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  *اي برنج در استان مازندران عامل نوار قهوه Acidovorax oryzaeهاي  تنوع ژنتیکی جدایه

Genetic diversity of strains of Acidovorax oryzae causal agent of brown 
stripe of rice in Mazandaran province 

  1اله بابایی زاد ولی ،1 اله رحیمیانحشمت، **1 پورمائده تقی

  )23/7/1393 :؛ تاریخ پذیرش28/12/1392: تاریخ دریافت(

  چکیده
به منظور بررسـی  . باشد می) Oryza sativa(هاي برنج  هاي شایع در خزانه یکی از بیماري) brown stripe of rice(اي برنج  بیماري نوار قهوه

عامل بیماري براساس . هاي مازندران انجام شد از خزانه 1390-1391اي برنج، نمونه برداري، در فصول زراعی  تنوع ژنتیکی عامل نوار قهوه
تعـداد  . تشخیص داده شد )Acidovorax avenae subsp. avenae (Acidovorax oryzae(زائی  هاي بیوشیمیائی، فیزیولوژیکی و بیماري آزمون

قـرار  ) SDS-PAGE(ي سـلولی  هـا  و الکتروفورز پـروتئین ) مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیائی(ي فنوتیپی هامورد بررسیجدایه  90
 هـا  اي پروتئینی سلولها، جدایه نتایج به دست آمده از آنالیز خوشه. مشاهده نشد ها از نظر خصوصیات فنوتیپی تنوعی در میان جدایه. گرفتند

ژنـومی   DNAجهـت ارزیـابی تنـوع ژنتیکـی،    . گروه تفکیک کرد 5درصد به  68گروه و در سطح تشابه  2درصد به  45را در سطح تشابه 
دندروگرام . مورد بررسی قرار گرفت BOXو  ERICبا استفاده از آغازگرهاي ) rep-PCR(اي پلیمراز  استخراج و در واکنش زنجیره ها جدایه

اي نتایج به آنالیز خوشه. ترسیم گردید NTSYSو با استفاده از نرم افزار ) UPGMA(ي بی وزن ها از طریق میانگین ها با روش مقایسه جفت
در  BOX گروه و با آغازگر 10و  5،  2درصد به ترتیب در  65و  35،  20در سطح تشابه ها نشان داد که جدایه ERICآمده با آغازگر دست

عامـل   Aoنتایج بیانگر وجود تنوع ژنتیکی بالائی در جمعیـت  . گروه دسته بندي شدند 23و  16،  7یب به به ترت 80و  50،  20سطح تشابه 
  .برنج بود اي نوار قهوه

  برنج اي ، نوار قهوهrep-PCR، تنوع ژنتیکی، Acidovorax oryzae: کلیدواژه

  علوم زراعی ، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريبخشی از پایان نامه کارشناسی ارشد نگارنده اول ارائه شده به دانشکده * 
  Maedeh.taghipour@gmail.com: مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی** 

  به ترتیب دانشجوي سابق کارشناسی ارشد، استاد و استادیار گروه گیاهپزشکی دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري -1
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  مقدمه

هـائی   بـا ایجـاد بیمـاري    Acidovorax avenaeبـاکتري  
 ,Oryza sativa L.) (Bradbury(بـرنج   اي چون نوار قهوه

 Citrullus lanatus) (Schaad(، لکه میوه هندوانـه  )1970

et al., 1978( ، بلایت برگی ذرت)Zea mays) (Sumner 

& Schaad, 1977( ، ــز نیشــکر ــوار قرم  Saccharum(ن

officinarum) (Hayward, 1962 (   و لکه برگـی آنتوریـوم
)Anthurium andreanum) (Gardan et al., 2000 (در 

ســبب  مهــم تــک لپــه و دولپــه دامنــه وســیعی از گیاهــان
 .ي اقتصادي می شودها خسارت

ــی ــا بررس ــه ه ــر روي جدای ــه ب ــورت گرفت ــ ي ص ي اه
Acidovorax avenae   ــه ــال جدای ــه انتق ــر ب ــا ، منج ي ه

Acidovorax avenae subsp. avenae   اي عامل نـوار قهـوه 
شـده  . Acidovorax oryzae sp. novبرنج، به گونه جدیـد  

 brown(بـرنج   اي نوار قهوه). Schaad et al., 2008(است 

stripe of rice (ي شـایع بـرنج مـی باشـد کـه      ها از بیماري
علائـم  . و گیاهان جوان را در خزانه آلوده می کنـد  گیاهچه

این بیماري شامل جلـوگیري از جوانـه زنـی ، تولیـد نـوار      
روي برگ و غلاف، خمیدگی غلاف برگ و طویل  اي قهوه

 ,Kadota & Ohuchi(شدن غیر عـادي مزوکوتیـل اسـت    

1990(. 

