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  دهيچك

 تنـوع   ي و بررس ـ  يمـار يق عامل ب  ي دق ييشناسا. شوندي م ينتياهان ز يک سبب خسارت به گ    يتي پکتول يهاي از باکتر  يعيف وس يط

 يهـا  از برگ و قـسمت     يه باکتر ي جدا ۳۸تعداد  .  است يثر، ضرور ؤ کنترل م  يهاش اعمال رو  يها، برا ي باکتر يپي و ژنوت  يپيفنوت

هـا از   هيجدا. شد يلان، گلستان، شرق مازندران و شهر مشهد جداساز       ي گ يها مختلف استان  يها از گلخانه  ينتياهان ز ي گ يگوشت

 ـ مـورد مقا   ي ژنوم يDNA يگشت نگار  و ان  ي سلول يهاني پروتئ ي، نقوش الکتروفورز  ييزايماري، ب يپي فنوت يهايژگينظر و  سه ي

 ـ، جدا ي افتراق يپيات فنوت يبر اساس خصوص  . قرار گرفتند  ن آنهـا   ينـاب يو ب  Pectobacterium  ،Dickeya  يهـا هـا در جـنس    هي

 گـروه   ۱۲ بـالا در     يها منتسب به جنس   يهاهي، جدا ي افتراق يکيولوژيزي و ف  ييايميوشيات ب ي خصوص يز عدد يدر آنال . قرارگرفتند

ها هي جدا ي مقدمات يبندن روش در دسته   يا.  متنوع بودند  ي سلول يهاني پروتئ ي در الگو  ينتياهان ز يگ يهاهيجدا.  شدند يبنددسته

 جدايـه   ۱۱نده به همـراه     ي نما يهاهي جدا ي ژنوم ي DNA ، قطعات BOX و   ERIC  ،REP ي آغازگرها يريکارگه  با ب . د بود يمف

 ـياهـان ز ي گيهـا هيدست آمده از هر سه آغازگر، جداه  بياساس الگوبر  . دير و الکتروفورز گرد   ياستاندارد تکث   بـا اخـتلاف   ينت

ت يک از قابليتي پکتوليايني ارويهاهي جدايبند در گروهrep- PCRرسد يبه نظر م . شدنديبند در کنار استانداردها گروهياديز

   .ستي برخوردار نيکاف

  

  rep-PCR، ينتيهان زاي نرم، گيدگي، پوسيلکه برگ : يدي كل يها واژه
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  مقدمه

 نـرم  يدگي و پوس ـ يک عامل لکـه برگ ـ    يتي پکتول يهايباکتر

 يا گلخانـه  يهـا زباني از م  يعيف وس ي ط ي رو ينتياهان ز يگ

با توجـه بـه ايـن كـه دامنـه ميزبـاني             . باشنديزا م خسارت

، نيــستق مــشخص يــک بــه طــور دقيــتياروينياهــاي پکتول

 حـائز   يمـار يت کنتـرل ب   يري مد يمارگر برا يي نوع ب  يشناسا

ران حجارود يدر ا. (Toth et al. 2001) است يادياهميت ز

)Hedjarood 1967 (  يو متعاقـب آن امـان) Amani 1969 (

   و عامـــل يکلامن را بررسـ ـيســـ نـــرم غــده  يدگيپوسـ ـ

ــاريب   . نمودنــديوم معرفــي از پکتوبــاکتريارا گونــه يم

   عوامـل  ي بـر جداسـاز    ي مبن ـ هـايی از آن به بعـد گـزارش      

 ــ ــه برگ ــيلک ــرم از گيدگي و پوس ــان دي ن ــن باخياه ــف   ا ي

)Arab & Rahimian 1989, Hasanzadeh 1995(،   زنبـق

)Rahimian & Talei 1995(لودنـدرون  ي، ف)Taghinasab 

et al. 2006a(ا ي ـفـن باخ ي، د)Razi Nataj et al. 2008a (

 .Khademlou et al. 2006, Razi Nataj et al) آگلونمـا 

2008b)  پانـدانوس ، )Taghinasab et al. 2006b( لالــه ،

ول و ي ـ، کاکتوس، گلا)Mahmoodi et al. 2006( واژگون 

 .ارائه شده است  )Taghinasab et al. 2008( دراسنا 

 يهـا  به صورت لکه   ينتياهان ز ي گ يها برگ يم رو علائ

در . دي ـنمايآبسوخته و نامنظم همراه با هالـه زرد بـروز م ـ          

ده ي ـ متحدالمرکز د  يهااهان علائم به شکل لکه    ي از گ  يبرخ

 در  ياهي ـ گ يهـا  و انهدام بافت   يماريشرفت ب يبا پ . شوديم

ک، نقاط آبسوخته به صـورت  يتي پکتوليهاميت آنز ياثر فعال 

 يهـا  اوقات وسـط لکـه     ي در آمده و گاه    ي و کاغذ  خشک

   نــرم کــاکتوس،يدگيدر پوســ. رودين مــيز از بــيــ نيبرگــ

ک سطح خاک شـروع بـه       ي نزد يها آلوده از بخش   يهابوته

 کاکتوس له   ي بافت گوشت  يماري ب يشرويدن کرده، با پ   يپوس

بافـت آلـوده    . شودي از آن متصاعد م    ي نامطبوع يشده و بو  

 يکروسـکوپ يد م يک اسـلا  يه  يکه با ته  حالت چسبناک دارد    

قابـل  ) ooze (ي باکتر يهات سلول يبه وضوح تراوش جمع   

اهـان  ي از گ  ي نرم و لکـه برگ ـ     يدگيعوامل پوس . دن است يد

 McFadden 1969; Arias(ونما ـ چون آگل ـي متعددينتيز

et al. 1998; Chao et al. 2006(ا يـــفـــن باخي، د

)MacFadden 1961; Nieves-Brun et al. 1985( ،

ــدرون يف ــ، بگون)Knauss & Miller 1974(لودنـ   ايـ

) Saaltinnk  & Kamerman 2005( لاله ،)Boyraz et al. 

 Knauss & Wehlburg 1969; Alippi(وم ينگوني، س)2006

& Lopez 2009 (   ا بـر اسـاس   ي ـتاليدر ا. جـدا شـده اسـت

 يارهي ـ و واکـنش زنج    يکيولوژيزي، ف ييايميوشيمشخصات ب 

ــرم ســاقه فلفــليدگيمــراز، پوســيپل ــهيهــا ن  را يا گلخان

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc)  

