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آتشك درختان  بیماری عامل Erwinia amylovora هایتنوع فنوتیپی و ژنتیکی استرین

 استان سمنان در دارمیوه دانه
 

Phenotypic and Genotypic Diversity of Erwinia amylovora Strains, Causing Fire Blight 
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 چکیده

گلابهی و به  در   ویههه   دار به زای درختان میوه دانه  های خسارتز مهمترین بیمارییکی ا Erwinia amylovoraبا عامل بیماری آتشک 

مناطق مختله   از های سیب، گلابی، ب  و رز ز میزبانا E. amylovoraاسترین  81د تعدا 88و  87های در طی سالاست. استان سمنان 

و اکسهی   به  استرپتومایسهین   تاحتمهال مقاومه  و  ژنتیکی، فنوتیپیهای سترین از نظر ویهگیا 01و تعداد  جداسازی شداستان سمنان 

عنهوان  به  های مورد بررسهی  استرینمیایی و مورفولوژیکی های فیزیولوژیکی، بیوشیآزمونبراساس  .ندمورد بررسی قرار گرفت کلرور مس

قهادر به  ایدهاد واکهنق فهو       و لهوان مباهت   ، ههوازی اجاهاری  بیگرم منفی، ذکور های ماسترین شناسایی شدند. E. amylovoraگون  

فنهوتیپی، دامنه     راسهاس خوويهیات  بسهنت ایدهاد نکردنهد.    رنگدانه  فلور  King’s Bهای توتون بوده و در محیط حساسیت روی برگ

بها   rep-PCRنگهاری به  روش   میزبانی و مناطق جغرافیایی تعداد هشت استرین برای بررسی تنوع ژنتیکی انتخاب شهد که  در انگشهت   

هموژن و یکسان بودنهد. بها توجه  به  نتهایل حايهل از ایهن         ATCC 49946ها با جدای  مرجع تمامی جدای  BOXو  ERICهای آغازگر

توان جهت مهدیریت ایهن بیمهاری    استان سمنان میب  کلرور مس بیوتیک و اکسیهای مقاوم ب  آنتیاسترینرود و تحقیق مانی بر عدم

ها کمک خواههد نمهود که  از یهک     کق موجود در باغات استان استفاده نمود و یکنواختی استرینباکتری یکماکان از ترکیاات شیمیای

 بیماری و مدیریت تلفیقی آن سود جست. روی  یکسان در تهی  ارقام مقاوم، پیق آگاهی 
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 مقدمه