 هـا  گـرم منفـی ، سـلول    Acidovoraxجـنس   يها گونه
 8/0 -5*  2/0 -2/1دب بـه طـول   مستقیم یـا انـدکی مح ـ  

فاقـد کپسـول و اندوسـپور، داراي یـک و      بوده ، میکرومتر
باکتري اکسیداز مثبت . تاژك قطبی می باشند 3یا  2بندرت 

ي آن متفاوت می ها بوده ولی فعالیت اوره آز، در بین جدایه
مـول درصـد    62-70 ها گونه DNAدر  G + Cمیزان . باشد

 .)Willems et al., 1992(می باشد 

بـراي شناسـائی و    DNAي مولکولی مبتنی بـر  ها روش

، وابستگی کمتري به عوامل متغیـر و  ها طبقه بندي میکروب
موثر در رشد باکتري داشته، در مدت زمان کوتـاه تـر و بـا    

ي مختلف، مـی توانـد   ها انعکاس روابط فیلوژنی بین جدایه
انگشـت نگـاري   . ي خـاص قـرار دهـد   ها را در گروه ها آن

-repetitive extragenic elements (repژنتیکی بر اسـاس  

PCR ( قـدرت   روشی معتبر، تکرار پذیر و سریع بـوده و از
 هـا  ي بـاکتري هـا  تفکیک کننـدگی بـالایی در میـان جدایـه    

سـه گـروه از   ). De Bruijn et al., 1996(برخوردار اسـت  
کـه بـه    ،هـا  در ژنوم باکتري ي تکرار شونده پراکندهها توالی

و  هــا شــکل وســیعی در بررســی تنــوع و شناســائی گونــه 
کاربرد داشـته و اسـتفاده از آنهـا رو بـه فزونـی       ها زیرگونه

الگوي ژنـومی  . است ERICو  ها REP  ،BOXاست شامل 
و  BOX-PCR ،REP-PCRبه دسـت آمـده توسـط روش    

ERIC-PCR (rep-PCR ( ــه ــراي جدای ــا ب ــا،  ه و پاتواره
-repختصاصی عمل کـرده و انگشـت نگـاري حاصـل از     ا

PCR   ،ابــزار تشخیصــی مناســبی بــه منظــور گــروه بنــدي
بوده اسـت   ها شناسائی و بررسی بررسی سیر تکاملی پاتوار

)Louws et al., 1994.( 

ایـن  . ، عناصر درون ژنـی متقـارن هسـتند   BOXعناصر 
 59و  45، 50 يهـا  عناصر شامل سه زیـر واحـد بـه طـول    

 ,.Koeuth et al.(تید بوده و آرایش موزاییکی دارنـد نوکلئو

 Enterobacterialواحـــد تکـــراري درون ژنـــی  )1995

repetitive intergenic consensus ( ERIC (   عنصـري بـا
جفت باز که شامل یک تکرار معکوس شده مرکزي با  126

ــی     ــارج ژن ــواحی خ ــه در ن ــدگی بالاســت ک حفاظــت ش
 Lupski(جاي گرفته است ي باکتري ها کروموزومی یا ژنوم

& Weinstock, 1992 .( 

 اي در یک بررسی صورت گرفته روي عوامل نوار قهـوه 
از  هـا  برنج و بلایت برگـی ذرت در شـمال کشـور جدایـه    

لحاظ خصوصیات فنوتیپی متفـاوت بـوده ولـی در نقـوش     
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ــروتئین  ــورزي پ ــا الکتروف ــتند  ه ــاوتی نداش ــلولی تف ي س
)Shahrokhi, 1995 .( تقوي نیز بـا بررسـی ایـن    رستمی و

عوامل باکتریایی در فارس نتایج مشابهی را گزارش کردنـد  
)Rostami & Taghavi, 2001 .(    تحقیق حاضـر بـه منظـور

ي هـا  در خزانـه  Aoي هـا  بررسی همسانی یا تنوع جمعیـت 
و  ERICي هـا  مناطقی در مازنـدران بـا اسـتفاده از نشـانگر    

BOX صورت پذیرفت. 

 ها مواد و روش
 ي و تشخیصجداساز

ــی   ــه 1390 -1391در طــی فصــول زراع ــا از خزان ي ه
ــرنج شهرســتان ــدران از قبیــل هــا مختلــف ب ي اســتان مازن

فریدونکنار، محمودآباد، سـرخرود، آمـل، بابلسـر، بهنمیـر،     
بابل، قائمشهر، جویبار، ساري، بهشهر و نکا نمونه بـرداري  

ي هـا  ، گیاهچـه هـا  پس از بازدید از خزانه. صورت پذیرفت
ــوه دار ــوار قه ــم ن ــه    اي اي علائ ــد و ب ــع آوري گردی جم

جهـت جداسـازي بـاکتري، ابتـدا     . آزمایشگاه منتقل شـدند 
ي داراي علائم زیـر جریـان آب بـه خـوبی شسـته      ها برگ

شدند، سپس قطعاتی از بافت آلوده توسط تیغ سترون جـدا  
. میلی لیتر آب مقطر اسـتریل خـرد شـدند    2 – 3شد و در 

ره از سوسپانسیون به دسـت آمـده   دقیقه، یک قط 20پس از 
. مخطط گردیـد ) NAS(روي محیط آگار غذایی سوربیتول 

سـاعت در دمـاي    72ي پتري کشت شده به مدت ها تشتک
ي هـا  تـک کلـونی  . درجـه سلسـیوس نگهـداري شـدند     28

باکتري غالب در حال رشد از هر پتري انتخاب و به عنـوان  
 .کشت شد NASیک جدایه در محیط 

 بیماري زاییآزمون اثبات 

آزمــون واکــنش فــوق حساســیت بــه روش کلمنــت و  

) Klement et al., 1964(ي شـمعدانی  ها همکاران در برگ
آزمــون بیمــاري زایــی بــه روش تزریــق . صــورت گرفــت

