
 49زمستان پاییز و / شمارة دوم/ چهاردهمفنآوری زیستی در کشاورزی/ جلد 

32 

  

مزارع  Ralstonia solanacearumهای تنوع ژنتیکی و صفات فیزیولوژیکی استرین

 زمینی استان همدانسیب
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Fields in Hamedan Province 
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 چکیده

برای بررسي  زمیني در استان همدان است.های مهم سیباز بیماری Ralstonia solanacearumبیماری پژمردگي باکتریایي ناشي از 

از مناطق مختلف این  9032 ان سالهای گیاهي مشکوک به آلودگي در بهار و تابستنمونه R. solanacearumهای تنوع ژنتیکي جدایه

 حاوی تری فنیل تترازولیوم کلراید( NAنوترینت آگار )روی محیط  غده و ساقه() های آلوده گیاهيآوری گردید. کشت انداماستان جمع

تشخیص گردید. برای  A2 بیوار R. solanacearumاسترین  22و بررسي خصوصیات بیوشیمیایي و فیزیولوژیکي، منجر به شناسایي 

ها همراه نشان داد که نمونه PCRنتایج  انجام شد. ps96Iو  ps96H هایای پلیمراز با استفاده از آغازگرها واکنش زنجیرهجدایهتر دقیق

مورد  ERICو  BOXجدایه انتخابي با آغازگرهای  22تنوع ژنتیکي  جفت بازی تولید نمودند.943با نمونه استاندارد یک باند مشابه 

تا  222از ERICو آغازگر  bp9222تا  922در محدوده  BOX A1Rرار گرفت. طول قطعات تکثیری با استفاده از آغازگر بررسي ق

bp9222 .دست آمده با روش ههای ببندی جدایهگروه متغیر بودUPGMA های هر دو اساس ضریب جاکارد با استفاده از دادهو بر

های آن است که استرین یندهـدهلي منتسب کرد. نتایج حاصل نشانـگروه اص 2د به ـصدر 74را در سطح تشابه  هادایهـر، جـآغازگ

R. solanacearum ارتباط مشخصي بین منطقه جغرافیایي و  چندهر ،آوری شده خصوصیات فنوتیپي و ژنتیکي متفاوتي داشتندجمع

شکلي ژنتیکي را برای نشان دادن چند ERIC و  BOXیا آغازگرهاب  PCRیي روشآاین بررسي کار دست نیامد.ها بهخصوصیات استرین

 نشان داد. R. solanacearumهای در جمعیت
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  مقدمه

برای نخستین  R. solanacearumپژمردگي باکتریایي ناشي از 

توجه قرار گرفت  دراندونزی و در توتون مورد 9324بار در سال 

با نام  (Smith, 1896) اسمیتتوسط  9322و در سال 

Pseudomonas solanacearum  و همکاران خاکورتوصیف شد 

(Khakvar et al., 2008) گزارش جامعي در  9220. در سال

ر دو بیوواو مورد این بیماری توسط کلن منتشر شد و نژاد سه 

 هایوارد. ته شدزمیني شناخعامل پژمردگي باکتریایي سیب
(Hayward, 1991.)  یکي از عوامل مهم این باکتری

زمیني در مناطق گرمسیر، دهنده محصول سیبکاهش

 ؛بودنهاگن و کلمن. رودگرمسیر و معتدل دنیا به شمار مينیمه
 Buddenhagen and)و همکاران هایوارد ؛ و همکارانکلمن 

Kelman, 1964; Kelman et al., 1994; Hayward et al., 

بیش  .خنک نیز گزارش شده است های نسبتاًاز اقلیمو ( 1994

عنوان میزبان این خانواده گیاهي به 22گونه متعلق به  272از 

 ;Hayward, 1991)هایوارد باکتری گزارش شده است 

Hayward, 1995داد ـها، بیشترین تعای(. در بین دو لپه

، Solanaceae یهاترتیب متعلق به خانوادهها بهمیزبان

Asteraceae  وLeguminoseae  هستند. در ایران بیماری

بار توسط بهار و دانش زمیني اولینپژمردگي باکتریایي سیب

از منطقه اصفهان گزارش شده است )بهار و  زمینيروی سیب

در حال حاضر این بیماری در اکثر نواحي ایران  (.9027دانش، 

کننده از عوامل محدودوجود دارد و یکي  زمینيروی سیب

زمیني و دلیل اهمیت اقتصادی سیبزمیني است. بهکشت سیب

تشخیص و مطالعات زیادی برای شناسایي  زیان بالای بیماری،

 .روش مولکولي صورت گرفته استعامل بیماری به  سریع

دنبال جداسازی از گیاهان بدون به R. solanacearumباکتری 

نین آب یا خاک، توسط چندین علامت یا دارای علامت و همچ

و  پریو.مولکولي و میکروبیولوژیکي قابل شناسایي استروش 

 ,.Priou et al., 2006; Schaad et al)و همکاران شاد  ؛همکاران

تکمیل کننده متفاوت برای  (. ترکیب حداقل دو روش2001

ها و بیووارها ضروری است. بهار و شناسایي بدون ابهام گونه

های مختلف ردیابي باکتری را برای ( روش9030همکاران )

