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  دهیچک
عامل بیماري پژمردگی باکتریائی سیب زمینی جدا شـده از   Ralstonia solanacearumجدایه باکتري  24ویژگی هاي فنوتیپی و تنوع ژنتیکی 

 R. solanacearumجدایـه  19براسـاس خصوصـیات فیزیولوژیـک و بیوشـیمیائی،     . مناطق مختلف استان کردستان مورد بررسی قرار گرفت
صحت تشخیص تمامی جدایـه هـا در سـطح    . را دارا بودند 3پنج جدایه، خصوصیات فنوتیپی بیووار . تشخیص داده شدند 2بیووار  بعنوان

در مطالعه جدایه هـا بـا   . اختصاصی گونه مورد تایید قرار گرفت 759/760گونه توسط واکنش زنجیره اي پلیمراز و با استفاده از آغازگرهاي 
با تکثیر باندهائی بـا انـدازه تقریبـی     2، تمامی جدایه هاي تشخیص داده شده تحت عنوان بیووار Pmx (Multiplex PCR(تفاده از روش اس

باند اختصاصی گونـه   Pmx، در واکنش 3پنج جدایه با خصوصیات فنوتیپی شبیه به بیووار. قرار گرفتند IIجفت باز در فیلوتیپ  372و  282
جفت باز تکثیر نمودند که اختصاصی هیچکدام از گـروه هـاي فیلـوتیپی     191جفت باز به اضافه باند با اندازه تقریبی  282ی به اندازه تقریب
. مورد بررسی قرار گرفت BOXو  REP ،ERICو با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی  rep-PCRنوع ژنتیکی جدایه ها به روش . نمی باشد

% 43و براساس ضریب تشابه دایس نشان داد که جدایه ها در سطح تشـابه   UPGMAاز هرسه آغازگر به روش  آنالیز ترکیبی داده با استفاده
نتایج حاصل از ایـن  . ارتباط مشخصی بین گروه بندي بدست آمده و منطقه جغرافیائی جدایه ها مشاهده نشد. گروه قابل تفکیک هستند 5به 

  .جداسازي شده از استان مورد مطالعه می باشد R. solanacearumتحقیق نشاندهنده تنوع ژنتیکی در جدایه هاي 

  R. solanacearumپژمردگی باکتریائی سیب  زمینی، تنوع ژنتیکی، فیلوتیپ، : کلیدواژه
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Abstract 
Phenotypic properties and genetic diversity of 24 strains of Ralstonia solanacearum causing bacterial wilt of 
potato plants isolated from various locations in Kurdistan province was investigated. According to 
physiological and biochemical properties, 19 and 5 of isolates were identified as R. solanacearum biovar 2 
and 3, respectively. Identification of isolates was further confirmed by PCR using 759/760 primers specific 
to R. Solanasearum. Based on multiplex PCR, all strains identified as biovar 2 were belonging to phylotype 
II. In multiplex PCR, strains identified as biovar 3 produced R. solanacearum species-specific fragment but 
failed to produce expected phylotype-specific amplicon. Genetic diversity of selected strains was 
investigated by rep-PCR fingerprinting using REP, ERIC and BOX primers. UPGMA analysis of combined 
data obtained from rep-PCR fingerprint pattern using Dice,s coefficient revealed the strains could be 
separated into 5 groups at a similarity level of approximately 43%. There was no direct relationship between 
geographic locations of strains and grouping. Obtained results demonstrated the existence of a genetic 
diversity among R. solanacearum strains causing bacterial wilt disease of potato in Kurdistan province. 
 
Keywords: Bacterial wilt of potato, Genetic diversity, Phylotype, R. solanacearum, rep-PCR 
 
 
 

* Part of M.Sc. thesis of first author submitted to University of Kurdistan 
**Corresponding author’s E-mail: BHarighi@uok.ac.ir 
1. Former M.Sc. Student and Associate Professor, Faculty of Agriculture, University of Kurdistan 
  
 
 

  

  

   



 ۱۳-۱: ۱۳۹۶ سال / ۱شماره /  ۵۳جلد  / هاي گياهيبيماري

3 

  مقدمه

ــاکتري     ــی از ب ــائی ناش ــی باکتری  Ralstoniaپژمردگ

solanacearum    یکی از مهمترین بیماریهاي شـناخته شـده
و سایر گیاهان ) .Solanum tuberosum L(در سیب زمینی 

از قبیل گوجه فرنگی، توتـون، مـوز، بـادام زمینـی و غیـره      
عامل بیماري از مناطق مختلف جغرافیـائی از جملـه   . است

ــده اســت     ــزارش ش ــیر گ ــدل و سردس ــرم، معت ــاطق گ من
)Hayward 1994a .(بیمـاري توانـایی ایجـاد     باکتري عامل

خانواده گیاهی شـامل گیاهـان تـک     50آلودگی در بیش از 
ــه را دارد  ــه و دولپ ــاکتري ). Elphinstone 2005(لپ  .Rب

solanacearum    بعنوان یک گونه مرکب شناخته مـی شـود
بصورتی که تفاوت هاي قابل ملاحظه اي بین سـویه هـا از   

