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هاي مختلف  یزبانماز  A. vitisو  tumefaciens Agrobacteriumهاي  تنوع ژنوتیپی جدایه
  *RAPDهاي غربی و جنوبی ایران با استفاده از نشانگر در برخی از  استان
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  دهیچک
ي پرورش ها گلخانههاي مو،  از باغ 1392-93هاي در سال A.vitisو  tumefaciens Agrobacterium هاي به منظور بررسی تنوع ژنتیکی گونه

از گیاهـان   ،)کردسـتان و کرمانشـاه  (و غربـی  ) یلویه و بویراحمدکهک(، جنوب غربی) فارس(جنوبی  قند در استانر گل رز و مزارع چغند
زایی و همچنـین  شیمیایی، بیماري یوبهاي هاي فنوتیپی، آزمون اساس ویژگیر ب .داراي علائم گال طوقه و ریشه نمونه برداري صورت گرفت

بیمـارگر بـه عنـوان،    ) PGF/PGR و VCF/VCR(و اختصاصی در سطح گونـه  ) virD2A/virD2C(با استفاده از آغازگرهاي عمومی جنس 
tumefaciens A.  وA.vitis  علاوه بر این با استفاده از جفت آغازگرهاي . شناسایی شد VisF/VisR وVisFF1/R2    هـاي  نـوع اوپـین جدایـه 

A.vitis هاي دو گونـه  جهت بررسی تنوع ژنتیکی بین جدایه. تشخیص داده شدtumefaciens .A  وA.vitis  شـکلی تصـادفی   ددر آزمـون چن
مختلف  هاي متعلق به میزبان هاي جدایه tumefaciens .Aدر گونه . استفاده شد آغازگر تصادفی 11از  )RAPD(اي اني ديقطعات تکثیر شده

متعلـق بـه دو گونـه     هـاي  نشان داد که جدایـه  نتایج. به دو گروه  تقسیم شدند A.vitis هاي درصد به سه گروه و جدایه 73در سطح تشابه 
tumefaciens .A  وA.vitis جغرافیایی در چند گروه مختلف قرار گرفتنـد  هاي به دست آمده از یک منطقهداراي تنوع زیادي بودند و جدایه .

بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي    .د نداشـت  ها ارتباطی وجـو جغرافیایی یا میزبان آن هاي مورد بررسی و منطقههمچنین بین تنوع ژنتیکی جدایه
VisF/VisR وVisFF1/R2  ي هایهجدادرصد از  9/57مشخص شد  کهA.vitis  ،درصد از جدایه داراي ژن  3/26داراي ژن کد کننده ویتوپین

  .دها قادر به تکثیر هیچ یک از قطعات ذکر شده نبودندرصد جدایه 8/15نوپالین  بودند و / کد کننده اوپین اکتوپین 

  ، نشانگر مولکولیTiگال طوقه، پلاسمید : کلیدواژه

  رازیدانشگاه ش ،يارشد نگارنده اول، ارائه شده به دانشکده کشاورز ینامه کارشناس انیاز پا یبخش* 
  mtaghavi@shirazu.ac.ir :یکیمسئول مکاتبات، پست الکترون** 

  رازیدانشگاه ش ،يدانشکده کشاورز یاهیگ یشناس يماری،استادو استاد ب یاهیگ یشناس يماریارشد ب یدانش آموخته کارشناس بیبه ترت. 1
  رازیدانشگاه ش ،يدانشکده کشاورز يوتکنولوژیپژوهشکده ب اریدانش. 2
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Abstract 
To assess the genetic diversity of Agrobacterium tumefaciens and A.vitis , during 2013 and 2014, samples of 
grapevine, rose and sugar beet with gall symptoms on crown and roots were collected from different areas of 
southern (Fars and kohgiluye and Boyerahmad) and western (Kurdistan and Kermanshah) provinces of  Iran. 
Based on phenotypic characteristics, biochemical and pathogenicity tests as well as using the generic primers 
virD2A/virD2C the isolates were identified as Agrobacterium. Furthermore, species-specific primer pairs 
VCF/VCR for A. tumefaciens, as well as PGF/PGR for A. vitis were used to determine the identity of the 
causal agent.For detection of opine type among A. vitis isolates, a PCR assay was carried out using primer 
pairs VisF/VisR and VisFF1/ R2. Genetic diversity of A. tumefaciens and A.vitis isolates were investigated 
by random amplified polymorphic DNA technique using 11 random primers. The A.tumefaciens isolates 
clustered in three groups at 73% level of similarity and A.vitis clustered in two  groups. Based on the results,  
A. tumefaciens and A.vitis isolates showed high genetic diversity even in a same geographical region. In 
conclusion, no correlation was observed between genetic diversity and geographical origins or their host 
plants. For detection of opine genes among A. vitis isolates, a PCR assay was carried out using primer pairs 
VisF/VisR and VisFF1/R2. Our results revealed that 57.9% of A. vitis isolates produced vitopine and 26.3% 
of them produced octopine or nopaline, whereas 15.8% of isolates were unable to amplify specific fragment. 
Keywords: Crown gall, Ti plasmid, Molecular marker 
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  مقدمه

ــاکتریوم  ــهاگروب ــوان ب ــاکتري  عن داراي  زاد خــاكیــک ب
هـاي بکـر و فاقـد    پراکنش بسیار وسیعی است و در زمـین 

و تهدید جدي براي احداث باغ  تکشت نیز یافت شده اس
 ,Pulawska(باشـد  یم ـي جدیـد  هـا  مکاندر  ها نهالستانو 

سبب ایجاد گال طوقـه    Agrobacteriumهاي گونه.)2010
ینتــی و ز ،دار هســته ،دار دانــهطیــف وســیعی از گیاهــان  در

 93جـنس و   331گونه گیاهی متعلق به  643شامل (زراعی 
در  . )De Cleene & De Ley, 1976(شـوند  مـی ) خانواده
ي اخیر، گال طوقه به یک بیماري مهم باکتریـایی در  ها سال

هـاي   یـان زو    شـده   هـا تبـدیل   مـزارع و بـاغ  ها ،  نهالستان
ــادي  ــتردهاقتصـ ــولات وارد  ا گسـ ــن محصـ ــه ایـ ي را بـ

-ي و نـام بنـد  طبقـه  )Tzfira & Citovsky, 2008(کنـد  یم ـ

 ـ  گذاري گونـه  اسـاس علائـم گـال،    ر هـاي اگروبـاکتریوم ب
این  .زایی صورت گرفته است و ژنتیک بیماري یشناس سبب

. یوشیمیایی به سه بیوار تقسیم شدبي ها آزمونجنس برپایه 
 ـ   2001در سال   16Sاسـاس تـوالی   ر یانـگ و همکـاران ب

rRNA   پیشنهاد تغییر نامAgrobacterium  بهRhizobium 
ــی  ــد، همچن ــرح کردن ــه  پن را مط ــر گون ــنهاد تغیی  .Aیش

tumefaciens به R. radiobacter  نیز ارائه شد)Young et 

al. 2004(  .  واقـع   موردقبـول اگرچه این پیشنهادها چنـدان
ي بنــد طبقــهالمللــی  ینبــاســاس گــزارش کمیتــه ر بــ. نشـد 

ي  هـــا گونـــه 2011در ســـال ) ICSP1(هـــا پروکـــاریوت
A.vitis،A.rubi,  و A. larrymoorei  سـه گونـه    عنـوان  به

 عنـوان  بـه  2همچنین بیـوار   .دید قرار گرفتنتائهمگن مورد 
Rhizobium rhizogenes ــام ــذار ن ــه  یدرحــالي شــد، گ ک

                                                      

1. International Committee on Systematics of  
Prokaryotes 

یـک   عنـوان  بـه سبب شد که این بیـوار   1ناهمگنی در بیوار
در .  .گونه ژنـومی معرفـی شـود   11گونه کمپلکس و شامل 

حال حاضر چهار گونه ژنومی اسم گونه دریافت کرده انـد  
 .A هـاي  این گونه کمپلکس شامل جدایه 4که گونه ژنومی 

radiobacter و tumefaciens A. باشد  یم)Lindstrom & 

Young  2011 .( 

ه در ایـران مربـوط   اولین گزارش از بیماري سرطان طوق
ي ارومیه است و سپس در سال ها تاکستاناز  1337به سال 

ــه   عامـــل 1345 ــور در منطقـ ــان انگـ ــاري  از درختـ بیمـ
شناسـایی   A. tumefaciensزهراي قزوین بـه عنـوان     ینبوئ
ــد ــدر . ) (Amani  1966 ش ــده   یبررس ــام ش ــاي انج ه

Agrobacterium  به عنوان عامل گال طوقه مـو   3و  1بیوار
 Ale-Yasin( یلویه و بویراحمدکهکي  فارس و ها استاندر 

& Banihashemi   1993 ( و آذربایجــان غربــی(Irani 

&Ghasemi  2004)    و کـرج و تاکسـتان)Fatehi et al. 