تههرین دار یکههی از مخههرببیمههاری آتشههک درختههان میههوه دانهه 

باشههد کهه  توسههط بههاکتری ههها در خههانواده رزاسهه  مههیبیمههاری

Erwinia amylovora (Burill) winslow et al.,1920, یدهاد  ا

از  1380بیماری آتشک سیب، گلابهی و به  در سهال    گردد. می

ک  احتمهاُ    (Vanneste, 2000) ونست  کشور ترکی  گزارش شد

از شهر  ترکیه  وارد ایهران شهده اسهت. وجهود        1331در سال 

از برغان کهر  از   1371در سال برای اولین بار بیماری در ایران 

 Zakeri) شری  ناهی ذاکری و  روی درختان گلابی گزارش شد

and Sharifnabi, 1991) . ههای بیمهاری در سهال    اولین آلهودگی

 و همکهاران  مزارعی در قزوین و سلماس ب  وقوع پیوست 1373

(Mazarei et al., 1994 )1378تا  1371های و سپس بین سال 

هههای حسههاس گلابههی و بهه  در موجههب نههابودی بسههیاری از بهها 

ای رغهم تمهیهدات قرننینه    لیهای تهران و قزوین شد. عاستان

اندام شهده جههت جلهوگیری از گسهترش بیمهاری در کشهور،       

های خراسهان، گهیلان و فهارس    از استان 1383آتشک در سال 

؛ سهند پور و قاسهمی ؛ علی و نیک نهاد کاظم پور گزارش گردید

 ,Ali and Niknejad-Kazempour) ظهههور و رحمههانی مقههدم

2004; Sahandpour and Ghasemi, 2004; Zohur and 

Rahmani-Moghadam, 2004) .   هم اکنون بیمهاری آتشهک در

ههای مرکهزی،   کشهور از جمله  اسهتان   دیگهر  بسیاری از مناطق 

و  کرمانشهاه ، قهم، لرسهتان  ، سمنان، اردبیل، زندهان، کردسهتان  

 وجود دارد.ايفهان 

به  یکهی از    از نظر اقتوادی بیماری آتشک سیب و گلابهی و     

ست که  در شهمال غهرب آمریکها در سهال      ا هااریترین بیممهم

زیان  دُر میلیون دُر و در نیوزلند ده میلیون 18میزان  1338

ت. ايل  درخت میوه را نابود کرده اس 011111وارد و در ایتالیا 

دلیل دامنه  تخریهب، شهیوه    اهمیت اقتوادی بیماری آتشک ب 

رس ناهودن  زایی باکتری عامل بیماری، در دسهت نتشار و بیماریا

بیماری آتشهک  باشد. قابل توج  میکننده ثر و درمانؤترکیب م

درختان سیب، گلابی و ب  در شرایط اپیهدمی خسهارتی معهادل    

منابع مختل  سهالیان    هایکل محوول دارد ولی منابق گزارش

های باکتری استرین .کنددريد خسارت وارد می 81تا  21بین 

E. amylovora مت وو مقا ءزایی، دوام و بقااز نظر شدت بیماری

مقاومهت  و در این رابنه    ب  استرپتومایسین دارای تنوع هستند

ههایی از ایهاُت مختله  آمریکها     ب  استرپتومایسهین در بخهق  

و شهروت  همکهاران؛   ولهوپز  ؛ چیهو و جهونز   مشاهده شده اسهت 

 ;Chiou and Jones, 1991; Loper et al., 1991) همکهاران 

Schroth et al., 1971 .) 

 Erwiniaبه  نهام   بهاکتری  یک گونه  جدیهد   1333در سال     

pyrifoliae  ههای گلابهی آسهیایی   عامل نکروز سرشاخ  عنوانب 

(Nakai Pyrus pyrifolia)    و  کهیم  از کره جنهوبی گهزارش شهد

. این گونه  جدیهد توانهایی آلهوده    (Kim et al., 1999) همکاران

ها روی تعداد معهدودی از  تن سیب را نداشت  وارقام سازی تمام 

-RAPDهای این گونه  بها روش   استرینباشد. میزا بیماری آنها

PCR و همکههاران مومههل از همههدیگر قابههل تفکیههک هسههتند 

(Momol et al., 1997.) های  استرینE. amylovora  جدا شده

ههای بیوشهیمیایی و   از مناطق مختل  جغرافیایی، از نظر ویهگی

بوده ولی بر مانای درج  حساسیت به   الگوی پروتئینی یکسان 

 مک مانوس و جونز شوندتقسیم می س  گروهب  استرپتومایسین 

(McManus and Jones, 1995)حامهل   هها . تقریاا  تمام استرین

بوده ک  تشهخی  و ردیهابی آنهها را     PEA 29پلاسمیدی ب  نام 

هایی وجود دارد که   گزارشسازد. ممکن می PCRتوسط روش 

ای بهاکتری عامهل بیمهاری آتشهک تخوه  میزبهانی       هاسترین

های جدا شده از سیب قادرند غیهر از گلابهی و   نداشت  و استرین

موهههان و  وده سههازندهههههرا آل Prunusسههیب، درختههان جههنس 
 .Eهههایاسههترین(. (Mohan and Thomson, 1996 تامسههون

amylovora زایی روی سیب جدا شده از تمشک قادر ب  بیماری

های جدا شده از گلابهی آسهیایی از   ناوده و نیز استرینو گلابی 

Hokkaido در اند. ژاپن درجاتی از تخو  میزبانی را نشان داده

به  دارای   باکتری عامل بیماری آتشک سیب و گلابی ومدموع 

 41  از نه گو 211دامن  میزبهانی گسهترده بهوده و روی حهدود     

ک  تعهدادی از  نماید بیماری ایداد می Rosaceaeجنس خانواده 

ههای  انهد ولهی گونه    يورت مونوعی آلوده شدهها ب این میزبان

 انهد دهطور طایعی آلوده شب  Prunus salicinaو  Rubusجنس 

. تهاکنون  (Van der Zwet and Keil, 1979) ونهدرزوت و کیهل  

کی یهای بیوشهیمیایی و فیزیولهوژ  هیچ بیوواری بر مانای ویهگی

افیونیان بر اساس گزارش  ده است.گزارش نش E. amylovoraاز 
دسهت آمهده   ب های استرین( Afunian et al., 2000و همکاران )

ههای بیوشهیمیایی و   ایران از نظهر ویهگهی  در بیماری این عامل 

ههای  دارای ویهگیزایی و الگوی پروتئینی فیزیولوژیکی، بیماری

ای زیهادی جههت یهافتن تفهاوت در     ههه تهلاش . انهد یکسان بوده

های باکتری عامهل آتشهک   زایی و دامن  میزبانی استرینیبیمار

 ,.Starr et al) و همکهاران اسهتار   يورت گرفت  اسهت از جمله   

 .Eامهک نهههزای تمشههاریمهههههای بیترینهبههرای اسهه (1951

amylovora f. sp. Rubi ک  غیر از این مهورد  ند را پیشنهاد کرد

ی از باکتری اتاکنون هیچ گزارشی دال بر وجود سنوح زیر گون 

از نظهر شهدت    تریهباکه ایهن  ههای  اسهترین دیده نشهده اسهت.   