ــایی، بی   ــا جغرافی ــانی، منش ــه میزب ــاظ دامن ــاریزایی و لح م
). Denny 2006(خصوصیات فنتیپـی مشـاهده مـی گـردد     

سویه ها براساس خصوصیات بیوشیمیائی و دامنـه میزبـانی   
به ترتیب به هفت بیووار و یا پنج نـژاد تقسـیم بنـدي مـی     

اگرچـه  ). Hayward 1991; Horita et al. 2014 (شـود  
ارتباط مشخصی بین ایـن دو سیسـتم گـروه بنـدي وجـود      

یا نـژاد سـیب زمینـی معـادل      3ا در اکثر موارد نژادندارد ام
). Hayward 1991; Smith et al. 1995(اسـت   2بیـووار 

یـا   T2و  2، 1پژمردگی باکتریائی سیب زمینی توسط بیووار
داراي  2سـویه هـاي بیـووار   . بوجـود مـی آیـد    3و  1نژاد 

هسـتند   T2فعالیت متابولیکی کمتري نسبت به جدایه هاي 
)Hayward 1994b .(  بیماري همچنین در آسیا و آمریکـاي

تفــاوت . بوجــود مــی آیــد 2Nو  2جنــوبی توســط بیــووار
در میزان فعالیت متابولیکی و همچنین وسیع  2Nو  2بیووار

 Gillings & Fahy(است  2Nتر بودن دامنه میزبانی بیووار 

بعلاوه جهـت بررسـی تنـوع ژنتیکـی و همچنـین      ). 1993
 R. solanacearumوجود ارتباط ژنتیکی بین جدایـه هـاي   

، تعیین تـوالی ژن  RFLPاز جمله  DNAروشهاي مبتنی بر 
rDNA S16 ،rep-PCR  وAFLP  مورد استفاده قرار گرفته
 & Fegan et al. 1998; Nouri et al. 2007; Horita(است 

Tsuchiya 2001; Poussier et al. 2000 .( ــاس براس
RFLP جدایه هاي ،R. solanacearum  به دو شاخه اصلی

و  2Nو  2، 1شاخه آمریکائی شامل بیووار. تقسیم می شوند
 .Cook et al( 5و  4، 3شـاخه آسـیائی شـامل بیووارهـاي    

1989; Cook & Sequeira 1994 .(    ایـن نتـایج براسـاس
وتیدي ناحیه بین ژنـی  تحقیقات بعدي بر مبناي توالی نوکلئ

16S-23S rRNA ژن اندوگلوکاناز و ژن پلی گالاکتوروناز ،
 Gillings et al. 1993; Fegan et(مورد تایید قرار گرفـت  

al. 1998; Poussier et al. 2000 .( ــر ــالهاي اخی در س
و  hrpBبراساس توالی نوکلئوتیـدي ژن انـدوگلوکاناز، ژن   

. شنهاد شـده اسـت  یک نوع گروه بندي جدید پی mutSژن 
ــاي     ــه ه ــدي جدای ــه بن ــتم طبق ــن سیس ــاس ای  .Rبراس

solanacearum   ــروه ــا هشــت گ ــار فیلوتیــپ و ی ــه چه ب
)Clade ( تقسیم می شوند)Wicker et al., 2012 .(  جدایـه

داراي منشا آسیائی و جدایه هـاي   Iهاي متعلق به فیلوتیپ 
. ازآمریکا ي جنوبی منشـا گرفتـه انـد    IIمتعلق به فیلوتیپ 

شامل جدایـه هـاي آفریقـا و جزایـر      IIIمچنین فیلوتیپ ه
جدایه هاي گزارش شده از اندونزي،  IVاطراف و فیلوتیپ 

 Fegan & Prior(ژاپن، کره و استرالیا را شامل مـی شـود   

2005; Jeong et al. 2007; Prior & Fegan 2005 .(
همچنین تقسیم بندي گروه ها در ارتباط با میزبان و توانایی 

ــراي ایجــاد بیمــاري در شــرایط اختصاصــی  جدایــ ه هــا ب
یـک   R. solanacearumباتوجه به اینکه . جغرافیایی است

گونه مرکب شناخته می شود براساس مطالعـات چندجانبـه   
و  Iاي پیشنهاد گردیده است جدایه هاي متعلق به فیلوتیپ 

III  به گونه جدیدR. pseudosolanacearum، يها جدایه 
تغییـر نـام    R. syzygii تحـت عنـوان   IV یلوتیپمتعلق به ف
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تحت عنـوان   II یلوتیپمتعلق به ف يها جدایه فقطو  یافته
R. solanacearum  شـوند   شـناخته)Safni et al. 2014( .