 ,Rahimian(سوسپانســیون در بافــت گیــاهی انجــام شــد 

سوسپانسـیونی بـا    هـا  روزه جدایـه  2ي ها از کشت). 1986
واحد در  01/0کدري نوري (لی لیتر سلول در می 107تراکم 

تهیه و با اسـتفاده از سـرنگ بـه پشـت بـرگ      ) نانومتر 600
و ماکســیما ،  C955ارقــام ) Z. mays(ي ذرت هــا گیاهچــه

) Setaria italica(و چسبک ) Sorghum halepense(قیاق 
 – C° 30دمـاي  (در شرایط گلخانه  ها گلدان. تزریق گردید

. ت روزانـه ارزیـابی شـدند   نگهداري و علائـم بصـور   )22
ي شاهد با آب تزریق شـده و در شـرایط مشـابه    ها گیاهچه

 .نگهداري گردیدند

 اي ي فیزیولوژیکی، بیولوژیکی و تغذیهها آزمون

، )Kovacs, 1956(آزمـون اکسـیداز بـه روش کـواکس     
واکنش گرم، فعالیت کاتالاز، تولید سولفید هیدروژن، تولید 

هیدرولیز اسکولین، نشاسته، ژلاتـین،  آرژنین دي هیدرولاز، 
 3، آزمون اوره آز، رشد در نمک طعـام  80کازیین و تویین 

درصد و آزمون استفاده از برخی منابع هیدروکربنی بـه   4و 
 .انجام شد) Schaad et al., 2001(روش شاد و همکاران 

 ها مقایسه الگوي پروتئینی سلول

کشت داده شـدند و بعـد از    NASها روي محیط جدایه
ــاي    48 ــداري در دم ــاعت نگه ــیوس،   28س ــه سلس درج

میکرولیتر آب مقطـر سـترون    500سوسپانسیونی از آنها در 
حجـم   1/0هـا،  بـه منظـور پـاره شـدن سـلول     . تهیه گردید

 هـا  بـه هـر کـدام از نمونـه     درصـد  SDS 10سوسپانسیون، 
دقیقه در حمام آب گرم  2-5به مدت  ها اضافه شد و نمونه

 ها به منظور تخریب کامل دیواره سلولی، نمونه. قرار گرفتند
  ثانیـه بـا دسـتگاه اولتـرا     5مرتبه و هر بـار بـه مـدت     5-2
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عامل نوار قهوه اي برنج در واکنش هاي  Acidovorax  oryzaeتوالی آغازگرهاي به کاربرده شده براي ازریابی تنوع جدایه هاي . 1جدول 
ERIC-PCR   وBOX-PCR (Schaad et al., 2001.( 

Table 1. Nucleotide sequence of the primers used  for assessment of genetic diversity of  Acidovorax  oryzae  
isolates the causal agents of brown stripe of rice in ERIC & BOX-PCR (Schaad et al., 2001) 

 )Primer(آغازگر )Sequence(توالی

5'- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3' ERIC1R 

5'-AAGTAAACTGGGGTGAGCG-3' ERIC2 

5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3' BOXA1R 

  
دقیقـه در   10به مدت  ها نمونه. سونیک کاملا همگن شدند

دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند، سپس لایه روئی به  12000
عنوان نمونه حاوي پروتئین، برداشته شد و به اندازه نصـف  

الکتروفـورز  . ها به آنها گلیسیرین اضافه گردیـد حجم نمونه
ــا اســتفاده از سیســتم پــروتئین در ژل پلــ ی اکریــل آمیــد ب

غلظـت  . انجام پـذیرفت ) Laemmli, 1970(ناپیوسته لاملی 
درصـد و در ژل متـراکم    10اکریل آمید در ژل جدا کننـده  

میلـی   15الکتروفورز در شدت جریـان  . درصد بود 5کننده 
درصد کومازي بلو  1/0آمپرانجام شد، سپس ژل در محلول 

ل، اسیداسـتیک بـه ترتیـب بـه     در مخلوط آب مقطر، متـانو 
ساعت رنـگ آمیـزي    24به مدت  10:  50:  50ي ها نسبت
دقیقـه، در محلـول رنـگ     15 - 20ژل سپس به مدت . شد

آمیزي فاقد رنگ کومازي بلو رنگ بري گردیده و در اسـید  
 ). Ausubel et al., 1993(درصد نگهداري شد  7استیک 

 ژنومی DNAتهیه 

بـه روش لیـز قلیـائی سـاده      ها از سلول DNAاستخراج 
هـا روي محـیط   جدایـه ). Arabi et al., 2006(انجـام شـد   

NAS  ساعت نگهداري در دمـاي   48کشت شدند و بعد از
ــه سلســیوس، سوسپانســیونی از آنهــا در     28  1000درج

 25 -50مقـدار  . میکرولیتر آب مقطر اسـتریل تهیـه گردیـد   
 هـا  نمونـه درصد هیدروکسید پتاسیم به  5میکرولیتر محلول 

دقیقـه در حمـام آب    5 -10به مـدت  ها اضافه شد و نمونه
دقیقـه بـا سـرعت     10بـه مـدت    ها نمونه. گرم قرار گرفتند

دور سانتریفیوژ شدند، لایه روئی بـه عنـوان نمونـه     12000
درجـه سلسـیوس    -20برداشـته و در دمـاي    DNAحاوي 

 DNA  ،5براي حصـول اطمینـان از وجـود    . نگهداري شد
میکرولیتــر  2اســتخراج شــده بــه همــراه  DNAیتــر میکرول