طور مصنوعي آلوده به این هایي که بهتعیین حضور آن در خاک

اند بیمارگر شده بودند، مورد مقایسه قرار داده و گزارش کرده

با آغازگر اختصاصي در ردیابي بیمارگر  PCRکه روش 

( از 9030) و همکاران نوریدهد. حساسیت بالایي نشان مي

سه شماره ژنتیکي نژاد برای بررسي تنوع  PCR-RFLPروش 

کاری ایران زمینيدر مناطق سیب R. solanacearumباکتری 

 ،هادر این تحقیق برای تعیین اختلاف جدایه .استفاده کردند

نتایج  شدند. برشي هضمهای وسیله آنزیمها بهآن PCRتولیدات 

برش یافته های نشان داد که وضعیت باند RFLPمکرر آزمایش 

( تنوع 9032کریمي و حریقي ) مشابه هم هستند. آنزیمي کاملاً

در استان R. solanacearumهای ترینـفنوتیپي و ژنتیکي اس

-و استفاده از آغازگر  PCR با روشرا های کردستان و مرکزی 

ایزدیان و تقوی  بررسي کردند. hrpهای های اختصاصي ژن

پرداخته و  R. solanacearumزایي ( به بررسي بیماری9032)

آغازگرهای اختصاصي  با استفاده از بیوارهای مختلف باکتری را

دست آمده تفکیک کردند. براساس نتایج به Bio- PCR در روش

 2Nو  2A های مورد بررسي براساس بیوار در دو گروهاسترین

از   (Seal et al., 1992 and 1993)و همکاران سیلقرار گرفتند. 

غده  در  R. solanacearumبرای تشخیص باکتری PCR روش

-ها دریافتند که ردیابي غلظتآن .استفاده کردندزمیني سیب

 PCRی غده با استفاده از روش های پایین باکتری در عصاره

زیرا عصاره دارای  ،همیشه با موفقیت همراه نیست

هدف  DNAهای بسیاری است که مانع تکثیر کنندهممانعت

بر قیقات انجام شده نشان داده که علاوهشوند. تحمي

های سلولي، گاهي مواد استفاده شده در استخراج کنندهممانعت

DNA کننده در تکثیرعنوان ممانعتنیز بهDNA  عمل مي-

عاری از  DNAبنابراین برای دستیابي به  .نمایند

استفاده از یک روش استخراج مناسب امری  ،هاکنندهممانعت

از  (Hartung et al., 1998) و همکاران رتانگهضروری است. 

 R. solanacearumهای برای شناسایي استرین PCRتکنیک 
از مناطق مختلف جغرافیایي استفاده نمودند و نشان جدا شده 

اختصاصي بوده و  بسیار PS96H و PS96I دادند که پرایمرهای

های مورد بررسي را شناسایي کنند. وانستند تمام استرینت

( ده روش مختلف Pastrik and Miss, 2000) ستریک و میسپا

را  R. solanacearumاز غده آلوده به باکتری  DNA استخراج

ها نشان داد که سه روش مقایسه نمودند و نتایج آزمایشات آن

و کیت استخراج  SDS, CTABبا استفاده از  DNAاستخراج 

DNA-Easy استخراج  یي بالایي برخوردارند و قادر بهآاز کار

DNA .در  با کیفیت بسیار خوب از عصاره غده هستند

طور تکراری به DNAهای های گرم منفي و مثبت، تواليباکتری

که عناصر پالیندرومیک  طبیعي در سرتاسر ژنوم وجود دارند

 Repetitive Extragenic یا (REP)خارج ژني تکرار شده 

Palindromesر انتروباکترها های بین ژني تکرار شده د، توالي

(ERIC) یاEnterobacterial Repetitive Intergenic 

Consensus  و عناصرBOX باشند. ميrep-PCR  با استفاده از

های تکراری صورت آغازگرهای مشتق شده از این توالي

 ;Louws et al., 1994) دبورجن ؛و همکارانلووز . گیردمي

DeBrujin, 1992 .) کاربردrep-PCR  بسیار معتبر، یک روش
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، سریع و دارای قدرت تشخیص و (reproducible) پذیرتکرار

