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 چکيده

باشدد  بده منردور شناسدایی     دار میهای درختان میوه هستههای شایع در باغعامل یکی از بیماری Pseudomonas syringae pv. Syringae (Pss) باكتری

هدای خراسدان ریدوی و شدمالی از نردر      دار واقع در مناطق مختلف اسدتان های درختان میوه هستهآمده از باغ دستجدایه به 23های عامل بیماری، جدایه

ای پلیمدراز و بدا اسدتهاده از    ها در سطح گونه توسط واكنش زنجیرهد  صحت تشخیص جدایهشزایی بررسی فنوتیپی )فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی( و بیماری

و بدا اسدتهاده از    repetitive element palindromic PCR (rep-PCR) هدا بده دو روش    تندو  ژنتیکدی جدایده   شدد یید أگونه ت اختصاصی D21/D22های آغازگر

ای نتدای     آندالیز خوشده  شدد بررسدی    IS50و با استهاده از آغازگر  Insertion Sequence PCR (IS-PCR) و روش ERIC2و  BOXA1R ،ERIC1Rهای آغازگر

در   ERIC1Rبدا آغدازگر    ERIC-PCR گدروه؛ در   5 درهدا  درصد، جدایده  57در سطح تشابه  BOXA1Rبا آغازگر  BOX-PCRدست آمده نشان داد كه در  به

در سطح تشدابه   IS50 با آغازگر  IS-PCRگروه؛ در  8 درها درصد، جدایه 75در سطح تشابه  ERIC2گروه و با آغازگر  5 درها درصد، جدایه 57سطح تشابه 

  نتای  بیانگر تنو  ژنتیکدی  قرار گرفتندگروه  5درها درصد جدایه 75گروه و در نهایت با تركیب هر چهار آغازگر در سطح تشابه  11در هادرصد، جدایه 72

  بودهای عامل بیماری بالا درون جدایه

  rep-PCR  ،IS-PCRتریایی، شانکر باكدار،  تنو  ژنتیکی، درختان میوه هستههاي کليدي:  واژه
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Abstract 

Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) is the causative agent of the bacterial common diseases in stone fruit trees fields. In this 

research, samples were collected from various areas in Razavi and  Northern Khorasan  provinces. A total of 23 bacterial isolates were 

compared based on their phenotypic (physiological and biochemical) characteristics and  pathogenicity tests. Identification of the strains was 

further confirmed by PCR using D21/D22 primers specific to P. syringae. Genetic diversity of selected strains was investigated by repetitive 

element palindromic PCR (rep-PCR) fingerprinting using BOXA1R, ERIC1R, ERIC2 primers and Insertion Sequence PCR (IS-PCR) 

fingerprinting using IS50 primers. The cluster analyses of the fingerprint data showed that in BOX-PCR with BOXA1R primer, 7 groups 

were developed at a similarity level of 75%. The same numbers of groups were obtained in ERIC-PCR using ERIC1R primer at a similarity 

level of 65%. In case of  ERIC2  primer, at a similarity level of  56%, strains  were divided  into 8 groups, whereas, in IS-PCR with  IS50  

primer at a similarity level of 52%, strains were divided into 11 groups and finally by combining  all  four  primers at a  similarity  level of  

54%, strains can be distinguished into 7 groups. The results demonstrated the existence of a considerable genetic diversity among Pss strains 

causing bacterial canker in stone fruit trees in the studied provinces. 
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 مقدمه

ید  بیمدارگر    Pseudomonas syringae Van Hallبداكتری  

هدای   های ایجاد شده توسط پاتوارمهم گیاهی است كه بیماری

 این گونه نگرانی عمده در مناطق تولیدد كنندده میدوه در سرتاسدر    

(  بدداكتری Kennelly et al. 2007آینددد )مددی حسددا  دنیددا بدده

Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) تواند در بیش از می

ی گیداهی از چنددین جدنی غیدر وابسدته بده هددم       گونده  181

دار ( و به درختدان هسدته  Gonzalez et al. 2003باشد )زا بیماری

مانند هلو، شلیل، آلو، گیلاس، زردآلو و بدادام خسدارت قابدل    

هدای متعدددی   درصد بزند و عامل بیماری 57-11توجهی در حد 

(  از Agrios, 2005باشددد )روی محصددولات زراعددی و بدداغی مددی

در ایران  Pssداران ناشی از ها شانکر هستهترین گزارشابتدایی

( Bahar et al. 1982توان به شانکر باكتریایی زردآلو در اصههان )می

در دماوندد   Pssو شانکر و سرخشدکیدگی گدیلاس بدا عامدل     

(Banapur et al. 1989 اشاره كرد ) 

ای گرم منهی، میلده  Pseudomonasاعضای متعلق به جنی 

میکرومتدر   7/1 -1/5×7/1-1/1ای خمیدده بدا ابعداد    یا استوانه

های آن توانایی حركدت بده وسدیله ید  یدا      باشد كه سلولمی

هدا  آن DNAدر  G+Cچندین تاژک قطبدی را دارندد و درصدد    

باشد  این باكتری كاتدالاز مببدت و اكسدیداز    درصد می 78-51

هدا  اكبدر جدایده   Pseudomonas syringaeمنهی بوده و در گونه 

روی محدیط   Pseudomonas syringae pv. persicaبجدز جدایده   

KB تولید رنگ فلورسنت می( كنندSchaad et al. 2001)  

مطالعددات محییددین قبلددی حدداكی از تشددابه زیدداد بددین    

باشد؛ لدذا  از لحاظ الگوی پروتئینی می Pssهای مختلف  جدایه

رسد روش الکتروفورز پروتئین كارایی مناسبی در تمدایز  نرر می به

  (Abbasi et al. 2011) نداشدته باشدد   Pssهدای مختلدف   جدایده 

منردور   هدای تشدخیص بده   بنابراین نیاز به ارزیابی و معرفی روش

هدای   های بیمارگر گیاهی براساس رهیافتبندی دقیق باكتریگروه

در (  Louws et al. 1999) مبتنی بر اثر انگشت ژنتیکی وجود دارد

هدای بیمدارگر گیداهی بدا     حال حایر دامنه وسیعی از بداكتری 

هدای  ( در میزبدان PCR) 1مدراز ای پلیاز واكنش زنجیره استهاده

هدای  و گدزارش ( Schaad et al. 2001اندد ) متعدد شناسایی شده

سال گذشته روند رو بده افدزایش كداربرد ایدن      17منتشر شده در 

دهد و پدیش بیندی   های تشخیصی نشان میروش را در آزمایشگاه

هدا  گری سدریع نمونده    غربال شود در آینده نیز این روند جهتمی

 (  Palacio-Bielsa et al. 2009ادامه یابد )