ــرم فنــل بلــو و  1/0محلــول حــاوي  درصــد  40درصــد ب
ولـت   80گلیسرول، روي ژل آگارز یـک درصـد بـا ولتـاژ     
 .الکتروفورز و با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزي شد

 پلیمراز اي واکنش زنجیره

 ERIC1R ،ERIC2 ،BOXA1R )Schaadآغازگرهـاي  

et al., 2001 ( شرکت سیناژن تهران تهیه و مورد استفاده از
. آورده شده است 1 جدولتوالی آغازگرها در . قرار گرفتند

 40آغازگرها با افزودن آب دوبار تقطیر استریل بـه غلظـت   
پلیمـراز در حجـم    اي واکنش زنجیره. پیکومول رقیق شدند

میکرولیتر محلول پایه شامل، یک میکرولیتر از هر کـدام   23
 5/2میلـی مـولار،    dNTPs 2/0ها، یک میکرولیتر از آغازگر

، یک میکرولیتـر کلریـد منیـزیم    )PCR(10Xمیکرولیتر بافر 
میکرولیتر آنزیم پلیمراز تک با غلظت  3/0میلی مولار،  5/1
هـر   DNAمیکرولیتر از  2واحد در میکرولیتر به همراه  5/2

 .جدایه انجام شد
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 BOXو  ERIC-PCRبرنامه دمایی براي انجـام واکـنش   
بـه   C° 94به صورت یک چرخه واسرشته سازي در دمـاي  

دقیقه در دماي  1چرخه متشکل از  35دقیقه سپس  5مدت 
C° 94  ،1  دقیقه در دمايC° 52  دقیقه در دماي  3وC° 72 

 C° 72دقیقـه در دمـاي    15و یک چرخه انتهایی بـه مـدت   
تـا زمـان    -C° 20در دمـاي   PCRمحصـولات  . انجام شـد 

 .نگهداري شدندمصرف 

 PCRالکتروفورز محصولات 

میکرولیتـر از   PCR  ،5به منظـور مشـاهده محصـولات    
میکرولیتـر محلـول بارگـذاري نمونـه      2محصول به همراه 

درصد بـرم فنـل بلـو در     1/0درصد گلیسرول و  40حاوي 
درصد  2/1الکتروفورز در ژل آگارز . چاهک بارگذاري شد

به عنوان بـافر  ) TBE( 1Xر ولت و در باف 80با ولتاژ ثابت 
پـس از الکتروفـورز، ژل بـا اتیـدیوم     . تانک انجام پـذیرفت 

رنگ آمیـزي و از آن  ) میکروگرم در میلی لیتر 5/0(بروماید 
 .عکس برداري شد

 و رسم درخت فیلوژنی  ها آنالیز داده

-ERICپس از به دست آمـدن اثـر انگشـت ژنـومی در     

PCR  وBOX-PCR  نمره یک(نمره دهی بر اساس وجود (
بـه   هـا  بانـدها انجـام و داده  ) نمـره صـفر  (و یا عدم وجود 

درخت . شدند Excelصورت یک ماتریکس وارد نرم افزار 
ترسیم  02/2نسخه  NTSYSفیلوژنی با استفاده از نرم افزار 

از ضــریب تشــابه جاکــارد بــراي ). Rohlf, 1998(گردیــد 
از روش میانگین حسابی بدون وزن و  ها تعیین تشابه جدایه

، جهــت ترســیم درخــت )UPGMA(ي دوتــائی هــا گــروه
ــالیز خوشــه ــالیز . اســتفاده شــد هــا داده اي فیلــوژنی و آن آن

نتـایج بـه دسـت آمـده از سـه روش مـذکور بـه         اي خوشه

بـراي بـه دسـت    . نیز انجام شـد ) تجمیعی(صورت ترکیبی 
مختلـف  ي هـا  آمدن یک خوشه بندي بهتـر، کـارائی روش  

تجزیه کلاستر به کمک ضریب همبستگی کوفنتیـک مـورد   
در ایــن ارزیــابی، ). Farris, 1969(ارزیــابی قــرار گرفــت 

ضریب کوفنتیک میـزان ضـرایب تشـابه محاسـبه شـده بـه       
وسیله ضرایب جاکارد، دایس و سیمپل مچینگ بـا اسـتفاده   
. از نرم افزار فـوق محاسـبه و بـا یکـدیگر مقایسـه گردیـد      

اجد ضریب کوفنتیک بالاتري بود، خوشه بندي روشی که و
 . بهتري را منعکس ساخت

 نتایج
 ها خصوصیات فنوتیپی جدایه

ي هـا  جدایـه بـاکتري از گیاهچـه    90در بررسی حاضـر  
ي برنج حومـه سـاري،   ها از خزانه اي داراي علائم نوار قهوه

ها بر روي محـیط  جدایه. جدا سازي شد NASروي محیط 
NAS نبـاتی  (سفید متمایل به زرد کمرنگ  هايداراي کلنی
. ، مدور، برجسته با حاشیه صاف و نیمه شفاف بودند)رنگ
 .گرم منفی، اکسیداز، کاتالاز و اوره آز مثبت بودند ها جدایه

توانـایی تولیــد هیــدروژن ســولفید، هیــدرولیز نشاســته،  
و ذوب ژلاتـین را   80هیدرولیز کـازئین، هیـدرولیز تـوئین    