 از Agrobacterium اخیـر  هـاي  در سال.معرفی شد)  1998
هلو، فیکوس بنجـامین، چغنـدر    سیب، گیلاس، شلیل، آلو ،

 & Marefat(قند، سرو و گردو از ایران گزارش شده است 

Hassanzadeh 1998 ,Taghavi and Golkhandan  
2005, . 2007 Niknezhad Kazempour et al  , Salehi 

et al. 2003 , Rouhrazi & Rahimian 2014(.  
 ي مختلـف ماننـد  هـا  جنبهتنوع جمعیت اگروباکتریوم از 

ــانی    ــه میزب ــوع دامن ــا تن ــوع پلاســمید و ی ــوم ،تن ــوع ژن تن
).  shams et al., 2012(اســت گرفتــه قــراری موردبررس ـ

جهت بررسی تنوع ژنتیکی از نشانگرهاي مختلف  از قبیـل  
RAPD  ،PCR-RFLP و rep-PCR ــتفاده ــده اس ــت ش  اس

)Irelan & Meredith 1996 , Puławska & Kałużna, 

2011, Momol et al. 1998,  Llop et al. 2003, 
Kawaguchi et al., 2008( نشـان   ها پژوهشیج این که نتا

هستند و  ناهمگن یاربسهاي اگروباکتریوم  یتجمعدهد ، یم
. مشاهده شـده اسـت   ها آنهاي  یتجمعتنوع بالایی در بین 



  ... مختلف يها زبانيماز  A. vitisو  tumefaciens Agrobacterium يها هيجدا يپيتنوع ژنوت: و همکاران يمفاخر
 

178 178 
 

یایی گسترده بلکه جغرافدر مناطق  تنها نهاین میزان تنوع بالا 
درون یـک گـال نیـز     دردر داخل یـک نهالسـتان و حتـی    

  ).Puławska 2010,(گزارش شده است
 ازنظـر هاي موجـود در یـک منطقـه و نهالسـتان      يباکتر

بـا   ).et al., 2003 Szegedi(باشـند  یمتولید اوپین متفاوت 
ي کـد کننـده سـنتز اوپـین بـر روي      هـا  ژنتوجه به اینکـه  

 Tiیدشـده بـه نـوع    تول هاي پلاسمید قرار دارد و نوع اوپین
 هـاي  ین با شناسایی نوع اوپـین بنابراپلاسمید  بستگی دارد،

هاي اگروبـاکتریوم   یتجمعتوان  یمیدشده در یک منطقه تول
 ,.et al( قـرارداد ی موردبررس ـپلاسـمید   Ti تنوع  ازنظررا 

1997, Moore( .  همچنین در کنترل بیولوژیک  بیماري گال
شـناخت نـوع    A. radiobacter يهـا  گونـه طوقـه  توسـط   

ریوم زاي اگروبـاکت  یمـاري بهاي هاي تولید شده جدایهاوپین
  ).Tzfira & Citovsky, 2008(باشد یمبسیار مهم 

شناسایی و بررسی  میزان تنـوع ژنـوتیپی و تعیـین نـوع     
هـاي اگروبـاکتریوم ،   هاي تولید شده  در بین جمعیتاوپین

ــات بســیار ارزشــمندي در رابطــه بــا تحقیقــات       اطلاع
دهد، زیرا  یمیت مدیریت بیماري به ما درنهااپیدمیولوژي و 

هاي مشابه در مناطق مختلف جغرافیایی کردن جدایهبا پیدا 
هاي باکتري  دخیل  یتجمعتوان  یمهاي مختلف ،  یزبانمو 

از . در اپیدمی و گسـترش ایـن  بیمـاري را شناسـایی کـرد     
طرف دیگر با توجه به ناهمگنی  جمعیت بـاکتري انتخـاب   

بررسـی میـزان    منظـور  بهنماینده  عنوان بهها برخی از جدایه
 .A يهــا گونــههــاي مهــار زیســتی توســط کــارایی روش

radiobacter باشد یم موردتوجه.  
با در نظر گرفتن پراکنش و گسـتردگی ایـن بیمـارگر و    

هــاي مختلــف در خســارت اقتصــادي آن بــر روي میزبــان
یلویــه و بویراحمــد ،کردســتان و کهک ي فــارس ،هــا اســتان

-میزان تنـوع جدایـه   کرمانشاه این پژوهش با هدف بررسی

با استفاده از آغازگرهـاي   ها استانهاي اگروباکتریوم در این 

هـاي تولیـد شـده در    و تعیین نـوع اوپـین   RAPDتصادفی 
یري آغازگرهـاي اختصاصـی   کارگ بهبا   A. vitisهاي جدایه

  ها روشمواد و .صورت گرفته است

  ي و جداسازيبردار نمونه
ي مختلف ها زبانیماز  ي داراي علائم گال طوقهها نمونه

در تابسـتان و پـاییز سـال     چغندرقندشامل انگور،گل رز و 
ي فارس،کهکیلویـه و بویراحمد،کردسـتان   ها استاناز  1393

هـا  گال.و به آزمایشگاه منتقل  شدند يآور جمعو کرمانشاه 
دقیقـه در   5بـا آب معمـولی بـه مـدت      وشو شستپس از 

ضدعفونی و سپس توسط آب مقطر % 5/0هیپوکلرید سدیم 
ی شـده در هـاون   ضـدعفون  هـاي  گال. شدند هشستسترون 

پـس   ولـه   کاملاًسترون حاوي چند قطره آب مقطر سترون 
از سوسپانسـیون   دقیقه نگهداري در شرایط سـترون   30از 

 & RS (Roy(ی ي نیمه انتخابها کشتحاصل روي محیط 

Sasser   1وA  در دمـاي   ها تشتککشت خطی انجام شد و
روز  4تـا   3پـس از  . درجه سلسیوس  نگهداري شـدند  27
پرگنـه قرمـز بـا حاشـیه     ( Agrobacteriumهاي شبیه پرگنه

و اي و پرگنـه بـا مرکـز قهـوه     RSسفید روي محیط کشـت 
بـه محـیط کشـت    ) 1Aحاشیه سـفید روي محـیط کشـت    

(NA) Nutrient Agar     منتقــل شــدند و جهــت انجــام
هـا در آب   يبـاکتر ي تشخیصی در مراحل بعـدي  ها آزمون

 درجه سلسیوس نگهـداري شـدند   4مقطر سترون در دماي 
)Moore et al. 2001(.  

  ها جدایه شناسایی جهت یوشیمیاییب يها آزمون

ي اســتاندارد هــا آزمــونهــا  شناســایی جدایــه منظــور بــه
کتولاکتـوز،   -3تشخیصی و افتراقی این جنس شامل تولیـد  

درجــه سلســیوس و غلظــت نمــک دو  35رشــد در دمــاي 
درصـد، تولیـد قلیـا از مالونیـک اسـید و اسـید تارتاریـک،        
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واکنش اکسیداز، کاتالاز، واکنش قلیایی در شیر لیتمـوس و  
 ).Moore et al. 2001(مصرف سیترات انجام شد 

  زایی ماريیبآزمون 

هـا در ایجـاد گـال،    بررسـی  توانـایی جدایـه    منظـور  به
ساعته بـاکتري   24از کشت ) OD600nm=0.1(سوسپانسیونی 

یجادشـده  اي ها زخممیکرولیتر به محل  20تهیه و به مقدار 
ــوان    ــان جـ ــاقه گیاهـ ــترون در سـ ــکالپل سـ ــط اسـ توسـ

 Lycopersicon esculentum cv. Sunseed(فرنگـی  گوجه

 .Helianthus annuus cv(گردان بتـــاآف و) 6189

Armavirski( حفظ رطوبـت، ناحیـه    منظور به. شد زنیمایه
ــهما ــارافیلم پوشــانده    ی ــا پ ــه مــدت دو روز ب ــی شــده ب زن
درجـه   25زنی شـده در گلخانـه در دمـاي     یهماگیاهان .شد

هفتـه گیاهـان    4تـا   3سلسیوس  نگهداري شدند و بعد از 
آزمـون  . بررسـی قـرار گرفتنـد   د بروز علائـم مـور   ازلحاظ

. یج نیز انجام شـد هوي ها ورقهزایی باکتري بر روي  یماريب
هاي سترون حاوي کاغـذ صـافی    ي هویج در تشتکها ورقه

و مقـداري از   داده شـد مرطوب با آب مقطر سـترون قـرار   
ساعته باکتري روي لایه مریسـتمی   24سوسپانسیون کشت 

 22هفتـه  در دمـاي   ها به مـدت دو   تشتک. زنی شد یهماآن 
تشـکیل   ازلحاظ ها ورقهدرجه سلسیوس نگهداري  و سطح 