های تکرار شدونده حایدر   در دو دهه اخیر براساس توالی

هدایی  هدای باكتریدایی، آغدازگر   در ژنوم اندوا  مختلدف گونده   

كنند كده در  اند كه اثر انگشت ژنتیکی را ایجاد میطراحی شده

 باشددندپدداتوار مهیددد مددی ارزیددابی تنددو  در سددطح سددویه و  

(Vicent and Roberts, 2007چهار گروه از توالی  )   هدای تکدرار 

(، REP) 2ژندی  شدونده خدار   شونده شامل توالی متیارن تکرار

(، ERIC) 3ژنی درون باكتریدایی شونده بین تکرار توالی عمومی

ای های سریع و سداده ( روشIS) 5و توالی الحاقی BOXتوالی 

بنددی و بررسدی   طور معمول در شناسدایی، طبیده   بههستند كه 

روندد  كدار مدی   هدا بده  دارتنو  عوامل شانکر باكتریایی در هسته

(Menard et al. 2003 ؛Vicent et al. 2004؛Bultreys and 

Kaluzna, 2010هدای  هایی بر اساس تدوالی (  با طراحی آغازگر

هدایی تحدت عندوان    مدتمم  BOXو  REP ،ERICشدونده  تکرار

REP-PCR ،ERIC-PCR  وBOX-PCR انددد كدده بدده ارایدده شددده

منجر به  rep-PCRشود؛ الگوی گهته می rep-PCRها مجمو  آن

دست شود و الگوی ژنومی بهتکبیر نواحی اختصاصی ژنوم می

هدای   ها باعث تولید و تمایز قطعاتی با اندازهآمده از این روش

كه به عنوان د شومختلف دی ان ای ژنوم اختصاصی جدایه می

 .Louws et alرود )باركد برای هر جدایه خدا  بده كدار مدی    

باشدند   جهت نوكلئوتید می 175دارای  BOXهای (  توالی1994

شدوند و شدامل سده زیدر     بار در ژنوم تکرار مدی  27 كه تیریباً

 71و  BOXbنوكلئوتیدددی BOXa  ،57نوكلئوتیدددی 71واحددد 

در ندواحی بدین   BOX های باشند  توالیمی BOXcنوكلئوتیدی 

                                                 
1 Polymerase chain reaction 
2 Repetitive extra genic palindromic 
3 Enter bacterial repetitive intragenic consensus
4 Insertion sequence  
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اند و توانایی تشکیل ساختار لوپ را داشته و ژنومی قرار گرفته

هدای  ندارندد  تدوالی   REPو  ERICهدای  هیچ ارتباطی با توالی

BOX های گرم منهی كشف شدند كه اولین بار در ژنوم باكتری

شددوند بددار در ژنددوم بدداكتری تکددرار مددی  171تددا  31تیریبددا 

(Versalovic et al. 1994توالی  ) هایERIC  125تدا   125دارای 

 ،جهت نوكلئوتید با ی  توالی معکدوس مركدزی حهدد شدده    

گیرند  ها قرار میهستند كه در نواحی بین ژنومی، ژنوم باكتری

بدار در ژندوم بداكتری تکدرار      171تدا   31ها تیریبداً  این توالی

 Najafipour and (  در بررسدی Wolska et al. 2014شدوند )  مدی 

Taghavi  (2011جدایدده )  هددای عامددل شددانکر درختددان میددوه

دار، گل سرخ و ی  جدایه از شمعدانی و ی  جدایده از   هسته

 را براسدداس انگشددت نگدداری ژنتیکددی بددا    Malvaای گوندده

BOX-PCR دسددت آمددده از هددای بددهدر یدد  گددروه، جدایدده

همراه ی   داران، ی  جدایه شمعدانی، دو جدایه از هلو به دانه

دسدت آمدده از    های بده استاندارد در گروه دوم و جدایهجدایه 

غلات همراه با ی  جدایه از چغندر و ی  جدایه از هلدو، در  

در   Mosivand et al. (2009)گروه سوم از سه گروه قرار گرفتند 

rep-PCR   هدای  با اسدتهاده از آغدازگرBOX ،ERIC1  وERIC2 ،

نیشدکر را از   مولدد ندوار قرمدز    Pssهدای شدبه   توانستند جدایه

دار و های عامل شانکر باكتریدایی درختدان میدوه هسدته    جدایه

 سوختگی برگ غلات متمایز سازند 

 تکدراری  هدای شدونده، تدوالی  های تکرار نو  دیگر توالی

در  كه طوری به فرد هستند؛ به منحصر توانایی ی  دارای پراكنده

ان ای  هدای دی توالی آنها به دلیل همین به كنندمی حركت ژنوم

(  Majd and Shariatzadeh, 2015شددود )متحددرک گهتدده مددی 

عندوان   هدای مختلدف بده    ( از خدانواده ISهدای الحداقی )   توالی

هدا و دیگددر  هدای دی ان ای متحددرک در ژندوم بدداكتری   تدوالی 

(  Berg and Howe, 1989موجدودات زندده گسدترده هسدتند )    

وتیدد  جهدت نوكلئ  1711تدا   1311های الحداقی از  اندازه توالی

ندام   ید  پروتئیندی كده بده     ISمتغیر است، بخش مركزی ید   

(  Mohamadnia et al. 2015كندد ) شود، كد میترانسپوزاز نامیده می

های الحاقی در مطالعات تنو  ژنتیکی، نوآرایی ژندومی و  توالی

هدای دی ان ای  عنوان نشدانگر  ها بهپذیری ژنوم باكتریانعطاف

-IS(  در روش Mahillon and Chandler, 1998اند )هشداستهاده 

PCR توالی الحاقی ،IS50  از ترانسپوزازTn5 عندوان آغدازگر    به

برای ارزیابی تنو  ژنتیکی در چنددین جدنی باكتریدایی نریدر     

 ,Weingart and Volkschاسدت )  شدده ها اسدتهاده  سودوموناس

 (  Gilbert et al. 2009؛1997

ی تواندد بده مطالعده   بیمارگر میبررسی تنو  ژنتیکی ی  

 Milgroomرده بندی، اپیدمیولوژی و ردیدابی آن كمد  كندد )   

and Fry, 1997های اصلاح نباتات جهت پدووهش  ( و در برنامه

های گیاهی متحمل یدا میداوم بده بیمداری     در زمینه تولید گونه

(  این پووهش بدا هددف   Abbasi et al. 2013aمهید واقع گردد )