آرژنـین دي  . ه هیدرولیز اسکولین نبودنـد داشته ولی قادر ب
درصـد   3هیدرولاز تولید نکرده، توانائی رشـد روي نمـک   

-قادربا اسـتفاده از دي  ها جدایه. درصد را داشتند 4ولی نه 
-ریبوز و دي -گلوکز، دي-سوربیتول، مانیتول، زایلوز، دي

تارتاریــک اســید بــوده ولــی توانــائی اســتفاده ازســوکروز، 
آرژنـین، کاپریـک    -ین، مانوز، اینوزیتول، الترهالوز، سالیس

ي هـا  بر اسـاس نتـایج آزمـون   . اسید و اسکولین را نداشتند
 Acidovorax ي مورد بررسـی بـه عنـوان   ها فنوتیپی جدایه

oryzae )Garrity, 2005 (شناسایی شدند.  
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(b) (a) 

بـه    Acidovorax oryzaeظاهر شده روي گیاهچه هاي ذرت مایه زنی شـده بـا یـک جدایـه     ) b(و نکروز ) a(علائم آبسوختگی . 1شکل
 . روز پس از مایه زنی و نگهداري گیاهان در گلخانه 8و  4ترتیب 

Fig 1. Water-soaked (a) and necrotic stripe (b) produced on corn leaves 4 and 8 days following inoculation, 
respectively, with a representative isolate of Acidovorax oryzae . 

 بیماري زایی

هـاي   ي نماینـده بـر روي گیاهچـه    هـا  بیماریزائی جدایه
و چسبک ) Sorghum halepense(، قیاق ) Z. mays(ذرت 

)Setaria italica (ــه اثبــات رســید ــدا لکــه. ب ي هــا در ابت
مشاهده شد که بتدریج از قسـمت وسـط نکـروز    آبسوخته 
با گذشت زمـان گسـترش یافتنـد و در آخـر      ها لکه. شدند

 ).1شکل(سبب خشکیدگی برگ شدند 

 هاهاي سلولی جدایهنقوش الکتروفورزي پروتئین

ها، در ژل پلـی اکریـل   هاي سلولی جدایهنقوش پروتئین
ها هشباهت جدای. هاي بالائی با یکدیگر داشتآمید شباهت

ــدها محاســبه و    ــا عــدم وجــود بان ــر اســاس وجــود و ی ب
دندروگرام ببر اسـاس ضـریب تشـابه جاکـارد و بـه روش      

UPGMA درصـد   45ها در سطح تشـابه  جدایه. ترسیم شد
گـروه قابـل    5درصـد بـه    68گروه و در سطح تشابه  2به 

 ).2 شکل(تمایز بودند 

 BOX-PCRو  ERICي حاصل از ها تجزیه و تحلیل داده

ژنـومی حاصـل از دو روش    DNAاثر انگشت ژنتیکـی  
ERIC  وBOX-PCR   ي مختلـف بـه   هـا  مربوط بـه جدایـه

ي به دست آمده، به روش ها داده اي آنالیز خوشه. دست آمد
UPGMA ضـریب همبسـتگی کوفنتیـک میـزان     . انجام شد

تشابه به دست آمـده از طریـق ضـرایب دایـس، جاکـارد و      
و 95/0، 91/0به ترتیب  ERICسیمپل مچینگ براي آغازگر 

 82/0و  95/0، 91/0به ترتیـب   BOXو براي آغازگر  85/0
با توجه به اینکه ضریب جاکـارد نسـبت بـه ضـرایب     . بود

فنتیک بالاتري برخوردار بود؛ دیگر از ضریب همبستگی کو
، هـا  براي خوشه بندي بهتر و تعیین میزان تشابه بین جدایـه 

ي حاصـل  ها داده اي آنالیز خوشه. از این ضریب استفاده شد
ترسیم گردید و ضریب کوفنتیـک   BOX-PCRو  ERICاز 
ژنـومی   DNAدر اثر انگشت ژنتیکی . محاسبه شد 92/0آن 

، تعــداد بانــدهاي ERIC-PCRحاصــل از  Aoي هــا جدایــه
باند و محدوده انـدازه بانـدها بـین    12تا  2تکثیر شده بین 
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هاي استان مازندران در هاي برنج خزانهبدست آمده از گیاهچه Ao)   Acidovorax oryzae(هايدندروگرام نقوش پروتئینی جدایه. 2شکل 

هـاي  خزانه Aoهاي جدایه:  هاشماره. ترسیم شد UPGMAکارد و به روش دندروگرام با ضریب تشابه جا. درصد 10ژل پلی اکریل آمید  
 (Ac 7500جدایـه مرجـع   :  Ao 11902) ICMP). 7500جدایـه مرجـع   :  Ao 254) ICMP). Sجدایـه مرجـع   :  S254.استان مازندران

(ICMP. 
Fig 2. Dendrogram of protein profile of Acidovorax oryzae (Ao) from rice seedlings in  nurseries of  the  suburb of 
Sari  in 10% polyacrylamide gel. Cluster analysis was performed by using the jacard similarity coefficient and 
the UPGMA algorithm. The numbers: Ao isolaes from Mazandaran. S254: standard isolate Ao (ICMP 254). S: 
standard isolate Ao( ICMP 11902). 7500: standard isolate Ac (ICMP 7500). 