  .)Schaad et al. 1988( بررسی قرار گرفتد کالوس مور

 PCRآزمون 

 ها با استفاده از روش لیـز قلیـایی  جدایه DNAاستخراج 
)alkaline lysis  ( 24براي این منظور از کشت . انجام شد 

ســـــاعته بـــــاکتري روي محـــــیط آگـــــار غـــــذایی 
در آب مقطـر سـترون تهیـه    ) OD600nm=0.2(سوسپانسیونی

میکرولیتـــر  100از آن بـــا میکرولیتـــر  10ســـپس . شـــد
 15مـدت   و بـه مـولار مخلـوط    0.05هیدروکسید پتاسـیم  

سوسپانسـیون  .درجه سلسیوس قـرار داده شـد   95دقیقه در 
سـانتریفیوژ و   rpm  13000دقیقـه در  2حاصـل بـه مـدت    

الگـو   DNA عنـوان  بـه سپس محلـول رویـی را برداشـته و    
ــونجهــت انجــام  ــا آزم ــرار  مورداســتفادهي مولکــولی ه ق

  ).Rademaker and de Bruijn,1997(فتگر
در سـطح جـنس از     هـا  براي تشخیص مولکولی جدایـه 

 .Haas et al(اسـتفاده شـد    virD2A/virD2Cآغازگرهاي 

 /VCF یاختصاصهاي علاوه بر این، جفت آغازگر). 1995

VCR و PGF /PGR  هـاي  به ترتیب جهت تشخیص گونـه
tumefaciens.A   وA.vitis        مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد

)Sawada et al. 1995, Szegedi & Bottka 2002 (. توالی
. آمـده اسـت    1در جـدول   هـا  آنآغازگرها و دماي اتصال 

 A. radiobacter (ICMP 5856 )هـاي اسـتاندارد  جدایـه 
ــپلکس    ــه کم /   A. tumefaciens(C58) ،)K599 ،گون

NCPPB2659 ( A. rhizogenes  و  A. vitis (ICMP 

 .کنترل مثبت استفاده شدند عنوان به  (10752

   A. vitisهاي تعیین نوع اوپین جدایه

در   مؤثر  جهت تشخیص ژن   A.vitisهايدر بین جدایه
 اسـتفاده شـد   VisF/VisRسـنتز ویتـوپین از آغازگرهـاي    

کننده اکتوپین و نوپالین ز ي سنتها ژنهمچنین براي ردیابی .
 .Bini et al( .به کار گرفتـه شـد   VisFF1/ R2هاي آغازگر

2008, Szegedi & Bottka 2002) ( 1جدول.(  
ــره   ــنش زنجی ــام واک ــراي انج ــراز اي  ب ، از )PCR(پلیم

)Ampliqon A/S, Odense, Denmark( Master Mix 
 2شـامل   PCRلیتـري  و میکـر  25هر واکنش   .استفاده شد
 10( آغــازگرلیتــر از هــر و میکــر 1و  DNAلیتــر و میکــر

pmol×µL -1 ( لیتر و میکر 10وMaster Mix   و میکـر 11و
چرخـه دمـایی شـامل واسرشـت     .لیتر آب مقطر سترون بود

دقیقـه  4درجه سلسیوس به مدت  94اولیه در دماي  سازي
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  Agrobacterium هاي  جهت تشخیص مولکولی جدایه PCRآغازگرهاي مورد استفاده در آزمون   -1جدول 
Table 1. Primers used for molecular identification of Agrobacterium strains. 

 آغازگر
)primer( 

 

 توالی
)Sequence( 

 

 ناحیه هدف
Target region 

طول قطعه 
جفت (تکثیري
)باز  

Product size 
(bp) 

 دماي اتصال
Annealing 

temperature 

 منبع
Reference 

VirD2A 5´-ATG CCC GAT CGA GCT CAA 
GT-3´ 

virD2 gene of A. 
tumefaciens and A. 

rhizogenes 

221 54 Haas et al. 
1995 

VirD2C 5´-TCG TCT GGC TGA CTT TCG 
TCA TAA-3´ 

VCF 5´-ATCATTTGTAGCGACT-3 vir C gene of A. 
tumefaciens 

730 54 Sawada et 
al. 1995 VCR ´5´-AGCTCAAACCTG CTTC-3´ 

PGF 5´-GGGGCAGGATGCGTTTTTGAG-
3´ 

Polygalacturonase gene of 
A. vitis CG49 (accession 

number: U73161) 

466 54 Szegedi and 
Bottka 2002 

PGR 5´-
GACGGCACTGGGGCTAAGGAT-3´ 

VisF 5´-CCG GCC ACT TCT GCT ATC 
TGA-3´ 

vitopine synthase gene of 
A. vitis vitopine Ti 

plasmid 

561 54 Szegedi and 
Bottka 2002 

VisR 5´-CCA TTCACC CGT TGC TGT 
TATT -3 

VirFF1 5´-ATG AGA AAT TCG AGT TTG 
CATGATG-3´ 

virF A.vitis Octopine and 
nopaline pTi 

382 60 Bini et al., 
2008 

VirFR2 5´-TCG TGA TGG GTA TAC GCT 
ACG-3´ 

  
 94دمـاي  ر واسرشت سـازي د  صورت بهچرخه  30سپس 

ر د آغازگرهـا دقیقـه، اتصـال    1درجه سلسیوس بـه مـدت   
در درجه سلسیوس به مدت یک دقیقه، گسـترش   54دماي 
درجه سلسیوس به مدت یـک دقیقـه و گسـترش     72ي دما

 . دقیقه صورت گرفت 5نهایی به مدت 

  RAPD با استفاده از روش ها تعیین تنوع ژنتیکی جدایه

هـاي رز،   یزبـان ماز   tumefaciens.A بیست و دو جدایه
از انگور   A.vitisجدایه  19و انگور و  همچنین  چغندرقند

 یوشیمیایی و مولکولیبي فنوتیپی، ها آزمونکه با استفاده از 
جهت بررسی میزان تنوع ژنتیکی بـین   شناسایی شده بودند،

مـورد ارزیـابی قـرار     RAPDایی  با استفاده از آزمون گونه
 A. radiobacter (ICMP هـاي اسـتاندارد  جدایـه .گرفتنـد 

  A. tumefaciens(C58) ،)K599 ،گونه کمپلکس   ( 5856

 /NCPPB2659 ( A. rhizogenes  و  A. vitis (ICMP 

یـازده آغـازگر   .کنترل مثبت استفاده شدند عنوان به  (10752
تصادفی براي مطالعه اولیه مورد آزمایش قـرار گرفتنـد کـه    

قادر بـه  تولیـد بانـدهاي    ) 2جدول (هفت آغازگر تصادفی 
 25ایـن آزمـون در حجـم    . عداد و کیفیت مناسب بودندبا ت
لیتـر آغـازگر   و لیتري انجام شد که شامل یـک میکـر  و میکر

 DNA  ،10لیتــر و ،دو میکــر) pmol×µL -1 10(تصــادفی
لیتر آب مقطر سترون و میکر12و   Master Mixلیتر و میکر
 95دقیقـه در دمـاي    5با برنامه دمـایی   RAPDآزمون . بود

سیکل شامل واسرشـت سـازي    35درجه سلسیوس، سپس 
درجه سلسـیوس ، اتصـال    94به مدت یک دقیقه در دماي 

درجه سلسیوس در زمـان   42آغازگرهاي تصادفی در دماي 
درجه به مدت یک  72یک دقیقه، مرحله گسترش در دماي 

  درجـه سلسـیوس   72دقیقه در دمـاي   10یت درنهادقیقه و 
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 Random در آزمـون   آغازگرهـاي مـورد اسـتفاده    - .2 جدول

amplified polymorphic DNA  
Table 2. Primers used for random amplified 
polymorphic DNA 
 منبع

Reference 
 -´5- ´3 توالی

Sequence (5´ -3´) 

 آغازگر
Primer 

R13 GGACGACAAG Momol et al., 1998 
A10 GTGATCGCAG 
A9 GGGTAACGCC 
OPE-2 GGTGCGGGAA Lop et al., 2003 
OPE-7 AGATGCAGCC 
OPE-14 TGCGGCTGAG 
OPE-20 AACGGTGACC 
OPB-18 CCACAGCAGT Maki-valkama  & 

Karjalainen, 1994 OPB- O7 GGTGACGCAG 
OPB- O8 GTCCACACGG 
OPB- 11 GTAGACCCGT 

  
 منظـور  بـه . صورت گرفت DNAي ها رشتهنهایی  گسترش

ــدها توســط آغازگرهــاي   ــر بان ــذیري تکثی بررســی تکرارپ
. بـار تکـرار شـد   و تصادفی، این آزمون براي هر آغـازگر د 