زایدی و تندو    ات فندوتیپی، ارزیدابی بیمداری   بررسی خصوصی

عامل بیمداری شدانکر باكتریدایی     Pssها مختلف ژنتیکی جدایه

، BOX-PCRهدای  درختان میوه هسدته دار بدا اسدتهاده از روش   

ERIC-PCR  وIS-PCR انجام شد  

 

 هامواد و روش

 هاجداسازي، تشخيص و نگهداري جدایه

های درختان میدوه  از برخی باغ 1311-1311های در سال

هدای خراسدان   دار و بادام واقع در مناطق مختلف اسدتان  هسته

  از درختدان دارای  شدبرداری ریوی و خراسان شمالی نمونه

هدای  هدایی از بافدت   برگی و شانکر باكتریایی، نمونهعلائم لکه

در آوری گردیدد    شداخه جمدع  آلوده برگ، تنده، شداخه و سدر   

برگدی  های دارای لکده تری، برگآزمایشگاه برای جداسازی باك

هددای دارای شددانکر ابتدددا زیددر جریددان آ  نکددروزه و شدداخه

معمولی و سپی دو بار با آ  میطر سدترون شستشدو شددند     

سپی از حد فاصل بافت سالم و آلوده برگ و حاشدیه شدانکر   

هدای   جددا و در تشدت    متدری  سدانتی  7/1قطعات روی شاخه 

خدرد و چندد قطدره آ      پتری به وسیله تیغ اسدکالپل سدترون  

دقییه، ی  لوپ از  17ها ایافه شد  پی از میطر سترون به آن

های باكتریایی برداشدته و روی محدیط   هر ی  از سوسپانسیون

 Nutrient Agar) درصدد سدوكروز   7كشت آگار غدذایی دارای  
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Sucrose) (NASبدده )  52صددورت مخطددط كشددت و بدده مدددت 

ی شدد  تد    نگهددار  سلسدیوس درجده   25ساعت در دمدای  

های به رنگ كرم مایل به زرد و محد  انتخا  و مجدداً  كلنی

(  Abbasi et al. 2011) شدد روی محیط آگدار غدذایی خدالص    

سدداعته بدداكتری،  25هددا از كشددت جهددت نگهددداری جدایدده

هدای حداوی آ  میطدر    سوسپانسیون غلیری در میکروتیدو  

نگهدداری شددند    سلسدیوس درجه  5سترون، تهیه و در دمای 

(Schaad et al. 2001  ) 

 ايهاي فيزیولوژیکي، بيوشيميایي و تغذیهآزمون

های فیزیولوژیکی، بیوشدیمیایی و  ها در آزمونكلیه جدایه

د  تعیدین واكدنش گدرم، تولیدد رنگدانده      شد ای بررسدی  تغذیه

آز، احیددای نیتددرات، فلورسددنت، فعالیددت كاتددالاز، تولیددد اوره

، سلسددیوسدرجدده  31و  35، 5هددای توانددایی رشددد در دمددا 

، آزمون توانایی استهاده از برخی 81هیدرولیز نشاسته و توئین 

)تولیدد لدوان، اكسدیداز،     LOPATمنابع هیددروكربنی، آزمدون   

هیدرولاز و واكنش فدو   دیفعالیت پکتولتیکی، تولید آرژنین 

)ذو  ژلاتددین،  GATTaحساسددیت روی شددمعدانی(، آزمددون 

هیدرولیز اسکولین، فعالیت تیروزیناز و استهاده از تارتدارات(،  

همدراه   هوازی، تحمل رشد در نم  طعدام بده  رشد هوازی/ بی

هدای متدداول در   هدای راید  بدا اسدتهاده از روش    سایر آزمون

 ( Schaad et al. 2001د )ششناسی گیاهی انجام باكتری 

 

 زایيآزمون بيماري

لوریندگ(  های هلو )رقم زایی روی گیاهچهریآزمون بیما

روش تزریق سوسپانسدیون در   ماهه به و بادام )رقم شاهرودی( سه

بدرای اثبدات    .(Thomidis et al. 2005) بافت گیداهی انجدام شدد   

هدای  سداعته جدایده   25هدای  زایی روی برگ از كشتبیماری

)بدر  لیتر سلول در میلی 115باكتریایی، سوسپانسیونی با غلرت 

در  1اساس كدورت سنجی با اسپکتروفتومتر با چگالی ندوری  

ها وسیله سوزن روی برگ نانومتر( تهیه شد  به 511طول مو  

 میکرولیتر از هدر سوسپانسدیون   111هایی ایجاد و سپی زخم

 