ن يچن ـهـم ). Fiori & Schiaffino 2004(  نمودندييشناسا

 يهـا  آزمـون  يريکارگه  ، با ب  ۲۰۰۷ در سال    م و همکاران  يک

   را بــه Pccر گونــه يــد چــرب زيز اســي و آنــالييايميوشــيب

 ــ ــل پوسـ ــوان عامـ ــاکتوسيدگيعنـ ــا کـ ــدي پيهـ   يونـ

(Chamecereus silvestrii)ــ ــره معرفـ ــد ي در کـ    نمودنـ

)Kim et al. 2007.(  

ــوال  ــروه از ت ــه گ ــايس ــرار يه ــده تک ــت ش  ي حفاظ

REP،ERIC   و BOX     ـ يهـا تي ـ به طور مجزا در موقع  ن ي ب

و ) De Bruijn 1992(انـد  ها قـرار گرفتـه  ي ژنوم باکتريژن

  کننـد يفـا م ـ  ي ا يياي ـ ژنـوم باکتر   ي در سازمانده  ينقش مهم 

 )Louws et al. 1994 .( ن عناصـر حفـظ شـده    ي ـنقـش ا

  ق مـشخص  ي ـ بـه طـور دق  ي سـلول يهـا تي در فعال  يتکرار

 يبي ، ترجمه، نوترک   mRNA يداري آنها در پا   احتمالاً. نيست

  ستون،يــ کرومــوزم و اتــصال بــه هيهمولــوگ، ســازمانده

DNAراز، يـــ ژDNAمـــراز ي پلIباشـــنديرگـــذار مـــيثأ ت  

)Versalonic et al. 1991, De Bruijn 1992 .( وجــود

ــدها ــراريواح ــي تک ــي ب ــوم  ERIC ين ژن ــط در ژن  فق
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ن ي ـ نشان داده شده، با ا     Vibrio يهااسه و گونه  ينتروباکتريا

ها اسـتفاده   ي از باکتر  يعيف وس ي ط ي برا ERIC-PCRحال  

 & Versalovic et al. 1991, 1994 , Wilson( شـود يم ـ

Sharp 2006 ( .يودات آغازگرهار موجيدر سا ERIC پس 

ر را بـه    ي ـ، تکث ي نسب ي همولوژ ي دارا يهااز اتصال به محل   

ــصادف ــورت تــــ ــيصــــ ــام مــــ ــدي انجــــ   دهنــــ

)Gillings & Holley 1997 .(يهـا يرسـد تـوال  يبه نظر م 

REP  نقـش   يدي ـ نوکلئوت يهـا رهي ـ زنج يهاي در تاخوردگ 

ان ي ـم ب يه بالادست در تنظ   يدر ناح  mRNAت  يدارند و با تثب   

 BOXعنـصر  ). Martin et al. 1992(کننـد  يلت مژن دخا

  ک گونــــهيــــ و تفکيي شناســــاين بــــار بــــراياولــــ

Streptococcus pneumonia   ــه ــت ک ــده اس ــتفاده ش  اس

ا ي ـ يک ـي از مراحل انتقـال ژنت     ي در بعض  ين توال يمحصول ا 

   اســـــترپتوکوکوس نقـــــش دارد  يـــــيزايمـــــاريب

)Martin et al. 1992 .(ويين آغازگرهـا در شناسـا  ي ـاز ا  

 يهاهي از جمله جدا   يياي مختلف باکتر  يها جنس يبندگروه

P. carotovorum subsp. atrosepticum )Toth et al. 1999( ،

 ;Dickeya spp.)  Tsror et al. 2009 مختلـف  يووارهـا يب

Slawiak et al. 2009; Czajkowski et al. 2009( ،

   Pseudomonas syringae يپاتووارهــــــــــــا

)Weingart & Volksch 1997; Louws et al. 1994 ( و

ــن ــيز تعي ــسونومي ــوع تاک ــاختار فيکين تن ــوژنتي و س  يکيل

ــتر ــانياسـ ــت   يهـ ــده اسـ ــتفاده شـ ــاس اسـ    زانتومونـ

)Rademaker et al. 2000 .(يين روش در شناساي اييکارا 

 يک مولد لکه برگ   يتي پکتول يايني ارو يهاهين جدا يز ب يو تما 

لذا در  . نشده است  ي بررس ينتياهان ز ي نرم از گ   يدگيو پوس 

، ييايميوش ـي، ب يپيات فنـوت  يمطالعه حاضر در ابتدا خـصوص     

 ي سـلول  يهـا ني پـروتئ  ي، نقـوش الکتروفـورز    ييزايماريب

 ي ژنـوم  DNA ي شده سـپس انگـشت نگـار       يه بررس يجدا

هـدف از انجـام     . رديپـذ ي انجـام م ـ   rep-PCRها بـا    هيجدا

ک ي ـهـا در تفک   ن روش ي ـت ا ي ـ قابل يابي ـر، ارز ي ـ اخ يبررس

  . باشدي شدت تنوع ميابيز ارزي مورد مطالعه ونيهايترباک

  

  يبررسروش 

   ي و جداسازيبردارنمونه

 يهـا  از گلخانه  ۱۳۸۶ به عمل آمده در سال       يدهاي بازد يط

لان، گلـستان، شـرق   ي گ ـيهـا  واقع در اسـتان   ينتياهان ز يگ

ــدران و شــهر مــشهد، گ ــدرون ياهــان مختلــف فيمازن لودن

)Philodendron spp.(ا يفن باخي، د)Dieffenbachia sp.( ،

 ،)Epipremnum aureum(، پتوس ).Aglaonema sp(آگلونما 

، ).Iris sp(، زنبق  ) Schlumbergera bridgesii(کاکتوس 

، ).Lampranthus sp(خياه ي، گ).Hippeastrum sp(س يليآمار

ــوسيف ــ)(Ficus elasticaک  Syngonium)(وم ينگوني، س

podophyllumم لويفي، اسپات)Spathiphylum sp. (  مارانتـا ،

 )Maranta leuconeura(ا يــ، پپروم)Peperomia sp.( ،

 علائم لکـه  يکه دارا) Sansevieria trifasciata( ايسنسور

   و درون يآور نـــرم بودنـــد، جمـــعيدگي و پوســـيبرگـــ

به ). ۱ جدول(شگاه منتقل شدند    ي به آزما  ي کاغذ يهاپاکت

از شستـشو بـا آب، از    پـس  يماري عامل ب يمنظور جداساز 

 جدا و در چند قطره   يها قطعات  برگ ي آبسوخته رو  يهالکه

غ خـرد  ي ـ به کمـک ت سترون يهاآب مقطر در داخل تشتک    

ون يقه، از سوسپانسي دق۱۵ به مدت يپس از نگهدار  . ديگرد

 EMB(Eosin Methylene Blue)طي مح ـي روياحاصل قطره

 و پس از    ي نگهدار C° ۲۷ يها در دما  تشک. ديمخطط گرد 

 يز برجسته با درخـشندگ    ي ر يها ساعت، تک پرگنه   ۴۸-۲۴

 ي دوباره رو  يساز خالص يک انتخاب شده و برا    يسبز متال 

  از . ديــ کــشت گردي بــه صــورت خطـ ـ EMBط يمحــ

 آگـار   يهـا طي مح يک تک پرگنه انتخاب و رو     يهر تشتک   

ــذا ــوکروز -ييغـ   و) NAS(،YDC ) Schaad 2001( سـ
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   از شمال کشورييها در بخشينتي زيهازبانيک جدا شده از ميتي پکتولياهايني ارويهاهي جدايعي علائم طب ويآورمناطق جمع. ۱جدول 

Table1. Host plants, symptoms, isolate number and the geographical areas of Northern Iran where samples of diseased plants 
were collected from. 