ها را در سطح گونه، ان جدایهتوتفکیک بالایي است که با آن مي

و همکاران  لووز. گونه و بیووار شناسایي و تفکیک کردزیر

 اسمیت (.Robertson et al., 2001) و همکارانربرتسون  ؛1994

 0 ژادـکي نـیـتـوع ژنـنـ( تSmith et al., 1995اران )ـمکـو ه

R. solancearum  از در کنیا را با استفادهRC-PFGE (Rare 

cutting restriction endonuclease pulsed field gel 

electrophoresis ) و rep-PCR کرد. نتایج نشان داد که طالعهم 

ها د دارد. آنشباهت وجو %22ها بین جدایه rep-PCRدر روش 

 rep-PCRچندشکلي بیشتری را نسبت به  RC-PFGEدر 

 ,.Van Der Wolf et alو همکاران ) واندرولفدست آوردند. به

-AFLP  ،repرا در غرب اروپا با 0( تنوع ژنتیکي نژاد 1998

PCR  وRC-PFGE ررسي کردند. این محققین هر سه روش را ب

برای مطالعات ژنتیکي، مناسب ارزیابي کردند و چندشکلي 

و رابرتسون ) دست آوردندرا به 0های نژاد ي از جدایهخوب

 R. solanacearumهای تنوع ژنتیکي جدایه. (2001 ،همکاران
مورد  rep-PCRدر شمال غربي ایالت متحده با استفاده از  را

ها بررسي قرار دادند و چندشکلي بالایي مشاهده نمودند. آن

ات زیادی در بیان داشتند که تنوع بالای این باکتری مشکل

ی جغرافیایي تولید ارقام مقاوم تولید شده در این منطقه

 ,Horita and Tsuchiya) هوریتا و تسوچیا وجود آورده است.به

 rep-PCRو   RFLPهای ژاپن را باتنوع ژنتیکي جدایه .(2001

را به دو  N2 های بیووارها جدایهمورد مطالعه قرار دادند. آن

و تعدادی  0که تعدادی در نژاد طوریگروه تقسیم کردند، به

در  2و  4، 0های قرار گرفتند. همچنین بیووار 9دیگر در نژاد 

درگروه دوم جای گرفتند و  N2و  2، 9های گروه اول و بیووار

از هشت کشور  2های بیووار ی شباهت میان جدایهدامنه

درصد بود. این  24تا  22از برزیل بین  N2مختلف و بیووار 

-repقین اعلام کردند که خصوصیات فنوتیپي و الگوهای محق

PCR  ممکن است با هم رابطه داشته باشند. بررسي تنوع

زمیني و روی سیب R. solanacearum هایجدایه ژنتیکي

و  فوخ ویجتوسط  PCR-RFLPاکالیپتوس در آفریقا به روش 

انجام شده و نتایج  (Fouche-Weich et al., 2006) همکاران

های جدا شده بیووار دو و ست آمده نشان داد که استریندبه

به دو  ها رانیز این نتایج را تأیید و آن AFLPآنالیز  .سه بودند

گروه شامل بیووار دو و سه تقسیم کرد. در مطالعات انجام شده 

روی  (Horita et al., 2005و همکاران ) هوریتاتوسط 

در آسیا،  N2ووار های بیخصوصیات فنوتیپي و ژنوتیپي جدایه

جنوبي و بین آسیا و امریکای N2های بیووار بین جدایه

آسیایي، براساس خصوصیات فنوتیپي  2و  N2های بیووار جدایه

را به  N2بیووار  rep-PCRها براساس آن. تفاوت وجود داشت

های آسیا دو گروه بیووارنشان دادند که  سه گروه تقسیم کردند

 ژنتیکينگاری دیگر مطالعات انگشتو  RFLP. براساس هستند

 Seal et)و همکاران  تقوی ؛و همکاران سیل؛ 1995، هایوارد.

al., 1993; Taghavi et al., 1996) به دو شاخه با  باکتری

)بیووار سه،  Іشود: شاخه منشاء جغرافیایي متفاوت تقسیم مي

 و 2A)بیووار یک،  ІІچهار و پنج منشاء گرفته از آسیا( و شاخه 

2T  های مریکای جنوبي(. اخیرا یک سری روشآمنشاء گرفته از

بندی معتبر از لحاظ فایلوژنتیکي بر اساس آنالیز توالي طبقه

 و همکارانپوسیر  ؛پریو و فگان ابداع شده است ITSناحیه 

(Prior and Fegan, 2005; Poussier et al., 2000).  این

کند تایپ تقسیم ميای را به چهار فایلوسیستم، کمپلکس گونه

ژنتیکي و جغرافیایي  روابط یدهندهکه به میزان زیادی نشان

از آسیا،  Іوتایپ ـهای فایلترینـها است. استرینـاین اس

 ІІІهای فایلوتایپ مریکا، استرینآاز  ІІهای فایلوتایپ استرین

از اندونزی )بیووار یک، دو  ІVهای فایلوتایپ فریقا و استرینآاز 

شاخه یک و دو منطبق با  ІІو  Іاند. فایلوتایپ جدا شده( 2T و

 ,.Cook et al) و همکاران هستند کوکتوصیف شده توسط 

ها به چند این فایلوتایپ ،اساس توالي ژن اندوگلوکونازبر(. 1989

 .(2005، پریو و فگان) شوندتقسیم مي (Sequivar) سکیووار
ید ؤها مر بررسيبندی براساس توالي چند جایگاهي و دیگطبقه

کننده بندی منعکساین مسئله است که این سیستم طبقه

و همکاران  ویلاکه توسط هایي بررسيفایلوژني این گروه است. 