حاصـل از   PCRبررسی الگوي باندي، محصولات  منظور به
درصـد الکتروفـورز    5/1در آگـاروز    ي تصـادفی آغازگرها

  .شد

  ي ژنوتیپی ها دادهواکاوي 

ــه   ــورزي حاصــل از تجزی ــ  RAPDنقــوش الکتروف ر ب
 صـورت  بـه  هـا  نمونهاساس  وجود یا فقدان باند خاص در 

صفر یا یک نمره دهی شد که عدد صفر بیانگر عدم وجـود  
و عـدد یـک بیـانگر     )عدم تشابه ژنتیکـی (باندهاي مشترك 

بــراي . اســت ) تشــابه ژنتیکــی(الگوهــاي بانــدي یکســان 
. گر سه بار نمره دهی تکرار شـد افزایش دقت براي هر آغاز

 (Ntsys-pc version 2.02)سپس بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     
اي بـر  ي خوشهتجزیه.  ها بررسی شد ژنتیکی جدایه  فاصله

 (Hierachical Technique)اســاس روش سلســله مراتبــی
از  هــا واقعـی میــان خوشــه   فاصــلهانجـام و بــراي بررســی  

 Unweight Pair-Group Method (UPGMA)روش

using Arithmetic  و ضــریب تشــابهSimple matching 
  . شده استفاده

  معیارهاي سودمندي نشانگرها

ین آغـازگر جهـت تفکیـک بـین     تر مناسبجهت تعیین 
، )PIC( 2یچندشـکل ها معیارهاي محتـوي اطلاعـات   جدایه

 طـور  بـه ) DP(4و قـدرت تفکیـک  ) PI( 3احتمـال همسـانی  
. محاسـبه شـد   ها فرمولاساس ر جداگانه براي هر آغازگر ب

)Xu et al. 2004.(  

  
Pi  للآبیانگر فراوانی i ،امPj  ـآبیانگر فراوانی   kام و j لل

  ).Xu et al. 2004(است  للآبیانگر تعداد 

  

  
Pi آلبیانگر فراوانی i ،امPj    ـآبیـانگر فراوانـی   nام و j لل

    ).Xu et al. 2004(است  للآبیانگر تعداد 

  نتایج و بحث

  جداسازي

پـس از کشــت سوسپانســیون حاصــل از  گــال گیاهــان  
ــدمو،گــل رز و  ــیط  چغندرقن ــا کشــتروي مح ــه ه ي نیم

پـس   Agrobacteriumهاي شـبیه   ، پرگنهRSو   1Aانتخابی
هاي ذکرشـده انتخـاب و روي    یطمحروز از روي  5تا  2از 
ي مربوط بـه گـال   ها نمونه. ي شدندساز خالص NAط محی

با حاشیه سفید و مرکز قرمـز   هاي پرگنه RSمو روي محیط 

                                                      
٢- Polymorphic Information Content   
٣- Probability Identity   
٤- Discriminating power   
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 چغندرقنـد هاي رز و ي مربوط به گالها نمونه. ایجاد کردند
هـاي مربـوط بـه گـال مـو روي      دایهبه همراه تعدادي از ج

اي بـا حاشـیه سـفید    قهـوه  هـاي  پرگنه صورت به 1Aمحیط 

شـده در ایـن    یبررسجدایه ي  56مشخصات . ظاهر شدند 
  . آمده است 3پژوهش، در جدول

  
در  1393در تابسـتان و پـاییز سـال     غندرقندچ جدا شده از میزبان هاي مو، گل رز، ،Agrobacteriumمشخصات جدایه هاي  – 3 جدول

  استان هاي  فارس، کهگیلویه و بویراحمد، کردستان و کرمانشاه 
Table 3. Characteristics of Agrobacterium strains, isolated from grapevine, rose and sugar beet during the 
summer and fall of  2014 in Fars and Kohgiluye and Boyerahmad , Kurdistan and Kermanshah provinces  

  تکثیر قطعه مورد نظر
Amplification of target 

sequence using primer pair: 

  کد
 جدایه

Isolates 

 میزبان
Natural Host 

 محل جمع آوري
Source 

Agrobacterium 
Species 

VirFF1/ 
VirFR2 

VisF/ 
VisR 

PGF/ 
PGR 

VCF/ 
VCR 

VirD2A/ 
VirD2C 

_ +  + _  +  KS1 تا KS5  تاك )grapevin(   سریش آباد  
)(Serish abad  

A.vitis 

_ _ + _ +  KG1  تاك )grapevin(  قروه )Qorveh(  A.vitis 

_ _ + _ +  KG2  تاك )grapevin(   قروه)Qorveh( A.vitis 

_ _ + _ +  KG3  تاك )grapevin(   قروه)Qorveh( A.vitis 

_  _ _ +  +  KG5 تاك )grapevin(   قروه)Qorveh( A.tumefaciens 
_ + + _ +  KM1 تاك )grapevin(   مریوان)Marivan(  A.vitis 

+  _  + _ +  KM2 تاك )grapevin(   مریوان)Marivan(  A.vitis 
_ + + _ +  KD1 تاك )grapevin(  دهگلان  )Dehgolan(  A.vitis 
_ + + _ +  KD2  تاك )grapevin(  دهگلان )Dehgolan(  A.vitis 

_ _ _ + +  KB1  تاك )grapevin(   بیجار)Bijar(  A.tumefaciens 
+ _ + _ +  Sep1 تاك )grapevin(  سپیدان )Sepidan(  A.vitis 

+ _  + _ +  Sep2 تاك )grapevin(  سپیدان )Sepidan(  A.vitis 

+ _ + _ +  Ss1 تاك )grapevin(  سی سخت )Sisakht(  A.vitis 

+ _ + _ +  Ss2 تاك )grapevin(  سخت سی )Sisakht(  A.vitis 

_ + + _ +  Dz1   تا Dz3 تاك )grapevin(  دشمن زیاري  
)Doshman Ziari(  

A.vitis 

_ _ _ + +  V.kh1 تاك )grapevin(  خان زنیان  
)Khaneh Zenyan(  

A.tumefaciens 

_ _ _ + +  Ya 2  رز)rose(  یاسوج)Yasuj(  A.tumefaciens 
_ _ _ + +  Ya 4   رز)rose(  یاسوج)Yasuj(  A.tumefaciens 

_ _ _ + +  Ya 5  رز)rose(  یاسوج)Yasuj(  A.tumefaciens 

_ _ _ + +  Khz2  رز)rose( خان زنیان  
)Khaneh Zenyan(  

A.tumefaciens 
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   3 ادامۀ جدول
Table 3. Continued. 

  تکثیر قطعه مورد نظر
Amplification of target 

sequence using primer pair: 

  کد
 جدایه

Isolates 

 میزبان
Natural Host 

 محل جمع آوري
Source 

Agrobacterium 
Species 

VirFF1/ 
VirFR2 

VisF/ 
VisR 

PGF/ 
PGR 

VCF/ 
VCR 

VirD2A/ 
VirD2C 

_ _ _ + +  Khz4  رز)rose( خان زنیان  
) Khaneh Zenyan( 

A.tumefaciens 

_ _ _ + +  Khz7  رز)rose( خان زنیان  
) Khaneh Zenyan( 

A.tumefaciens 

_ _ _ + +  Kr1 چغندرقند  
)sugar beet(  

  کرمانشاه 
)Kermanshah(  

A.tumefaciens 

_ _ _ + +  Kr2 چغندرقند 

)sugar beet(  
  کرمانشاه

)Kermanshah(  
A.tumefaciens 

_ _ _ + +  Kr4 چغندرقند 

)sugar beet( 

  کرمانشاه
)Kermanshah(  

A.tumefaciens 

_ _ _ + +  Egh1 چغندرقند 

)sugar beet( 

 Eqlid(  A.tumefaciens(اقلید 

_ _ _ + +  Egh2 چغندرقند 

)sugar beet( 

 Eqlid(  A.tumefaciens(اقلید 

_ _ _ + +  Egh4  تا Egh6 چغندرقند 

)sugar beet( 

 Eqlid(  A.tumefaciens(اقلید 

_ _ _ + +  ICMP 5856  مرجع   A. radiobacter  

+ _ + _ +  ICMP 10752  مرجع  A.vitis 
 

_ _ _ + +  K599 مرجع  A. rhizogenes 

  Amplification of target sequence using primer :+  تکثیر قطعه مورد نظر توسط آغازگر+ : 
  Non-amplification of target sequencey using primer :-  عدم تکثیر قطعه مورد  نظر توسط آغازگر:  -

  
  هاجدایه شناسایی شیمیایی جهت یوب يها آزمون

ها اکسیداز و کاتالاز مثبت و توانایی رشد در همه جدایه
درصـد   2درجه سلسیوس و محیط کشت حاوي  35دماي 

ها هاي افتراقی جدایهسایر آزمون بر اساس. نمک را داشتند
  .شناسایی شد A.vitisو  tumefaciens.Aعنوان به