  
 ). 3 شکل(کیلو باز بود 1تا  150 

آمــده بــا آغــازگر اي نتــایج بــه دســتدر آنــالیز خوشــه
ERIC1R  وERIC 2 و  35،  20در سـطح تشـابه   هـا  جدایه

گـروه قــرار گرفتنــد   10و  5،  2در درصـد بــه ترتیــب   65
ــومی حاصــل  ). 4 شــکل( ــر انگشــت ژن  BOX-PCRدر اث
ــا  2تعــداد بانــدهاي تکثیــر شــده ) 5 شــکل( ــد و  10ت بان

در آنـالیز  . جفت باز بـود  1500تا  150محدوده باندها بین 

در  هـا  جدایه BOX -PCRاي نتایج به دست آمده در خوشه
 7و  16، 23ب بـه  درصد به ترتی 20و  50، 80سطح تشابه 

 ).6 شکل(گروه تقسیم شدند 

ــالیز ترکیبــی داده و  ERICي حاصــل از دو روش هــا آن
BOX-PCR 

بــا ســه آغــازگر PCRي حاصــل از هــا در تجمیــع داده
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هـاي اسـتان   هـاي بـرنج خزانـه   بدست آمده از گیاهچه Ao)   Acidovorax oryzae(هايژنومی جدایه DNAاثر انگشت ژنتیکی . 3شکل 

، 87، 74، 72، 70، 40، 22، 16، 11، 2، 64، 54هاي شماره. درصد 2/1بر روي ژل آگارز  ERIC 2و  ١R ERICمازندران  با آغازگرهاي 
=  Ao 11902) ICMP). 7500جدایه مرجع =  Ao 254) ICMP). Sجدایه مرجع =  S254 .هاي استان مازندرانخزانه Aoهاي جدایه= 90

 kbp1نشانگر جرم مولکولی =  Ac 7500) (ICMP. Laجدایه مرجع 
Fig 3 . Genomic fingerprints of Acidovorax oryzae (Ao) strains  leaves seedling of rice from nurseries in the 
suburb of Sari. isolates generated from ERIC-PCR with ERIC1R and ERIC2 primers in 1.2% agarose gel. 54, 
64, 2, 11, 16, 22, 40, 70, 72, 74, 87, 90 : Ao isolaes from Mazandaran. 254: standard isolate Ao (ICMP 254). S: 
standard isolate Ao ( ICMP 11902). 7500: standard isolate Ac (ICMP 7500). La: Marker (1kbp ladder, 
Fermentas). 

  
 1R ERIC  ،ERIC 2  وBOX A1R  در سـطح   هـا  جدایـه

گـروه دسـته    16و  4درصد بـه ترتیـب بـه     50و  20تشابه 
) Acidovorax citrulii )Acبندي شدند؛ جدایـه اسـتاندارد   

قـرار گرفـت    هـا  در کنار سـایر جدایـه   اي در گروه جداگانه
 ).7 شکل(

 بحث
 هـا  بیوشیمیائی و فیزیولوژیکی جدایهي ها با انجام آزمون

شناسـائی شـدند؛ کـه بـا      Acidovorax oryzaeبـه عنـوان   
و ویلمــز و  )Rahimian, 1986(ي رحیمیــان هــا توصــیف
در شناسـائی ایـن زیـر    ) Willems et al., 1992(همکاران 

ي مـورد مطالعـه بـر خـلاف     ها جدایه. گونه مطابقت داشت
 ,.Gardan et al( ي گـاردان و همکـاران  هـا  نتایج بررسـی 

 . آرژنین را نداشتند-توانائی استفاده از ال) 2000

مورد بررسی داراي خصوصیات فنـوتیپی   Aoي ها جدایه
مشـابهی بودنـد و تنـوعی در    ) بیوشیمیائی و فیزیولوژیکی(

ــه  ــان جدای ــا می ــاهرخی    ه ــه ش ــد، در حالیک ــاهده نش مش
)Shahrokhi, 1995 (تمی و تقــوي و رســ)Rostami & 

Taghavi, 2001 (ي خــود، بــه وجــود   هــا در بررســی
ي مورد بررسی اشـاره  ها ي فنوتیپی در میان جدایهها تفاوت
ــتند ــوي   . داش ــتمی و تق ــی رس  & Rostami(در بررس

Taghavi, 2001 ( و شــاد و همکــاران)Schaad et al., 

بیماریزائی ي به دست آمده از برنج توانائی ها جدایه) 2008
در این بررسـی نیـز بیمـاریزائی    . بر روي ذرت را داشته اند

ي برنج بر روي ذرت، سورگوم و چسبک به اثبات ها جدایه
نیــز بــه نتــایج ) Shahrokhi, 1995(رســید کــه شــاهرخی 
نتایج به دست آمده در این تحقیق . مشابهی دست یافته بود

عـه در ي مـورد مطال هـا  نشان داد که واکنش تمـامی جدایـه  
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، 56، 64، 60، 66، 52، 57، 62، 50، 11، 19، 54، 15هـاي شـماره   جدایه ERIC-PCR. هادر آزمون دندروگرام اثر انگشت جدایه. 4شکل

-از خزانه )Acidovorax  oryzae (Aoجدایه هاي : 77، 80، 70، 74، 49، 84، 79، 72، 40، 2، 83، 90، 87، 28، 44، 12، 34، 22، 16، 63

 (Ac 7500جدایـه مرجـع   :  Ao 11902) ICMP). Aacجدایه مرجع :  Ao 254) ICMP). Sجدایه مرجع : Aaa. حومه ساريهاي برنج 

(ICMP. ها بر اساس ضریب جاکارد محاسبه و دندروگرام به روش تشابه جدایهUPGMA ترسیم شد. 
Fig 4 .Dendrogram of fingerprint pattern of Acidovorax isolates in ERIC-PCR. 15, 54, 19, 11, 50, 62, 57, 52, 66, 
60,64, 56, 63, 16, 22, 34, 12, 44, 28, 87, 90, 83, 2, 40, 72, 79, 84, 49, 74, 70, 80, 77: Acidovorax  oryzae (Ao)  from 
Sari  nurseries. Aaa: standard isolate Ao (ICMP 254). S: standard isolate Ao ( ICMP 11902). Aac= standard 
isolate Ac (ICMP 7500). Cluster analysis was performed by using the jacard similarity coefficient and the 
UPGMA algorithm. 