(Villa et al., 2005با جدایه )های بیشتر روی ژن های

 نشان داد که انجام گردید 16S rDNAو  hrpBاندونوکلئاز، 

 که نژادطوریهستند  (Phylotype) ها چهار گروه ژنتیکيجدایه

 قرار 2و  9های در گروه N2و بیووار  0در گروه  2 بیووار ،0

برای بررسي  rep-PCRیي روش آگرفتند. در تحقیق حاضر کار

در استان همدان از  R. solanacearumهای تنوع ژنتیکي جدایه

ی مدیریت ژیکدیگر مورد ارزیابي قرار گرفت تا در استرات

 گیرد. استفاده قرار بیماری مورد

 

 ها مواد و روش

 های باکتریاییجداسازی و نگهداری استرین

زمیني استان از مزارع سیب 9032در بهار و تابستان سال 

های دارای علائم پژمردگي، عمل آمد، بوتههمدان بازدید به

نمونه  70و در مجموع تعداد  انتخاب شدند زردی و کاهش رشد

ای های دارای حلقه آوندی قهوهدههمچنین غ گردآوری شد.

آوری گردید. جداسازی باکتری مطابق رنگ نیز از مزارع جمع

 Fahy and) فای و هایوارد، شناسيهای معمول باکتریروش

Hayward, 1983)  با خردکردن قطعات بافت آلوده در آب مقطر
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دقیقه کشت سوسپانسیون حاصل روی  92-92استریل و بعد از 

)تری فنیل تترازولیوم(  TTCحاوی  NA و PDA کشتمحیط

 صورت مخطط صورت گرفت.به

 

 های جداسازی شده:بررسی صفات فیزیولوژیکی استرین

های باکتری ترینـکي اسـولوژیـفیزی هایي ویژگيـبرای بررس

R. solanacearum های شده از استان همدان از روش جدا

 .(2001 ،مکارانو هشاد ) استفاده شد شناسياستاندارد باکتری

 

ها ای پلیمراز و آنالیز داده، واکنش زنجیرهDNA استخراج

 باکتریایی یهاجهت بررسی تنوع ژنتیکی استرین

 ,.Ausubel et al) و همکاران اوسبلبه روش  DNAاستخراج 

 24لیتر سوسپانسیون از کشت ( انجام گردید. یک میلي2002

 292-792ت با غلظ NAی باکتری روی محیط جامد ساعته

شد. سپس  لیتر در آب مقطر سترون تهیهسلول زنده در میلي

 TEمیکرولیتر آب مقطر یا بافر  9222های مذکور روی باکتری

دقیقه جوشانده  2/9مدت ریخته و سه بار در حمام آب گرم به

های حاوی مواد شده و بلافاصله سرد شدند سپس میکروتیوب

فیوژ یر در دقیقه سانتردو 92222دقیقه در  2مدت فوق به

 DNAعنوان نشین شده )فاز رویي( به گردیدند. از محلول رو

 ای پلیمراز استفاده شد.الگو در واکنش زنجیره

 

 ای پلیمرازواکنش زنجیره

 µl 2/2 ،2MgCl( X9)غلظت نهایي  PCRدر بافر  PCRواکنش 

 2/2 نهایي )غلظت µl 2/9 ،dNTPS( Mm 2/2)غلظت نهایي 

Mm )µl 2/2 غلظت نهایي( پرایمر ،pmol 22 )µl 2/2 آنزیم ،

Taq DNA polymerase  غلظت نهایي (pmol 22 )µl 2/2 ،

انجام  µl 9استخراج شده  DNAو  µl 2/92ه آب مقطر دیونیز

  هایشد. از آغازگر
ERIC1R (5'GTGAAGTAAAGACGAGTCA3'); 

ERICC2 (5'-GTAAGCTCCTGGGGATTCA-3')  و

BOXA1R (5'CTACGCAAGGCCGCTGACG-) و  لویي

 PS96H' و جفت آغازگرهای (.(Lowe et al., 1994همکاران 

(5'-TCACCGAGCCACGCGTCCATCAC-3'); 5'-

AAGGTGTCGCATCGAACCCGCC-3'))PS96 I  

ن ژ( تهیه شده از شرکت سینا1998و همکاران،  هرتانگ)

 ºC22استفاده شد. چرخه دمایي شامل پنج دقیقه در دمای 

 مدت یک دقیقهبه ºC24چرخه با  02و سپس  )واسرشت اولیه(

برای آغازگر  ºC22و  ERICبرای آغازگر  ºC42)واسرشت(، 

BOX و ºC27  برای آغازگرPS96I و PS96H دقیقه 9مدت به 

)گسترش آغازگر( و  مدت چهار دقیقهبه ºC 22)اتصال اغازگر( و

مدت هشت دقیقه برای به ºC22در نهایت یک چرخه دمای 

و دمای  BOXدقیقه برای آغازگر  92مدت و به REP آغازگر

ºC72 دقیقه برای آغازگر  2مدت بهPS96I و PS96H  گسترش(

نهایي( بود. برای تفکیک قطعات تکثیری از الکتروفورز ژل آگارز 

آمیزی با استفاده از درصد استفاده شد و رنگ 7/9و  2/9

طعات محصول اتیدیوم بروماید انجام گردید. برای تعیین اندازه ق

PCR-rep گر استاندارد از نشانDNA فاژ لامبدا (Gene 

100bp Ladder Plus TMRuler)  استفاده شد. پس از پایان

برداری ن عکسآمشاهده و از  UVالکتروفورز، ژل روی نور 

 گردید. 