  زایی  یماريباثبات 
متفـاوت در  ه هایی با ظاهر و انـداز پس از سه هفته گال

مشـاهده  گردان  بی و آفتـا فرنگ گوجهشده   گیاهان مایه زنی
ي هـا  زخـم ها در تمام محـل  برخی از جدایه). 1شکل (شد

ها فقط در ساقه گال ایجاد کردند در حالی که بعضی جدایه
  در روش اثبـات  . گـال شـدند  یک محل زخم سبب ایجـاد  
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ایجاد علائم گال طوقه روي گیاهـان  مایـه زنـی شـده      -1شکل 

جدا شـده از گیاهـان    .Agrobacterium sppتوسط جدایه هاي  
و ) a(علائــم گــال در گوجــه فرنگــی . چغندرقنــدانگــور، رز و 

تشکیل بافـت کـالوس   . روز پس از مایه زنی  b (20(آفتابگردان 
روز پـس از مایـه    c (،15) (سمت راست(هویچ  روي ورقه هاي 

  .زنی
Fig.1. Crown gall disease symptoms developed on 
artificially inoculated plants with Agrobacterium spp. 
strains isolated from grapevine, rose and sugar beet 
in greenhouse conditions. Tomato (a) and sunflower 
(b) plants with crown gall symptoms at 20 days post 
inoculation (dpi). Symptomatic carrot disk showing 
callus formation at 15 dpi (c). 

  
هـا علائـم   بیشتر جدایهز زایی با روش ورقه هویج نی یماريب

هاي هویج ایجاد کالوس را بعد از دو تا سه هفته روي ورقه
هاي مورد بررسی ایج نشان داد که جدایهنت). 1شکل (دکردن

 تعـدادي . اند زایی روي این گیاهان متفاوتاز لحاظ بیماري
ها روي سـه گیـاه مـذکور توانـایی ایجـاد گـال را       از جدایه

زا  گردان بیمـاري بهـا روي آفتـا  داشتند اما برخـی از جدایـه  
تعـدادي از  . زا بودنـد ولی روي دو گیاه دیگر غیـر بیمـاري  

ی و آفتابگردان گـال ایجـاد کـرده    فرنگ گوجهها روي جدایه
اخـتلاف در توانـاي   .  زا نبودنـد  ولی روي هـویج  بیمـاري  

توانـد   یم ـها ایجاد گال بر روي گیاهان محک توسط جدایه

زمینـه ژنتیکـی بـاکتري، زمینـه       ازجملهبه عوامل متعددي 
ــاه،    ــاکتري و گی ــین ب ــاه، ســازگاري ژنتیکــی ب ژنتیکــی گی

هــاي بــه ژنــوم گیــاه، بیــان ژن T-DNAق چگــونگی الحــا
بسـتگی داشـته باشـد     Tiزایی بـاکتري و پلاسـمید   بیماري

)Knauf et al. 1982( .زایـی  ین بـراي اثبـات بیمـاري   بنابرا
هاي عامل گال طوقه، بهتر است از چند گیـاه محـک   جدایه

  .استفاده شود

  ختصاصی با استفاده از آغازگرهاي ا ها تشخیص جدایه

اي پلیمـراز قـادر بـه تکثیـر      یـره زنجها در واکنش جدایه
ــا آغــازگر  224قطعــه  ــازي  ب  virD2A/virD2C جفــت ب
 دهنده نشان virD2تکثیر این ناحیه در  ژن ). 2شکل (شدند

زایـی   یماريبها  و  قابلیت در این جدایه Tiوجود پلاسمید 
جـنس   عنـوان  بـه هـا  باشـد بنـابراین، ایـن جدایـه     یم ها آن

Agrobaterium   شناسایی شدند.  
قنـد و برخـی از   رهاي مربوط به گیاهان رز، چغندجدایه
ــه تکثیــر قطعــه  جدایــه ــادر ب جفــت  730هــاي مــو کــه ق

ــدند  ــدي ش ــهنوکلئوتی ــوان ب ــه  عن   A. tumefaciensگون
ي جدایه 22در این بررسی از ) . 3شکل (تشخیص داده شد

حـدود  (جدایـه   3ور، زا بر روي انگ ـ یماريباگروباکتریوم  
شناسایی  A. tumefaciens عنوان به) ها  درصد جدایه75/13

 .Aهـاي  ي پیشین نیز جدایهها پژوهشدر ). 3جدول ( شد 

tumefaciens   همراه باA. vitis عامل گـال طوقـه    عنوان به
نتایج این . انگور از مناطق مختلف ایران جداسازي شده بود

دهـد کـه عامـل گـال      یم ـپژوهش و تحقیقات پیشین نشان 
باشد و با توجه بـه گسـترده    ینم A. vitisطوقه انگور فقط 

، ایـن گونـه نیـز در     A. tumefaciens بودن دامنـه میزبـانی  
شود، بنابراین در  یمي انگور باعث ایجاد بیماري ها تاکستان

تحقیقاتی که در رابطه بـا کنتـرل بیولوژیـک بیمـاري گـال      
  هـاي ا توجه به اینکه جدایـه گیرد، ب یمطوقه انگور صورت 
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 هـاي مختلـف    در جدایـه  VirD2A/ VirD2C آغـازگر  جفـت  از استفاده با  virD2  از ژن bp 224قطعه  الکتروفورزي نقوش -2 شکل

Agrobacterium :.ICMP 5856 (1)، KS1 (2)، KG1 (3)، KG2 (4)، KG5 (5)، KM1 (6)، KM2 (7)، KD1 (8)، KD2 (9)، KB1 

(10)، Sep2 (11)، Ya2 (12)، Ya5 (13)، Khz4 (14)، Khz7 (15)، Kr1 (16)، Egh2 (17)، Egh5(18)و Egh6(19)  
Figure. 2. Electrophoresis of the 224bp fragment of the virD2   gene amplified in PCR by VirD2A/ VirD2C 
primer of Agrobacterium isolates. ICMP 5856 (1), KS1 (2), KG1 (3), KG2 (4), KG5 (5), KM1 (6), KM2 (7), KD1 
(8), KD2 (9), KB1 (10), Sep2 (11), Ya2 (12), Ya5 (13), Khz4 (14), Khz7 (15), Kr1 (16), Egh2 (17), Egh5(18) and 
Egh6(19) 
 

  
 ـ  VCF/ VCR بـا اسـتفاده از جفـت آغـازگر      PCRنقوش الکتروفورزي محصـول   -3شکل  در جدایـه هـاي    bp 730   هو تکثیـر قطع

Agrobacterium tumefaciens) :1 (ICMP5856  ،Ya2 (2)، Ya5 (3)، Khz4 (4)، Khz7 (5)، Kr1 (6)، Egh2 (7) و 

Agrobacterium vitis (8)  
Fig. 3. Electrophoresis of the 730 bp fragment amplified in PCR by VCF/ VCR primer of Agrobacterium 
tumefaciens isolates ICMP5856 (1) ،Ya2 (2) ، Ya5 (3) ، Khz4 (4) ، Khz7 (5) ، Kr1 (6)، Egh2 (7), and A..vitis (8). 

  
 ـ  یم ـزا براي کنترل هر گونه متفاوت  یماريبغیر  د باشـد؛ بای

در مرحله اول ترکیب جمعیتـی و میـزان پـراکنش ایـن دو     
 Salahi Ardekani  et(شناسایی شود   ها تاکستانگونه در 

al. 2000  , Salehi et al  2006.(  

قـادر   A. vitisهاي  ي اگروباکتریوم جدایهها گونهاز بین 
 .Bini et al(باشـند  یم ـبه تولید آنزیم پلـی گالاکتورونـاز    

هایی  که با اسـتفاده  ین در این پژوهش جدایهبنابرا. )2008
 466قـادر بـه تکثیـر قطعـه      PGF/PGR از جفت آغـازگر  
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)  1(ع جدایـه مرج ـ :   Agrobacterium  vitis توسط جدایـه هـاي   PGF/PGR با استفاده از جفت آغازگر bp 460ه تکثیر قطع -4شکل 

ICMP10752 A.vitis ، KS1 (2)، KG1 (3)، KG2 (4)، KG5 (5)، KM1 (6)، KM2 (7)، KD1 (8)، KD2 (9)، KB1 (10)،   
Fig. 4. Electrophoresis of the 460 bp fragment amplified in PCR by PGF/PGR primer of Agrobacterium vitis 
isolates. A.  vitis   ICMP10752 (1), KS1 (2), KG1 (3), KG2 (4), KG5 (5), KM1 (6), KM2 (7), KD1 (8), KD2 (9), KB1 
(10). 
 