ــذاري ــر نامگ ــط اخی ــاي   توس ــاي داده ه ــات برمبن مطالع
 مـورد تاییـد قـرار گرفتـه اسـت      پروتئومیکس و ژنومیکس

)Prior et al., 2016 .(لاوه بر روشـهاي ذکـر شـده    عrep-

PCR  نیز روش مفیدي در مطالعه تنوع ژنتیکی جدایه هاي
R. solanacearum   اسـت)Horita & Tsuchiya 2001; 

Horita et al. 2005; Nouri et al. 2009; Thwaites et al. 
1999.(  

در ایران، بیماري پژمردگی باکتریائی سیب زمینی ناشـی  
اولین بار از استان اصفهان  2بیووار از جدایه هاي متعلق به 

پــس از آن ). Danesh & Bahar 1984(گــزارش گردیــد 
بیماري از سایر مناطق سیب زمینی کـاري کشـور گـزارش    

 & Azadvar & Rahimian 2000; Bagheri(شـده اسـت   

Taghavi 2000; Maghooli et al. 2004; Irandoust et 
al. 2008 .(     هدف از تحقیـق حاضـر مطالعـه خصوصـیات

جداشده از منـاطق   R. solanacearumفنوتیپی جدایه هاي 
مختلف استان کردستان، شناسائی آنها براساس سیستم طبقه 
بندي بیووار و تعیین گروه فیلوتیپی غالب در جدایـه هـاي   

بعلاوه تنوع ژنتیکی جدایـه هـا بـه روش    . مورد مطالعه بود
rep-PCR ررسی قرار گرفتمورد ب.  

  مواد و روش هاي بررسی
 جداسازي و تعیین مشخصات جدایه ها

نمونه بـرداري از بافـت هـاي گیـاهی آلـوده بـا علایـم        
پژمردگی در انـدام هـاي هـوایی و پوسـیدگی حلقـوي در      

و از  1392و  1391قسمت داخلی غده از مرداد تا مهر مـاه  
ن انجـام  مزارع سیب زمینی در مناطق مختلف استان کردستا

جهت جداسازي عامل بیماري قطعات کـوچکی از  . گردید
ساقه و غده آلوده جدا و پس از شستشو با آب معمـولی و  

درصد هیپوکلریـت   5/0ضد عفونی سطحی توسط محلول 

 2-3سدیم و شستشوي مجدد توسط آب مقطر سـترون در  
دقیقـه   30پـس از  . میلی لیتر آب مقطر سترون خرد گردید

درجـه   26 -28نسیون در درجـه حـرارت   نگهداري سوسپا
میکرولیتر از محلـول حاصـله بـر روي     20- 30سلسیوس، 

 Kelman(کشـت گردیـد   ) TZC(محیط تترازولیوم کلرید 

ساعت نگهداري در درجه حـرارت   48-72پس از ). 1954
تک کلنی هاي  شیري رنگ و در  سلسیوسدرجه  26 -28

بـر روي  وسط کلنی به رنگ صـورتی رشـد یافتـه مجـدداً     
تعیـین مشخصـات فنـوتیپی    . محیط خالص سـازي گردیـد  

جدایه ها براساس روشهاي ذکر شـده قبلـی انجـام گردیـد     
)Hayward 1964 .(  

 آزمون بیماریزائی

بیماري زائی کلیه جدایه ها بر روي سـیب زمینـی رقـم    
بـذور  . آگریا، گوجه فرنگی، فلفل و توتـون انجـام گردیـد   

پلاسـتیکی حـاوي خـاك    گیاهان ذکـر شـده در گلـدانهاي    
جدایه ها پس از رشد بر روي محیط . سترون کشت گردید

TZC  درجه سلسیوس توسـط   28ساعت و در  48به مدت
رسـوب  ) دقیقـه  5دور در دقیقه،  7000(سانتریفوژ نمودن 

رسوب حاصله مجدداً در آب مقطر سترون حل و . داده شد
تنظــیم  CFU/ml 108×1غلظــت سوسپانســیون بــه حــدود 

برگچه اي و با سـه تکـرار    5تا  4گیاهان در مرحله . دگردی
سوسپانسیون باکتري توسط سرنگ سترون . مایه زنی گردید

 & Winstead(به ناحیه ساقه نزدیک به طوقه تزریق گردید 

Kelman 1952 ( میلی لیتر از سوسپانسـیون بـاکتري    1و یا
 Montanelli et(درون خاك نزدیک به ریشه اضافه گردید 

al. 1995 .( در تمــامی آزمایشــات گلخانــه اي مایــه زنــی
گیاهان توسط آب مقطر سترون بعنوان کنترل در نظر گرفته 

گیاهان مایه زنی شـده در گلخانـه در درجـه حـرارت     . شد
درجه سلسیوس و تحت شرایط طبیعی نگهـداري   25 -30
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  .روزه بررسی گردید 3روز به فواصل زمانی  42و نتایج تا 

 جدایه ها ژنومی DNAتهیه 

میلـی لیتـر محـیط کشـت      5سوسپانسیون جدایه ها در 
دور،  4500(نوترینت برات تهیه و پس از سانتریفوژ کردن  

 20دقیقـه در منهـاي    30رسوب حاصله به مدت  )ثانیه 90
 200رسـوب مجـدداً در   . نگهداري گردیـد سلسیون درجه 

میکرولیتـر   8حـل و بـا اضـافه نمـودن      TEمیکرولیتر بافر 
بـه  ) میکروگـرم بـر میلـی لیتـر     10از محلول پایه (زیم لیزو