هدا  های سالم گیاهچهوسیله سرنگ انسولین روی سطح برگ به

-زایی روی سدر یماریمنرور اثبات ب هلو و بادام پاشیده شد  به

میکرولیتر از سوسپانسیون توسط سرنگ سدترون بده    21شاخه 

د  از آ  شد های هلو و بدادام تزریدق   زیر پوست ساقه گیاهچه

زنی های مایهمیطر سترون به عنوان شاهد استهاده شد  گیاهچه

درگلخانه نگهداری شددند    سلسیوسدرجه  28شده در دمای 

هددای هلددو و بددادام از نرددر روز گیاهچدده 11بعددد از گذشددت 

ند  برای این منرور براسداس سدرعت   شد زایی ارزیابیبیماری

درجده یدا مییداس )نمدره      5توسعه بیماری و شدت علایم، از 

(  بدرای ارزیدابی   Abbasi et al. 2013a( استهاده شدد ) 3صهر تا 

هدای   هدا، میدانگین و انحدراف معیدار داده    زایی جدایده بیماری

 ها محاسبه گردید مه جدایهدست آمده برای ه به

 ژنومي DNAاستخراج 

هددای باكتریددایی جداسددازی دی ان ای ژنددومی از سددلول

(  از كشدت  Arabi et al. 2006روش تجزیه قلیایی انجام شد ) به

لیتر آ  میطدر  میلی 711ها، سوسپانسیونی در ساعته جدایه 25

ندانومتر( تهیده شدد      511در طدول مدو     1)با چگالی ندوری  

 KOH 10حجمدی   1/1ها، به اندازه منرور تجزیه شدن سلول به

 3تدا   2ها بده مددت   درصد به هر سوسپانسیون ایافه و نمونه

دقییددده در آ  جدددوش قدددرار داده شددددند  شدددهاف شددددن 

هدای بداكتری تلیدی     سوسپانسیون نشانه تجزیده شددن سدلول   

دور در  12111دقییده بدا سدرعت      7ها به مدت گردید  نمونه

عنوان دی ان ای از  د و سپی لایه رویی بهشریهیوژ دقییه سانت

نگهدداری   سلسدیوس درجده    -21ها برداشته و در دمدای  لوله

شدند  برای حصول اطمیندان از وجدود دی ان ای خدالص در    

میکرولیتدر از دی ان ای فدو     7سازی شده،  های خالصنمونه

همراه با ی  میکرولیتر محلول برم فنول بلو در سوكروز روی 

ولت الکتروفورز  51ینی ژل آگاروز به غلرت ی  درصد در م

آمیزی شد  وجود ید  باندد بدا وزن    و با اتیدیوم بروماید رنگ

عندوان معیدار    مولکولی بالا و بدون كشدیدگی در طدول ژل بده   

 مناسب بودن كیهیت دی ان ای تلیی گردید 
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 تهيه محلول پایه 

ای زنجیدره برای تهیه محلول پایده جهدت انجدام واكدنش     

پلیمراز دو روش به كار برده شد  روش اول برای آغازگرهدای  

و روش  repو آغازگرهدای گدروه    D21/D22اختصاصی گونده  

استهاده شدد  در روش اول محلدول    ISدوم برای آغازگر گروه 

 PCRمیکرولیتر شامل  27پایه برای هر واكنش در حجم نهائی 

buffer X1 ،7/1 مولار میلیMgCl2  ،1 یکرولیتر از هر كدام از م

، dNTPمدولار  میلی 2/1پیکومول بر میکرولیتر(،  11ها )آغازگر

 71میکرولیتدر )حددود   2و  Taq DNA polymeraseواحدد   7/2

گرم( دی ان ای ژنومی تهیه شد  در روش دوم بدرای تهیده   نانو

 Accu Power PCR Premixمحلددول پایدده از مجموعدده كیددت 

ها خریداری شده از شركت تکاپوزیست استهاده شد؛ این كیت

هسدتند    PCRهدای   و آماده انجام واكنش 7به صورت لیوفیلیزه

میکرولیتر اسدت   27ها معادل حجم نهائی واكنش در این كیت

ها، میکرولیتر از هر كدام از آغازگر 1ها سازی آنكه برای آماده

 22ان ای ژنددومی و گددرم( دی نددانو 71میکرولیتددر )حدددود 2

 میکرولیتر ا  دو بار تیطیر به هر ی  ایافه شد 

 هاي اختصاصي گونهها با استفاده از آغاز گرتشخيص جدایه

های باكتری عامل بیماری در سطح گونه تشخیص جدایه

ای پلیمدراز بدا اسدتهاده از جهدت آغدازگر      در واكدنش زنجیدره  

 مددورد بررسددی قددرار گرفددت   D21/D22اختصاصددی گوندده  

(Manceau and Horvais, 1997تددوالی آغددازگر  ) هددای مددورد

  آورده شده است 1استهاده در این تحییق در جدول 

 
  PCRدر  شده استهاده آغازگرهای توالی و نام -1 جدول

Table 1. Name and sequence of primers used in PCR. 
توالي   (Primers) آغازگر  (Sequence)  