  
کـدیگر  مشابه ی اي ي مختلف بیوشیمیائی و تغذیهها آزمون 

ــد ــه. بودن ــا جدای ــوي    ه ــاظ الگ ــی از لح ــورد بررس ي م
درصد به دو گـروه   45ي سلولی در سطح تشابه ها پروتئین

معهـذا  . و هر گروه به چندین زیر گروه قابل تمـایز بودنـد  
وجـود داشـت و    ها تفاوت کمی در الگوي پروتئینی جدایه

بسـیار   هـا  ي سلولی تعداد زیادي از جدایهها الگوي پروتئین
ي مختلـف  هـا  شباهت الگـوي پروتئینـی جدایـه   . به بودمشا

ــوار قهــوه بــرنج در بررســی رســتمی و تقــوي  اي عامــل ن
)Rostami & Taghavi, 2001 ( و شاهرخی و رحیمیان نیز

به نظر مـی رسـد روش مـذکور کـارائی    . گزارش شده بود
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هـاي سـاري بـا    هاي برنج خزانهبدست آمده از گیاهچه Ao)   Acidovorax oryzae(هايژنومی جدایه DNAاثر انگشت ژنتیکی . 5شکل 
= 90 ،80، 70، 72، 84، 74، 66، 56، 2، 63، 52، 50، 40، 34، 22، 15هـاي  شـماره  .درصـد  2/1بـر روي ژل آگـارز   BOX A1R آغازگر
جدایه :  Ao 11902) ICMP). 7500جدایه مرجع :  Ao 254) ICMP). Sجدایه مرجع :  ٢٥٤. هاي استان مازندرانخزانه Aoهاي جدایه
 kbp1 نشانگر جرم مولکولی :  Ac 7500) (ICMP. Laمرجع 

Fig 5. Genomic fingerprints of Acidovorax oryzae (Ao) isolates from rice seedlings of rice nurseries in Sari, 
Mazandaran. isolates generated from BOX-PCR with BOX A1R primer  in 1.2%  agarose gel. 15, 22, 34, 40, 50, 
52, 63, 2, 56, 66, 74M 84, 72, 70, 80, 90 local isolates: Ao isolaes from Mazandaran. 254: standard isolate Ao 
(ICMP 254). S: standard isolate Ao ( ICMP 11902). 7500: standard isolate Ac (ICMP 7500). La: Marker (1kbp 
ladder, Fermentas). 
 

نداشـته   اي ي عامـل نـوار قهـوه   هـا  مناسبی در تمایز جدایـه 
ي عامـل نـوار   هـا  تفکیـک و شناسـائی دقیـق جدایـه    . باشد
و بررسـی نقـوش    ، با روشهاي متداول بیوشیمیائی اي قهوه

پروتئینی امکان پذیر نیست در حـالی کـه وجـود یـا عـدم      
در زمینه تدوین و اتخاذ تدابیر مناسـب   وجود تنوع ژنتیکی

. پیشگیري و کنترل بیماري می توانـد حـائز اهمیـت باشـد    
ایزوزیمی ،آنالیز اسیدهاي چرب و  ي سرولوژیکی،ها روش

ي سلولی در الکتروفورز دو بعدي ها بررسی نقوش پروتئین
اغلب زمان بر و پرهزینه بوده و از حساسیت و دقت کـافی  

یز تعیین روابط فیلـوژنی برخـوردار   جهت تخمین تنوع و ن
ارزیــابی و تــدوین ). De Brujin et al., 1996(نیســتند 
ي تشـخیص و دقیـق و افتراقـی تمـایز بـر اسـاس       ها روش
ي مبتنـی بـر انگشـت نگـاري ژنتیکـی کـارایی       هـا  رهیافت

 . مطلوبی داشته اند

سرتاسـر  در  ERICو  BOXي تکـرار شـونده   هـا  توالی
ي مختلف پراکنده اند و ممکن اسـت نقـش   ها ژنوم باکتري

بـا  . داشـته باشـند   هـا  مهمی در سازمان دهی ژنـوم بـاکتري  
با اسـتفاده از   ها در ژنوم باکتري ها ردیابی پراکنش این توالی

می توان به ساختار ، مسیر تکاملی ژنوم و  rep-PCRروش 
در  هـا  بـاکتري ي ها نیز همسانی یا تنوع موجود در جمعیت

در ). Louws et al., 1994(مسیر تکاملی ژنوم دست یافت 
 BOXي ها با روش ها این بررسی اثر انگشت ژنتیکی جدایه

بـا اسـتفاده    ها داده اي آنالیز خوشه. تهیه شد ERIC-PCRو 
 و ضریب تشابه جاکارد ، تنوع ژنتیکـی  UPGMAاز روش 