مهت به  استرپتومایسهین دارای    وو مقا ءزایی، دوام و بقها بیماری

و در برخههی از کشههورهای خاورمیانهه  از جملهه    تنههوع هسههتند

فلسنین اشغالی نیز مقاومت ب  استرپتومایسین مشهاهده شهده   
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در ایهن  (. Manulis et al., 1999) و همکهاران  مهانولیس  اسهت 

هها و نیهز   زایی اسهترین و بیماریژنتیکی ، فنوتیپیتنوع تحقیق 

 اسهتان های مقاوم ب  استرپتومایسهین به    احتمال ورود استرین

کارههای  راه ،تا در يهورت وجهود تنهوع    مورد بررسی قرار گرفت

 گیرد.  مدنظر قرار مناسب جهت کاهق خسارت آن 

 

 ها مواد و روش

 جداسازی باکتری عامل بیماری برداری ونمونه
مناطق مختل  استان سمنان بازدید  تابستان ازو  در فوول بهار

ههای درختهان   های برگ، گل، میوه و شاخ نمون عمل آمده و ب 

ک  دارای علائم بیماری شهامل سهوختگی   و رز  ب ، سیب، گلابی

بها   آوری وها و شانکر تن  بودند جمهع سرشاخ ، برگ، گل، میوه

هههای منتقههل گردیههد. نمونهه مشخوههات بهه  آزمایشههگاه ثاههت 

آوری شده ابتدا در زیر شیر آب شستشو داده شدند، سپس جمع

قنع  کوچکی از بافت آلوده در تشتک پتری حاوی آب مقنر با 

اسکالپل خرد و پس از ده دقیق  نگهداری در دمهای اتها ، یهک    

 پهنل حاوی  (Nutrient agar)لوپ از آن روی محیط آگار غذایی 

مدت دو های پتری ب مخنط شد. تشتک ((NASدريد ساکارز 

گهراد نگههداری شهده و سهپس     درجه  سهانتی   24روز در دمای 

های گرد و برجسهت  لهوان مباهت انتخهاب و روی محهیط      کلنی

King`s B   .تکبیر شدند 

 

و تعیین حساسیت  هاهای فنوتیپی استرینبررسی ویژگی

 ها به استرپتومایسیناسترین

اساس های خال  برهای فنوتیپی استرینویهگی سیبرر

  :های ذیل اندام گردیدروش

 س  دريد KOHواکنق گرم با استفاده از روش حلالیت در     

آزمون رشد هوازی/ (. Suslow et al., 1982) و همکاران سوسلو

، (Hugh and Leifson, 1953) لیفسونهیو و هوازی ب  روش بی

ن و همکهارا کلمنهت  وتهون به  روش   آزمون فو  حساسیت در ت

(Klement et al., 1963) ،دهیدروُز با استفاده نینآزمون آرجی

 81آزمون هیدرولیز تهوئین  . (Thornley, 1960) تورنلیاز روش 

 ,Misaghi and Grogan) میبههاقی و گروگههانبراسههاس روش 

لیلیهوت و  آزمون تولیهد لسهیتیناز بها اسهتفاده از روش     ، (1969
آزمون اکسیداز با قرار دادن  ،(Lelliott and Stead 1987) استید

 1/1ای از کلونی روی کاغهذ يهافی آغشهت  به  محلهول      گستره

دی هیدروکلرایهد يهورت   آمهین دريد تترامتیل پهارافنیلین دی 

. تولید رنگدانه  فلورسهنت در   (Kovacs, 1956) کوواکس گرفت

رشهد   گهراد و درج  سانتی 30، رشد در دمای King`s B محیط

، تولید لوان در محیط غنهی از سهوکروز و هیهدرولیز    YDCروی 

ههای کاتهاُز، اوره از،   ژُتین، اسکولین و کهازئین و نیهز آزمهون   

از سیستئین، تولید اینهدول، تولیهد مهواد احیهاء      S2Hتولید گاز 

)وزن به    NaCl 3%کننده از ساکارز، احیهای نیتهرات، رشهد در    

 شهاد ننده از سوکروز به  روش  کءاد احیاآزمون تولید مو، حدم(

(Schaad, 1988)  آزمون وMR-VP   دایروش ب (Dye, 1968 )

