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 چکیده

های لوبیا و یونجه دارای علائم زا از میزبانهای بیماریبه منظور جداسازی باکتری 1401و  1400های طی سال

 برداری شدههای آذربایجان شرقی و غربی نمونهبرگی، پژمردگی و بلایت که از برخی مزارع و باغات استانبیماری لکه

سازی های اولیه، کشت و خالصجدایه صورتجدایه باکتریایی روی محیط کشت نوترینت آگار به 140بودند، در مجموع 

ب انتخا ،هایی که به باکتری زانتوموناس مورد نظر نزدیک بودندجدایه ،هااساس رنگ و شکل ظاهری کلنی گردیدند. بر

ها، هر یک از زایی جدایهجدایه بدست آمد. برای اثبات بیماری 62سازی در مجموع شده و پس از کشت دوباره و خالص

 ؛ای به مدت دو هفته نگهداری شدندت جداگانه به میزبان خود تلقیح شده و در شرایط آزمایشگاهی و گلخانهصورآنها به

جفت بازی ژن اختصاصی  239قطعه  ،هازایی ایجاد کنند. در این استرینبان بیماریاسترین توانستند روی میز 33

نظر گرفته  عنوان باکتری جنس زانتوموناس دربه هااسترینتکثیر شد. بنابراین این  ،ITSبخشی از ژن عنوان هبزانتوموناس 

شان ـجه نـونـا و یـیـوبـده از لـش داـهای جترینــاس rep-PCRه روش ـاری ژنتیکی بـنگشتـاس انگـاس د. برـدنـش

 ،جایـدند که نتـبندی شمـسیـروه تقـه به سه گـای یونجـهنـریـه و استـار خوشـهـا به چـهای لوبیداد که استرین

یونجه  استرین rpoDو  16S rRNA ،gyrBهای یابی ژناساس توالی . بربودا هی از تنوع ژنتیکی بین استرینـحاک

Xanthomonas alfalfae subsp. alfalfa عنوان گونه شده از لوبیا به جدا و استرینX. phaseoli pv. phaseoli  شناسایی

ها سازی، شناسایی و بررسی تنوع ژنتیکی این استریناولین گزارش از جداشدند. با بررسی منابع موجود، تحقیق حاضر 

 باشد. های آذربایجان شرقی و غربی میهای لوبیا و یونجه در استاناز میزبان

 زانتوموناسلوبیا، یونجه،  غربی، ، آذربایجانآذربایجان شرقی کلیدی: واژگان

 

 مقدمه

 و غذایی افزایش قیمت مواد کنندگان،تولید رآمدد کاهش تولید، منابع وری درگیاهی باعث کاهش بهره هایبیماری

زا های بیماریکننده بیماری در گیاهان، باکترییکی از عوامل ایجاد شوند.می کشاورزی محدودیت در تولید محصولات

های های باکتریجنسکنند. یکی از مهمترین باشند که سالانه خسارت زیادی به محصولات کشاورزی وارد میمی

دامنه میزبانی وسیعی دارند و  زانتوموناس هایگونه (.Schaad et al., 2001زای گیاهی جنس زانتوموناس است )بیماری

 معمولی باکتریایی سوختگی بیماری(. Agrios, 2005دهند )انواع گیاهان زراعی، باغی و زینتی را مورد حمله قرار می

 خشک مناطق استثنای به دنیا در لوبیا کشت مناطق اغلب از سپس و نیویورک از Beach (1992)توسط  بار اولین لوبیا

 در لوبیا مخرب هایبیماری از بیماری این. (Gilbertson and Maxwell, 1992)به نقل از:  شد گزارش نواحی گرمسیری

 زده  تخمین %40 تا 10 از مختلف مناطقدر  آن خسارت میزان که است گرمسیری مناطق ویژهبه و جهان مناطق اکثر
 ، ایرانتبریز، پزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تبریزشناسی گیاهی، گروه گیاهدانشجوی دکتری بیماری -1

 دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تبریز، تبریز، ایرانپزشکی، استادیار، گروه گیاه -2

 Nematollahi2001@yahoo.com نویسنده مسئول مکاتبات:



 ..از. زانتوموناس زایبیماری هایجدایه یاگونه درون تنوع بررسی و ژنوتیپی شناسایی

 

52 

 

 استان لوبیا مزارع از( 1372) همکاران و لک توسط بیماری این باراولین  برای ایران، در. (Taran et al., 2001) شده است

 هایاستان از و شده تبدیل کشور در لوبیا مهم هایبیماری از یکی به بیماری این حاضر، حال در شد. گزارش مرکزی

 بیماری اولیه علائم .(1397 همکاران، و شده است )لک گزارش زنجان و بختیاریو  چهارمحال اصفهان، لرستان، مرکزی،

 کلروزه کوچک هایلکه به تبدیل هالکه این روز چند گذشت از بعد که است ایآبسوخته هایلکه صورتبه برگ روی

 پدیدار کلروزه هایلکه وسط در ایرنگ قهوه به اینکروزه هایلکه کلروزه، هایلکه گسترش و زمان گذشت با شوند.می

  (.1397همکاران،  و یابد )لکمی گسترش شرایط محیطی بودن مساعد صورت در و شودمی

ا ـی بـایـژمردگی و کوتاه قدی باکتریـ، سوابق مستند در کشور مربوط به پیونجه های باکتریاییدر مورد بیماری

ر علاوه ب .(Heidari and Khodakaramian, 2011است )Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus  املـع

 Xanthomonas alfalfae subsp. alfalfa (Schaad et al., 2007)رگی باکتریایی ناشی ازبپژمردگی باکتریایی، بیماری لکه

بوده کنده یونجه در سراسر جهان های پرااپیدمی مسئول X. campestris pv. alfalfae (Young et al., 1978) در گذشته

سنجی گسترده در سراسر کشور به منظور تهیه نقشه توزیع موجود و جدید ، یک نظر1394تا  1391های طی سال. است

ولات صنعتی ـجات و محصـم از سبزیـاع یـولات زراعـصـهای باکتریایی محبیماریبرای این منظور،  انجام شد.

