار است، و مـی به جز 
اسـتفاده  Ea هاي  عات بیشتر در مورد پراکنش جدایهدستیابی به اطلا

ها تحت شرایط طبیعـی  SSRپایداري تعداد ). 25و  13، 11، 4(گردد 
هاي مختلف در تحقیقات مختلفـی   هاي مربوط به سال یهمورد جدا در

هـاي مطالعـه حاضـر، جهـت      بر اسـاس داده . )25(گزارش شده است 
 هـاي  جدایـه  pEA29بررسی دقیق تعداد واحدهاي تکراري پلاسمید 

E.amylovora تکثیر کل قطعه ،  PstIتوانـد در   و مـی  ضرورت دارد
داراي  SSRچنـین تعـداد واحـدهاي     هم. تفسیر بهتر نتایج موثر باشد

هاي  بندي جدایه و در گروه شرایط آزمایشگاهی است ثبات کافی تحت
 .تواند استفاده شود عامل سوختگی آتشی می
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