 

 هاتجزیه داده

صورت وجود بندی از الگوهای نواری بهبرای تعیین کارآیي گروه

بندی وجود نوار استفاده گردید. امتیازدهي و گروهیا عدم

و دورترین  UPGMAهای ها با استفاده از الگوریتمجدایه

ها و ضریب تشابه جاکارد انجام شد. تعداد بهینه خوشه همسایه

محمودی و ، با تشخیص محل برش در دندروگرام تعیین گردید
ها با تجزیه داده .(Mohamadi and Prasanna, 2003) پرسانا

 صورت گرفت. NTSYS pcVersion 2.02eافزار استفاده از نرم

 

 نتایج و بحث
های مورد بررسي شـامل محـل جداسـازی و مشخصات استرین

آمده است. براسـاس  9نوع بیووار تشخیص داده شده در جدول 

اسـترین بـاکتری  22خصوصیات بیوشـیمیایي و فیزیولـوژیکي 

و نـوع  R. solanacearumزمینـي عامل بیماری پژمردگي سیب

هـای ی مهـم اسـترینهاویژگي تشخیص داده شد. 2Aبیوار آن 

شناسـي در های استاندارد باکتریاساس روشجداسازی شده بر

 نوشته شده است. 2جدول 
ها نشان داد که همگي خصوصیات فنوتیپي استرین    

هایوارد . باشندمي R. Solanacearum ها متعلق به گونهجدایه
با توجه  .((Yabuuchi et al., 1995 و همکاران، یابوچي 1991

آوری شده از استان های جمعدست آمده جدایههبه نتایج ب

گردند. این خصوصیات با نتایج کار معرفي مي 2Aهمدان بیوار 

و هوریتا ) سایر محققین درباره تعیین بیوار مشابه است

 .(1991 ،هایوارد ؛2001 ،همکاران
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 هاآن بیوارو  همدان استان زمینيجدا شده از مزارع سیب Ralstonia solanacearumهای گردآوری استرین محل :9جدول
Table 1: Places of isolation of Ralstonia solanasearum strains from potato field in Hamedan province 

 شماره جدایه
Strain 

 بیوار
Biovar 

 میزبان
Host 

 آوریمحل جمع
Place of collection 

ES1-ES14 2A زمینيسیب (Solanum tuberosum) بهار (Bahar) 
ES15-ES26 2A زمینيسیب (Solanum tuberosum) لالجین (Lalejin) 

ES27-ES30 2A زمینيسیب (Solanum tuberosum) آباداسد (Asadabad) 

ES31-ES34 2A زمینيسیب (Solanum tuberosum) کبودرآهنگ (Kabodarahang) 

ES35-ES37 2A زمینيسیب (Solanum tuberosum) ده پیاز (Dehpiaz) 

ES38-ES42 2A زمینيسیب (Solanum tuberosum) ینگجه (Yengeje) 

ES43-ES47 2A زمینيسیب (Solanum tuberosum) رزن (Razan) 

ES48-ES50 2A زمینيسیب (Solanum tuberosum) فامنین (Famenin) 

ES51-ES52 2A زمینيسیب (Solanum tuberosum) علي آباد (Aliabad) 

 

 زمینيعامل بیماری پژمردگي مزارع سیب Ralstonia solanacearumهای های فنوتیپي استرینبرخي ویژگي :2جدول 
Table 2: Some phenotypical characteristics of Ralstonia solanacearum, causing wilt potato disease in Hamedan 