(Osdaghi et al., 2015 ؛Mafakheri et al., 2017)  مزارع یونجه با علائم مشکوک  ؛یونجه نیز بررسی شدو همچنین لوبیا و

 عنوانا بهـهجدایه ،یاییـیمـوشیهای باس آزمونـبر اس د.ـفارس مشاهده گردی استان بیماری باکتریایی در

Xanthomonas sp. های اختصاصی جنس زانتوموناس آغازگرها با استفاده از تشخیص داده شدند و تشخیص نهایی آن

(Xc-lip-F2 وX-ITS-R2)  ها با استفاده از تعیین جفت بازی تأیید شد. مطالعه فیلوژنتیک جدایه 777و تکثیر قطعه

تعلق  X. alfalfae subsp. alfalfae ها بهنشان داد که این جدایه lepA و hrpB2 ،fusA ،gapA ،gltA ،lacF هایتوالی ژن

  .(1397)یاری پور و همکاران،  داشتند

های مفید های زانتوموناس چندین روش بکار رفته است که یکی از روشتاکنون برای بررسی تنوع ژنتیکی در جدایه

مکمل  هایاز پرایمر، rep-PCRدر. (Ivanovic et al., 2015؛ Giovanardi et al., 2016) باشدمی rep-PCRدر این زمینه 

د و در ژنوم اکثر نباشه میشده و بسیار حفاظت شد صورت طبیعی تکرارشود که بهاستفاده می DNA هایتوالی

ها شامل سه این توالی .(Versalovic et al., 1991د )نهای گرم منفی و چندین باکتری گرم مثبت نیز وجود دارباکتری

ژنی جفت باز، توالی بین40-35با  (REP) تکراری ژنیکتکراری، یعنی توالی پالیندرومیک برون DNA هایخانواده از توالی

 ها دراستفاده از این پرایمر باز هستند. جفت 154با  BOX و عنصر (ERIC) جفت باز 127-124تکراری انتروباکتریایی 

PCR منجر به تکثیر انتخابی نواحی ژنومی متمایز بین عناصر REP ،ERIC یا BOX شود می(Versalovic et al., 1994). 

های مختلف را روی غلاف لوبیا تلقیح کردند. دست آمده از میزبانهای مختلف زانتوموناس بهن جدایهتاران و همکارا

دست آمده از لوبیا یا گیاهان نزدیک به لوبیا های بزایی روی غلاف لوبیا نشان داد که تنها جدایهنتایج آزمون بیماری

ها قادر به ایجاد های متعلق به سایر میزبانکه جدایهدر حالی ؛شان دادندزایی مثبت روی غلاف لوبیا نواکنش بیماری

 (.Taran et al., 2001بیماری روی غلاف لوبیا نبودند )

های گیاهی مدیریت بیماریگر نقش مهمی در که شناسایی دقیق و تعیین جایگاه فیلوژنتیکی عامل بیمار از آنجائی

های باکتری تاکسونومی و تعیین جایگاه فیلوژنیبررسی بنابراین هدف از تحقیق حاضر  ،دارد و تعیین راهکار مدیریتی

 غربی و شناسایی آذربایجان های آذربایجان شرقی وهای لوبیا و یونجه در استانهای باکتریایی در میزبانعامل بیماری

 باشد.می ropDو  16S rRNA ،gyrBهای یابی ژناساس خصوصیات فنوتیپی و ژنوتیپی و توالی بر آنها

 

 هامواد و روش

 سازیبرداری و جدانمونه

لوبیا با علائم لکه روی برگ و غلاف میوه و همچنین  میزبانگیاه از  1401و  1400های در طول فصل زراعی سال

ها پس از داری شـد. نمونهبرونهـغربی نمآذربایجان ان شرقی و ـهای آذربایجتانـبرگی در اسلائم لکهـونجه با عـی
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سازی داخل یخچال های کاغذی قرار داده شده و به آزمایشگاه منتقل گردید و تا زمان جداتبرداری داخل پاکیادادشت

 نگهداری شد.

 نمونه از ارومیه 8نمونه از مراغه و  5نمونه از میاندوآب،  10از میزبان یونجه  برداری از علائم بیماریبه منظور نمونه

های مراغه، نمونه نیز از شهرستان 10نمونه از بناب و  3شیر، نمونه از شهرستان عجب 6بدست آمد. از میزبان لوبیا نیز 

 برداری شد.شهر نمونهمیاندوآب و آذر

رصد به مدت یک دقیقه و شستشوی د 70 اتانول عفونی با الکلها پس از شستشو با آب معمولی و سپس ضدنمونه

دقیقه چند قطره از  15آب مقطر استریل، داخل چند قطره آب مقطر استریل خرد شدند و پس از حدود  اره بابچند

صورت مخطط کشت به( Nutrient Agar= NAی محیط کشت نوترینت آگار )ور ون حاصل با لوپ برداشته ویپانسسسو

درجه  26-25انکوباتور در دمای  های باکتریایی به داخلچه بهتر کلنی ها به منظور رشد هردیشگردیدند. پتری

های کلنیها مجدداً از تکباکتری ،کلنی کردنروز نگهداری شدند. به منظور تک 5الی  3سیلسیوس منتقل و به مدت 