D21 5′- AGC CGT AGG GGA ACC TGC GG -3′ 

D22 5′- TGA CTG CCA AGG CAT CCA CC -3′ 

rep 

BOXA1R 5′-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3′ 

ERIC1R 5′ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3′ 

ERIC2 5′-AAGTAAGT GACTGGGGTGAGCG -3′ 

IS IS50 5′-CAGGACGCTACTTGTGT-3′ 

                                                 
5 Lyophilisation 

ترموسایکلر كوربت ای پلیمراز در دستگاه واكنش زنجیره

(Corbet Research- CGI-96    انجام شدد )ساخت كشور استرالیا

 5مددت   بده  سلسیوسدرجه  17سازی اولیه در دمای واسرشته

سدازی  چرخه شامل واسرشدته  37دقییه صورت گرفت  سپی 

 2مددت   ، بده سلسدیوس درجده   15دی ان ای ژنومی در دمای 

درجده   51دقییه، اتصدال آغازگرهدا بده رشدته الگدو در دمدای      

 52دقییه، گسترش رشته جدید در دمای  1مدت  ، بهسلسیوس

دقییه انجام شد و در پایان گسترش  1مدت  به سلسیوسدرجه 

 دقییه انجام شد   2مدت  به سلسیوسدرجه  52نهایی در دمای 

 هاي تکرار شوندهز تواليها با استفاده اارزیابي تنوع ژنتيکي جدایه

 rep-PCRروش  -الف

هدا بدا اسدتهاده از    نگاری ژنومی جدایهدر این روش انگشت

)گیلبرت و همکداران   ERIC2و  BOXA1R ،ERIC1R های آغازگر

-BOX(، انجام گردیدد  در برنامده تکبیدر دی ان ای  بدرای     2111

PCRگدراد بده   درجه سانتی 15سازی اولیه در دمای ؛ ابتدا واسرشته

-چرخه شدامل واسرشدته   35دقییه صورت گرفت  سپی  5مدت 

 1مددت   ، بهسلسیوسدرجه  15سازی دی ان ای ژنومی در دمای 

درجدده  71دقییدده، اتصددال آغازگرهددا بدده رشددته الگددو در دمددای  

 52ثانیه، گسترش رشدته جدیدد در دمدای     57دت م ، بهسلسیوس

یدان گسدترش   مدت دو دقییه انجام شد و در پا به سلسیوسدرجه 

دقییه انجدام شدد     17مدت  به سلسیوسدرجه  52نهایی در دمای 

سدازی  ؛ ابتدا واسرشدته ERIC-PCRدر برنامه تکبیر دی ان ای برای 

دقییده صدورت    5مددت   بده  سلسدیوس درجده   15اولیه در دمای 

سدازی دی ان ای ژندومی   چرخه شامل واسرشته 35گرفت  سپی 

دقییه، اتصدال آغازگرهدا    1مدت  ، بهسلسیوسدرجه  15در دمای 

ثانیده،   57مددت   ، بده سلسدیوس درجده   58به رشته الگو در دمای 

 3مددت   بده  سلسدیوس درجده   52گسترش رشته جدید در دمای 

درجده   52دقییه انجام شد و در پایان گسدترش نهدایی در دمدای    

 دقییه انجام شد    17مدت  به سلسیوس

 IS-PCRروش  -ب

ها با استهاده از جدایهنگاری ژنومی در این روش انگشت

(، انجدام گردیدد  در   2111)گیلبرت و همکاران،  IS50آغازگر 



  … عامل شانکر باكتریایی درختان میوه Pseudomonas syringae pv. syringaeهای تعیین خصوصیات فنوتیپی و تنو  ژنتیکی جدایه: احسني و همکاران

سدازی   ؛ ابتددا واسرشدته  IS-PCRبرنامه تکبیر دی ان ای  برای 

دقییده صدورت    3مددت   به سلسیوسدرجه  17اولیه در دمای 

سدازی دی ان ای   چرخده شدامل واسرشدته    35گرفت  سدپی  

دقییه، اتصدال   1مدت  به، سلسیوسدرجه  15ژنومی در دمای 

دت مد  ، بهسلسیوسدرجه  38آغازگرها به رشته الگو در دمای 

 سلسدیوس درجده   52دقییه، گسترش رشته جدید در دمای  1

دقییه انجام شدد و در پایدان گسدترش نهدایی در      7/3دت م به

 دقییه انجام شد   17مدت  به سلسیوسدرجه  52دمای 

 هااي دادهو آناليز خوشه PCRالکتروفورز محصولات 

 2/1توسدط الکتروفدورز در ژل آگدارز     PCRمحصولات 

-DNA)درصد به همراه دو نشانگر اسدتاندارد جدرم مولکدولی    

Ladder 100 and 500 bp  ساخت شركتFermentase   آلمدان( و

آمیدزی  تهکی ، توسط اتیدیوم بروماید رنگ TBE (1X)در بافر 

دسدت آمددن     بعدد از بده  و سپی مورد بررسی قدرار گرفتندد  

و  BOX-PCR ،ERIC-PCRنگاری ژنومی با سده روش  انگشت

IS-PCR  ای بر اساس وجود و یا عدم وجود باند، آنالیز خوشده

(، براسداس  1111)رولدف،   NTSYSpc 2.02eها در برنامده  داده

هدای جهدت شدده غیدر وزندی      ماتریی شباهت بده روش داده 

(
5

UPGMA) به جاكارد انجدام شدد    و با استهاده از یریب تشا

تدر، آندالیز   بندی بهتر و با ثباتدست آوردن ی  خوشهبرای به

صدورت   های یاد شده بده دست امده از روشای نتای  بهخوشه

 تركیبی نیز انجام شد 

 

 نتایج

 برداري و جداسازي نمونه

دار بدا علائدم   جدایه از درختان میوه هسته 23در مجمو  

برگی و شانکر در مناطق مورد مطالعده جداسدازی گردیدد    لکه

و  RIPF110بددا كدددهای  Pss(  دو جدایدده مرجددع 1)جدددول 

RIPF760   در همده مراحدل ایدن     5اهدایی دكتر مونیکدا كالوزندا

 د شهای فو  بررسی تحییق در كنار جدایه

                                                 
6 Unweight pair-group method with arithmetic means 
7 Monika Kaluzna 

 هاخصوصيات فنوتيپي جدایه

های مددور، بده   ها روی محیط كشت آگار مغذی كلنیجدایه

رنگ كرم متمایل بده زرد، لدز  و برآمدده و روی محدیط كشدت      

YDC های مدور، كرم رنگ و غیر لز  تولید نمودند  حاشدیه  كلنی

روز  3الدی   2ها بعد از ها صاف بود  جدایهكلونی در تمامی جدایه

هدا گدرم   رنگدانه فلورسنت تولید نمودند  جدایده  KBروی محیط 

 متحرک، هوازی، كاتالاز مببت و اكسیداز منهدی ای شکل،  منهی، میله

 تارتارات-هیدرولاز و استهاده از البودند و قادر به تولید آرژنین دی

هدای شدمعدانی واكدنش فدو  حساسدیت ایجداد       نبودند  در برگ

و میایسده   2های فهرست شده در جددول  كردند  بر مبنای ویوگی

هدای مدورد بررسدی    ها با نتای  سایر پووهشگران، اكبدر جدایده  آن

  (Schaad et al., 2001دارنددد ) Pssبیشددترین شددباهت را بدده  

یکسان بودندد   RIPF110ها با جدایه مرجع خصوصیات این جدایه

 كاملاً مطابیت نداشتند  RIPF760اما با جدایه مرجع 

 زایيارزیابي آزمون بيماري

 فیدت صورت اپدی  تواند در سطح گیاه بهمی Pssاز آنجایی كه 

بنابراین همراهی بداكتری   (Schaad et al., 2001)بیا داشته باشد 

زایددی آن نبددوده و انجددام آزمددون بددا گیدداه دلیلددی بددر بیمدداری

زایددی زایددی یددروری اسددت  نتیجدده آزمددون بیمدداری  بیمدداری

های هلدو و بدادام نشدان داد كده     های منتخب به گیاهچه جدایه

ی و شانکر در هلدو  برگها قادر به تولید علائم لکهتمامی جدایه

صددورت  بدده روز بودنددد  علائددم در بددرگ 11و بددادام پددی از 

های آبسوخته كه به تدری  از قسدمت وسدط بافدت مدرده      لکه

های سدیاه فرورفتده مشداهده    صورت زخم شد و در ساقه بهمی

دست آمده بر مبندای   های به(  تجزیه و تحلیل داده1گردید )شکل 

هدا دارای  نشان داد كده همده جدایده    3زایی صهر تا درجه بیماری

زایی بالایی هستند  برای حصول اطمیندان از نتدای    قدرت بیماری

هدا  هدا و شدانکر  ها باكتری دوباره از لکهزایی، جدایهآزمون بیماری

زایدی علائدم   های مرجع درآزمون بیماری  جدایهنددجداسازی ش

  میطدر  های شداهد كده بدا آ   مشابهی را نشان دادند و در گیاهچه

 زنی شده بودند، علائمی ظاهر نشد سترون مایه
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 .استهاده شده در این تحییق Pseudomonas syringae pv. syringaeهای جدایه -2جدول 

Table 2. Pseudomonas syringae pv. syringae strains used in this research. 