  
 Agrobacterium vitis  : KS1 (1)KS3توسط جدایه هاي   VisF/VisR تکثیر شده با استفاده از جفت آغازگر bp 560 قطعه  -5شکل 

(2)، Dz1 (3)، Dz2 (4)، KM1 (5)، KD1 (6)، KD2 (7) ، Sep2(8) 

Fig. 5. Electrophoresis of the 560 bp fragment amplified in PCR by VisF/VisR primer of Agrobacterium vitis 

isolates. KS1 (1) KS3 (2), Dz1 (3), Dz2 (4), KM1 (5), KD1 (6), KD2 (7), Sep2(8) 
  

جفت بازي از ژن مولـد آنـزیم پلـی گالاکتورونـاز بودنـد،      
هـا   ایـن جدایـه  ). 4شکل (شناسایی شدند A. vitis عنوان به

. بودنـد  RSداراي پرگنه مشخص ایـن گونـه روي محـیط    
صـحت  ر ییدي بتأین، وجود ژن پلی گالاکتوروناز نیز بنابرا

  . شناسایی گونه است

   A. vitisهاي تعیین نوع اوپین جدایه

 Tiبـــراي بررســـی و تفـــاوت ســـاختاري  پلاســـمید 
.  از نشـانگرهاي اوپینـی اسـتفاده شـد     A. vitis هـاي   جدایه
جدایـه آن   A.vitis  11جدایـه    19شـان داد کـه از   نتایج ن

    VisF/VisR بـا آغازگرهـاي   ) هـا درصـد از جدایـه   9/57(
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 تکثیر شده با اسـتفاده از جفـت آغـازگر    bp 380 قطعه -6شکل 

VisFF1/ R2 جدایه هـاي   در vitis Agrobacterium   :KM2 

(1)، Ss1 (2)، Sep1 (3)، Sep2 (4) ، )5( KD2  

Fig . 6.  Electrophoresis of the 380 bp fragment 

amplified in PCR by VisFF1/ R2 primer of 
Agrobacterium vitis isolates.  KM2 (1), Ss1 (2), Sep1 
(3), Sep2 (4), KD2 (5). 

  
) 5شـکل  (جفت نوکلئوتیدي بودند 561قادر به تکثیر قطعه 

 5. داده شـد ها ویتوپین تشـخیص  ین اوپین این جدایهبنابرا
/ داراي اوپـین اکتـوپین   )هـا  درصد از جدایـه  3/26(جدایه 

 380قطعـه   VisFF1/ R2 نوپالین بودند که با آغازگرهـاي  
ــر شــد  ــدي تکثی  درصــد 8/15). 6شــکل (جفــت نوکلئوتی

ها قادر به تکثیر هیچ یک از قطعات ذکر شده نبودند، جدایه
هـا  از  ایـه اوپین تولید شده توسط ایـن جد  احتمالاًین بنابرا
نیســتند ) ویتــوپین، اکتــوپین و نوپــالین(هــاي رایــج اوپــین

  Rouhrazia(اساس تحقیقات روح رضـی  ر ب). 3جدول (

ــه) 2011 ــین جدای ــاي در ب ــهA.vitisه ــاي داراي ، جدای ه
هـاي اکتـوپین و   جدایـه  وویتوپین بیشترین سهم را دارنـد  

نتـایج  ین بنـابرا . گیرنـد  یم ـي بعدي قرار ها رتبهنوپالین در 
هاي  پژوهش قبلی در غالـب بـودن    پژوهش حاضر با یافته

 ـ  . هاي ویتـوپین مطابقـت دارد  جمعیت ر از طـرف دیگـر، ب

 .Javaheri et al)اسـاس گـزارش جـواهري و همکـاران    

قـزوین   ي تهـران و هـا  استاندر  A. vitisهاي جدایه.(2000
 بر اسـاس ین و همچن .کنند یمفقط اکتوپین و نوپالین تولید 

فرانسه  A.vitisهاي  عات ریده و همکاران روي جدایهمطال
هـاي داراي اکتـوپین   درصـد از جدایـه   75اعلام کردند کـه  

در ) درصـد  5(و ویتـوپین ) درصـد  20(باشـند ، نوپـالین   یم
  .(Ridé et al., 2000)ي بعدي قرار گرفتندها رتبه

ي کدکننـده اوپـین   ها ژن براساسپلاسمید   Tiتعیین نوع
پلاسـمید و میزبـان     Tiباشد و از طرف دیگر بین نـوع   یم

رو، ایـن تولیـد    یـن ازاباکتریایی ارتباط پایداري وجود دارد، 
باشـد   یم ـیجه تعامل پیچیده بین میزبان و باکتري درنتاوپین 

باکتري ،گونه و رقم گیاه میزبان ارتباط  استرین و نوع آن به
  .Kuzmanović et al. 2014)  دارد

هـاي  آورده شده است، جدایه 3که در جدول  طور همان
A.vitis  جداشده از یک تاکستان در شهرستان مریوان داراي

باشـد، کـه    یمنوپالین /هر دو نوع اوپین، ویتوپین و اکتوپین
دهد کـه در یـک منطقـه کوچـک و      یماین اطلاعات نشان 

پلاسـمید    Tiحتی در داخل یک تاکستان بیش از یک نـوع  
ي قبلـی مبنـی بـر وجـود     ها پژوهشارد که با نتایج وجود د

 et(پلاسمید در یک منطقه تطـابق دارد  Tiبیش از یک نوع 

al., 1997, Moore.(  

حاصـل از آغازگرهـاي    ژنوتیپی يها داده نتایج واکاوي
  تصادفی

، A9 ،A10 ،R13بــا اســتفاده از آغازگرهــاي  تصــادفی 
OPE2 ،OPE7 ،OPE14 و OPE20   ــه   22در  .Aجدای

tumefaciens  جدایه  19وA.vitis  و  610به ترتیب حدود
 ـ bp130باند با وزن مولکولی  550  دتکثیـر ش ـ  bp 2000ا ت

بانـد در هـر جدایـه     4متوسط حدود  طور بهکه هر آغازگر 
  ).8و 7 هاي شکل(تکثیر کرد 
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جدایـه  )  1kb DNA(مـارکر  :   RAPD. .Mدر آزمـون    A10با استفاده از آغازگر  PCRمقایسه نقوش الکتروفورزي محصول  -7شکل 

 tumefaciens ،؛2( ya5،)3( ya1،)4( ya2،)5( ya5،)6( ya2،)7( kh2،)8( kh3،)9( kh5،)10( kh7(،Khz4) 1( 10تا  1هاي رز شماره 
 Agrobacterium   11: ( 19تـا   11شماره  از چغندر قندجدا شده از (Egh1 ،)12 (Egh2 ،)13 (Egh4،)14 (Egh5،)15 (Egh6،)16 (

kr1،)17 (kr2،)18 (kr3،)19 (kr4؛ tumefaciens  A.  22تـا  20انگـور شـماره   ز جدا شده ا )20 (KB1،)21( V.Kh1  ،)22(  KG5 

    .  .24( vitis ICMP 10752  A.  ،)25( K599 rhizogens A(،  ICMP 5856 A.  radiobacter )23(جدایه هاي مرجع
Fig 7. RAPD fingerprinting from genomic DNA of isolates using A10 primer. M: DNA molecular size marker 
(1kb DNA). Lines 1- 10  isolates of rose: 1(Khz4), 2 (ya5), 3(ya1), 4(ya2), 5(ya5), 6(ya2), 7(kh2), 8 (kh3), 9 (kh5), 
10 (kh7). Agrobacterium tumefac isolated from sugar beet: 11 (Egh1), 12 (Egh2), 13 (Egh4), 14 (Egh5), 15 (Egh6), 
16 (kr1), 17 (kr2), 18 (kr3), 19 (kr4). A. tumefac isolated from grapevine: 20 (KB1), 21 (V.Kh1),  22 (KG5). 
reference strains (23) A.  radiobacter (ICMP 5856), (24) A. vitis (ICMP 10752) and (25)A. rhizogenes (K599) 

  

  
جدایـه هـاي      )1kb DNA(مـارکر :    RAPD. . Mدر آزمون  OPE14با استفاده از آغازگر PCRنقوش الکتروفورزي محصول  8شکل 

Agrobacterium vitis     1. (جـدا شـده از انگـور (Ks2،)2( Ks3،)3( Ks4،)4( Ks5،)5( KG1،)6( KG2،)7( KG3،)8( KG4،)9( 
KD1،)10( KD2،  )11 (KB2 ،)12 (SS1 ،)13 (SS2،)14 (SS3،)15 (Sepi1،)16 (Sepi2،)17 (DZ1،)18 (DZ2،)19 (DZ3جدایـه   ؛