های اسهتفاده از اسهیدهای آمینه  و آلهی و     در آزمون .اندام شد

و  (Ayer)تولید اسهید از قنهدهای مختله  از محهیط پایه  آیهر       

دريد هر قند یا اسید آمین  موردنظر اسهتفاده   2/1-3/1غلظت 

 منههابع کربنههی بهها اسههتفاده از روش تنههدال. (1988 شههاد،) شههد

(Tyndalization)      سترون شده و ب  محهیط پایه  افهاف  شهد و

 فههی و هیهوارد   يهورت روزانه  ارزیهابی شهد    روز ب  10نتایل تا 

(Fahy and Hayward, 1983 .)  در تمامی مراحل این تحقیهق از

آیلنهد   جداشهده از سهیب در رود   ATCC 49946جدای  مرجهع  

--ها ب  آنتیها ب  آنتیتعیین حساسیت استرینتعیین حساسیت استرین .استفاده شدمتحده  ایاُت

های استرپتومایسین، اکسی تتراسایکلین و ترکیب مسی های استرپتومایسین، اکسی تتراسایکلین و ترکیب مسی بیوتیکبیوتیک

اکسی کلرور مس بها پخهق سوسپانسهیون بهاکتری بها غلظهت       اکسی کلرور مس بها پخهق سوسپانسهیون بهاکتری بها غلظهت       

لیتر )کدورت سوسپانسیون بهاکتری  لیتر )کدورت سوسپانسیون بهاکتری  سلول در میلیسلول در میلی  111111تقریای تقریای 

( ( در آب مقنر ب  سختی از آب مقنر خال  قابل تشخی  باشددر آب مقنر ب  سختی از آب مقنر خال  قابل تشخی  باشد

  111111هایی ک  با محلهول  هایی ک  با محلهول  و با استفاده از دیسکو با استفاده از دیسک  NNAASSدر محیط در محیط 

بیوتیک استرپتومایسین و اکسهی  بیوتیک استرپتومایسین و اکسهی  لیتر از آنتیلیتر از آنتیمیکروگرم در میلیمیکروگرم در میلی

لیتر اکسی کلرور مهس  لیتر اکسی کلرور مهس  میکروگرم در میلیمیکروگرم در میلی  11111111تتراسایکلین و تتراسایکلین و 

  آغشهت  شهده بهود، بها ایدهاد هاله  بهیق از هفهت        آغشهت  شهده بهود، بها ایدهاد هاله  بهیق از هفهت          دريد(دريد(  3737))

 ,.Burr et al))  همکهاران همکهاران   وو  بوربور  گرفتگرفت  متر مورد ارزیابی قرارمتر مورد ارزیابی قرارمیلیمیلی

1988  .)  .) 

 

 ها  زایی استرینشدت بیماریمطالعه 
يورت شاخ  يورت شاخ  های گلابی ب های گلابی ب زایی جدای  ها در برگزایی جدای  ها در برگشدت بیماریشدت بیماری

هها در آب  هها در آب  جدایه  جدایه    ززاا  بریده ارزیابی گردید. سوسپانسیون رقیقهی بریده ارزیابی گردید. سوسپانسیون رقیقهی 

لیتری بدون لیتری بدون میلیمیلی  22//00تهی  و با استفاده از سرنگ تهی  و با استفاده از سرنگ   للمقنر استریمقنر استری

متر تزریق متر تزریق میلیمیلی  پنلپنلنک برگ ب  قنر نک برگ ب  قنر سر سرنگ در دو سمت پهسر سرنگ در دو سمت په

  جیمهز جیمهز   گیهری گردیهد  گیهری گردیهد  انهدازه انهدازه نکهروزه  نکهروزه  روز قنر ناحی  روز قنر ناحی    44و پس از و پس از 

((James, 1971)).      

  

 های محلول سلولی الکتروفورز پروتئین

  نسهاتا  نسهاتا    محلهولی محلهولی   NNAAروی محیط روی محیط ها ها استریناسترین    ساعتساعت  2424از کشت از کشت 

سوسپانسهیون حايهل   سوسپانسهیون حايهل     وولیتر آب مقنر تهی  لیتر آب مقنر تهی  در یک میلیدر یک میلی  غلیظغلیظ

دقیق  ورتکس شهد  دقیق  ورتکس شهد    یکیکمدت مدت ( ب ( ب Maloy, 1990))  ییمالومالو  ب  روشب  روش

دقیقه   دقیقه     11تا تا   44مدت مدت حدم آن بافر نمون  افاف  و ب حدم آن بافر نمون  افاف  و ب   11//22و معادل و معادل 

  1111111111دقیق  در دقیق  در   1111مدت مدت جوشانده شد سپس ب جوشانده شد سپس ب   ییحمام آبحمام آب  دردر

ههر  ههر    لیتهر از لیتهر از میکرومیکرو  0101گردیهد. میهزان   گردیهد. میهزان     وژوژیینتریفنتریفدور در دقیق  سادور در دقیق  سا
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  پیوسهت  پیوسهت  ژل ناژل نا  دردر  هاهاهای محلول سلولی ب  چاهکهای محلول سلولی ب  چاهکننیینمون  پروتئنمون  پروتئ