. درجه سلسیوس نگهـداري گردیـد   37دقیقه در  30مدت 
مولار  4میکرولیتر محلول  40سپس سلولها با اضافه نمودن 

 8و   SDS 10%میکرولیتــر محلــول  24پرکلــرات ســدیم، 
میکرگـرم بـر    20از محلـول پایـه   (  Kمیکرولیتر پروتئیناز 

درجـه   45سـاعت در   2و نگهـداري بـه مـدت     )میلی لیتر
دي ان اي حاصـل بـا افـزودن    . سلسیوس تخریـب گردیـد  

حجم محلول، نگهداري در منهـاي   2اتانول مطلق به میزان 
دقیقه و سـانتریفوژ نمـودن    30به مدت  سلسیوندرجه  20

رسـوب داده  ) درجـه سلسـیوس   4دقیقه،  5دور،  13000(
% 70میلی لیتر اتانول  1رسوب حاصله با اضافه نمودن . شد

. حل گردیـد  TEمیکرولیتر بافر  500شسته شد و سپس در 
: محلول بدست آمده سپس با حجـم مسـاوي ترکیـب فنـل    

مخلــوط شــده و در ) 25:24:1(ایزوآمیــل الکــل : کلروفــرم
درجه حرارت معمولی اطاق بصورت وارونه کردن هم زده 

دور،  13000(دقیقه سانتریفوژ گردید  3سپس به مدت . شد
، فاز روئی به میکروتیوب تمیز منتقل و )درجه سلسیوس 4
فاز روئی بدسـت آمـده از   . له قبل سه بار تکرار گردیدمرح

ایزوآمیـل  : مرحله قبل یکبار نیز با اضـافه نمـودن کلروفـرم   
ــه   ) 24:1(الکــل  ــی ب ــاز روی ــپس ف ــد، س ــوب داده ش رس

 2میکروتیوب تمیز منتقـل و دي ان اي بـا اضـافه نمـودن     
 3حجم محلول اسـتات سـدیم    1/0حجم اتانول خالص و 

و نگهداري در فریزر بـه مـدت یـک     8/4مولار با اسیدیته 
دقیقـه بـا    5ترکیب حاصله به مدت . شب، رسوب داده شد

دور در دقیقه سانتریفوژ گردیـد و رسـوب    13000سرعت 
رسوب حاصـله  . شسته شد% 70بدست آمده توسط اتانول 
حـاوي   TEمیکرولیتـر بـافر    50پس از خشـک شـدن، در   

بر میلـی لیتـر بـه    میلی گرم  10از محلول پایه (ریبونوکلئاز 
  .حل گردید) میکروگرم بر میلی لیتر 20غلظت نهائی 

تشخیص جدایه ها با استفاده از آغازگرهاي اختصاصـی  
 گونه

تشخیص جدایه هاي بـاکتري عامـل بیمـاري در سـطح     
گونه در واکنش زنجیـره اي پلیمـراز بـا اسـتفاده از جفـت      

مورد بررسی قرار گرفت  759/760آغازگر اختصاصی گونه 
)Opina et al. 1997 .(   ــائی ــم نه ــنش در حج  25واک

ــاوي   ــر ح ــولار   PCR buffer ×1 ،5/1میکرولیت ــی م میل
MgCl2 ،1  پیکومـول   25(میکرولیتر از هرکدام از آغازگرها

 Taqواحــد  dNTP ،2میلــی مــولار  8/0، )بــر میکرولیتــر

polymerase  دي ان اي ) نانوگرم 25حدود (میکرولیتر  1و
برنامه دمایی شامل یک چرخـه در دمـاي   . ژنومی انجام شد

درجه سلسـیوس   53دقیقه،  3درجه سلسیوس به مدت  94
دقیقـه،   5/1درجه سلسیوس به مدت  72دقیقه،  1به مدت 

درجه سلسـیوس،   94ثانیه در  15چرخه با برنامه  30سپس 
 10درجه سلسیوس و بسط نهائی به مـدت   72ثانیه در  15

  .م شددرجه سلسیوس انجا 72دقیقه در 

 اختصاصی فیلوتیپ Multiplex PCR (Pmx)واکنش 

بـا   pmx-PCRبراي تعیین گـروه فیلـوتیپی جدایـه هـا،     
استفاده از چهار آغازگر اختصاصی فیلوتیپ و در واکنش با 
آغازگر معکوس اختصاصـی گونـه بـه اضـافه آغازگرهـاي      

ــد  760/759 ــام ش ــوالی). Fegan & Prior 2005(انج ت
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 آغازگرها اختصاصیتاندازه محصول و  یق،تحق ینمورد استفاده در ا يآغازگرها فهرست -1 جدول
Table 1. List of oligonucleotide primers used in this study, size of PCR products and specificity of primers 