   .  .21( vitis ICMP 10752  A.  ،)22( K599 rhizogens A(،   ICMP 5856 A.  radiobacter )20(هاي مرجع
Fig. 8. RAPD fingerprinting from genomic DNA of isolates using OPE14  primer. M: DNA molecular size 
marker (1kb DNA). Agrobacterium vitis isolated from  grapevine : Lines 1 (Ks2), 2 (Ks3), 3 (Ks4), 4 (Ks5), 5 
(KG1), 6 (KG2), 7 (KG3), 8 (KG4), 9 (KD1), 10 (KD2), 11 (KB2), 12 (SS1), 13 (SS2), 14 (SS3), 15 (Sepi1), 16 
(Sepi2), 17 (DZ1), 18 (DZ2), 19 (DZ3); reference strains 20 A.  radiobacter (ICMP 5856) A. vitis (21), ICMP 
10752), 22 A.  rhizogens( K599). 
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، A9 ،A10 ،R13 ،OPE2براساس هفت آغازگر تصـادفی   Ntsys-pc version 2.02دندروگرام رسم شده با استفاده از نرم افزار  -9شکل

OPE7 ،OPE14 ، OPE20 . در آزمونRAPD   در جدایه هايAgrobacterium tumefaciens  ي مو، گـل رز ها زبانیم، جدا شده از  ،
 .vit1( ICMP 10752 A. vitis(و  ICMP 5856(tum1) A.  radiobacter  ،K599 A. rhizogensقند و جدایه هاي مرجع ر چغند

Fig. 9. A dendrogram based on  seven random primers  ،A9 ،A10 ،R13 ،OPE2 ،OPE7 ،OPE14 ، OPE20using 

Ntsys-pc version 2.02. Agrobacterium tumefaciens  isolated from rose , grapevine , sugar beet and reference 
strains of A.  radiobacter ( ICMP 5856) ، A. vitis (ICMP 10752)  ، A . rhizogens (K599)  

 
  

ــه ــع جدایـ ــاي مرجـ  .K599 / NCPPB2659 ( A(هـ

rhizogenes  و A. vitis (ICMP10752)     بـه ترتیـب در
 .Aهـاي  درصـد از جدایـه   72و  درصـد  66سـطح تشـابه   

tumefaciens هـاي  جدایه. جدا شدند A. tumefaciens  در
 درصد به سـه گـروه تقسـیم شـدند     73سطح تشابه حدود 

جـدا شـده از    A. tumefaciens گروه اول شامل دو جدایـه 
 .A در گروه دوم یک جدایـه . بود V.Kh1)و  KB1(انگور 

tumefaciens از انگور  جداشده)KG5(    چهـار جدایـه رز ،
اقلید و  چغندرقنداز از  یاسوج و خان زنیان ، چهار جدایه 

قـرار    A. tumefaciens کرمانشاه به همـراه جدایـه مرجـع   
یرگـروه  زدرصـد بـه دو    74گـروه سـوم در سـطح    .گرفتند

از  چغندرقنـد هاي رز و شامل جدایه  هرکدامتقسیم شد که 
  ). 9شکل ( مناطق مختلف بود

 ICMP) و A. rhizogenes (K599)هـاي مرجـع   جدایه

5856)  A. radiobacter      63بـه ترتیـب در سـطح تشـابه 
. جـدا شـدند   A. vitisهـاي   درصـد  از جدایـه   67درصد و 
درصد بـه دو گـروه    74در سطح تشابه  A. vitis هايجدایه

 A. vitis هـاي گـروه اول شـامل بیشـتر جدایـه    . تقسیم شد
 A. vitis مختلف به همراه جدایه مرجـع  مناطقاز  جداشده

(ICMP 10752)  ر گروه دوم تعداد کمی از جدایـه د. بود-

ي سـپیدان، سـی   هـا  شهرسـتان از  شـده  جدا  A. vitisهاي 
 .Aهاي تنوع زیادي بین جدایه. سخت و بیجار قرار گرفت

vitis  10شکل(از مناطق مختلف مشاهده شد.(    
 RAPDدر آزمون  مورداستفادهیک از هفت آغازگر  یچه
اساس میزبان ر اساس منطقه جغرافیایی و یا بر را بها جدایه

ــاکتر. تفکیــک نکردنــد ــان  جداشــدههــاي  يب از یــک میزب
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در  RAPDآزمـون   در. A9 ،A10 ،R13 ،OPE2 ،OPE7 ،OPE14 ،OPE20آغـازگر   7دندروگرام رسم شده بـا اسـتفاده از   -10شکل 

 ICMP 5856(tum1) A.  radiobacter  ،K599، جدا شده از میزبان مو  و جدایه هاي مرجع  Agrobacterium vitisگونه   جدایه هاي
A.rhizogens  و)vit1( ICMP 10752 A.vitis.  

Fig.10. A dendrogram based on  seven random primers  ،A9 ،A10 ،R13 ،OPE2 ،OPE7 ،OPE14 ، OPE20using 
Ntsys-pc version 2.02., Agrobacterium vitis isolated from grapevine , and reference strains of A.  radiobacter 
(ICMP 5856) ، A vitis (ICMP 10752)  ، A.  rhizogens (K599)  

  
 طـور  بـه  .مشخص داراي الگوهاي باندي متفاوتی بودند

در منطقه  چغندرقندهاي جدا شده از مثال، حتی بین جدایه
)  یک میزبان و از یـک منطقـه جغرافیـایی   (اقلید یا کرمانشاه

  . تنوع بالایی دیده شد
 ي قبلی نیـز وجـود بانـدهاي متفـاوت در    ها در پژوهش

ــان مشــترك  جدایــه ــا میزب ــاکتریوم ب ــان (هــاي اگروب درخت
 شده گزارشنیز   RAPDي آغازگرهابا استفاده از ) دار هسته
هاي دیگر با  یبررسهمچنین در )  Llop et al. 2003(ست ا

ــتفاده از آزمـــون   هـــاي روي جدایـــهر بـــ RAPDاسـ
A.tumefaciens  وA.vitis و  دار هسـته از درختان  جداشده

ي لهسـتان ،آمریکـا، فرانسـه، اسـترالیا و     کشـورها انگور از 
یونان مشخص شد که بین تنوع ژنتیکی و منطقه جغرافیایی 
و یا میزبان ارتباط روشنی وجود نـدارد اگرچـه در برخـی    

هاي یک نهالستان یا یک مواقع باندهاي مشترکی بین جدایه
 , Puławska & Kałużna , 2011(شود  یم مشاهدهمیزبان 

Momol et al. 1998(.  
پلاســمید  عــلاوه بــر  Tiمطالعــات پیشــین نشــان داده، 

توانایی ایجاد گال ،تا حدود زیادي در تعیین دامنه میزبـانی  
، ایـن  ) (Knauf et al., 1982 باشـد  یماگروباکتریوم دخیل 
هـاي اگروبـاکتریوم   ی بین جدایـه راحت بهپلاسمید در خاك 

هـایی بـا   یجه این انتقال، جدایـه درنتشود  یممختلف منتقل 
هاي مختلف بر روي یک میزبـان مشـترك ایجـاد    کورموزم
 ,shams et al., 2013(کننــــد  یمــــگــــال 

Pulawska,2012.(   ــه ــن جدای ــه ای ــانی ک ــط  زم ــا توس ه
 بـاوجود گیرنـد   یم ـمورد ارزیابی قرار  RAPDآغازگرهاي 

 ازلحـاظ اینکه از یـک میزبـان مشـترك هسـتند امـا چـون       
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هاي بانـدي متفـاوتی ایجـاد    کوروموزم متفاوت هستند،الگو
هـاي  کنند و در برخـی از آغازگرهـا تعـدادي از جدایـه     یم

  . باشند یم فرد منحصربهداراي باندهاي 
در این پژوهش نیز نتـایجی در رابطـه بـا ایـن موضـوع      

  A.vitisهـاي  جدایه ،3جدول  بر اساس. است آمده دست به
نتیجـه  از یک منطقه جغرافیایی داراي یک نوع  اوپین و در 

و  Sepi1مثال جدایـه   طور بهباشند  یمپلاسمید  Tiیک نوع 
Sepi2    ،ــین ــر دو داراي اوپـ ــپیدان هـ ــتان  سـ از شهرسـ
 RAPDباشند اما نتایج حاصل از آزمون  یمنوپالین /اکتوپین
 Tiتشـابه  در نـوع    بـاوجود دهد که ایـن جدایـه    یمنشان 

 رو دپلاسمید   اما داراي الگوهـاي بانـدي متفـاوتی بـود      
از ) 10شکل(آغازگر رپید  هفت یزآنالدندروگرام حاصل از 

 74هم فاصله زیادي دارند و در دو گروه بـا سـطح تشـابه    
  .اند قرارگرفتهدرصد 

 هـاي حاصـل از هفـت آغـازگر    با توجه به دنـدروگرام 

RAPD)هـاي متعلـق   مشخص شد که جدایه) 10و  9شکل
در مقایسه با  )A. tumefaciens(1بیوار Agrobacteriumبه 