شههد و شههد و   بارگههذاریبارگههذاریت ت یپههیپههمیکروپمیکروپ  بههابهها  اکریههل آمیههداکریههل آمیههددريهد پلههی دريهد پلههی   1111

آمپر تا رسیدن رنگ پیشهرو  آمپر تا رسیدن رنگ پیشهرو  میلیمیلی  1010با جریان ثابت با جریان ثابت   الکتروفوروزالکتروفوروز

آمیهزی  آمیهزی  رنهگ رنهگ   محلهول محلهول   اندام گرفت، سهپس ژل در اندام گرفت، سهپس ژل در ب  انتهای ژل ب  انتهای ژل 

گهرم  گهرم    11//11و و   01:01:1101:01:11)آب، متانول، اسید اسهتیک به  نسهات    )آب، متانول، اسید اسهتیک به  نسهات    

عت قرار گرفت. عت قرار گرفت. ساسا  44--00مدت مدت روی شیکر ب روی شیکر ب   ((--GG225500کوماسی بلوکوماسی بلو

آمیهزی ولهی   آمیهزی ولهی   جهت رنگاری، ژل در محلول مشاب  محلهول رنهگ  جهت رنگاری، ژل در محلول مشاب  محلهول رنهگ  

سهپس از  سهپس از    بدون کوماسی بلو تا زمان وفوح باندها قهرارداده شهد  بدون کوماسی بلو تا زمان وفوح باندها قهرارداده شهد  

محلول اسید استیک محلول اسید استیک ب  ب  جهت نگهداری جهت نگهداری   ژل عکس گرفت  شده وژل عکس گرفت  شده و

گهراد نگههداری   گهراد نگههداری   درج  سانتیدرج  سانتی  چهارچهاردمای دمای /. منتقل گردید و در /. منتقل گردید و در 77

  شد.  شد.  

  

 .Eای جغرافیایی و میزبانیهجمعیتتعیین تنوع ژنتیکی 

amylovora  به روشrep-PCR   

 روی سهاعت  24 مهدت ب  باکتریهای استرین نمون : سازیآماده

 711 حهدود  غلظهت  با سوسپانسیونی و شدند تکبیر NA محیط

 از. گردیهد  مقنهر تهیه    آب در باکتری هر لیتر ازسلول در میلی

 DNA سههازیآزاد بههرای( Alkaline lysis) قلیههایی لیههز روش

 ههر  سوسپانسهیون  از میکرولیتهر  11 منظهور  بدین. شد استفاده

 مهوُر  10/1 پتاسهیم  هیدروکسهید  میکرولیتهر  111 بها  باکتری

 قهرار  گهراد سهانتی  درجه   30 در دقیقه   10 مهدت به   و مخلوط

دور  14111ر د دقیقه   دو مهدت ب  سوسپانسیون سپس. گرفت

 TMe EBeckman Microfugدسهههتگاه  در( rpmدر دقیقههه  )

 و منتقهل  تمیهز  ههای تیهوب  به   رویی محلول و شد سانتریفیوژ

 و همکهههاران رادیمیکهههر گردیهههد نگههههداری اسهههتفاده جههههت

(Rademaker et al., 1997.) 