  هينام جدا
Name of isolate 

  زبانيم
Host 

  يماريمحل وقوع ب
Location 

  زبانيعلائم در م
Symptoms on Host 

PhM1 فيلودندرون) (Philodendron Mashhad  يلکه برگ) leaf spot(  

PhM3  فيلودندرون) (Philodendron Mashhad يلکه برگ) Leaf spot( 
PhM4 فيلودندرون) (Philodendron Mashhad يلکه برگ) Leaf spot( 
PhM5 فيلودندرون) (Philodendron Mashhad يلکه برگ) Leaf spot( 
PhG10 فيلودندرون) (Philodendron Golestan-Gorgan يلکه برگ) Leaf spot( 

IM2 گياه يخ ) Ice plant(  Mashhad برگ يدگيله )Leaf rot(  

IM4  گياه يخ)Ice plant(  Mashhad برگ يدگيله )Leaf rot(  

IrS1   زنبق)Iris(  Mazandaran- Sari  از ي پيدگيله)Bulb rot(  

IrS2   زنبق)Iris(  Mazandaran- Sari  از ي پيدگيله)Bulb rot(  

PetG1  پتوس)Pothos(  Golestan-Gorgan  يلکه برگ) Leaf spot( 
PetM3  پتوس)Pothos( Mashhad  يلکه برگ) Leaf spot( 
PetG5  پتوس)Pothos( Golestan-Gorgan  يکه برگل) Leaf spot( 
PetGi8  پتوس)Pothos( Guilan- Lahijan  يلکه برگ) Leaf spot( 
SynGi4  سينگونيوم)Syngonium(  Guilan - Lahijan  يلکه برگ) Leaf spot(  

KM2  کاکتوس)Cactus(  Mashhad  نرميدگيپوس )Soft rot(  

KM5  کاکتوس)Cactus( Mashhad  نرميدگيپوس )Soft rot( 
KA توس کاک)Cactus( Mazandaran -Amol  نرميدگيپوس )Soft rot( 

KG6  کاکتوس)Cactus( Golestan -Kordkooy  نرميدگيپوس )Soft rot( 
KG7  کاکتوس)Cactus( Golestan - Kordkooy  نرميدگيپوس )Soft rot( 

AgM1  آگلونما)Aglaonema(  Mashhad  يلکه برگ) Leaf spot( 
AgM2  آگلونما)Aglaonema( Mashhad  يلکه برگ) Leaf spot( 
AgM7  آگلونما)Aglaonema( Mashhad  يلکه برگ) Leaf spot( 

AgGi12  آگلونما)Aglaonema( Guilan - Chaboksar  يلکه برگ) Leaf spot( 
AgGi131  آگلونما)Aglaonema( Guilan - Chaboksar  يلکه برگ) Leaf spot( 
AgGi15  آگلونما)Aglaonema( Guilan - Chaboksar  يلکه برگ) Leaf spot( 

DA  ديفن باخيا)Dieffenbachia(  Mazandaran - Amol  يلکه برگ) Leaf spot( 
DGi2  ديفن باخيا)Dieffenbachia( Guilan - Lahijan  يلکه برگ) Leaf spot( 
DGi6  ديفن باخيا)Dieffenbachia( Guilan - Lahijan  يلکه برگ) Leaf spot( 
DGi61 فن باخيا دي)Dieffenbachia( Guilan - Lahijan  يلکه برگ) Leaf spot( 
DGi7  ديفن باخيا)Dieffenbachia( Guilan - Lahijan  يلکه برگ) Leaf spot( 
FM1  فيکوس)Ficus(  Mashhad  يلکه برگ) Leaf spot( 
FM2 کوس يف)Ficus(  Mashhad  يلکه برگ) Leaf spot( 
PeM  پپروميا)Peperomia(  Mashhad  برگ يدگيله )Leaf rot( 

AmaS1 ليسيآمار )Amaryllis(  Mazandaran- Sari  يلکه برگ) Leaf spot( 
AmaS3 ليسيآمار )Amaryllis(  Mazandaran- Sari  يلکه برگ) Leaf spot( 
MaGi11  مارانتا)Marantha(  Guilan - Lahijan  يلکه برگ) Leaf spot(  

SanA  سنسوريا)Sansevieria(  Mazandaran - Amol  برگ يدگيله )Leaf rot(  

SpaGi3 اسپاتيفيلوم)Spathiphylum(  Guilan - Lahijan  يلکه برگ)  Leaf spot(  
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NGM)Lee & Yu 2006 (يهـا يابي ـ ارزيبـرا . کشت شد 

ون در آب مقطـر     يهـا بـه صـورت سوسپانـس       هي ـ جدا يبعد

به ) ۲/۱:۱( نيريسي و گلسترون و مخلوط آب مقطر سترون

 .  شدندي نگهدار-C°۷۰زر يخچال و فري در بيترت
 

  کيولوژيزي و فييايميوشي بيهاآزمون

ــداد  ــ جدا۳۸تع ــانيه از مي ــازب ــي زيه ــتانينت ــا از اس   يه

، يکيولــوژيزي فيهــا شــدند و آزمــونيآورادشــده جمــعي

   اســتاندارديهــا بــر اســاس روشياهيــ و تغذييايميوشــيب

   آنهــــا صــــورت گرفــــتي روي شناســــيدر بــــاکتر

)Schaad et al. 2001, Hauben et al. 2006 .( 

  

  ي سلوليهانيسه نقوش پروتئيمقا

 ييط آگـار غـذا    ي مح ـ يهـا رو  ي ساعته بـاکتر   ۲۴از کشت   

)NA( ۶۰۰ در طول موج   ۱ ي نور ي با چگال  يوني، سوسپانس 

بـا دسـتگاه   ) تري ليليدر م( cfu ۱۰۸نانومتر با غلظت حدود     

جم نمونه، محلول    ح ۱/۰به اندازه   . ه شد ياسپکتروفتومتر ته 

بـه هـر لولـه اضـافه شـد و           % ۱۰ل سولفات   يم دو دس  يسد

 ۱۵-۲۰قه جوشانده سپس به مدت      يها به مدت دو دق    نمونه

ــثان ــون يـ ــتگاه سـ ــواج فراصـــوت در دسـ ــا امـ   کاتوريه بـ

)UP200H-Hielscher, Germany (ها نمونه. هموژن شدند

ــدت  ــه م ــه در ي دق۱۰ب ــانتري دور در دق۸۰۰۰ق ــه س فوژ يق

د منتقـل و پـس از   ي ـ جديهـا  بـه لولـه  ييفاز رو . ددنيگرد

 ي نگهـدار  -C°۲۰ سرول، درياضافه کردن نصف حجم گل

ــ% ۱۰ن در ژل جداکننــده يالکتروفــورز پــروتئ. شــدند  يپل

 )Laemmli 1970 (يوسـته لمل ـ يستم ناپي ـد در سي ـلامياکر

 ي ژل بــه روش قبلــيزيــمراحــل رنــگ آم. انجــام گرفــت

)Ahmadvand & Rahimian 2005 (يهاهيجدا. انجام شد 

Dickeya zeae) هـا،   کـشت يداره شـده از مرکـز نگـه   يته

ICMPرگونـــه ي، ز)وزلنـــدي نPcc ه يـــجدا وE12گونـــه  

 . chrysanthemi D ) اصـفهان،  ين ـيب زميجدا شده از س 

در )  اصـفهان  ي دکتر مـسعود بهـار، دانـشگاه صـنعت         يياهدا

 به عنوان ييزايمارين و اثبات بي الکتروفورز پروتئ  يهاآزمون

  .شاهد استفاده شدند

  