برنج نشـان   اي عامل نوار قهوه Aoي ها بالائی را در جمعیت
بـا   هـا  دندروگرام حاصل از اثر انگشت ژنتیکی جدایـه . داد

 هـا  تنوع کمتـري را نشـان داد؛ جدایـه    ERIC- PCRروش 
گـروه   5و  2درصد به ترتیـب بـه    35و  20درسطح تشابه 
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، 64، 12، 60، 63، 49، 44، 50، 22، 54، 19، 15هاي شماره جدایه BOX-PCR. هادر آزمون دندروگرام الگوي اثر انگشت جدایه.  6شکل 

از  )Acidovorax  oryzae (Aoجدایـه هـاي   : 79، 80، 52، 84، 90، 40، 16، 11، 34، 70، 72، 87، 77، 66، 74، 83، 2، 57، 56، 28، 62
 (Ac 7500جدایـه مرجـع   :  Ao 11902) ICMP). Aacجدایه مرجع :  Ao 254) ICMP). Sجدایه مرجع :  Aaa. هاي برنج ساريخزانه

(ICMP .ها بر اساس ضریب جاکارد محاسبه و دندروگرام به روش تشابه جدایهUPGMA ترسیم شد. 
Fig 6. Dendrogram of fingerprint pattern of isolates in BOX-PCR. The numbers 15, 19, 54, 22, 50, 44, 49, 63, 60, 
12, 64, 62, 28, 56, 57, 2, 83, 74, 66, 77, 87, 72, 70, 34, 11, 16, 40, 90, 84, 52, 80,79: Acidovorax  oryzae (Ao)  from 
Mazandaran  nurseries. Aaa: standard isolate Ao (ICMP 254). S: standard isolate Ao ( ICMP 11902). Aac= 
standard isolate Ac (ICMP 7500). Cluster analysis was performed by using the jacard similarity coefficient and 
the UPGMA algorithm. 
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، 83، 87، 34، 16، 11، 54، 19، 15هاي شـماره  جدایه.  BOX-PCRو   ERICهادر آزمون دندروگرام الگوي اثر انگشت جدایه.  7شکل 

 Acidovoraxجدایـــه هـــاي : 80، 79، 77، 70، 84، 90، 40، 2، 74، 72، 52، 66، 57، 56، 62، 60، 63، 64، 50، 49، 28، 12، 44، 22

oryzae (Ao( هاي برنج مازندراناز خزانه .Aaa  : جدایه مرجعAo 254) ICMP). S  : جدایه مرجعAo 11902) ICMP). Aac  :  جدایـه
 .ترسیم شد UPGMAها بر اساس ضریب جاکارد محاسبه و دندروگرام به روش تشابه جدایه. Ac 7500) (ICMPمرجع 

Fig 7. Dendrogram of fingerprint patterns of isolates in ERIC and BOX-PCR. The numbers 15, 19, 54, 11, 16, 34, 
87, 83, 22, 44, 12, 28, 49, 50, 64, 63, 60, 62, 56, 57, 66, 52, 72, 74, 2, 40, 90, 84, 70, 77, 79, 80: Acidovorax  oryzae 
(Ao)  from Mazandaran  nurseries. Aaa: standard isolate Ao (ICMP 254). S: standard isolate Ao ( ICMP 11902). 
Aac= standard isolate Ac (ICMP 7500). Cluster analysis was performed by using the jacard similarity coefficient 
and the UPGMA algorithm. 
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، منجر بـه تمـایز   BOX-PCRدسته بندي شدند در حالیکه 
. گــروه شــد 7درصــد، بــه  20در ســطح تشــابه  هــا جدایــه

ي حاصل از ها دندروگرام ترسیم شده بر اساس ترکیب داده
ــون  ــک   rep-PCRدو آزم ــا ضــریب کوفنتی ــوع 92/0ب ، تن

جدایـه اسـتاندارد   را به خوبی نشان داد ؛ بطوریکه  ها جدایه
Ac   بــه طــور جداگانــه در گــروه مجزایــی در کنــار ســایر

ایـن در حـالی بـود کـه آغازگرهـاي      . قرار گرفت ها جدایه
ERIC, BOX   به تنهائی قابلیت تمایز جدایـهAc   مرجـع را
 . نداشتند Aoي ها از سایر جدایه

مـورد   Aoي هـا  نتایج این بررسی نشـان داد کـه جدایـه   

ــه داراي  ــوتیپی  مطالعـ ــیات فنـ ــیمیائی و (خصوصـ بیوشـ
نتوانسـت   هـا  مشابهی بودند؛ لذا این ویژگـی ) فیزیولوژیکی
بـا توجـه بـه اینکـه روش     . را منعکس سازد ها تنوع جدایه

rep-PCR ي ها توانست تنوع بالاي جدایهAo    را بـه خـوبی
منعکس کند، این روش به عنوان یک روش مولکولی مفیـد  

بـا  . ا از یکدیگر متمـایز کنـد  ي مختلف رها می تواند جدایه
توجــه بــه ســابقه کشــت و کــار طــولانی مــدت بــرنج در  

ها ،  تواند نشانه بروز تغییر ها می مازندران، تنوع بالاي جدایه
هـائی باشـد کـه بـه مـرور       و جهش ها اضافه یا حذف شدن
  .است ي باکتري اتفاق افتادهها زمان در جمعیت
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