Amplicon size when 
paired with Nmult:22:RR  

Specificity Sequence (5’ to 3’) Primers 

144bp Phylotype I CGTTGATGAGGCGCGCAATTT Nmult21:1F 
372bp Phylotype III AAGTTATGGACGGTGGAAGTC Nmult21:2F 
91bp Phylotype III ATTACSAGAGCAATCGAAAGATT Nmult23:AF 
213bp Phylotype IV ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA Nmult22:InF 
NAa All phylotype TCGCTTGACCCTATAACGAGTA Nmult22:RR 
- R. solanacearum GTCGCCGTCAACTCACTTTCC 759F 
- R. solanacearum GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG 760R 

aNot applicable 
  

واکـنش در حجـم   . آورده شده است 1آغازگرها در جدول 
میلـی   PCR buffer ×1 ،5/1میکرولیتر انجام و حاوي   25

 Taqواحــد  dNTP ،2میلــی مــولار  MgCl2  ،8/0مــولار 

polymerase ،6   ــاي ــدام از آغازگرهـ ــول از هرکـ پیکومـ
Nmult:21:1F ،Nmult:21:2F ،Nmult:22:InF ،
Nmult:23:AF ،18  ــازگر ــول آغ  Nmult:22:RR ،8پیکوم

نانوگرم دي  40و حدود  760/759پیکومول از آغازگرهاي 
ــود  ــومی ب ــنش . ان اي ژن ــه   PCRواک ــک چرخ ــامل ی ش

، درجـه سلسـیوس   95دقیقه در  5واسرشت اولیه به مدت 
ثانیـه   30درجه سلسیوس،  94دقیقه در  1چرخه شامل  30
درجه سلسیوس و  72ثانیه در  30درجه سلسیوس،  59در 

  .دقیقه بود 10درجه سلسیوس به مدت  72بسط نهائی در 
rep-PCR 

ــتفاده از      ــا اس ــا ب ــه ه ــومی جدای ــاري ژن ــت نگ انگش
 Louws(انجام گردیـد   BOXو  REP ،ERICآغازگرهاي 

et al. 1994 .(  واکنش زنجیره اي پلی مراز در حجم نهـائی
بـافر  ( master mixمیکرولیتـر   5/12میکرولیتر حـاوي   25

PCR reaction × 10 ،ــوم ــد منیزی  Taqو  dNTPs، کلری

DNA polymerase( ،1     میکرلیتـر از هرکـدام از آغازگرهـا
میکرولیتــر از دي ان اي  1، )پیکومــول بــر میلــی لیتــر 10(

. ولیتـر آب مقطـر سـترون انجـام شـد     میکر 10/ 5ژنومی و 
برنامه حرارتی بصورت یک چرخه واسرشت سـازي اولیـه   

چرخـه   35دقیقه،  2درجه سلسیوس به مدت  95در دماي 
ــه مــدت   92در  ــه،  30درجــه سلســیوس ب درجــه  40ثانی

ــیوس  ــیوس   REP( ،50(سلس ــه سلس  50و ) ERIC(درج
 65دقیقـه، بسـط در    1بـه مـدت   ) BOX(درجه سلسیوس 

 65دقیقـه و بسـط نهـائی در     8سلسیوس بـه مـدت   درجه 
محصـولات  . دقیقه انجـام شـد   8درجه سلسیوس به مدت 

PCR      5/1سپس توسـط الکتروفـورز بـر روي ژل آگـارز %
تفکیک، توسط اتیدیوم بروماید رنگ آمیزي و سپس مـورد  

. کلیه واکنش ها دو بار تکـرار گردیـد  . بررسی قرار گرفتند
بدست آمده بصـورت   PCRتفاوت در پروفیل محصولات 

مشاهده اي بررسی و تنهـا بانـدهائی کـه در هـردو تکـرار      
آنالیز خوشه اي داده ها . وجود داشتند در آنالیز لحاظ شدند

براساس ماتریس شـباهت بـه    NTSYSpc 2.02eدر برنامه 
و با استفاده از ضریب تشابه دایس انجـام   UPGMAروش 

  ).Dice 1945(شد 

  نتایج
 فیلوتیپ عامل بیماري تعیین بیووار و

جدایه از بوته هاي سیب زمینی با علایم  24در مجموع 
جـدول  ( پژمردگی در مناطق مورد مطالعه جداسازي گردید

کلنی هاي بـدون   TZCجدایه ها بر روي محیط کشت ). 2
در وسـط کلنـی بـه   (شکل مشخص، لعابدار و شیري رنگ 
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 یقتحق یناستفاده شده  در ا Ralstonia solanacearum يها جدایه -2 جدول
Table 2. Ralstonia solanacearum strains used in this study 

Geographic origin Isolate 
Sarab Sa10, Sa18, Sa20, Sa23, Sa31, Sa42, Sa45, Sa48 
Tahmasbgholi Ta12, Ta16, Ta25, Ta38, Ta50 
Krondan Kr14, Kr19, Kr28, Kr43, Kr44, Kr46 
Ghorveh Gh11, Gh33, Gh36, Gh40, Gh47 
International collection of microorganisms from plants (ICMP) S (R. solanacearum ICMP7866) 

  
تمامی جدایه ها گرم منفـی و  . تولید نمودند) رنگ صورتی
نتیجه آزمون اکسیداز، کاتالاز، احیاي نیترات . هوازي بودند