A.vitis در پژوهش پوالواسکا . باشدداراي تنوع بیشتري می
و مقایســه  RAPDو همکــاران بــا اســتفاده از آغازگرهــاي 

 .Aهـــاي  یـــتجمعتنـــوع بـــالاي در  gyrbتـــوالی ژن 

tumefaciens  )ــوار ــه  ) 1بی ــه جدای ــبت ب ــاي نس  .Aه

rhizogenes ) بــود شــده مشــاهده) 2بیــوارPuławska & 

Kałużna, 2011)(. در حالت کلی گونهA.vitis    نسـبت بـه
باشـد   یمدو گونه دیگر داراي تنوع کمتر در داخل جمعیت 

در داخـل بافـت    A.vitisکه علت این امر  سیستمیک بودن 
باشد، در این حالت شانس کمتري براي تبادل بـا   یممیزبان 

ــاکتریوم در خــاك دارد   ــوع اگروب جمعیــت گســترده و متن
),2010  Puławska.(  

یـک گونـه هتـروژن     عنـوان  بـه در حال حاضـر   1بیوار 
   A. tumefaciensباشد و تحت عنوان گونـه کمـپلکس    یم

 ، G9تـا   G1(گونه ژنـومی  11است که داراي  شده شناخته
G13 و G14 (ي ها گونهاسم  تاکنونباشد و  یمA. fabrum، 

A. radiobacter، R. nepotum  وpusense. R یـب  بـه ترت
شـده   یمعرف ـG2 وG8 ، G4، G14ي ژنـومی  اه ـ گونهبراي 
در ایران نیز پژوهشی  .(Costechareyre et al. 2010) است
عامـل    Agrobacteriumي ژنـومی  هـا  گونهتعیین  منظور به

گال طوقه در چغندرقند شهرستان اقلید با استفاده از تـوالی  
صورت گرفت ، نتایج آن پژوهش نشـان داد   gyrbیابی ژن 

تعلـق  ) G7وG3( 7و 3ي ژنومی ها گونهها به که این جدایه
که نتایج حاصل از آزمـون  ) Mafakheri et al.,2016(دارد 

RAPD  ــر وجــود تنــوع در هــاي  یــتجمع داخــلمبنــی ب
  .رساند یماگروباکتریوم در یک میزبان و منطقه را به اثبات 

 RAPDمعیارهاي سودمندي آغازگرهاي تصادفی 

  )PIC(ی شکلچندمحتواي اطلاعات 

یـک عـدد بـین      آغازگرهابراي  شده محاسبه PICمیزان 
تـر   یـک نزدباشد که هرچه این عدد به یـک   یمصفر تا یک 

هـا  میزان بالاي چندشکلی در بـین جدایـه   دهنده نشانباشد 
نسـبت   OPE14تصادفی ر در این پژوهش آغازگ. باشد  یم

ــایر   ــه س ــاب ــزان   آغازگره ــترین می ــت و  PICبیش را داش
شـوند   یم ـمانی  که از این آغازگر اسـتفاده  یگر زد عبارت به

بـراي هـر    فـرد  منحصربهمیزان چندشکلی و وجود باندهاي 
میزان  A10 تصادفیر یابد در مقابل آغازگ یمجدایه افزایش 

PIC 4جدول ( کمتري نسبت به سایر آغازگرها داشت(.  

  احتمال همسانی 

در بـین ایـن هفـت     شده مشاهدهمیزان احتمال همسانی 
 تصـادفی ر آغـازگ . متغیـر بـود   021/0-031/0نشانگر، بین 

OPE14 تصادفیر ین و آغازگتر کم OPE2   بیشـترین مقـدار
PI این بدان معنی است کـه نشـانگر   . را دارا بودندOPE2   
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 RAPDمعیارهاي سودمندي آغازگرهاي تصادفی  - 4جدول 
Table 4.Usefulness of random primers of RAPD 
primer PIC PI D 
A9 0.691 0.022 0.978 
A10 0.690 0.022 0.978 
OPE2 0.751 0.031 0.969 
OPE 7 0.735 0.023 0.977 
OPE 14 0.894 0.021 0.979 
OPE20 0.704 0.023 0.977 
R13 0.782 0.024 0.976 

  
، دو نمونه مستقل از یکـدیگر را  %1/3احتمال بهممکن است 

ــد  ــخیص ده ــابه تش ــون . مش ــزان    RAPDدر آزم ــه می ک
). 4جـدول  (دهنـد،   یم ـی خیلی بـالایی  را نشـان   چندشکل

باشـد   05/0میزان احتمال همسانی ممکـن اسـت کمتـر از    
)Sefck et al. 2001.(  

 قدرت تفکیک

ي انتخـاب  هـا  شـاخص معیار قـدرت تفکیـک یکـدیگر    
میزان قـدرت تفکیـک عـددي بـین     .باشد یمین آغازگر بهتر

تـر   یـک نزدباشد و هرچه این عدد بـه یـک    یمصفر تا یک 
کارایی بیشـتر آغـازگر بـراي تفکیـک دو      دهنده نشانباشد 

در  شـده  محاسبهمیزان قدرت تفکیک .باشد یمجدایه از هم 
بیشـترین  . متغیر بـود  969/0-980/0این هفت نشانگر، بین 

بـود و    OPE14 تصادفیر غازگقدرت تفکیک  مربوط به آ
همچنین این آغازگر بیشترین تعداد باند تکثیـري را نسـبت   

ین کمتـر  یگـر داز طـرف  .کـرد  یم ـتکثیر  آغازگرهابه سایر 
. بـود  OPE2 تصـادفی  ر قدرت تفکیک مربـوط بـه آغـازگ   

  .)4جدول (
 اطلاعـات کـه بیشـترین میـزان  محتـواي      ینابا توجه به 
در آغـــازگر ) D( و قـــدرت تفکیـــک) PIC(ی چندشـــکل

OPE14 توان نتیجه گرفت کـه بـین    یم شده مشاهدهPIC  و
D     ي کـه میـزان   آغـازگر رابطه مسـتقیم وجـود دارد یعنـی

یشتري را نشان دهد توانایی تفکیک بـالاتري را  ب یچندشکل

وجـود دارد    رابطه معکـوس  PIو  PICین بهمچنین . دارد
همسـانی   احتمال یچندشکلیگر با افزایش میزان د عبارت به

بانـدها  د ین تعـدا تـر  کـم . کنـد  یم ـها کاهش پیدا بین جدایه
تکثیر شد، در حالی است کـه  ) باندR13)66 توسط آغازگر 

ین بنـابرا بـود   A10مربوط بـه آغـازگر    PICین میزان تر کم
رابطـه   PICبانـدهاي تکثیـري و   د ممکن اسـت بـین تعـدا   

اد مستقیم وجود نداشته باشد به این معنی که افـزایش تعـد  
با توجـه بـه   . یستن یچندشکلافزایش   منزله بهباند همیشه 

 تـوان آغـازگر   یممعیارهاي سودمندي آغازگرهاي تصادفی 

OPE14  هـا  بهترین آغازگر جهت تفکیـک جدایـه   عنوان به
  . معرفی کرد

در ایـن پـژوهش نشـان    RAPD ي  آزمـون ها دادهآنالیز 
و  A.tumefaciensي ها گونهدهد که  در داخل جمعیت  یم

A.vitis   هاي رز،چغندرقند و انگـور در برخـی از    یزبانماز
ي جنوبی و غربی ایران تنوع ژنتیکی زیادي وجـود  ها استان
ي پیشین نیز وجود میزان بالایی از تنـوع  ها پژوهشدر .دارد

از  آمـده  دسـت  بههاي  اگروباکتریوم  یتجمعژنتیکی در بین 
ینتی در ایـران بـا اسـتفاده از نشـانگرهاي     زگیاهان باغی و 

BOX-PCR، REP-PCRوIS50    بـــه اثبـــات رســـیده
ــت  ,.Safdari et al,. 2010; Salehi et al)اسـ

2006,Shahabi Mohammad Abadi et al. 2012; 
Rouhrazi & Rahimian, 2012). ــابراین ــاس بن ــر اس  ب

،  هــا بــاغي متعــدد از وجــود ایــن بیمــاري در هــا گــزارش
ي پـرورش گیاهـان زینتـی از اکثـر     هـا  گلخانهو  ها نهالستان

نقاط ایران و همچنین شـیوع شـدید ایـن بیمـاري در گیـاه      
ــتان    ــد در شهرس ــی چغندرقن ــداقلزراع ــال   در ی ــد س چن

و با توجه بـه تنـوع بـالاي    ) Mafakheri et al.,2016(اخیر
ي مختلـف  هـا  گونـه هاي این بیمارگر ،  یتجمعژنتیکی در 

ــک تهد  ــاکتریوم ی ــراي   اگروب ــد جــدي ب ــاغی ي و هــا ب
  .باشد یم شده احداثي تازه ها نهالستان
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