  ييزايماريآزمون اثبات ب

 ي، رو يجاد لکه برگ  يها در ا  هيت جدا ي قابل يابيبه منظور ارز  

وم، ينگونيلودنــدرون، ســيا، فيــفــن باخياهــان آگلونمــا، ديگ

 نـرم در کـاکتوس آزمـون        يدگيلوم، پتوس و پوس ـ   يفياسپات

احـد   و يياهـدا (اد شـده    ي ـاهـان   يگ.  انجام شد  ييزايماريب

 يع ـي و منـابع طب    ي دانـشگاه کـشاورز    يگلخانه گروه باغبان  

 از علائم بودنـد،     ي جوان و عار   يها برگ يکه دارا ) يسار

ــدند     ــرده شــ ــار بــ ــه کــ ــون بــ ــصد ي. در آزمــ   کــ

ــسيکروليم ــر از سوسپان ــاکتريت   در ( cfu ۱۰۷ واجــديون ب

د ي ـق گرد ي ـهـا تزر  توسط سرنگ به پـشت بـرگ       ،)تريليليم

)Boccara et al. 1991.(ـهي ـاهان ماي از گ   شـده بـا آب   يزن

هـا بـه   بوتـه .  استفاده شد يمقطر سترون به عنوان شاهد منف     

 يابي ـمارگر مورد ارز  ي مشاهده واکنش به ب    يطور روزانه برا  

 مجـدد   يده روز پس از بروز علائم، جداسـاز       . قرار گرفتند 

  . انجام گرفتيباکتر

  

  ي ژنوميDNA ينگارانگشت

ــشت  ــاعته۲۴از ک ــ جدا۲۳ ، س ــده و ينماه ي ــ جدا۱۱ن ه ي

 يوني، در آب مقطر سترون، سوسپانـس      )۲ جدول(استاندارد  

هـر   ه و بهي نانومتر ته۶۰۰ در طول موج ۱ ي نوريبا چگال

ــ ــاي ــه م KOH۵% ک از آنه ــ ب ــه  ۱/۰زان ي ــم نمون    حج

قه جوشانده و به مـدت      يها به مدت دو دق    نهنمو. اضافه شد 

ــه در ي دق۵ ــانتري دور در دق۱۰۰۰۰ق ــه س ــيق از . دندفوژ ش

ــول رو ــيمحل ــوان ي ــه عن ــد يDNA ب ــتفاده ش ــو اس    الگ
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  ICMP و IBSBF يه شده از مراکز نگهداري استاندارد تهيهاهيمشخصات جدا. ۲جدول 

Table2.  Characteristics of reference isolates received from IBSBF and ICMP culture collections 

  هيکد جدا

Isolate code 
  هينام جدا

Isolate name 
  ون کشتينام و محل کلکس

Culture collection 

863  Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum  ليبرز IBSBF  

1814  Pectobacterium carotovorum subsp. odoriferum  ليبرز IBSBF 

1819  Pectobacterium atrosepticum  ليبرز IBSBF 

787  Pectobacterium betavasculorum  ليبرز IBSBF 

807  Pectobacterium wasabiae  ليبرز IBSBF 

1951  Pectobacterium cacticida  ليبرز IBSBF 

852  Dickeya zeae ليبرز IBSBF 

856  Dickeya dianthicola  ليبرز IBSBF 

231  Dickeya chrysanthemi bv. chrysanthemi  ليبرز IBSBF 

994  Dickeya chrysanthemi bv. parthenii  ليبرز IBSBF 

2349  Dickeya paradisiaca  وزلندين ICMP  

  

)Arabi et al. 2006 .( يانگشت نگـار DNAبـا  ي ژنـوم ي 

 و BOXAIR; ERICIR/ ERIC2 ياســتفاده از آغازگرهــا

REP1R/REP2   يه شده بـا کم ـ    ي توص يها بر اساس روش 

 & Versalovic et al. 1991, Gillings( ر انجـام شـد   ييتغ

Holly 1997, Weingart and Volksch 1997) .(  

تـر  يکرولي م ۵/۲تـر شـامل     يکرولي م ۲۵ها بـه حجـم      واکنش

PCR Buffer 10X ،۵/۲ــي م ــولار يلـ    MgCl2 ، ۲/۰مـ

ک از  ي ـکو مول از هـر      ي پ dNTP  ،۱۰مولار از مخلوط    يليم

ــا،  ــر يکرولي م۵/۱آغازگره ــب و ي DNAت ــد ۵/۱ قال  واح

ــيپل  دســتگاه از. انجــام شــد) ناژنيشــرکت ســ (گمــراز ت

ــا    U.S.A)(Applied Biosystems 2720 کلريترموســ

ــرا ــ تکثيبـ ــدDNAر يـ ــتفاده شـ ــه .  اسـ ــر لولـ ــه هـ   بـ

ــاو  ــدورف حـ ــاياپنـ ــريکرولي مRep ،۵/۱ ي آغازگرهـ   تـ

DMSO (Dimethyl sulfoxide)ر با برنامه يتکث.  اضافه شد

 بـه مـدت   C°۹۴ چرخه ۳۴سپس  ،C°۹۴قه در ي دق۴ ييدما

 اتصال ي، دماها)ERIC(ه يان ث۳۰و ) REP, BOX(ه ي ثان۵۰

C°۵۰ ،C°۴۰ و C°۵۲  ــدت ــه م ــ ثان۹۰ و ۶۰، ۴۰ ب ــه ي ه ب

ــترت ــراي ــايب ب ــاERIC و BOX ،REP ي آغازگره  ي، دم

 ۲۴۰و ) REP, BOX(ه ي ـ ثان۶۰ بـه مـدت   C°۷۲گسترش 

 يهـا  رشـته  ييل شـدن نهـا    ي ـطو. انجام شـد  ) ERIC(ه  يثان

DNA    قه در   ي دق ۱۰ به مدتC°۷۲ هفـت  .  شـد  يزير برنامه

 يتر بافر بارگـذار   يکرولي با دو م   PCRتر از محصول    يکروليم

  در بـــافر % ۵/۱ ژل آگـــارز يهـــامخلـــوط و در چاهـــک

آمپـر  يل ـي م ۷۰ان  ي ـ بـا شـدت جر     EDTA-بورات -سيتر

ن انـدازه قطعـات از نـشانگر        يـي  تع يبرا. ديالکتروفورز گرد 

bp۱۰۰) Korea ،Bioneer (ــد ــتفاده ش ــگ . اس ــس از رن پ

 بـا اسـتفاده از      يبـردار د، عکس يوماوم بر يدي ژل با ات   يزيآم

Gel documentationانجام گرفت .  