ت ـوترینـت نـازی بهتر از جمله محیط کشـسالصـور خـط متفاوت به منظـند محیـرشد کرده برداشته شد و روی چ

کربنات -دکستروز-ها در محیط کشت عصاره مخمرنیـوناس، کلـهای زانتومهـدایـیک جبرای تفک ند.شدکشت آگار 

سازی ها خالصنیـکلـت و تککش( SPAآگار )–تونـپـپ-وکروزـت ســشـحیط کـن مـمچنیـ( و هYDCم )ـیـکلس

 .(Parraguirre-Lezama et al., 2021) شدند

 زایی آزمون بیماری

( CFU/ml 810)سی از سوسپانسیون باکتری با مقدار مقدار یک سیهای لوبیا، جدایه زاییزمون بیماریبرای انجام آ

سی بررسی شد. در مورد میزبان یونجه نیز مقدار یک سیدر گلخانه به غلاف میوه تزریق شده و نتیجه پس از دو هفته 

پس از دو الی سه هفته در گلخانه ( روی برگ یونجه تزریق شده و نتیجه CFU/ml 810)از سوسپانسیون باکتری با مقدار 

زایی در گلخانه های بیماریعنوان کنترل منفی استفاده شد. آزمونهها از آب مقطر استریل ببررسی شد. در همه آزمون

 درصد انجام شد. 60درجه سلسیوس و رطوبت نسبی  24دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز با شرایط دمایی 

 تکثیر ژن اختصاصی 

به منظور  (.Rouhrazi and Rahimian, 2012های باکتریایی به روش لایز قلیایی انجام شد )از سلول DNAسازی جدا

استفاده شد  X-fyuA/ Fw3cاز جفت پرایمر اختصاصی  ،ی دیگرهاباکتریهای جنس زانتوموناس از باکتریتشخیص 

(Adriko et al., 2014 .) 

 rep-PCRو  ERIC-PCR ،BOX-PCRنگاری ژنومی با روش انگشت 

 rep-PCRو  ERIC ،BOX هایها با آغازگراسترین DNAنگاری ژنومی، منظور بررسی تنوع ژنتیکی و انگشتبه 

 Persian (EM9232)مدل  PCRدر دستگاه ( Versalovic et al., 1994)زمانی و دمایی ذکر شده  هایبا چرخه( 1)جدول 

 تکثیر شد. 

 فیلوژنی  ها و رسم درختآنالیز داده

مقایسه نقوش ها با دایهبندی ج، گروهrep-PCRو  BOX-PCR، ERIC-PCRنگاری ژنومی با روش بعد از انگشت

. صورت گرفت جاکاردعدم وجود قطعات همسان و تعیین ضریب تشابه  یاوجود  دهی بر پایهو نمره در ژل DNAقطعات 

ترسیم   2.02NTSYSافزار و با استفاده از نرم (UPGMA) وزنبی هایها از طریق میانگینمقایسه جفتوگرام با روش ردند

های ها با استفاده از آغازگرنماینده استرین gyrBو  16S rRNA  ،rpoDهایدر این تحقیق ژن .(Rohlf, 1993گردید )

و پس از الکتروفورز و حصول اطمینان ( Yamamoto et al., 2000)تکثیر  شدهذکر با شرایط دمایی و زمانی و  1جدول 

یابی به شرکت جهت توالی PCRها، به منظور بررسی روابط فیلوژنی، محصول از وجود باند مورد نظر برای هریک از ژن

 زیست ارسال شدند.تکاپو
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 شده  جدا هاییباکتر یکیتنوع ژنت یو بررس ییکار رفته جهت شناسابه یهاگرآغاز یرتکثو اندازه قطعه قابل  ینام، توال -1جدول

Tabel 1. Name, sequence and the size of the amplified fragments of primers used to identify and 

investigate the genetic diversity of isolated bacteria 

 آغازگر
Primer 

 توالی
Sequence 

 (bp) قطعه اندازه
The fragment size (bp) 

 منبع
Source 

BOXA1R 5′-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3′ 100-300 (Versalovic et al., 1991) 
ERIC-1R 

ERIC-2   
5′-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3′ 

5′-AAGTAAGT GACTGGGGTGAGCG-3′ 100-3000 (Versalovic et al., 1994) 

REP1 

REP2 

5′-IIIICGICGICATCIGGC-3′ 

5′-ICGICTTATCIGGCCTAC-3′ 
100-3500 (Versalovic et al., 1994) 

X-fyuA 
Fw3c 

5′-GCCGGTGGACTACGATTGGAATTA-3′ 
5′-GCCGGTGGACTACGACTGGAATTA-3′ 

239 (Adriko et al., 2014) 

16S rRNA  

1500 (Weisburg et al., 1991) fD1 

rD1 
5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 

5′-AAGGAGGTGATCCAGCC-3′ 
gyrB  

890 (Yamamoto et al., 2000) UP-1E 
M13R 

5′-CAGGAAACAGCTATGACCAGGGGGAAT-3′ 
5′-CAGGAAACAGCTATGACC-3′ 

  rpoD ژن

850 (Yamamoto et al., 2000) 70F 

70Fs 
5′ACGACTGACCCGGTACGCATGTAYATG-3′ 
5′-ACGACTGACCCGGTACGCATGTA-3′ 

 

 ها و رسم درخت فیلوژنیپردازش داده

ا ـه بـسازی چندگانردیـفس از همـ، پrpoD و 16S rRNA ،gyrBهای ت آمده از ژنـیدی بدسـنوکلوتهای توالی

مقایسه شدند. درخت فیلوژنی  GenBankهای موجود در های مختلف باکتریها در گونهبا سایر توالی Clustal Wبرنامه 

( و Saitou and Nei, 1987ای )روش اتصال همسایهها، هم به صورت تکی و هم به صورت ترکیبی )چند ژنی(، با استرین