Strain Origine Host 
B10 B13 Khorasan-nishapur 

Almond B1 B11 B5 B6 B2 B3 B4 B7 B8 Khorasan-kashmar 
B9 Khorasan-sabzevar 
B12 Khorasan-mashhad 

Z1 Z6 Khorasan-mashhad 
Apricot Z2 Z3 Khorasan-sabzevar 

Z4 Z5 Khorasan-kashmar 
H1 H2 H3 Khorasan-bojnord Peach 

A1 Khorasan-nishapur 
Plum 

RIPF110 Poland 
RIPF760 Poland Cherry 

 

 آوری شدهجمع Pseudomonas syringae pv. syringaeهای ای جدایهشیمیایی، فیزیولوژیکی و تغذیههای بیوویوگی -8جدول 

 .های خراسان ریوی و شمالیاز استان

Table 3. Biochemical, physiological and nutritional properties of Pseudomonas syringae pv. syringae strains collected from the provinces  
of Razavi and North Khorasan. 

Response of 

Bacterial strains 
Test 

Response of 

Bacterial strains 
Test 

+ Glucose 

Use of hydrocarbon 
resources 

- Gram reaction 

+ Sucrose + Levan production 

test LOPAT 

+ Sorbitol - Oxidase production 

+ Galactose - Potato soft rot 
+ Fructose - Arginine dihydrolase 

+ Mannitol + Hyper sensitivity reaction 

+ Mannose V gelatin Hydrolasis of 

test GATTa 
+ Arabinose V aescolin Hydrolasis of 

- Trehalose - Tyrosinase 

- Inositol - L-tartrate 
+ Cellobiose + Aerobic growth 

Growth 

features 

- Raffinose - Anaerobic growth 

+ Rhamnose + С ̊ Growth at 37 

- Lactose V С ̊ Growth at 4 

+ Tween 80 V С ̊ Growth at 39 
- Casein + 5% NaCl tolerance 

- Starch - 7% NaCl tolerance 
+ Catalase - H2S production from cystein 

H2S production - Urease - H2S production from peptone 

+ Phosphatase - H2S production from thiosulfate sodium 
- Nitrate reduction + Production of fluorescent pigment in KB culture medium 

+ 
Production of resuscitation materials 

from  sucrose 
- 

Indole acetic acid production 

 
 

 
، سمت راست: علائم لکه بافت مرده روی برگ سمت چپ: علائم Pseudomonas syringae pv. syringaeهای زایی جدایهنتای  حاصل از آزمون بیماری -1شکل

 های سیاه فرورفته در شاخه زخم

Fig. 1. Results of pathogenicity tests of Pseudomonas syringae pv. syringae strains. Right to Left: Symptom of necrotic  

spot on leaf and blight on shoot. 
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 ها در سطح گونهتشخيص جدایه

ها در سطح گونده توسدط واكدنش    تشخیص تمامی جدایه

 D21/D22هددای ای پلیمددراز و بددا اسددتهاده از آغددازگر زنجیددره

ها دو باندد بدا انددازه     اختصاصی گونه انجام شد  تمامی جدایه

جهت باز تکبیر نمودند كده مشدابه بده دو     511تا  711تیریبی 

 (  2بودند )شکل  RIPF760و RIPF110 جدایه مرجع 

 

 
ها با استهاده از جهت جدایه PCRنیوش الکتروفورزی محصول  -2شکل 

 (Pseudomonas syringae  M1- M3اختصاصی گونه  D21/D22آغازگر 

  (bp111 R1نشانگر مولکولی  ( bp711 ، M2نشانگر مولکولی 

  RIPF110جدایه مرجع  (RIPF760  ،R2جدایه مرجع 
Fig. 2. Electrophobic pattern of the PCR product of the isolates using 

D21/D22 primer pair of Pseudomonas syringae species M1- M3, 

molecular marker 500 bp; M2, molecular marker 100 bp; 

R1 and R2, reference isolates of RIPF760 and RIPF110. 

 

 
 

 
 

 .Pseudomonas syringae pvهای نگاری ژنومی جدایهانگشت -8شکل 

syringae هایبا استهاده از آغازگر rep-PCR  وIS-PCR، 

 (IS50  M1- M3و د(  BOXA1R )  ،ERIC1R )  ،ERIC2الف( 

 ( bp111 ،R2نشانگر مولکولی  ( bp711 ، M2نشانگر مولکولی 

 .RIPF110جدایه مرجع 

Fig. 3. Genomic fingerprinting of isolates of Pseudomonas syringae 

pv. syringae, using primers for rep-PCR and IS-PCR ,   

A) BOXA1R, b) ERIC1R, c) ERIC2 and d) IS50 . M1- M3) 

molecular marker 500 bp, M2) molecular marker 100 bp, R2) 

reference isolate RIPF110. 

 
بندی   خوشهIS-PCRو  rep-PCR های حاصل ازبر اساس آنالیز تركیبی داده Pseudomonas syringae pv. syringaeهای دندروگرام تنو  ژنتیکی جدایه -4شکل 

 .براساس یریب تشابه جاكارد انجام شده است

Fig. 4. Dendrogram of genetic diversity of  Pseudomonas syringae pv. syringae based on combined analysis of data from rep-PCR and IS-PCR .

Clustering is done based on Jaccard's similarity coefficient. 