به نیتریت، فعالیت تیروزیناز مثبت و توانائی رشد در محیط 
% 2رشد در محیط حـاوي  . نمک طعام را داشتند% 1حاوي 

لیز نمک طعـام، آرجینـین دي هیـدرولاز، لسـیتیناز، هیـدرو     
 41و  4و هیدرولیز نشاسـته، رشـد در    80اسکولین، توئین 

درجه سلسیوس و لهانیدن ورقه هـاي سـیب زمینـی منفـی     
اکثر جدایه ها فاقد توانائی تولید لوان بـر روي محـیط   . بود

ساکارز بودنـد امـا نتیجـه هیـدرولیز     % 5آگار غذائی حاوي 
سـلوبیوز،  نوزده جدایه توانائی استفاده از . ژلاتین متغیر بود

لاکتوز، مالتوز و ترهالوز را داشتند اما نتیجه براي استفاده از 
دي ریبوز، اینوزیتول، مانیتول، سوربیتول و دولسیتول منفی 

 .Rبراســاس نتــایج ذکــر شــده ایــن نــوزده جدایــه . بــود

solanacearum پـنج جدایـه   . تشخیص داده شدند 2بیووار

)Sa45 ،Kr44 ،Sa42 ،Kr19  وKr14 (ـ  ه اسـتفاده از  قادر ب
تمامی منابع کربوهیدراتی ذکر شده در بالا بودنـد و بـراین   

. تشـخیص داده شـدند   3اساس داراي خصوصـیات بیـووار  
اکثر جدایه ها توانـائی ایجـاد واکـنش فـوق حساسـیت در      

در واکـنش زنجیـره   . ساعت را داشـتند  48شمعدانی ظرف 
ــازگر     ــت آغ ــتفاده از جف ــا اس ــراز ب ــی م  760/759اي پل

ی گونه تمامی جدایه ها باندي بـا انـدازه تقریبـی    اختصاص
نتیجـه آزمـون   ). 1 شـکل (جفت بـاز تکثیـر نمودنـد     282

بیماریزائی جدایه هاي منتخـب بـه گیاهـان سـیب زمینـی،      
 گوجه فرنگی، توتون و فلفل نشان داد که تمامی جدایه هـا 
قادر به تولید علایـم پژمردگـی در سـیب زمینـی و گوجـه      

روز بودند اما هیچگونه علایمی در  21 تا 14فرنگی پس از 
روز  42فلفل و توتـون حتـی بعـد از نگهـداري بـه مـدت       

.تشخیص داده شدند 3مشاهده نگردید و براین اساس نژاد 
  

 
 Ralstoniaاختصاصـی گونـه    760/759بـا اسـتفاده از جفـت آغـازگر      نقوش الکتروفورزي محصـول پـی سـی آر جدایـه هـا     ) 1شکل

solanacearum.  M ( 1نشانگر مولکولیkbp  ،S (استاندارد جدایه ICMP7866. 
Figure 1.  Electrophoresis patterns of PCR product of Ralstonia solanacearum strains using species-specific 
primer pairs 759/760, Lane M) 1kbp DNA ladder, S) Ralstonia solanacearum ICMP7866. 
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نشانگر مولکولی ) M 2بیووار  Ralstonia solanacearumسویه هاي  Multiplex PCRش الکتروفورزي محصولات واکنش نقو) 2شکل 
1kbp، S(Ralstonia solanacearum ICMP7866..  

Figure 2.  Electrophoresis Patterns of multiplex PCR products of Ralstonia solanacearum biovar 2 strains. Lane 
M) 1 kbp DNA ladder, S) Ralstonia solanacearum ICMP7866. 

  

  
 بـا خصوصـیات بیوشـیمیائی    Ralstonia solanacearumسویه هاي  Multiplex PCRنقوش الکتروفورزي محصولات واکنش ) 3شکل 

  .1kbpنشانگر مولکولی ) M، 3بیووار 
Figure 3.  Electrophoresis patterns of multiplex PCR products of Ralstonia solanacearum biovar 3 strains. Lane 
M) 1 Kbp DNA ladder. 

  
تمامی جدایه هاي شناسائی شده براسـاس   Pmxدر واکنش 

قطعاتی به انـدازه   2خصوصیات فنوتیپی تحت عنوان بیووار
جفت بازي به ترتیب اختصاصی گونـه   372و  282تقریبی 

). 2شکل (تکثیر نمودند  II ،R. solanacearumو فیلوتیپ 
ــه تشــخیص داده شــده براســاس خصوصــیات   پــنج جدای

جفـت   191و  282ات قطع ـ 3فنوتیپی تحت عنوان بیـووار 
بازي تکثیر نمودند و براین اسـاس در هیچکـدام از گـروه    

  ).3شکل (هاي فیلوتیپی شناخته شده قرار نگرفتند 

  rep-PCRتنوع ژنتیکی جدایه ها براساس 

و بـا   rep-PCRتنوع ژنتیکی تمامی جدایه ها براسـاس  
 BOXو  ERIC ،REPاســتفاده از آغازگرهــاي اختصاصــی 