 (.Tamura et al., 2013تکرار ترسیم گردید ) bootstrap ،1000و با  MEGA6افزار ه از نرماستفادبا 
 

 نتایج و بحث

 ها سازی باکتریجدا

برخی مزارع و باغات ( که از 1های لوبیا و یونجه دارای علائم بیماری )شکل سازی باکتری از میزبانبه منظور جدا

نمونه  23های مشکوک به بیماری )بودند، از بین نمونه برداری شدهغربی نمونه آذربایجان های آذربایجان شرقی واستان

های اولیه، کشت و رت استرینصوبه NAاسترین روی محیط کشت  140نمونه از میزبان لوبیا( در مجموع  19یونجه و 

نزدیک  ه به باکتری زانتوموناس مورد نظرهایی کها استرینس رنگ و شکل ظاهری کلنیاسا سازی گردیدند. برخالص

 استرین بدست آمد. 62سازی در مجموع ب شده و پس از کشت دوباره و خالصانتخا ،بودند
 

 

غربی در آذربایجان  و های آذربایجان شرقیبرداری شده از مناطق مختلف استان، نمونهئم گیاهان دارای بیماریعلا -1شکل 

 : سوختگی معمولی لوبیاBبرگی یونجه، : لکهAتحقیق حاضر. 
Fig. 1. Symptoms of diseased plants, sampled from different regions of East and West Azerbaijan 

provinces in this research. A: alfalfa leaf spot, B: common bean blight 



 1402 سال ،1 شماره ،12 جلد ،کاربردی پزشکیگیاه

55 

 

 زایی اثبات بیماری

صورت جداگانه به میزبان خود تلقیح شده و در شرایط های جدا شده، هر یک از آنها بهزایی استرینبرای اثبات بیماری

زایی استرین توانستند روی میزبان خود بیماری 37 ؛ای به مدت دو الی سه هفته نگهداری شدندآزمایشگاهی و گلخانه

ها، میزبان های شناسایی حذف شدند. اسامی استرینزا از ادامه آزمونبیماریغیرهای و بقیه استرین (2ایجاد کنند )شکل 

 ذکر شده است. 2آنها در جدول  آوریجمع سازی شده و مناطقجدا
 

 
و ظهور علائم پس از یونجه : B، لوبیا: Aهای شده در تحقیق حاضر روی میزبان های جدازایی باکتریآزمون بیماری -2شکل 

 هفته در مقایسه با میزبان شاهد دو الی سه
Fig. 2. Pathogenicity test of the bacteria isolated in the present research on hosts A: beans, B: alfalfa 

and the appearance of symptoms after two to three weeks compared to the control host. 
 

(. Leyns et al., 1984کند )ها را آلوده میایلپهگونه از دو 268لپه و گیاهی تکگونه  124جنس زانتوموناس حدود 

باکتریایی یونجه در شمال غرب کشور صورت نگرفته سازی و شناسایی عامل بیماری لکهتاکنون تحقیقی در ارتباط با جدا

بیماری با علائمی از جمله وجود  باشد. اینیماری مذکور در این مناطق میـاست و تحقیق حاضر اولین گزارش از ب

ای شده و با پیوستن ا زرد و قهوهـهمحل لکه اًـاد شده ظهور کرده که نهایتـهای یهای آبسوخته روی برگ در استانلکه

ت ـابقـمط ،ده بودـماری گزارش شـرای این بیـب لاًـلائم با علائمی که قبـشد که این عها میم، سبب ریزش برگهبه

 (.Almeida et al., 2010؛ Parkinson et al., 2007دارد )
 

 سازی شده در بررسی حاضرهای مورد مطالعه، میزبان و مناطق جدااسترین -2جدول 
Table 2. The studied strains, host and isolated regions in the present study 

هااسترین  
Strains 

 میزبان
Host 

 آوریجمع محل
 Sampling point 

 یسازجدا سال
 Sampling year 

M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7 
 ونجهی

Alfalfa 

 Miandoab 2022 اندوآبیم

M8, M9, M10 مراغه Maragheh 2021 

M11, M12, M13, M14, M15 هیاروم Uromia 2022 

D21, D22 

 ایلوب
Bean 

 Ajabshir 2021 ریشعجب

D10, D11, D12, D13, D14 بناب Bonab 2021 

D15, D16, D17, D18 مراغه Maragheh 2022 

D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7, D8, D9 اندوآبیم Miandoab 2022 

D19, D20 شهرآذر Azarshahr 2021 
 

نیز  باکتریاییلکهشیوع و گسترش  ،شوددر مزارعی که از آبیاری بارانی استفاده می ،در تحقیق حاضر مشاهده گردید

اری در هر منطقه، ـصورت مشاهده این بیم توان توصیه کرد که درلذا می ؛باشدبه مراتب بیشتر از دیگر مزارع می

 و Pseudopeziza medicaginisهای قارچات پیشین، قینابر نتایج تحقباز آبیاری بارانی استفاده نشود. الامکان حتی
Pseudoplea hriosiana  کنندباکتریایی ایجاد میبیماری لکهنیز علائم مشابهی با (Bradbury, 1981). در تحقیق  لذا
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( میکروسکوپحاضر برای اطمینان اولیه از باکتریایی بودن عامل بیماری از روش اوزینگ )خروج باکتری از علائم برگی زیر 

بیماری سوختگی معمولی مشاهده توجه به  با استفاده شد که وجود اوزینگ از علائم بیماری مذکور قابل مشاهده بود.