province 
 ویژگي

Character 

 واکنش

Reaction 

 ویژگي

Character 

 واکنش

Reaction 

 واکنش گرم

Gram reaction 
- 

 %2/9رشد در نمک 

Growth on 1.5% NaCl 
- 

 فوق حساسیت در توتون

Tobacco hypersensitivity reaction + دولسیتول 

Dulicitol 
- 

 فوق حساسیت در شمعداني

Geranium hypersensitivity reaction 
 مالتوز +

Maltose 
± 

 زمینيلهانیدن غده سیب

Potato rot 
- 

 سلوبیوز

Celubiose 
+ 

 رنگدانه نفوذپذیر

Diffusible pigment 
+ 

 ترهالوز-دی

D-threhalose 
- 

 کاتالاز

Catalase 
+ 

 گلوکوز

Glucose 
+ 

 اکسیداز

Oxidase + 
 آرابینوز-دی

D-arabinose 
- 

 نین دی هیدرولازآرژ

Arginine dihydrolase 
- 

 تارتارات-دی

D-tartarate 
- 

 درجه سلسیوس 49رشد در 
CₒGrowth at 41  - مانیتول 

Mannitol 
- 

 تخمیرگلوکز

Glucose fermentation 
- 

 سوربیتول

Sorbitol - 

 رنگ فلورسنت روی کینگ ب

Fluorescent pigment on King’s B medium 
- 

 فوکوز-دی

D-fucose 
- 

 هیدرولیز ژلاتین

Gelatin hydrolysis 
- 

 لاکتوز

Lactose 
+ 

: Vها واکنش منفي نشان دادند و استرین %32یا بیشتر از  %32: -ها واکنش مثبت نشان دادند، استرین %32یا بیشتر از  32%+ : :*

 ها واکنش مثبت نشان دادنداسترین %29-72بین 
*:+: 80% or more of tested bacterial strains showed positive reaction; -: 80% or more of tested bacterial strains showed 

negative reaction and V: between 21-79% of tested bacterial strains showed positive reaction 
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 زمینيعامل بیماری پژمردگي مزارع سیب Ralstonia solanacearumهای های فنوتیپي استرینبرخي ویژگي :2جدول ادامه 
Continued Table 2: Some phenotypical characteristics of Ralstonia solanacearum, causing wilt potato disease in 

Hamedan province 
 ویژگي

Character 

 واکنش
Reaction 

 ویژگي
Character 

 واکنش
Reaction 

 هیدرولیز اسکولین

Aesculine hydrolysis 
V 

 تولید لوان

Levan formation 
V 

 هیدرولیز نشاسته

Starch hydrolysis 
- 

 مالتوز

Maltose 
± 

 متیل رد

Methyl red 
- 

 پروپانول-ان

propanol-N 
+ 

 آزاوره

Urease 
+ 

 هپتانوات

Heptanoate 
- 

 احیای نیترات

Nitrate reduction 
+ 

 بتایین

Btaein 
- 

 فسفاتاز

Phosphatase 
- 

 آرژینین-ال

L-arginine 
- 

 هیدرولیز کازئین

Casein hydrolysis 
+ 

 رایبوز-دی

ribose-D 
- 

: Vها واکنش منفي نشان دادند و استرین %32یا بیشتر از  %32: -ها واکنش مثبت نشان دادند، استرین %32یا بیشتر از  32%+ : :*

 ها واکنش مثبت نشان دادندسترینا %29-72بین 
*:+: 80% or more of tested bacterial strains showed positive reaction; -:  80% or more of tested bacterial strains showed 

negative reaction and V: between 21-79% of tested bacterial strains showed positive reaction 

  

دوآغازگر  ، دو آغازگر مورد استفاده قرار گرفت. اینکردستان

که هر کدام اطلاعاتي از  سطوح مختلف تنوع را نشان دادند

 00آغازگر در مجموع  سازد. با این دویک جدایه را نمایان مي

چند شکلي بیشتری نشان  BOX AIRآغازگر  باند تکثیر شد.

و  BOXIRمربوط به آغازگر باند  22از تعداد کل باندها،  داد.

تعداد قطعات تکثیر شده  بود. ERICباند مربوط به آغازگر  90

قطعات تکثیری با استفاده از آغازگر با آغازگرها متفاوت بود. 

BOX A1Rbp 922  تاbp9222  بود و با استفاده از آغازگر

ERIC  قطعاتي با اندازهbp222 ا تbp9222 (.2 )شکل تکثیر شد  

 

 های باکتریاییبررسی تنوع ژنتیکی استرین

فیزیولوژیکي برای شناسایي مولکولي و های پس از انجام آزمون

و  PS96Iهای آوری شده آغازگرهای جمعدقیق استرین

PS96H طول باندی بهاین آغازگر با استفاده از . کار رفتبه

و همکاران  هارتونگ ایجدست آمد که با نتجفت باز به 943

اسایي ـــذکور برای شنـــ( که از جفت پرایمرهای م1998)

. همخواني دارداستفاده کردند  R. solanacearum استرین 23

در بین  DNAهای حاصل از تکثیر منظور ارزیابي چندشکليبه

های فنوتیپي، توجه با آزمون استرین انتخاب شده )با 22

و دو جدایه از استان زایي( الگوی پروتئین، تنوع بیماری
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جدا شده از مزارع  Ralstonia solanacearumاسایي باکتری جهت شن PS96H و PS96Iبا آغازگرهای  PCRواکنش  :9 شکل

 (جفت باز است 943طول باند ایجاد شده ) زمیني استان همدانسیب
Fig. 1: PCR amplification of targeted DNA using PS96 and PS96H primers, for  diagnosis of Ralstonia 

solanacearum from potato fild of Hamedan province (Length of band is 148 bp) 