تمامی آغازگرها قـادر بـه تکثیـر    . مورد بررسی قرار گرفت
 2500تـا   150باندهاي مناسب در دامنه به انـدازه تقریبـی   

جهت آنـالیز داده  ). الف، ب و پ 4شکل(جفت باز بودند 
باند به ترتیـب بـراي    16و  UPGMA ،17 ،13ها به روش 

ERIC ،REP  وBOX وشـه اي آنالیز خ. در نظر گرفته شد
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(a) (b) 

ــکل  ــاي    ) 4ش ــه ه ــومی جدای ــاري ژن ــت نگ  Ralstoniaانگش

solanacearum  با استفاده از آغازگرهايrep-PCRالف ، (ERIC ،
  kbp1نشانگر مولکولی ) BOX .M) و ث REP) ب

Figure 4. Genomic  fingerprinting patterns of Ralstonia 
solanacearum genomic strains isolated from infected 
tissue using  A, ERIC, B, REP and C, BOX primer sets. 
Lane M) 1 Kbp DNA ladder.   

(c) 
  

 داده هاي ترکیبی هرسه آغازگر نشان داد که جدایـه هـا در  
شـکل  (به پنج گروه قابل تفکیک هسـتند  % 43سطح تشابه 

تمامی جدایه هاي تشـخیص داده شـده تحـت عنـوان     ). 5
اگرچه . در یک گروه قرار گرفتند Kr44بجز سویه  3بیووار 

قابل تفکیک  rep-PCRهیچکدام از این جدایه ها به روش 
نتـایج بدسـت   . نبودنـد   IIازجدایه هاي متعلق به فیلوتیپ 

ن داد که ارتباط مشخصی بین گروه هـاي بدسـت   آمده نشا
آمده و مناطق جغرافیائی یا خصوصیات فنوتیپی جدایه هـا  

  . وجود ندارد

  بحث
بیماري پژمردگی باکتریایی از عوامل مهم خسارت زا در 

باتوجه . ارقام مختلف سیب زمینی در استان کردستان است
زمینی کشت شده در استان که بعضـاً از  به تنوع ارقام سیب 

ــوع در    ــوند بررســی تن ــی ش ــتان م ــاطق وارد اس ــایر من س
خصوصیات باکتري عامل بیماري میتواند از جنبه مـدیریت  

برهمین اساس در تحقیق حاضـر  . بیماري مورد توجه باشد
 .Rخصوصــیات فنــوتیپی و تنــوع ژنتیکــی جدایــه هــاي 

solanacearum  کتریـائی سـیب   عامل بیماري پژمردگـی با
زمینی جدا شده از مناطق عمـده کاشـت سـیب زمینـی در     

نتایج نشان داد که . استان کردستان مورد بررسی قرار گرفت
دو گروه اصلی عامل ایجاد بیماري در منطقه مورد مطالعـه  

یــک گــروه از جدایــه هــا براســاس خصوصــیات . هســتند
 R. solanacearum.  تشخیص داده شدند 3فنوتیپی بیووار 

داراي دامنه میزبـانی وسـیعی اسـت و از بسـیاري      3بیووار
گیاهان متعلق به خانواده سولاناسه و سـایر خـانواده هـاي    

بـاکتري بعنـوان یـک     3بیووار. گیاهی جداسازي شده است
عامل مخرب از آسیا، امریکاي لاتین، اروپا، افریقا و استرالیا
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خوشـه  . rep-PCRبراساس آنالیز ترکیبی داده هـاي حاصـل از    Ralstonia solanacearumدندروگرام تنوع ژنتیکی سویه هاي ) 5شکل 

 .بندي براساس ضریب شباهت دایس انجام شده است
Figure 5. Dendrogram of genetic relatedness of the rep-PCR fingerprint patterns generated by 24 strains of 
Ralstonia solanacearum isolated from infected tissues. Cluster analysis was performed using Dice’s coefficients. 

  
پــنج جدایــه ). Elphinstone 2005(گــزارش شــده اســت 

بـر روي سـیب    3تشخیص داده شده تحت عنـوان بیـووار  
 زمینی و گوجه فرنگی بیمـاریزا بودنـد امـا توانـائی ایجـاد     

بعلاوه تمامی آنهـا در  . بیماري در فلفل و تنباکو را نداشتند
باند اختصاصـی گونـه را تکثیـر نمودنـد امـا       PCRواکنش 

بانـد مـورد انتظـار اختصاصـی      Pmxهیچکدام در واکـنش  
عدم تکثیـر بانـد اختصاصـی    . فیلوتیپ ها را تکثیر ننمودند

فیلوتیپ هـا در مطالعـات قبلـی نیـز گـزارش شـده اسـت        
)Fegan & Prior 2005; Ivey et al. 2007 .(  وجود جدایـه

هاي با مشخصات ژنتیکی جدید میتواند موید وجود تکامل 
بنظر میرسد ایـن جدایـه هـا از    . تدریجی این بیمارگر باشد

نظر فیلوژنتیکی متمایز از سایر جدایه هاي تاکنون شناسائی 
اگرچه جهت تعیین جایگاه طبقـه بنـدي ایـن    . شده هستند
مطالعات بیشتر خصوصاً براسـاس تعیـین تـوالی     جدایه ها