 
  هال دادهيه و تحليتجز

   و يپي فنـوت  يهـا يژگ ـيهـا بـر اسـاس و      هي ـ جدا يبندگروه

هـا  هيزان شباهت جدا  يق محاسبه م  ي از طر  ي مولکول يهاداده

 )Simple matching, SM(ب تشابه ساده يبا استفاده از ضر

ــر ــشابه يو ض ــاردجب ت ــت و  ) Jaccard (اک ــام گرف انج
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 بــا اســتفاده از نــرم افــزار UPGMAدنــدروگرام بــه روش 

MVSP (Multivariate System Package, version 3.1) 
  .ديم گرديترس

 
 جينتا

  ها هي جداييايميوشي و بيپي فنوتيهايژگيو

، ي گـرم منف ـ   ينت ـياهـان ز  يدسـت آمـده از گ     ه   ب يهاهيجدا

 ـ    ،  ي، اوره آز منف ـ   يداز منف ياکس  ي هـواز  يکاتـالاز مثبـت، ب

  دن يــ و قــادر بــه لهانيطــي محيهــا تــاژکي، داراياريــاخت

ــرش ــاب ــيه ــيب زمي س ــدين ــرات را احين.  بودن ــت ا و از ي

هـا  هي ـجدا يها پرگنه،د کردندي تولH2Sم، يوسولفات سديت

ه مـنظم   يا تخت با حاش   ي گرد و برجسته     EMBط  ي مح يرو

ــشندگ ــا درخـ ــبز متاليو بـ ــ سـ ــوديـ ــه. ک بـ ــا پرگنـ   هـ

ــيرو ــت  NASط ي مح ــرد، تخ ــ گ ــدکي ــده و يا ان    برآم

  .  بــوديل بــه خاکــستريــد مايا ســفيــ و يريبــه رنــگ شــ

ط ي محي در اطراف پرگنه روIM4, FM1, FM2 يهاهيجدا

NGMد نمودندي توليا رنگ قهوه.  

ه ي جدا ۳۸اد شده،   ي يهايژگي و ي دارا يهاهين جدا ياز ب 

 ،  C° ۳۷ درد اندول، رشـد     ي تول ي افتراق يژگيبر اساس نه و   

ل ي ـ مت -αتول، ترهـالوز،    ينوزيواينوز، ما يآراب– Lسم  يکاتابول

تول و مالونـات    ي مـانوز، سـورب    -Dتول،  يآراب-Dد،  يکوزيگل

)Samson et al. 2005 (د ي ـ چون توليگري ديهايژگيو و

ا کننـده از سـوکروز، گـاز از         ي ـناز، مـواد اح   يتيفسفاتاز، لـس  

نـوز، و مـصرف     يب آرا -Dد از مـالتوز و      يد اس ـ ي ـگلوکز، تول 

ات يه خــصوصيــبــر پا. دنــديک گرديــترات از هــم تفکيس ـ

از % ۸۵، با در نظر گرفتن سـطح تـشابه          )۳ جدول( يپيفنوت

ب تـشابه سـاده     يه شده بر اسـاس ضـر      يکس تشابه ته  يماتر

)SM( گروه قـرار گرفتنـد      ۱۲ در   ي مورد بررس  يهاهي، جدا 

هـا در   ه از گـرو   ي بعـض  يکـه اعـضا    يياز آنجـا  ). ۱شکل  (

 بنـابراين  داشـتند،    ينينـاب ي حالت ب  ي مورد بررس  يهايگژيو

 و  Dickeyaزان شباهت آنها در هـر دو جـنس          ي م شد يسع

Pectobacteriumارائه گردد .  

ر گـروه اول  ي ـز. ر گروه بـود يگروه اول متشکل از دو ز    

 AgGi15، PetG1،DGi6، Di2،Dgi61  يهـا هي ـشامل جدا

اول بـر اسـاس     ه  ياند و چهار جدا   در بخش اول قرار گرفته    

د ي ـز تول ي ـتـول و ن   ينوزيو ا ينوز و ما  يد از آراب  يد اس يعدم تول 

  D. ch. chrysanthemiنـوز يوز و رافي بيد از لاکتوز، ملياس

 با وجود تفـاوت     Dgi61که   يدر حال . ص داده شدند  يتشخ

د از  يد اس ـ ي ـن و تول  ين، لـست  يز کـازئ  يدرولي ه يهادر آزمون 

 ياز طرف.  بودD. zeaeه تول مشابه گونينوزيواين و ماينوليا

 ـ   Dgi61 ين بخش به استثنا   ي ا يه اعضا يکل  ي با تفاوت جزئ

ــتول( ــواد احي ــد م ــاکارزي ــده از س ــب) ا کنن ــهيش ــه گون   ه ب

P. atrosepticumيابي ـارز  مـورد يهـا يژگ ـيو. باشـند ي م 

 KA, PetG5, DA, AgGi12, AgGi131, PeA يهـا هيجدا

ات يوصرگروه واقع شدند بـا خـص      ين ز يکه در بخش دوم ا    

 حـد  ياز اعـضا .  مطابقـت داشـت  D. ch. partheniiگونه 

ا ي ـد مـواد اح ي ـتول( تفاوت يبا اندک  KAن بخش يواسط ا

   بـه گونـه    PeAو  ) تـول ي آراب -Dد از   يکننده از ساکارز و اس    

 P. carotovorum subsp. cartovorumک بودنــدي ـ نزد .

   مــــشابهياتي خــــصوصPetG5ه يــــن جدايچنــــهــــم

P. betavascolorum ا ي ـد مـواد اح ي ـ از نظر تولياشت ولد

 Pccر گروه   يترات مشابه ز  يکننده از ساکارز و استفاده از س      

 KM2, KG7, PhM4, IM4ر گـروه دوم  ي ـ زياعـضا . بـود 

 يز در مـوارد ي ـو ن  Pcc ر گونـه ي ـ مشابه بـا ز ياتيخصوص

 و FM1ه يدو جدا. داشتند D. ch. partenii ک به گونهينزد

FM2 ن و  يز کازئ يدرولي ه يهازمونر گروه فقط در آ    ين ز ي ا

  . نداشتندي همسانD. zeae يهايژگين با ويتيلس

 يهايژگيدر و) AgM1, AgM2( گروه دوم يهاهيجدا

   ي مختصريها تفاوتي بوده ولD. zeaeه گونه ي شبيافتراق
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UPGMA

Simple Matching Coefficient

IM2
KM5
DGi7
IM4
PhM4
KM2
KG7
FM1
FM2
AgGi12
AgGi13
DA2
PetG5
KA
PeA
AgGi15
PetG1
DGi2
DGi61
DGi6
PetM3
PhG10
SpaGi3
Ama1
Ama3
Ir1
PhM1
PhM3
KG6
SynGi4
PetGi8
MaGi11
PhM5
AgM7
Ir2
AgM1
AgM2
SanA

0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 1

  
ها در هينام جدا. ينتياهان زيک جدا شده از گيتي پکتوليايني ارويهاهي جدايپيات فنوتيخصوصدندروگرام رسم شده بر اساس . ۱شکل 

 .  داده شده است۱جدول 
Fig. 1. Dendrogram obtained on the basis of phenotypic features of pectolytic Erwinias isolated from ornamental plants. 

Name of isolates have been given in table 1. 