در تحقیق حاضر به منظور ، شرقیآذربایجان های آذربایجان غربی و لوبیا چندین سال متوالی در برخی مزارع استان

بیماری در مزارع قابل مشاهده  برداری گردید. علائمسازی و شناسایی عامل بیماری از علائم مشکوک به بیماری نمونهجدا

م پیوسته و سطح وسیعی از برگ را احاطه هها بهاین لکه های آبسوخته روی برگ و ساقه که بعداًلکهعبارت بودند از 

ای قابل مشاهده های آبسوخته متمایل به قهوهشد. همچنین روی غلاف میوه نیز لکهکرده و در نتیجه سبب ریزش آنها می

بختیاری و محال های دیگر از جمله زنجان و چهارناز استا ،نیز علائمی مشابه با تحقیق حاضر (1397) بود. لک و همکاران

 .گزارش کرده بودند

 تکثیر ژن اختصاصی باکتری زانتوموناس

بازی ژن اختصاصی زانتوموناس که بخشی از  جفت 239قطعه  استرین، 33در  های مورد مطالعه،بین کل استرین در

 (.3نظر گرفته شدند )شکل  عنوان باکتری جنس زانتوموناس درها بهاست، تکثیر شد. بنابراین این استرین ITSژن 

استرین نیز از میزبان لوبیا انتخاب و برای شناسایی گونه و همچنین تنوع ژنتیکی  18استرین از یونجه و  15در نهایت 

از پرایمر  ،سازی شده به منظور شناسایی دقیقهای جداتوجه به کثرت تعداد استرین با مورد بررسی قرار گرفتند.

نیز مورد استفاده  Timilsina et al. (2020) در تحقیقات اختصاصی جنس زانتوموناس استفاده شد. این جفت پرایمر قبلاً

 قرار گرفته بود. 

ولی ـعمـگی مـوختـماری سـده از علائم بیـش های جدازا بودن استرینکننده بیماریئیدزایی نیز تأآزمون بیماری

شخیصی بیماری بلایت معمولی لوبیا ذکر شده ـرین راه تـهای آبسوخته روی غلاف میوه اولین و مهمتوجود لکه ؛بود

 (.Mhedbi-Hajri et al., 2013است )
 

 
 اختصاصی ژن از بخشی عنوانبه حاضر تحقیق در مطالعه مورد هایاسترین توسط بازی جفت 239 قطعه تکثیر -3 شکل

استاندارد  ین: شاهد مثبت )استرBسودوموناس(،  ی)باکتر ی: شاهد منفA بازی، جفت 100 مولکولی نشانگر: M .زانتوموناس باکتری

Xanthomonas arboricola NCPPB416) 
Fig. 3. Amplification of the 239 bp fragment by the strains studied in the current research as part of the 

specific gene of Xanthomonas bacteria. M: 100 bp molecular marker, A: negative control (Pseudomonas 

bacteria), B: positive control (Xanthomonas arboricola standard strain NCPPB416) 
 

 هااسترین بررسی خصوصیات

تشکیل دار کلنی زرد و لعاب NAهای مورد بررسی در تحقیق حاضر همگی گرم منفی بودند و روی محیط باکتری

تعداد  های لوبیا،نگاری ژنتیکی استریناساس انگشت برها مثبت بودند. تالاز همه استرین. از نظر واکنش به آزمون کادادند

(. در روش 3جفت باز بود )شکل  300تا  250باند و اندازه آنها بین  10روی ژل آگارز  BOX-PCRقطعات تولید شده از 
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ERIC-PCR  جفت باز و در روش  2500تا  150باند و اندازه قطعات بین  9تعداد قطعاتrep-PCR  11تعداد قطعات 

 (.3)شکل  جفت باز بودند 2500تا  250باند و اندازه آنها بین 

درصد به چهار  77ها در سطح تشابه شده از لوبیا نشان داد که که این استرین های جدابررسی تنوع ژنتیکی استرین

از مناطق بناب و میاندوآب بود.  حاصلاسترین  12شامل  Aهای گروه که استرینبه طوری ؛بندی شدنده تقسیمخوش

مشابهی را ایجاد کردند  الگوی کاملاً rep-PCRو  BOX ،ERICشده از منطقه بناب همگی با سه روش  های جدااسترین

ای تشکیل دادند. الگوی ژنتیکی درصد گروه جداگانه 78شده از منطقه میاندوآب در سطح تشابه  های جداو با استرین

ها دهنده عدم تنوع ژنتیکی استرینشده یکسان بود که نشان با سه روش ذکر شده از منطقه میاندوآب نیز استرین جدانه 

از حاصل  D19شیر و مراغه بود. استرین بشده از مناطق عج شامل سه استرین جدا Bخوشه  باشد.در این منطقه می

از مناطق مراغه و حاصل  D20و  D15 ،D18 ،D17های قرار گرفت و استرین Cشهر به تنهایی در خوشه منطقه آذر

 (.4)شکل  ( تشکیل دادندDشهر نیز خوشه جداگانه )خوشه آذر

 
و  rep-PCR، ERIC به سه روش یاشده از لوب جدا هاییناستر یژنوم DNA یرنقوش قطعات حاصل از تکث الگوی -4شکل

BOX سه روش، رسم شده با نرم افزار  یقحاصل از تلف یکیدندروگرام مربوط به تنوع ژنت وNtsys . 
Fig. 4. The patterns of fragments resulting from the amplification of genomic DNA of strains isolated 

from beans by three methods rep-PCR, ERIC and BOX and the dendrogram related to the genetic diversity 

resulting from the combination of the three methods, drawn with Ntsys software. 