 

J 
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 IS-PCRو  rep-PCRها براساس تنوع ژنتيکي جدایه

 IS-PCRو  rep-PCRها براساس تنو  ژنتیکی تمامی جدایه

، BOXA1R ،ERIC1Rهددای اختصاصددی بددا اسددتهاده از آغددازگر

ERIC2  وIS50  تمامی آغازگرها قادر به تکبیر باندشدبررسی  

جهت باز  3711تا  211به اندازه تیریبی های مناسب در دامنه 

ها نشان ای داده(  نتای  آنالیز خوشهA, B, J, D ،3بودند )شکل 

 57در سطح تشدابه   BOXA1R با آغازگر BOX-PCRداد كه در 

 ERIC1Rبا آغازگر  ERIC-PCR گروه؛ در 5ها به درصد، جدایه

گدروه و بدا آغدازگر     5ها بده  درصد، جدایه 57در سطح تشابه 

ERIC2  گدروه و در   8هدا بده   درصد، جدایه 75در سطح تشابه

IS-PCR با آغازگر IS50  ها به درصد، جدایه 72در سطح تشابه

های تركیبدی  ای دادهگروه قابل تهکی  هستند  آنالیز خوشه 11

 75هدا در سدطح تشدابه    هر چهار آغازگر نشان داد كه جدایده 

 (  5قابل تهکی  هستند )شکل  گروه 5درصد به 

 

 بحث

دار از عوامدل مهدم   بیماری شانکر باكتریایی درختان میوه هسته

های خراسان ریدوی و شدمالی اسدت     های استانزا در باغخسارت

دار كاشدته  با توجه به سطح زیر كشت بالا و تنو  درختان میوه هسته

عامدل  شده در این مناطق، بررسدی تندو  در خصوصدیات بداكتری     

تواند از جنبه مدیریت بیماری مورد توجه باشد  بدرهمین  بیماری می

اسداس در تحییددق حایددر خصوصدیات فنددوتیپی و تنددو  ژنتیکددی   

عامل بیمداری   Pseudomonas syringae pv. syringae های جدایه

دار جددا شدده از منداطق مختلدف     شانکر درختان میدوه هسدته  

  خصوصدیات  شدی های خراسان ریوی و شمالی بررساستان

ها از جمله واكدنش  ای جدایه فیزیولوژی ، بیوشیمیایی و تغذیه

، متابولیسدم  KBگرم، تولیدد رنگدانده فلورسدنت روی محدیط     

گلوكز در شرایط هوازی، تولید كاتالاز، عدم احیای نیتدرات و  

عدم تولید ایندول با خصوصیات جنی سودوموناس مطابیدت  

-های به بنابراین در اولین گام جدایه( Palleroni, 2005داشتند )

جددنی سددودوموناس  دسدت آمددده در ایددن تحییددق متعلددق بدده 

تشخیص داده شدند و به منرور شناسایی گونه و پاتووارهدای  

 های تکمیلی انجام شد این جنی، آزمون

 LOPATهدای گدروه   های مورد مطالعده بدا آزمدون   جدایه

لدوان، عددم تولیدد    ها بده خداطر تولیدد    د؛ این جدایهشدنارزیابی 

هدای  هیدرولاز، نداشتن توانایی لهانیدن ورقهاكسیداز و آرژنین دی

هددای زمینددی و ایجدداد واكددنش فددو  حساسددیت در بددرگ سددیب

گونده   عندوان  هدا بدوده و بده   شمعدانی جز گروه ی  سودوموناس

Pseudomonas syringae ( شناسددایی شدددندPalleroni, 2005  )

نامیدده   GATTaهدا كده اصدطلاحاً سدری     گروه دیگری آزمون

 : هیدددرولیز اسددکولین،A: ذو  ژلاتددین، Gشددوند شددامل:  مددی

T ،فعالیت تیروزیناز :Tباشد ): استهاده از تارتارات میGilbert 

et al., 2009هدای ایدن   دست آمده از آزمون( و بررسی نتای  به

ها به دو آزمدون ذو  ژلاتدین و   گروه نشان داد واكنش جدایه

یدددرولیز اسددکولین متنددو  اسددت  ایددن تنددو  هددم در بددین   ه

های درختان های درختان بادام و هم در بین سایر جدایه جدایه

های  توانست مشخصه جدایهدار وجود داشت و نمیمیوه هسته

هدای  بادام به حسا  آید  جدول استاندارد مربوط بده ویوگدی  

تدین، بدین   ، وجود تنو  در آزمون ذو  ژلاPssفنوتیپی پاتووار 

(  Schaad et al., 2001د )نمدو های این پداتووار را تأییدد   جدایه

هدایی  جدایه كه نشان داد Roos and Hattingh (1987)تحیییات 

از عامل شانکر كه از لحاظ ذو  ژلاتین مببت ولی هیددرولیز  

 .pv و Pssهدای حدواسدط   اسکولین منهی هسدتند جدزف فدرم   

morsprunorum (Psm)  Pseudomonas syringae   محسدددو

در  Psmو  Pssهای حدواسدط  گزارش دیگری از فرم شوند   می

های عامدل شدانکر از درختدان آلبدالوی وحشدی و      بین جدایه

(  سدایر خصوصدیات   Vicent et al., 2004گیلاس وجدود دارد ) 

درصدد،   7ها شدامل رشدد در نمد  طعدام     بیوشیمیایی جدایه

آرابینوز، سوربیتول، مانیتول، مانوز، استهاده از سدیترات، رشدد   

 Pssبددا خصوصددیات پدداتووار   سلسددیوسدرجدده  35در دمددای 

هدای   (  با توجه بده ویوگدی  Schaad et al., 2001مطابیت داشت )

های مورد مطالعه در این تحییدق   فنوتیپی ذكر شده، اكبر جدایه

های بیندابین  ویوگیو تعداد معدودی نیز با  Pssعنوان پاتووار  به
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دار تشدخیص داده  هسدته در درختان میوه  Psmو  Pssهای پاتووار

هدای  در آزمدون  Pss هدای  شدند  در مجمو  واكنش تمامی جدایده 

مختلددف فیزیولددوژیکی و بیوشددیمیایی مشددابه یکدددیگر بددوده و 

 Pssهدای  ی جدایده اختلافات جزئی نشان دادندد  واكدنش تمدام   

 Najafipour and  Taghavi ( وLittle et al )8991مدورد مطالعده   

هددای مختلددف فیزیولددوژیکی و بیوشددیمیایی در آزمددون (1188)