 استاندارداسترین  کی ها واسترین ژنتیکی نگاریانگشت    

CCPB0273 رهارکهبا م rep های ترینههاس وعهتن. شد اندام

-'5) ازگرآغ جفت کی با رنظ مورد

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3' )ERIC 1R( ،5'-

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3')  ERIC 2و 

 BOX A1R (5'-CTACGGCAAGGCGAC آغازگر

GCTGACG-3') سیناژن شرکت توسط آغازگرها. شد بررسی 

 . شد ساخت 

 میکرولیتهر  0/2 شامل و میکرولیتر 20 واکنق هر کل مقدار    

 0/1مهوُر،  میلهی  2MgCl 01 یکرولیترم x 11 PCR ،0/1بافر از

 از میکرولیتهر  0/1، )دی متیل سولفوکساید( DMSO میکرولیتر

 Taq میکرولیتهر  2/1مهوُر،  میلهی  20 (dNTP) سازنده بازهای

-پلهی  زندیهره  سهنتز  کاتالیزکننهده  عنهوان ب ( 5U/L) پلیمراز

 هههر ( ازBOXمیکرولیتههر بههرای  2) میکرولیتههر 1نوکلئوتیههدی، 

در  شهده تهیه    یDNA از میکرولیتهر  1 و پیکومهول  21آغازگر

 20 به   نمونه   ههر  حدم رساندن برای نهایت در وروش مذکور 

 مخلهوط  از پهس . گردید استفاده سترون مقنر آب از میکرولیتر

ترموسهایکلر   دستگاه در هاواکنق، میکروتیوب مواد کامل کردن

BIO-RAD مدل MJ Research PTC ود شدن باز. گرفتند قرار 

 30 دمههای در( Initial denaturation) کههدیگری از DNA رشهت  

چسایدن آغازگر در دمهای   و دقیق  3 مدتب  گرادسانتی درج 

 شهدن  مهدت یهک دقیقه  و سهاخت     به  گهراد  سهانتی درج   01

مدت هشت دقیق  درج  ب  10جدید در دمای  DNA هایرشت 

 تسهاخ  دوره کیه  آن دناهال به   و چرخه   30 طهی  الگو روی از

 محوهول . (رادیمیکر) گرفت اندام ترموسایکلر دستگاه در نهایی

PCR گرفهت  قرار گرادسانتی درج  -21 دمای در تولید از پس 

 . شد اندام الکتروفورز بعد روز و

 Mini) ژلمینهی  افقهی  الکتروفورز دستگاه با PCR محوول    

gel )سهههیگما مهههدل (Sigma )دريهههد 2/1 آگهههارز ژل روی 

 ،pH= 8 )شهامل  TBEابتهدا ژل آگهارز در بهافر    . شد الکتروفورز

EDTA= 4ml, 0.5M، Boric acid= 2.74g و Tris base= 

5.4g)  آمیهزی رنگ برای و تهی DNA   اتیهدیوم  محلهول  آن به 

 x1 پیشهرو  رنگی ماده. گردید افاف  mg/ml 1 غلظت با بروماید

 یلنزا و دريد 13/1 بلو دريد، بروموفنول 11 گلیسرول حاوی)

 PCR محوهول  بها  3 به   ا نسهات  به  ( دريهد  FF13/1 سیانول

 دقیقه   40مدت ب  ولت 31 ثابت ولتاژ با آگارز ژل در و مخلوط

-rep محوهول  قنعهات  انهدازه  ارزیهابی  بهرای . گردید الکتروفورز

PCR 1 اسههتاندارد مههارکر ازkb پایههان از پههس. شههد اسههتفاده 

 بهرداری سعکه  و مشهاهده  UVDOC دستگاه در الکتروفورز، ژل

 .  شد

 

 نتایج و بحث 

اسهتان نشهان داد که     مناطق مختله   های اندام شده در بررسی

به  اسهتبنای   اجهرای ایهن تحقیهق    مناطق  عامل بیماری در هم 

ههایی که  نمونه     شدت فعال بوده و در تمامی بها  ب  مننق  تاش

های ايلی یعنی سیب، برداری در آنها اندام گرفت از هم  میزبان

راحتهی جداسهازی   ب  و میزبان غیراقتوادی شامل رز به  گلابی و 

                                         . (1)جدول شد 

هها  های فنوتیپی شااهت بسیار باُیی بهین اسهترین  در آزمون    

های سهایر محققهین نیهز تنهها     در بررسی( 2)جدول  مشاهده شد

در  هوکایهدو  های جهدا شهده از  های تمشک و نیز استریناسترین

هها در یهک گهروه    جداگان  قرار گرفتند و سایر اسهترین گروه یک 

  .(2002 ،ونست ) تمرکز داشتند
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 دار در مناطق مختل  استان سمنان و میزبانان آنوفعیت پراکنق بیماری آتشک درختان میوه دان  :1جدول 

Table 1: Dispersion of fire blight of pome fruits in different localities of Semnan province and its hosts 
 مننق 

Region 
 میزبان
Host 

 مننق 
Region 

 میزبان
Host 

  (Damghan) دامغان  (Shahrood) شاهرود

 (Apple, Quince) سیب، ب  (Ahovano) آهوانو (Apple, Pear, Quince) سیب، گلابی، ب  (Yonesabad) یونس آباد

 (Quince) ب  (Astaneh) آستان  (Pear, Quince, Rose) رز، گلابی، ب  (Sugar factory) کارخان  قند

  (Bastam) بسنام (Pear, Quince) ، ب گلابی (Dizag) دیز 

 (Apple, Pear, Quince) سیب، گلابی، ب  (Choob-bori) چوب بری (Quince) ب  (Royan) رویان

 (Apple, Pear, Quince) سیب، گلابی، ب  (Gorjee) گرجی (Apple, Pear, Quince) سیب، گلابی، ب  (Ghaleno khalese) قلع  نو خالو 

 (Apple, Alfalfa) سیب، یوند  (Ahmadi road) جاده احمدی (Quince) ب  (Asadabad) اسدآباد