  

ــه( ــازئيدروليـ ــن، توليز کـ ــيـ ــوز و ي آرابDد از يد اسـ نـ

 يبنـد ميز در تقـس   ي ـن گونه داشـتند و ن     يبا ا ) تولينوزيوايما

  .بودند Pccر گونه يها مشابه به زوميپکتوباکتر

 بود، با   AgM7 و   PhM5ه  يگروه سوم که شامل دو جدا     

 تفـاوت   ي بـا مختـصر    يابي ـ مـورد ارز   يهايژگيتوجه به و  

ر ي ـبه ز) تراتيا از سيد قليو تول تولي آراب-Dد ازيد اسيتول(

  .  شباهت داشتPccگونه 

ــيو ــايژگـــ ــضايهـــ ــار ي اعـــ ــروه چهـــ    گـــ

)SynGi4, PetGi8, KG6، PhM1, PhM3 ( ــا مطــابق ب

  . بودPccرگونه يز

 ,Irs1, Ama1, Ama3( پـنجم  ه اول گـروه ي ـچهار جدا

SpaGi3 ، (تفــاوت يبــا انــدک )و نينــوليد از ايد اســيــتول 

کـه   يدر حـال .  بودنـد D. zeaeمشابه گونـه  ) تولينوزيوايما

شباهت داشت و فقط  D. ch. parthenii به PhG10ه يجدا

  .نوز آن مثبت بودي آراب-Dد از يد اسي توليژگيو

ه ي ـک جدا ي ـرنده  يمانده هر کدام دربرگ   يهفت گروه باق  

  . شــباهت داشــت .D. ch بــه گونــه SanAه يــجدا. بودنــد

  هـــا، ومي پکتوبـــاکتري افتراقـــبـــر اســـاس جـــداول  

ــصوص ــات ايخ ــن جداي ــط ز ي ــد واس ــهيه، ح ــارگون   يه

Pcc ، P. carotovorum subsp. odoriferumــه    و گون

 P. betavascolorumيه هـا يجدا. بود IrS2 و PetM3  بـه 

د يد اس ـي توليبه استثنا (Pb و گونه  Pccرگونهيب با زيترت

.  داشـتند  يمسانه) اکننده از ساکارز  يتول و مواد اح   ياز سورب 

 مـورد   يهـا يژگي بر اساس و   KM5 و   MaGi11 يهاهيجدا

ــارز ــه يابي ــا گون ــتندD. ch. parthenii ب .  مطابقــت داش

MaGi11يهــا بــا مختــصرومي پکتوبــاکتري در دســته بنــد 
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ر گونـه   ي ـبه ز ) تولي آراب يد از لاکتوز و د    يد اس يتول(تفاوت  

Pccتعلق داشت .  

  شابه گونـه  م ـياتيخـصوص   IM2 و DGi7 يهـا هيجدا

D. ch.ر گونه ي و زPccداشتند .  

  

  هاهي جداين سلولي پروتئيالگو

ــي پروتئيالگــو ــ جدا۳۸ ين ــورد بررســي ــيه م  ي در ژل پل

ــلامياکر ــا يـ ــديد بـ ــا جدايکـ ــگر و بـ ــاهيـ ــعيهـ    مرجـ

D. zeae ، P. carotovorum subsp. carotovorum و 

. )۲شـکل   (سه شـد ي ـ اصـفهان مقا ينيب زم ي س E12ه  يجدا

ها وجـود  هي جدايني پروتئ يالگو  در يال ملاحظه تفاوت قاب 

 ,IM4, FM1, FM2يهـا هي ـ جداين ـي پروتئيالگـو . داشت

PeA, PhM4ه ي به جداي تا حدودD. zeaeشباهت داشت  .

بـا  ) آگلونما (AgM2 و   AgM1 يهاهي جدا يني پروتئ يالگو

SanA) ــسور ــو ن) ايسن ــز جداي ــاهي  و DGi2 ،DGi6 يه

DGi61) ايفن باخ يد (  باAgGi15) گر يکـد يه  يشب) آگلونما

 PhM4،  )کـوس يف (FM2 و   FM1 يهاهين جدا يچنهم. بود

 ي مـشابه  ين ـي پروتئ يالگو) خياه  يگ (IM4و  ) لودندرونيف(

ــتند ــجدا. داشـ ــاهيـ ــ (SynGi4 يهـ  KG6، )ومينگونيسـ

 در  ين ـي بر اساس نقوش پروتئ    )پتوس (PetGi8،  )کاکتوس(

  .ک گروه قرار گرفتندي

  

  ييزايماريآزمون ب

 ـهيبه آگلونما ما هي جدا۳۸ يمامت  يـي زايمـار يب.  شـدند يزن

 ـ يها هيجدا ا، ي ـفـن باخ  يلودنـدرون، د  يدسـت آمـده از ف     ه   ب

 ــ ــاکتوس، سـ ــپاتينگونيپتوس،کـ ــلوم نيفيوم، اسـ  يز رويـ

. دي ـ گرد يابيز ارز ي که از آنها جدا شده بودند، ن       ييها زبانيم

ــســه جدا  شــدت ي کــه داراPetGi8, SynGi4, KG6ه ي

ها بودند، بـه هـر      هير جدا ي نسبت به سا   يشتريب ييزايماريب

 يماريعلائم ب .  شدند يزنهيز ما ياهان آزمون ن  يهفت گونه گ  

   روز بعـد از     ۷-۱۰ه هـا،    ي ـ شده بـا جدا    يزنهياهان ما يدر گ 

 يهـا  به صـورت لکـه     يماري ب يهانشانه.  ظاهر شد  يزنهيما

ج نکـروز   يآبسوخته با هاله زرد رنگ بروز کرده و بـه تـدر           

 يهـا  لکهياهي گيهار گونهيآگلونما نسبت به سا يور. شد

   از نقـاط    يشتري ـز نـسبت ب   ي ـآبسوخته زودتر ظاهر شد و ن     

که  يدر حال). A-۳ شکل( شده، علائم را نشان داد     يزنهيما

شرفت ي ـ شده، پيزنهي ما يها نسبت به نواح    پتوس لکه  يرو

 شـدن   يادر کاکتوس علائم به صـورت قهـوه       .  داشت يکم

اه بـود   ي ـ کـل گ   يدگيت خـشک  ي ـ و در نها   يشـدگ بافت، له   

وم و زنبـق    ينگوني از کاکتوس، س ـ   ييهاهيجدا). B-۳شکل  (

ر ي ـ تفـاوت، بـه ز     ي، با مختـصر   يپي فنوت ييهاکه در آزمون  

 را  يتـر  آبسوخته بزرگ  يها شباهت داشتند، لکه   Pccگونه  

. جـاد نمودنـد   ياه آگلونما ا  ي گ ي رو يتردر مدت زمان کوتاه   

گونـه  چي شده با آب مقطر سـترون ه ـ       يزنهي ما يهادر برگ 

  يجـاد شـده رو    ي ا يهـا از لکـه  . دي ـ مـشاهده نگرد   يعلائم

 مجـدد   ي شده پـس از ده روز جداسـاز        يه زن ي ما يهااندام

از جملـه    (يدي ـ کل يها از آزمون  يتعداد.  انجام شد  يباکتر

ن، ي گلوکز، هضم ژلات   يريسم تخم ي پرگنه، کاتابول  يمرفولوژ

 يبـرا ) ا سـه منبـع کربنـه   يده از دو   و استفا  ين و چرب  يکازئ

ه بـه کـار     ي ـدست آمده با جدا   ه  ه ب ي جدا ينان از همسان  ياطم

  .، صورت گرفتيزنهيبرده شده در ما

  

   ي ژنومي DNA يانگشت نگار

 ي و نقـوش الکتروفـورز     يپي فنـوت  يهـا يژگ ـيبر اسـاس و   

ر ي ـنده انتخاب شد وتکث   يه نما ي جدا ۲۳،  ي سلول يهانيپروتئ

-rep در )۲ جـدول ( ه اسـتاندارد    ي ـ جدا ۱۱آنها بـه همـراه      

PCR   متـداول صـورت گرفـت      ي آغازگرها يري با به کارگ  .