 

باند  7روی ژل آگارز  BOX-PCR از دهـش تولید طعاتـق تعداد یونجه، هاینـاستری کیـژنتی نگاریانگشت براساس

باند و اندازه  8ات ـطعـداد قـعـت ERIC-PCR(. در روش 4ل ـود )شکـفت باز بـج 3500تا  150ها بین ـدازه آنـو ان

جفت باز  3000تا  250باند و اندازه آنها بین  9تعداد قطعات  rep-PCRفت باز و در روش ـج 3500تا  100قطعات بین 

 .(4)شکل  بودند

، BOX مراز به روشای پلیهای جدا شده از یونجه پس از انجام واکنش زنجیرهبه منظور بررسی تنوع ژنتیکی استرین

ERIC  وrep-PCR ، های افزارآگارز، با استفاده از نرمروی ژل الگوی ژنتیکی آنها پس از تفکیکGEL-compare  و

NTYsys درصد به سه خوشه تقسیم شدند.  82ها در سطح تشابه بندی شد. نتایج نشان داد که استرینمقایسه و گروه

سازی شده بودند. در که همگی از منطقه ارومیه جدا M15و  M11 ،M12 ،M13 ،M14استرین  5عبارت بود از  Aخوشه 

، در Aهای خوشه ها با استرین، چهار استرینی که از منطقه میاندوآب جدا شده بودند، قرار گرفت. این استرینB خوشه

قرار  Cاز منطقه مراغه در خوشه  لـحاص M10و  M8 ،M9ترین ـ. نهایتاً سه اسـندداشت درصد مشابهـت 81حدود 

 (.5گرفتند )شکل 
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و  BOX ،ERICه به سه روش ـشده از یونج های جداژنومی استرین DNAالگوی نقوش قطعات حاصل از تکثیر  -5شکل 

rep-PCR  افزار و دندروگرام مربوط به تنوع ژنتیکی حاصل از تلفیق سه روش، رسم شده با نرمNtsys . 
Fig. 5. The patterns of fragments resulting from the amplification of genomic DNA of strains isolated 

from alfalfa by the three methods BOX, ERIC and rep-PCR and the dendrogram related to the genetic 

diversity resulting from the combination of the three methods, drawn with Ntsys software. 

 

 است کرده تسریع و تسهیل را هاباکتری بندیطبقه و شناسایی مولکولی، شناسیزیست زمینه در اخیر هایشرفتیپ

یابی ژنومی اشاره کرد و توالی DNA-RNA، هیبریداسیون DNA-DNAتوان به هیبریداسیون می هاروش این جمله از که

(Vauterin et al., 1995 ؛Martins et al., 2020همچنین روش .) های ژنومی و آنالیز دادهنگاری انگشت مبتنی برهایی

(. Timilsina et al., 2020؛ Jiang et al., 2020) اندبودهآمیز های زانتوموناس موفقیتدی استرینبندر طبقه ،کامپیوتری

های روشی سریع، قابل تکرار و تا حدودی آسان برای بررسی تنوع ژنتیکی استرین rep-PCRذکر شده، روش موارد علاوه بر 

 (.Barionovi and Scortichini, 2006زانتوموناس است )

دارای تنوع کمی  rep-PCRدر روش  هاهای جداشده از لوبیا نشان داد که این استرینبررسی تنوع ژنتیکی استرین

هم ههای نزدیک بغربی در گروهآذربایجان های آذربایجان شرقی و شده از استان های جداکه استرینبه طوری ؛هستند

ممکن است یکسانی داشتند که این امر  هم الگوی ژنتیکی تقریباًشده از مناطق نزدیک به  های جداقرار گرفتند و استرین

های یافتهتحقیق با این باشد. نتایج  به بیماری بتلاـم به دلیل یکسان بودن اینوکلوم اولیه در آلودگی گیاهان لوبیا

Zamani et al. (2011) های عامل بیماری سوختگی معمولی لوبیا را در ن تنوع ژنتیکی استرینیمطابقت دارد. این محقق

مورد بررسی قرار دادند و اعلام  PCR-RFLPو  rep-PCRهای اصفهان با روش های مرکزی، لرستان وهایی از استانبخش

(. در اسپانیا، تنوع ژنتیکی Zamani et al., 2011های عامل بیماری دارای تنوع کمی هستند )کردند که استرین

مورد بررسی قرار  rep-PCRو  RAPD-PCRهای های عامل بیماری سوختگی معمولی لوبیا با استفاده از روشاسترین

(. این در حالی است که تنوع ژنتیکی بین Lopez et al., 2006)شد های مذکور گزارش ینو تنوع کمی بین استرگرفته 

در بررسی تنوع ژنتیکی  (.Alexander et al., 2004ها گزارش شده است )کشورسایر در تحقیقات  های لوبیا قبلاًاسترین

 های جدارینـن استـشباهت بالای ژنتیکی بی که اهده گردیدـه، مشـایی یونجـباکتریهـماری لکـل بیـهای عاماسترین

الای ـباهت بـده این شـرام رسم شـوگرکه در دندبه طوری ؛ود داردـراغه وجـدوآب و مـانـق ارومیه، میـده از مناطـش

در  . و در نتیجهدـباشطقه میـماری از یک منـه بیـاولی ه استنباط کرد که منـشأـگونتوان اینذا میـل .درصد بود 82

رغم علی. گرددتناب ـد اجـقه جدیـطـماری به منـر قرار داد تا از ورود بیـنظ دـه را مـن نکتـاری باید ایـریت بیمـمدی

در نشان دادن تنوع  ERIC-PCRملاحظه گردید که از بین سه روش، روش  ،rep-PCRها در روش ترینـاس تنوع پایین

 که درصده طوریـب ؛تری برخوردار استـارایی بیشـ( از کrep-PCRو  BOX)گر دیگر ـانـت به دو نشـها نسبنـبین استری