 (Pear) گلابی (Amirieh) امیری  (Quince) ب  (Amirabad) امیرآباد

 (Apple, Pear, Quince) سیب، گلابی، ب  (Abarsej) ابرسل (Quince) ب  (Farahabad) فرح آباد

 (Quince) ب  (Alikahi) علی کاهی (Apple, Pear, Quince) سیب، گلابی، ب  (Bedasht) بدشت

 (Pear, Quince) گلابی، ب  (Gondepolo) گنده پلو (Pear, Quince) گلابی، ب  (Sadabad) سعد آباد

 (Apple, Quince) سیب، ب  (Hoseinabad) حسین آباد (Apple, Pear, Quince) لابی، ب سیب، گ (Darkhaniabad) درخانی آباد

  (Semnan) سمنان (Quince) ب  (Shahkoh) شاهکوه

 (Apple, Pear, Quince)سیب، گلابی، ب  (Foladmahale) فوُد محل  (Apple, Quince) سیب، ب  (Negarman) نگار من

 (Apple, Pear, Quince)، گلابی، ب سیب (Shahmirzad) شهمیرزاد  

 (Apple, Pear, Quince)سیب، گلابی، ب  (Darband) دربند  

      

های اساس آزموندار در استان سمنان برجداشده از درختان میوه دان   E. amylovoraهایهای فنوتیپی استرینویهگی :2جدول

 فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و مورفولوژیکی

Table 2: Phenotypic characteristics of E. amylovora strains isolated from pome fruit trees in semnan Province on 

the basis of physiological, biochemical and morphological tests   
 نوع آزمون

Test 
 واکنق

Reaction 
 نوع آزمون

Test 
 واکنق

Reaction 
   Carbon Utilization استفاده از منابع کربنی - Gram reaction  (%3واکنق گرم )پتاس

 - Citrate سیترات + Motility  تحرک

 - Dextin دکستین + Oxidative/Fermentative  رشد هوازی/بی هوازی

 + Glycerol گلیسرول - Fluorescent Pigment  تولید رنگدان  فلوروسنت

 - Dulcitol دولسیتول - Oxidase  اکسیداز

 - Inolin اینولین - YDC (Pink Pigment onYDC) تولید رنگ دان  يورتی روی محیط

 - Lactose ُکتوز - YDC (Blue pigment onYDC) تولید رنگ دان  آبی روی محیط

 - Maltose مالتوز + Producing compounds from sucrose ساکارز کننده ازتولید مواد احیا

 + D-Manitol دی مانیتول - Lecithinase لستیناز

 - D-Mannos دی مانوز - Indole production تولید ایندول

 - Melezitoze ملی زیتوز - Urease آزاوره

 - Melibiose ملی بیوز + Gelatin hydrolysis هیدرولیز ژُتین

 + D-Sorbitol دی سوربیتول - Casein hydrolysis هیدرولیز کازئین

 + D-Galactose دی گاُکتوز + Sculin hydrolysis  نهیدرولیز اسکولی

 + D-Glucose دی گلوکز - Tween-80 hydrolysis 81هیدرولیز توئین

 + Ribose ریاوز - Starch hydrolysis هیدرولیز نشاست 

 + Sucrose ساکارز  

 + Trehalose تری هالوز  

 - D-Arabinose دی آرابینوز  

 + Fructose فروکتوز  
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استرین از مناطق مختل  اسهتان بها توجه  به       هشتتعداد     

بها دو   rep-PCRنگاری ژنتیکی ب  روش انگشتدر تنوع میزبانی 

مورد ارزیابی قرار گرفتنهد. در ایهن روش    BOXو  ERICآغازگر 

ها با هر دو آغازگر تکبیر شده و الگهوی مشهابهی   تمامی استرین

ایل بیانگر هموژنی ژنتیکی باُ در ژل آگارز ایداد نمودند. این نت

 (.2در استان سمنان می باشد )شکل  E. amylovoraدر گون  

مرجع بها  استرین استان ب  همراه های استریناز نظر ژنتیکی     

قرار گرفتنهد   DNAنگاری مورد مقایس  انگشت rep-PCRروش 

(. این روش ابزار بسیار قدرتمنهدی اسهت که  توانهایی     3)شکل 

نتهایل  . ها را در سهن  زیرگونه  و اسهترین دارد   تریتفکیک باک

مرجهع  هها و اسهترین   استریننشان داد ک  کمترین تفاوتی بین 

ATCC49946  هههههم درERIC-PCR  و هههههم درBOX-PCR 

پههذیر یهک روش بسهیار معتاهر، تکرار    rep-PCRمشهاهده نشهد.   