هـا در نـرم افـزار    هي ـر جدا ي ـ حاصـل از تکث    ي باند يالگوها

Photocapture      ن وزن  يـي  تع ي در کنار نشانگر وزن مولکـول

  ن درصـد   يـي ک و تع  ي ـس صفر و    کيم ماتر يپس از ترس  . شد
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د يل آمي اکري در ژل پلينتياهان زيک جدا شده از گيتي پکتوليايني ارويهاني استري سلوليهاني پروتئيفورزسه نقوش الکتروي مقا.۲شکل 

  .  داده شده است۱ها در جدول هي نام جدا %.۱۰

Fig. 2. Comparison of electrophoretic pattern of cell proteins of pectolytic Erwinia isolated from ornamental plants in 10% 
polyacrylamide gel. Name of isolates have been given in table 1. 

  

، نقـوش   )Jaccard(ب جاکـارد    يهـا بـا ضـر     هيشباهت جدا 

هـا بـا    هي ـر شـده جدا   ي ـ تکث ي DNA قطعات   يالکتروفورز

 ۲۴، در ســطح شــباهت BOX و REP,ERIC يآغازگرهــا

  .شد يدرصد بررس

 ـEric-PCRر شده در روش     يتعداد قطعات تکث    ۱۲-۲۳ ني ب

در . )۴شـکل    ( جفت باز بـود    ۱۸۰-۵۷۰۰نيو طو ل آنها ب    

، BOXوREP,ERIC يگرهانـشان  درصـد  ۲۴سطح تـشابه  

م ي گروه تقس۱۵ و ۲۱، ۱۳ب به ي حاضر را به ترت   يهاهيجدا

  هــا را متفــاوت از هــم هيــهــر ســه آغــازگر جدا. نمودنــد

 PhM4و  ) کـاکتوس  (KM2 يهـا هيجدا.  کردند يبندگروه

 را  ي مـشابه  يکي ژنت يدر هر سه روش، الگو    ) لودندرونيف(

فـن  ينـده د  ي نما يهـا هي ـ ، جدا  ERIC-PCRدر  . نشان دادند 

   بـه همـراه  DGi7. شـدند يبنـد ا در سـه گـروه دسـته   ي ـباخ

D. ch ،DA  در کنـار Pcc وD. paradisiaca  و DGi2  بـا 

 )پتوس( PetGi1،  )لودندرونيف (PhG10،PhM1 يهاهيجدا

ن يچن ـهـم . ک گروه  مجزا قرار گرفتند    ي در   ، هر کدام  Paو  

ه ي ـجدا.  زنبق در دو گروه متفاوت قرار گرفتنـد        يهاهيجدا

IrS2 در کنار Pcc  وIrS1ه اسـتاندارد  ي ـ با جداD. zeae و 

 شـدند کـه مطـابق بـا         يبندگروه) لوميفياسپات (SpaGi3ز  ين

 گـروه مـشخص شـده در        ۱۵از  .  بـود  يپي فنـوت  يبندميتقس

.  سه گروه متعلق بـه اسـتانداردها بـود          ، BOX-PCRروش  

ــقطعــات تکث ــ در ايري  ۱۸۰-۱۹۵۰ن روش در محــدوده ي

ن ي ـر بـا ا   ي ـج حاصـل از تکث    ينتـا .  قرار گرفتنـد   يجفت باز 

   )پتـوس  (PetG5و  ) آگلونمـا  (AgM2 يهـا هيآغازگر، جدا 
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 .کيتي پکتوليايني ارويها هي شده با جدايزن هي ما)B( کاکتوس ي رويدگيو له) A( آگلونما ي آبسوخته روي علائم لکه برگ.۳شکل 
Fig. 4. Transluscent leaf spot on Aglaonema (A) and soft rot on Cactus (B) inoculated with pectolytic Erwinia.  

  

  
  

 ۲ و ۱استانداردها در جدول ها و هينام جدا%. ۵/۱ در ژل آگارز ERIC-PCRها با هي جداي DNAر ي نقوش قطعات حاصل از تکث.۴شکل 

  يشاهد منف: C، يشاخص جرم مولکول: M. داده شده است

Fig. 4. ERIC-PCR fingerprints of bacterial isolates on 1.5 % Agarose gel. Name of isolates  and references have been given in 
table 1 and 2. M: DNA size Marker, C: negative control. 

  

  

A B 

۲۰۰۰ 

۱۰۰۰ 

۵۰۰ 
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 KM2 يهاهيز جداي و ن.D. chو   Pcc يهمراه استانداردها

لودنـدرون بـه همـراه      يب از کـاکتوس و ف     ي به ترت  PhM4و  

.D.ch ر ي ـتعداد قطعـات تکث   .  جداگانه قرار داد   يها درگروه

ن روش  ي ـدر ا .  عدد بود  ۶-۱۲ن  يز ب ي  ن  REP-PCRشده با   

سه بـا   ي ـهـا در مقا   هي ـ جدا ي بانـد  ين الگو ي ب ياديتفاوت ز 

دست آمـده از هـر   ه ج بيب نتايبا ترک. ده شد ياستانداردها د 

ــدام از روش ــاکــــ    وERIC-PCR ،BOX-PCR يهــــ

REP-PCR  شـکل   (دي ـم گرد ي آنها ترس ـ  يبي دندروگرام ترک

 ـ يهاهين جدا ي، استانداردها در ب   %۱۶ در سطح تشابه     .)۵ ه  ب

 .P پراکنـده شـدند و فقـط    ينت ـياهـان ز يدست آمـده از گ 

cacticida    ک گروه مجزا در دنـدروگرام قـرار        ي به صورت

 همراه بـا    KM2  ،PhM4  ،AgM7  ،IrS2 يهاهيجدا. گرفت

D.ch. و D. dianthicola  ــدر ــدند ي ــع ش ــروه واق . ک گ

ک ي ـ Pwه ي ـ به همراه جدا  KM5 و   IM2  ،KG7 يهاهيجدا

 و  IrS1  ،SpaGi3 يهاهيجدا. جاد کردند يگروه جداگانه را ا   

AmaS1   ه استاندارد   ي در کنار جداDz         قـرار گرفتنـد کـه بـا

  . مطابقت داشتيپي فنوتيبندگروه

  