. تحقیقات نشان داده است که )69/76ر بود )ـانگر دیگـاز دو نشبیشتر ن نشانگر ـده با ایـبه شــاسـکلی محـش چند



 1402 سال ،1 شماره ،12 جلد ،کاربردی پزشکیگیاه

59 

 

مند های مختلف زانتوموناس از کارایی خوبی بهرههای گونهکی بین استرینـدر نشان دادن تنوع ژنتی rep-PCRروش 

  (.Rademaker et al., 2000؛ Vancheva et al., 2021)است 

 16S rRNAیابی ژن توالی 

تکثیر  rep-PCRبندی اساس گروه ها برای از استریننماینده 16S rRNAها، ژن به منظور شناسایی ژنوتیپی استرین

نتایج  .زیست انجام شدها توسط شرکت تکاپویابی ژن. توالیگردیدجفت بازی روی ژل آگار نمایان  1500قطعه و شد 

 NCBIهای ثبت شده در بانک ژن های لوبیا و یونجه و مقایسه آنها با دیگر استریناسترین 16S rRNA یابی ژنتوالی

 درصد به استرین 2/99و  4/99، 6/99به ترتیب با از یونجه سازی شده جدا M13و  M9 ،M2 هاینشان داد که استرین

درصد به استرین  M12 ،91ست که استرین ا شبیه بودند. این درحالی Xanthomonas alfalfa subsp. alflafaeاستاندارد 

X. campestris  و استرینM7، 96  درصد به استرینXanthomonas sp. های مورد نظر در شبیه بودند. توالی استرین

 جدا D22و  D10 ،D19، D20های . همچنین استرینارائه شده است 6شد و شماره دسترسی آنها در شکل بانک ژن ثبت 

شبیه بودند.  Xanthomonas phaseoli pv. phaseoliبه استرین استاندارد  5/99-2/99از میزبان لوبیا با درصد تشابه شده 

 D10، استرین Xanthomonas vesicutoriaدرصد تشابه به گونه  97با  D21 استرین 16S rRNAیابی ژن اساس توالی بر

های های پایین به جنسنیز با درصد D17و  D16های درصد شباهت داشت. استرین Xanthomonas sp. 98به استرین 

Curtobacterium  وPseudomonas .های لوبیا و یونجه در مقایسه با دیگر یکی استرینـدرخت فیلوژنت شبیه بودند

 رسم شده است. 6های دیگر در شکل های ثبت شده در بانک ژن از کشورتوالی

 
موجود در  یهایباکتر با یونجهو  یاجدا شده از لوب یهایناستر 16S rRNAژن  یتوال یسهحاصل از مقا دندروگرام -6 شکل

 شماره و اندشده مشخص رنگ سیاه دوایر با حاضر تحقیق در استفاده مورد هایجدایه. MEGA6افزار بانک ژن، رسم شده با نرم

 .است گردیده ذکر پارانتز داخل ژن بانک در آنها شده ثبت و دسترسی
Fig 6. Dendrogram resulting from the comparison of the 16S rRNA gene sequence of strains isolated 

from beans and alfalfa with the bacteria in the gene bank, drawn with MEGA6 software. The isolates used 

in this research are marked with black circles and their access and registered numbers in the gene bank are 

mentioned in parentheses. 
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 داریهای خانهیابی ژنتوالی

نشان داده  7درخت فیلوژنتیکی آنها در شکل و های لوبیا و یونجه استرین rpoDو  gyrBهای یابی ژننتایج توالی

سازی ( که به ترتیب از مناطق میاندوآب، مراغه و ارومیه جداM2و  M13 ،M9شده از یونجه ) های جدااسترین .شده است

 یبا شماره دسترس A. alfalfae subsp. alfalfaeدر یک کلاستر همراه با چند استرین استاندارد از جمله  ،شده بودند

LMG495، X. perforans ICMP16690  وX. alfalfae subsp. citromelonis  (. همچنین 7قرار گرفتند )شکل

با استرین استاندارد  ،سازی شده بودندشیر جداو عجبشهر که از مناطق بناب، آذر D10و  D22 ،D20 ،D19 هایاسترین

X. phaseoli pv. Phaseoli ATTC2563  (.7در یک کلاستر جداگانه قرار گرفتند )شکل 

 
 ثبت شده در بانک ژن بر هاییناستر یگربا د یسهدر مقا یونجهو  یاشده از لوب جدا هاییناستر یلوژنتیکیدرخت ف -7 شکل

 دسترسی شماره و اندشده مشخص رنگ سیاه دوایر با حاضر تحقیق در استفاده مورد هایجدایه. rpoDو  gyrB یهاژن یاساس توال

 .است گردیده ذکر پارانتز داخل ژن بانک در آنها شده ثبت و
Fig. 7. Phylogenetic tree of strains isolated from beans and alfalfa compared to other strains recorded in 

the gene bank based on gyrB and rpoD gene sequences. The isolates used in this research are marked with 

black circles and their access and registered numbers in the gene bank are mentioned in parentheses. 
 