(Reproducible)  ُسریع و دارای قدرت تشخی  و تفکیک بها ،

ها را در سن  گونه ، زیرگونه  و بیهووار    واند جدای تاست ک  می

 و همکهاران  روبرتسونو همکاران؛  لووز شناسایی و تفکیک کند

(Louws et al., 1994; Robertson et al., 2001 .)  آغازگرههای

ههای  تهوالی  منظور اسهتفاده از این روش ب  کار گرفت  شده در ب

ایهن روش بهرای   . دباشه ها میطول ژنوم باکتری تکرار شونده در

 تا سن  اسهترین کهاربرد دارد   هابندی و شناسایی باکتریطاق 

 Versalovic et) و همکهاران  دبهرویدن و همکهاران؛   ورسالوویچ

al., 1994; De Bruijn, 1992) .    عامل بیمهاری از نظهر ژنتیکهی

ههایی که  تها اوایهل سهال      همسانی بسیار بهاُیی دارنهد. و روش  

ید ؤمورد بررسی قرار گرفتند مزومی کرومو DNAاز نظر  2117

 31روی  2117باشهد. در تحقیقهی که  در سهال     این مسئل  می

از کشورهای مختل  و با دامن  میزبانی متفهاوت اندهام   استرین 

مشخ  استفاده شد که   های شد از مارکرهای جدیدی با توالی

 و همکهاران  ریکهو  بندی ژنتیکی این عامل را دارنهد توانایی گروه

(Rico et al., 2008 .)استرین تحقیقی دیگرک  با تعداد کمی  در

آوری شهده بهود براسهاس    در ایران جمع های مختل ک  از سال

مورد مقایس  قرار گرفتند تفهاوتی در نتهایل    RAPD-PCRروش 

. تعیههین تنههوع (Omidvar et al., 2006مشهاهده نشههده بهود )  

دارد و گیرشناسهی بیمهاری اهمیهت    هها در همه   ژنتیکی پاتوژن

 باشههدههای تشخیوهی مهی   نیهاز اساسهی در توسههع  روش  پهیق 

 (. Barionovi et al., 2006)و همکاران  باریونوی

 

 
دار در استان سمنان در ژل جدا شده از درختان میوه دان  E. amylovoraهای پروفیل پروتئینی تعدادی از استرین :1شکل 

 4-8های های سایر مناطق کشور و چاهکاسترین 3 و 2های ، چاهکATCC 49946استرین مرجع  1پلی اکریل آمید )چاهک شماره 

 های استان سمنان( استرین

Fig. 1: Protein prophiles of some strains of E. amylivora isolated from infected hosts of Semnan province in 

polyacryl amid gel (reference strain ATCC 49946 (lane1), strains of other regions (lanes 2-3) and strains of Semnan 

province (lanes 4-8)  
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 ATCC 49946(، استرین مرجع 7-14های جدا شده از استان سمنان )چاهک E. amylovoraهای نگاری استرینانگشت :2 شکل

 ERIC با استفاده از آغازگر rep-PCRب  روش ( 2 –1های های سایر مناطق )چاهک( و استرین1)چاهک 

Fig. 2: Finger printing of E. amylovora strains of Semnan province (lanes 7-14), reference strain ATCC 49946 (lane1) 

and strains of other regions (lanes 2-6) in rep-PCR method using ERIC primers  

   

 
 ATCC 49946(، استرین مرجع 0-11های )چاهک جدا شده از استان سمنان E. amylovoraی هااسترین نگاریانگشت :3 شکل

 با استفاده از آغازگر rep-PCRب  روش ( 4 و 3های های سایر مناطق )چاهکو استرین (1 (، کنترل منفی )چاهک2)چاهک 
BOX 

Fig. 3: Finger printing of E. amylovora strains of Semnan province (lanes 5-10), reference strain ATCC- 49946 (lane 2), 

negative control (lane1) and strains of other regions (lanes3- 4) in rep-PCR method using BOX primers  

 

 کلیگیری نتیجه

آوری شهده از  جمهع های نشان داد ک  استریننتایل این تحقیق 

مهاری از نظهر خوويهیات    عامهل ایهن بی  مناطق مختل  استان 

استرین مقاوم به   تا این زمان و ه فنوتیپی و ژنتیکی همسان بود

در ب  استان وارد نشده است و بنابراین کق موجود مواد باکتری

کهق  باکتری یتوان از ترکیاات شیمیایمدیریت این بیماری می

موجود کماکان بها دغدغه  کمتهری اسهتفاده نمهود و در دیگهر       

ها کمک خواهد نمهود  ی نیز یکنواختی استرینهای مدیریتروش

آگاهی بیماری ک  از یک روی  یکسان در تهی  ارقام مقاوم، پیق

 و مدیریت تلفیقی آن استفاده گردد.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 منابع:

 متن انگلیسی مراجع  شود. 12-13جهت منالع  منابع ب  يفح  
 

 

 

 