  بحث

ک مولـد   ي ـتي پکتول ياهـا ينيه ارو ي جدا ۳۸ق حاضر،   يدر تحق 

 ينتياهان ز ي گ يي هوا يها نرم قسمت  يدگي و پوس  يلکه برگ 

تنـوع قابـل    . ندشـد  ي کـشور، بررس ـ   ي مناطق شـمال   يبرخ

ــه ــصوصياملاحظــ ــوتي در خــ ــوتيپيات فنــ    يپي و ژنــ

   موجـود  يک ـيبـر اسـاس صـفات تفک      . ده شـد  ي ـها د هيجدا

ــ ــداول افتراقـــ ــايني ارويدر جـــ ــتي پکتولياهـــ   ک يـــ

)Schaad et al. 2001, Hauben et al. 2006(هـا،  هي ـ، جدا

اکننـده از   يد انـدول، فـسفاتاز، مـواد اح       ي ـ تول يهادر آزمون 

ز در  ي ـن و ن  ين، کازئ يز ژلات يدروليساکارز و گاز از گلوکز، ه     

ــتول ــي ــدهايد اس ــوربيد از قن ــاتوي س ــول، ينوزيو ايل، م   ت

د ي ـکوزيل گل ي ـتول، آلفـا مت   يتول، ادون ي آراب ينوز، د ي آراب يد

 يهـا يژگ ـيهـا و  هي جدا يتمام.  را نشان دادند   يشتريتنوع ب 

، %۵ تحمل نمک طعـام      مانند يدي کل يها در آزمون  يکساني

 ـ يد آرج ـ ي ـن، تول يسي ـترومايت بـه ار   يعدم حساس   ين د ي ن

ن و  ينـول ي ترهـالوز، ا    مـانوز،  -Dد از   يد اس ـ ي ـدرولاز، تول يه

ــات داشــتند  ــات و گلوکون ــر اســاس . اســتفاده از گلوتام   ب

قابـل  % ۸۵ گروه در سطح شباهت      12،  يپي فنوت يهايژگيو

  .ز بودنديتما

ــورز  ــوش الکتروف ــروتئينق ــاني پ ــلوليه ــي س   ن ي ب

نـشان داد کـه       را ييز تنـوع بـالا    ي مورد مطالعه ن   يهاهيجدا

ن روش تنهـا    يا.ا دارد   ههين جدا يرهمگن بودن ا  يدلالت بر غ  

 عامـل   ياهـا ينيارو. د بود يها مف هي جدا ي مقدمات يبندتهدر دس 

زا بوده و   يمارياهان ب ي از گ  يعيف وس ي ط ي نرم رو  يدگيپوس

). Barras et al. 1984( ندارنـد  ي چنـدان يزباني متيمحدود

ب ي ـ به ترتPetGi8 و KG6 ،SynGi4ه ي سه جدا ييزايماريب

اه ي ـ هر هفت گونـه گ     يتوس رو وم و پ  ينگونياز کاکتوس، س  

هـا از نظـر شـدت       هي ـجدا. ن امـر دارد   ي ـ دلالت بـر ا    ينتيز

. جاد کردند، متفاوت بودنـد    ياه آگلونما ا  ي گ ي که رو  يعلائم

وم و  ينگوني از کـاکتوس، س ـ    ييهـا هي ـ در جدا  يماريشدت ب 

 به کار برده شده در آزمون       يسه با استانداردها  يزنبق در مقا  

ز ي ـبر اساس زمان ظهور علائـم و ن       . شتر بود ي، ب ييزايماريب

 ـهي ـ ماي برگ نسبت به نواحي رو يهااندازه لکه   شـده،  يزن

ــر ــن گيبهت ــي ــراياه برگ ــي ب ــون بي بررس ــاري آزم    ييزايم

دست آمده از   ه   ب يهاهيجدا. ، آگلونما بود  ينتي ز يهاهيجدا

 نـرم   يدگيک پوس يپي ت يهااه مربوطه نشانه  ي گ يکاکتوس رو 

  .جاد نمودنديز ايرا ن

ها با هر   ايهر جد يج تکث ي مشتق شده از نتا    يهادروگرامدن

جـه بـا توجـه بـه تعـداد          ين نت ي ـا.  متفاوت بـود   نشانگرسه  

 اتـصال مربـوط بـه هـر         ير شده، دما  ي تکث يمتفاوت باندها 

ــدگ ــازگر و پراکن ــراريآغ ــر تک ــوم ي عناص ــدف در ژن    ه

  ). Rademarker et al. 2000( ها، دور از انتظار نبود هيجدا
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 نرم بر اساس يدگي و پوسي آلوده به لکه برگينتياهان زيک جدا شده از گيتي پکنوليايني ارويهاهيمربوط به ارتباط جدا  دندروگرام .۵ شکل

  .rep-PCRج حاصل از ينتا

Fig. 5. Dendrogram showing the relationship between pectolytic Erwinias isolated from leaf  spot and soft rot infected 
ornamental plants based on rep-PCR. 

  

 يهـا بـا آغازگرهـا     هي جدا ي DNAر  ينقوش حاصل از تکث   

ERICــ، قابل ــت بي ــ در تفکيشتري ــا داشــتهيــک جداي   . ه

  گـــر ي  نـــسبت بـــه دو روش دERIC-PCRن يچنـــهـــم

 قـرار   ينتي ز يهاهي استاندرد را بهتر در کنار جدا      يهاهيجدا

ــو . داد ــا هــر ســه روش تن ــع موجــود درون جداب    يهــاهي

ــ ــه گ  ه ب ــر گون ــده از ه ــت آم ــدس ــياه زي ــ نينت ــل ي   ز قاب

ــود  ــشاهده ب ــود ا . م ــا وج ــب ــه ني ــه قلم ــاک ــان ي گيه   اه

شـهر  (گـر  ي کـشور بـه منـاطق د     ي شمال يها از استان  ينتيز

ــشهد  ــ) م ــرده م  ــيب ــود ول ــتر يش ــوع در اس ــاني تن    يه

ــده از ا  ــدا ش ــج ــه دي ــن دو منطق ــدي ــم. ده ش ــه   ن يچن

   يپي بــا فنــوت يکــي ژنتيبنــدرد گــروهن مــويدر چنــد

ها را هي از جداي، تعدادييايميوشيصفات ب .  نداشت يهمسان

.  قرار داد  Dickeya و   Pectobacterimحد واسط دو جنس     

ــرا ــ مثـــال جدايبـ ــ در SanAه يـ ــريـ    صـــفات يک سـ

  ه ي شــبPb و Pccگــر بــه ي دي و در صــفات .D. chمــشابه

ــود ــال. بـ ــه  يدر حـ ــ، اrep-PCRکـ ــن جدايـ ــا ه را يـ   بـ

ــه  ــ در Pbگونـ ــرار داد يـ ــروه قـ ــجدا. ک گـ    در Ir2ه يـ

ــي بيهـــايژگـــيو    Pectobacterium در کنـــار ييايميوشـ

ــت ــرار گرف ــون. ق ــاو در آزم ــوليه ــا ي مولک    Dickeya ب

   يبــستگبــا وجــود مــشاهده هــم   .  شــديبنــددســته

ــسب ــ جداييايميوشــي صــفات بين    مطالعــه حاضــريهــاهي

 DNAده اثر انگشت    يچي پ ي استاندارد، الگوها  يهادايهبا ج 

  دســـت ه  بـــيهـــاهيـــسه جدايـــ، امکـــان مقاي ژنـــومي

ــده از گ ــان زيآم ــياه ــشکل  ينت ــتانداردها را م ــوده و اس    آل

ــ ــازديم  ــ. س ــه نظــر م ــازيب ــ جدايرســد جداس ــا از هي   ه

ــان زيگ ــياه ــاوتينت ــف، در تف ــا مختل ــي ژنتيه ــيک   ن ي ب
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ــجدا ــا تهي ــديثأه ــذار باش ــال . رگ ــر ح    درrep-PCRدر ه

 يت کـاف ي ـک از قابليتي پکتوليايني ارو يهاهي جدا يبندگروه

  . ستين برخوردار

  

  منابع

 مراجعـه   يسيمتن انگل ) 64-61(جهت ملاحظه به صفحات     

 .شود

  