 

با توجه به  PGMAها با استفاده از دو الگوریتم بندی جدایهدر گروه

بنـدی حاصـل از الگـوریتم مقدار ضریب همبستگي کوفنتیک، گروه

UPGMA  .براساس ضریب جاکارد، برای تفسیر نهایي انتخاب شـد

برابـر  A1RBOXبرای آغـازگر بر مبنای این الگوریتم ضریب مزبور 

2/0= r برای آغازگر ،REP  29/0برابر= r  و در تلفیق دو آغازگر برابـر

22/0= r دهنده کارآیي بالای این روش است. بـرش در بود که نشان

هـا از نظـر منطقـه که بیشترین فاصله بین جدایه ای انجام شدنقطه

)ســطح  74قطــع دنــدروگرام در نقطــه . جغرافیــایي مشــاهده شــد

(. 0 )شـکل گروه اصلي تقسیم کـرد 2ها را به جدایه( %74شباهت 

در گـروه  کـهدو جدایه انتخابي از منطقه اسدآباد  شامل:ها گروه

منطقه  4جدایه از  3بندی قرار گرفتند. در گروه دوم اول خوشه

هنگ و یک جدایه از اسـتان کرمـان آکبودر، ، رزنجینبهار، لاله

منطقـه اسـتان  0از در گـروه دوم چهـار جدایـه  .قرار گرفتنـد

در گروه سوم  همدان و یک جدایه از استان کرمان قرار گرفتند.

منطقـه  0جدایـه از  3در گـروه چهـارم  منطقه و 0جدایه از  4

ن، کبودرآهنـگ( قـرار گرفتنـد. جـیاستان همـدان )بهـار، لالـه

منطقه بهـار و  2های دهد، جدایهنشان مي 2که شکل طورهمان

ــه ــار هــملال ــرار گرفتنــد. براســاس  جــین در کن در دو گــروه ق

زایي فولوژیکي، بیوشیمیایي و خصوصیات بیماریورمشخصات م

مشـابه بـوده و از  جین تقریباًمنطقه بهار و لاله 2های نیز جدایه

ارزتر از سـایر زایي صفات در نظر گرفتـه شـده را بـنظر بیماری

 جدایه مربوط به اسـتان کردسـتان در کنـارمناطق نشان دادند 

کـه جایيگروه قرار گرفتند، از آن 2های استان همدان در جدایه

استان کردستان با استان همـدان همجـوار اسـت ایـن احتمـال 

های در نظر گرفته شده از اسـتان همـدان وجود دارد که جدایه

-که در طي تبادلات غـدهبه این استان وارد شده باشند و یا این

ها اتفاق افتاده است. ن آنزمیني تشابهات ژنتیکي میاهای سیب

های مربوط به منطقه اسـدآباد بـه تنهـایي تشـکیل یـک جدایه

هـای هـیک کـدام از منـاطق قـرار گروه را داده و در کنار جدایه

زمینـي بـه که در این منطقـه کشـت سـیبجایينگرفتند. از آن

های اخیر صـورت گرفتـه ممکـن اسـت ایـن تازگي و طي سال

 هکاند و یا اینه از مناطق دیگر وارد شدهجدید باشند ک هاجدایه

 های اسـتان همـدان باشـند.نتیجه جهش و نوترکیبي در جدایه

های منطقــه اســدآباد ها نشــان داد کــه جدایــهبنــدیایــن گروه

هـای دو جدایـه .ها داشتشباهت ژنتیکي کمتری با بقیه جدایه

ه جین و بهار شباهت ژنتیکي بیشتری با هم نسبت بـمنطقه لاله

هـای محققـین دیگـر در این نتایج با کار ها داشتند.سایر جدایه

بــرای نشــان دادن تنــوع ژنتیکــي  rep-PCRبررســي روش 

ــه ــای جدای ــواني دارد R. solanacearumه ــمیت  .همخ و اس

 ؛و همکـاران ملـاني؛ هوریتا و تسـوچي ؛جانت و وانگ ؛همکاران
ــورمن ــاران ن  Smith et al., 1995; Horita and) و همک

Tsuchiya, 2001; Jaunet and Wong, 1998; Melanie et al., 

2007; Norman et al., 2009) .( تنـوع 2007و همکاران ) ملاني

جـدا شـده  R. solanacearumهای باکتری جدایه 972ژنتیکي 

بادمجان را از مناطق مختلف فیلیپـین بـا اسـتفاده از آغـازگر  از

ERIC گرفته شده بیـوار سـه، های در نظر جدایه ،بررسي کردند

148bp 
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( تنـوع 2009و همکـاران ) نـورمنچهار و یک شـناخته شـدند. 