نوکلئوتیــدي ژن انــدوگلوکاناز یــا ســایر ژنهــاي خانــه دار 
 R. solanacearumگروه دوم جدایـه هـاي   . ضروري است

ایـن بیـووار   . بعنوان عامل عمده تشخیص داده شد 2بیووار
گسترش جهانی داشـته و داراي چنـدین گـروه فنـوتیپی از     

با مشخصات  T2و بیووار  2Nبیووار  ،3نژاد/ 2جمله بیووار
نتیجه تحقیـق حاضـر   . متفاوت میزبانی و اکولوژیکی است

نشان داد که براساس خصوصیات فنوتیپی و دامنه میزبـانی  
از جمله عدم توانائی جدایه ها در لهانیدن ورقه هاي سیب 
زمینی، عدم توانائی استفاده از قنـد ریبـوز و عـدم توانـائی     

عامـل   3نـژاد / 2فلفـل و تنبـاکو، بیـووار   ایجاد بیمـاري در  
در سایر مناطق ایران نیز عامل بیماري تحـت  . بیماري است
 & Azadvar(گـزارش شـده اسـت     3نـژاد / 2عنوان بیووار

Rahimian 2006; Danesh & Bahar 1984; Irandost et 
al. 2008; Magholi et al. 2004; Nouri et al. 2009 .(

ص داده شده واکنش زنجیـره  جهت تایید جدایه هاي تشخی
اي پلیمــراز بــا اســتفاده از آغازگرهــاي اختصاصــی گونــه، 

 282انجام شد و تکثیـر بانـد بـا انـدازه تقریبـی       760/759
مطالعـات   .بـود  R. solanacearumجفت باز تاییـد گونـه   
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برمبناي گروه هاي فیلوتیپی نشان می دهد که سـویه هـاي   
یی هسـتند امـا نتـایج    داراي منشا آسـیا  Iمتعلق به فیلوتیپ 

 2نشان داد سویه هاي بیـووار   Pmxتحقیق حاضر براساس 
هستند که تایید گزارشات قبلی اسـت   IIمتعلق به فیلوتیپ 

)Izadiyan & Taghavi 2011; Nouri et al. 2009 .(  بـا
 IIتوجه به اینکـه منشـا سـویه هـاي متعلـق بـه فیلوتیـپ        

ال داد کـه  امریکاي جنوبی است بنـابراین مـی تـوان احتم ـ   
همراه با پایه هاي گیاهی آلوده از جمله بذر به ایران منتقـل  

نتایج برخی مطالعات قبلی در سایر کشـورهاي  . شده باشند
متعلـق بـه    2آسیایی نیز موید وجـود سـویه هـاي بیـووار     

بوده که از طریق بذور آلـوده منتقـل شـده انـد      IIفیلوتیپ 
)Sagar et al. 2014 .(خصــوص  مطالعــات متعــددي در

ــتفاده از  ــاي    rep-PCRاس ــویه ه ــک س ــت تفکی  .Rجه

solanacearum   در سطح بیووار و نژاد انجام شـده اسـت .
)(Horita and Tsuchiya 2001; Horita et al. 2005; 

Jeong et al. 2007; Melanie et al. 2007; Robertson et 
al. 2001; Thwaites et al. 1999( . در این تحقیق براساس

rep-PCR   بـه پـنج گـروه    % 43، جدایه ها در سـطح تشـابه
تقسیم شدند که نشاندهنده تنوع بیشتر جدایه ها در مقایسه 

برخــی ). Nouri et al. 2009(بــا مطالعــات قبلــی اســت 
، 2مطالعات نشاندهنده تنوع ژنتیکی بین جدایه هاي بیـووار 

بوده و ارتباط مشخصی  rep-PCRگروه بندي آنها براساس 
 .Horita et al(بین گروه ها و مناطق جغرافیائی وجود دارد 

در مقایسه تحقیق حاضر نشان داد ارتباط مشخصی ). 2005
طق جغرافیائی جدایه ها و بین گروه هاي بدست آمده با منا

یا خصوصیات فنوتیپی آنها وجود ندارد که می تواند نشـان  
دهنده ورود باکتري به استان همـراه بـا انـدامهاي آلـوده از     

نتایج تحقیق حاضر نشان می . مناطق متنوع جغرافیایی باشد
عامـل اصـلی    3نـژاد / 2بیـووار  R. solanacearumدهد که 

ریـائی سـیب زمینـی در اسـتان     ایجاد بیماري پژمردگی باکت
نیز با درصد وقوع کمتـر بعنـوان    3کردستان است و بیووار 

بعلاوه نتایج تحقیق حاضر . عامل بیماري گزارش می گردد
نشان دهنده وجود تنوع ژنتیکـی بـین جدایـه هـاي مـورد      
مطالعه بود اگرچه نیاز اسـت مطالعـات تکمیلـی بـا تعـداد      

اطق جغرافیایی وسـیع  بیشتري جدایه جمع آوري شده از من
  .تر انجام شود
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