هدای  رسدد تکیده بدر ویوگدی    مشابه یکدیگر بودند  به نردر مدی  

 Pssهدا  فنوتیپی به تنهدایی بدرای نشدان دادن تندو  بدین جدایده      

 اطمینان بخش نیست   

مدورد   Pssهدای  زایدی تمدامی جدایده   آزمون بیمداری در 

های هلدو و بدادام تواندایی ایجداد علائدم      مطالعه روی گیاهچه

 3زایدی  شاخص بیماری را داشته و با دارا بودن درجه بیمداری 

زایی شباهت بدالایی بده   ، از لحاظ شدت بیماری3یا نزدی  به 

های آبسدوخته  همدیگر داشتند  علایم مشاهده شده شامل لکه

درصدد   57-111در برگ و شانکر در شاخه بود كه اغلدب تدا   

شدد  ایدن علائدم بدا علائدم      زنی شده گسدترده مدی  ناحیه مایه

 .Little et al)های دیگر تطابق داشت مشاهده شده در پووهش

(  تهداوت چنددانی در   Najafipour and  Taghavi, 2011؛ 1998

هدا  مداری در بدین جدایده   مدت زمان لازم برای ظهور علائم بی

 مشاهده نگردید 

هدای تشدخیص داده شدده واكدنش     جدایده  تأییدد جهت 

 D21/D22هددای ای پلیمددراز  بددا اسددتهاده از آغددازگر زنجیددره

اختصاصی گونه انجام شد و تکبیر دو باندد بدا انددازه تیریبدی     

بود    Pseudomonas syringaeجهت باز تایید گونه 511تا  711

دهنده وجود چندد اپدران در   وجود دو باند نزدی  به هم نشان

 ها است   ژنوم این باكتری

با  IS-PCRو   rep-PCRها براساس ای جدایهآنالیز خوشه

، BOXA1R ،ERIC1Rهددای اختصاصددی  اسددتهاده از آغددازگر 

ERIC2 و IS50 آوری شده در این های جمعنشان داد كه جدایه

های ای دادهه قرار گرفته و آنالیز خوشهبررسی در چندین گرو

تدری نسدبت بده    بندی با ثباتتركیبی هر چهار آغازگر، خوشه

صدورت جددا    ها بههای هر ی  از آغازگرحالتی كه در آن داده

بنددی بدا ثبدات، بهتدر     آنالیز شدند، ارائه داد  برای ی  خوشده 

  (Abbasi et al., 2011) .هدا بدا هدم تركیدب شدوند     اسدت داده 

نیددز بددرای  Mosivand et al., (2009)و همکدداران   وندیموسدد

هدای  بندی بهتر از آنالیز تركیبی دادهدست آوردن ی  خوشه به

دهندده  حاصل از آغازگرها استهاده كردند  بررسی نتای  نشدان 

های عامل بیماری شانکر باكتریدایی  تنو  ژنتیکی بالا در جدایه

هددای  از اسددتاندسددت آمددده  دار بددهدرختددان میددوه هسددته  

بنددی تجمعدی، اكبدر     ریوی و شمالی است  در گروه خراسان

دست آمده از درختان بدادام در ید  گدروه قدرار      های بهجدایه

هایی از هلو، زردآلو و آلدو نیدز در كندار    گرفتند، اگرچه جدایه

( و این بیانگر آن اسدت  5های بادام جای گرفتند )شکل جدایه

هدای  هدای بدادام و جدایده   جدایه كه با وجود تنو  ژنتیکی بین

دار در این تحییق، بده  دست آمده از سایر درختان میوه هسته به

یدافتگی میزبدانی دارای تمدایز نسدبی هسدتند       لحاظ تخصص 

هدای فندوتیپی از لحداظ ذو     هایی كه در آزمونمعدود جدایه

ژلاتددین و هیدددرولیز اسددکولین بددا بییدده متهدداوت بودنددد در   

های نسدبتاً متمدایزتری قدرار گرفتندد        گروه بندی نیز در خوشه

های عامدل بیمداری شدانکر    یکی از دلایل تنو  بالا بین جدایه

دلیل سدابیه طدولانی    به دار احتمالاًباكتریایی درختان میوه هسته

طوری كه  باشد، بههای یاد شده میكشت این درختان در استان

مختلدف   هدای میکروفلور همراه، با گذشدت زمدان بدا میزبدان    

هدای مختلدف   اند  تنو  در میان جدایهداران سازگار شدههسته

این پاتووار به دلیل گسترده بودن دامنه میزبانی آن بده مراتدب   

اسدت    Pseudomonas syringaeهای گونهبیشتر از سایر پاتووار

(1987 Roos and Hattingh,    تحییق حایدر نشدان داد ارتبداط  )

آمدده بدا منداطق جغرافیدایی      دسدت های بهمشخصی بین گروه

ها وجود ندارد كه های فنوتیپی و یا میزبان آنها، ویوگیجدایه

هدا همدراه بدا    دهنده ورود باكتری به ایدن اسدتان  تواند نشانمی

های آلدوده از منداطق متندو  جغرافیدایی باشدد  بده نردر        اندام

راهکدداری  IS-PCR و rep-PCRرسدد اسدتهاده از دو روش    مدی 

 (Polymorphism) مورفیسدم سریع و مناسب برای بررسی پلدی 

باشد، بدون آن كه نیاز به دی ان ای خالص بداكتری باشدد،    می
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طوری كه در این بررسی در مرحله اسدتخرا  دی ان ای   به

از روش تجزیه قلیایی استهاده شد كه روشی سریع، ساده و 

و توانایی این هزینه است  پیش از این نیز سرعت، دقت كم

بده   Pssهای دو روش در موارد زیادی، در خصو  جدایه

 ,.Menard et al؛ Dawson et al. 2002اثبدات رسدیده اسدت )   

 Kang and ؛Gilbert et al. 2009؛ Vicent et al. 2004؛ 2003

Dunne, 2003  ؛Bultreys and Kaluzna, 2010   نتدای  تحییدق  )

های مورد ژنتیکی بین جدایهدهنده وجود تنو   حایر نشان

 چه نیاز استمطالعه بود اگر

 

 

آوری شده های تکمیلی با تعداد بیشتری جدایه جمع مطالعه

 تر انجام شود از مناطق جغرافیایی وسیع

 

 سپاسگزاري

خداطر   از دانشگاه علوم كشاورزی و منابع طبیعی گرگدان بده  

كالوزنا برای اهددای  حمایت مالی از این پووهش و از دكتر مونیکا 

آیدد   عمل مدی  قدردانی به RIPF760و  RIPF110های مرجع جدایه

پرال  و مهنددس میدبم    ظهور همچنین از آقایان مهندس اسهندیار

 دریغشان نهایت تشکر را دارم های بیتیی نسب بابت كم 
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