 Xanthomonas campsterisشده از لوبیا به استرین  های جدانشان داد که استرین 16S rRNAیابی ژن یـوالـت

PTCC1473 های و همچنین استرینX. phaseoli PR2  وX. phaseoli BR1 ای اسپانیا و صربستان ـهکه از کشور

اده از فهای لوبیا در تحقیق حاضر با است. نماینده استرینشده بودند، شبیه بوده و در یک گروه قرار گرفتندسازی جدا

شباهت داشتند که این  X. phaseoli pv. phaseoli ATTC2563 به استرین( rpoDو  gyrB) داریهای خانهیابی ژنتوالی

 های این گونه دارد. ( در شناسایی و تعیین جایگاه فیلوژنتیکی استرینMLSTژنی )یابی چنددهنده کارایی توالیامر نشان

عنوان عامل بیماری بلایت معمولی به X. phaseoli pv. phaseoliو  X. citri pv. fuscansدو گونه  ،در منابع گرچه

 X. phaseoli pv. phseoliتحقیق فقط گونه این در  ، ولی(Alavi et al., 2008؛ Chen et al., 2021لوبیا ذکر شده است )

ضمن بررسی اخیراً  سازی و شناسایی گردید.غربی جدا آذربایجان های آذربایجان شرقی وعنوان عامل بیماری در استانبه



 1402 سال ،1 شماره ،12 جلد ،کاربردی پزشکیگیاه

61 

 

های یابی ژنهای مختلف بوده و با توالیهای مذکور که عامل بیماری بلایت باکتریایی در کشوراسترین مختلف از گونهنه 

 (.Gaudin et al., 2023)اند شدهم معرفی ه گونه نزدیک به ین دوا ،داریخانه

رین ـد به استـدرص 99جه بالای ـده از یونـش های جدانـ، نماینده استری16S rRNAدر تحقیق حاضر بررسی توالی ژن 

و  X. alfalfae subsp. alfalfae H99های نـریـن استـچنیـمـو ه X. alfalfae subsp. alfalfae LMG495دارد ـاستان

X. alfalfae subsp. alfalfae T53 سازی و شناسایی گردیده بودند، مشابهت داشته و در درخت که از کشور چین جدا

های یونجه به داری، استرینهای خانهیابی ژنکه در توالیفیلوژنتیکی رسم شده در یک خوشه قرار گرفتند. در حالی

 X. alfalfae subsp. citromelonisو  A. alfalfae subsp. alfalfae LMG495، X. perforans ICMP16690های گونه
های فنوتیپی و ژنوتیپی، عامل اساس مجموع روش توان گفت برشبیه بوده و در یک کلاستر قرار گرفتند. بنابراین می

 X. alfalfae subsp. alfalfaeگونه  غربیآذربایجان های آذربایجان شرقی و باکتریایی یونجه در استانایجاد بیماری لکه

گیرد. این قرار می X. alfalfae subsp. citromelonisو  X. perforansهای باشد که از نظر ژنتیکی نزدیک به باکتریمی

فرنگی های دیگر از جمله لوبیا، باقلا و نخودعنوان عامل بیماری از میزبانبه باکتری از آنجایی اهمیت دارد که قبلاً

به همین جهت لازم  .(Jacques et al., 2013؛ Stutevllle and Sorensen, 1966)سازی و شناسایی گردیده است جدا

 ها جلوگیری شود.است از شیوع و گسترش این بیماری در مزارع یونجه جلوگیری گردد تا از وارد آمدن به دیگر میزبان

های عنوان گونهبه ی قبلاًپهای فنوتیپی و ژنوتیاساس آزمون بر X. perforans و X. euvesicatoria ،X. alfalfa سه گونه

شده از  های جدااسترین که . در تحقیق حاضر مشاهده گردید(Parkinson et al., 2007)اند م معرفی شدهه نزدیک به

های یافتهج با ـاین نتای .های دیگر قرابت ژنتیکی داردبا گونه rpoDو  gyrBهای یابی ژناساس توالی جه برـیون

(Parkinson et al., 2007 ؛Almeida et al., 2010) یابی ژن اساس توالی ین برقمطابقت دارد. این محقgyrB ، نشان دادند

های یابی ژناساس توالی صدی دارند. بردرتشابه صد X. perforans و X. euvesicatoria ،X. alfalfae سه گونه که

. گردیدمعرفی  X. alfalfae ، گونههای جنوبی کشورباکتریایی یونجه در استانهای عامل بیماری لکهاسترینداری خانه

جهت  توان از آن درتحقیقات نشان داده است که استفاده از ترکیبات مسی در کنترل این بیماری نقش مهمی دارد و می

اساس  برو همچنین (. با توجه به چند میزبانه بودن باکتری مذکور، Yaripour et al., 2018مدیریت بیماری کمک گرفت )

توان به کشاورزان توصیه کرد تا با رعایت بهداشت مزرعه و های دیگر میدر کشور مشابهنتایج تحقیق حاضر و تحقیقات 

آن به مزارع و مناطق دیگر و همچنین محصولات دیگر انتشار استفاده از ترکیبات مسی، بیماری را مدیریت کرده تا از 
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ABSTRACT 

In order to isolate pathogenic bacteria from the hosts of bean and alfalfa, 140 bacterial isolates were cultured and 

purified on NA medium in East and West Azerbaijan provinces. Based on the color and appearance of the colonies, 

the isolates that were close to the desired Xanthomonas bacteria were selected. After re-cultivation and purification, a 

total of 62 isolates were obtained. To perform the pathogenicity test of the isolates, each of them was inoculated 

individually to its host and kept in greenhouse conditions for two weeks. 33 strains were able to cause pathogenicity 

on the host. The strains were able to amplify the 239 bp fragment of Xanthomonas specific gene, which is part of the 

ITS gene. Therefore, these strains were considered as Xanthomonas bacteria. Based on genetic fingerprinting by rep-

PCR method, the strains isolated from bean and alfalfa was divided into four and three groups, respectively, which 

results indicated genetic diversity between the strains. Based on the sequencing of 16S rRNA, gyrB and rpoD genes, 

the strains isolated from alfalfa were identified as X. alfalfae subsp. alfalfae and bean strains were identified as X. 

phaseoli pv. pahseoli. By reviewing the available sources, the present research is the first report of the isolation, 

identification and genetic diversity of these strains from bean and alfalfa hosts in East and West Azerbaijan provinces. 
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