جـدا شـده از  R. solanacearumاسترین باکتری  902ژنتیکي 

مریکــا را بــرای تعیــین بیــوار بــا اســتفاده از آمنــاطق مختلــف 

استرین  902بررسي کردند،  REPو  ERIC و BOXآغازگرهای 

یي از هم تفکیک نشدند که بـا موردنظر براساس منطقه جغرافیا

جدایه هـا را  rep-PCRتحقیق حاضر همخواني دارد. ولي روش 

تنهـایي های بیوار دو بهجدایه و براساس بیوار از هم تفکیک کرد

در یک گروه که خود شامل چهار زیر گـروه بـود قـرار گرفتنـد. 

 .R( تنوع فنوتیپي و ژنتیکـي بـاکتری 9032) کریمي و حریقي

solanacearum های کردستان و مرکزی با استفاده را در استان

( مـورد بررسـي rep-PCR) BOXو  REP ،ERICاز آغازگرهای 

درصد بـه  22های بررسي شده در سطح تشابه استرین قرار داد،

شش گروه تقسـیم شـدند، نتـایج حاصـل از تحقیـق کریمـي و 

  R. solanacearumهـایحریقـي نشـان داد کـه بـین اسـترین
ــع ــتان از نظــر آورجم ــن دو اس ــف ای ــاطق مختل ی شــده از من

خصوصــیات فنــوتیپي و ژنتیکــي تفــاوت وجــود دارد و ارتبــاط 

دسـت هبها ایهمشخصي بین منطقه جغرافیایي و خصوصیات جد

 .R( تنـوع ژنتیکـي بیوارهـای 9033نیامـد. ایزدیـان و تقـوی )

solanacearum کـاری زمینـيجدا شده از مناطق عمـده سـیب

-BOX(rep و  REP ،ERICا اسـتفاده از آغازگرهـای ایران را بـ

PCRدر دو %23هـا در سـطح تشـابه ( بررسي کرد که اسـترین 

قرار گرفتند. با توجه بـه  2Tو  2Aهای بیوار گروه شامل استرین

اسـاس تجزیـه ( و بر2005و همکـاران ) ویلـابندی جدیـد طبقه

در گروه  (2A/ بیووار 0 های استان همدان )نژادای، جدایهشجره

ـــــــــرار مي 0 (Phylotype) ژنتیکـــــــــي ـــــــــق د.گیرن

.

 

 
 

 BOXو  ES3ES17 ،ES41 ،ES18 با استفاده از آغازگر Ralstonia solancearum هایجدایهالگوی نواری  :2 شکل

 کبودرآهنگ(های )جدایه ES6 ،ES11آباد( های علي)جدایه ES62 ،ES61 جین(های لاله)جدایه ES9 ،ES54 ،ES27های بهار( )جدایه

ES59 ،ES25 های رزن( )جدایه ES32های فامنین()جدایه ES22 ،ES48  )جدایه ینگجه(ES30  و )اسدآباد(ES40 های )جدایه

 دهدها را نشان ميها در شکل تفاوت باند استرین. نوک فلشکردستان(
Fig. 2: Pattern band of Ralstonia solanacearum strains with BOX primers: ES18, ES41, ES3, ES17 (Bahar strains); ES54, 

ES27 (Laljin strains); ES62, ES61 )Ali abad strains); ES6, ES11 )Kabodarahang strains); ES59, ES25 )Razan strains); 

ES32 (Famenin strains); ES22, ES48 (Yengeje strains); ES30 (Asadabad strains) and ES40 (Kordestan strains) 

The arrows shows the differences among the tested strains 
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( ERICو  BOXهای)آغازگر rep-PCRهای زمیني براساس دادهجدا شده از سیب Ralstonia solancearumهای بندی جدایهگروه :0 شکل

، ES22 ،ES17 ،ES24های بهار( )جدایه ES14و  ES3 ،ES8 ،ES12 ،ES1 ،ES6 ،ES5 و ضریب جاکارد. UPGMAبا استفاده از الگوریتم 

ES26  15وES جین(های لاله)جدایه،ES52  وES51  آباد(های علي)جدایه، ES34  و.ES32 های کبودرآهنگ()جدایه،ES46، ES47  و

ES44 های رزن( )جدایهES4 وES48  های فامنین()جدایه ES41  وES38 جدایه ینگجه( و( ES29  وES30  و )اسدآباد(K2  وK1 

 های کردستان()جدایه

Fig  . 3: Clustering of  Ralstonia solancearum strains isolated from potato fields in Hamedan province based on  the rep-

PCR data (BOX and ERIC primers ) via UPGMA algoritm and Jacard coefficient: ES3, ES8, ES12, ES1, ES6, ES5, 

ES14 (Bahar strains); ES54, ES27 (Laljin strains); ES51, ES52 )Ali abad strains); ES32, ES34 )Kabodarahang strains); 

ES46, ES47, ES 44 )Razan strains); ES48, ES49 (Famenin strains); ES41, ES38 (Yengeje strains); ES30, ES30 (Asadabad 

strains) and K1, K2 (Kurdestan strains) 

 

 

 

 

 

 

 بع:منا

 متن انگلیسي مراجعه شود. 3-2های جهت مطالعه منابع به صفحه

 

 

 


