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 هاي منطقه پاکدشتبررسی فیلوژنتیکی عامل پوسیدگی نرم ارکیده در گلخانه
  

Phylogenetic study of the bacterium causing orchid soft rot disease in 
Pakdasht region 

 
  3آباديو علی علیزاده علی 2، ابوالقاسم قاسمی1هطیبه یوسفی

 
 25/2/1393 :پذیرش                        13/10/1392 :دریافت

  چکیده
 1392در بهار سال . باشدهاي مهم این گیاه میهاي زینتی و پوسیدگی نرم از بیماريترین گلارکیده از با ارزش

سازي جدا. برداري شدداراي علائم پوسیدگی نرم نمونه گیاهاناز تهران بازدید و  منطقه پاکدشتهاي از گلخانه
. هاي ارکیده به اثبات رسیددر برگ آنهاي جدایهزایی بیماريو انجام  EMBAو  NA هايکشت باکتري در محیط

، هوازي اختیاريو بیگرم منفی  ها، جدایههاي فیزیولوژیکی و بیوشیمیاییآزمون ،مورفولوژیکی هايویژگیاساس بر
هاي مذکور به جنس جدایه ،حساسیت به اریترومایسین و داشتن فعالیت فسفاتاز، احیاء نیترات تولید اندول،

Dickeya لیاز با استفاده از آغازگر بر اساس تکثیر ژن پکتاتها جدایه. تعلق داشتندADE1/ADE2  و عدم تکثیر با
هاي توالی قطعات تکثیر شده ژن. شد ییشناسا Dickeyaاز جنس  ياگونه ،Y1/Y2و  EXPECCF/Rهاي آغازگر

. .Dickeya spهاي درصد با نمونه 100تا  99ها به میزان دادي از جدایهبتا تع پلیمراز زیر واحد RNAو  ریکامبینازآ
  . ندبودهاي توصیف شده این جنس متفاوت گونهند ولی با شباهت داشت NCBIموجود در بایگانی 
  Dickeya sp ،.PCR، ین توالییتع، نرم یدگیپوس، دهیارک: يواژگان کلید
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  مقدمه
 ینتیاهان زین گیتراز با ارزش یکی باشد ویم ار متنوعیبس يهابا رنگبا یز يهاگل يدارا دهیارک ینتیزاه یگ
 يریگرمس يهادهیدرجه حرارت شامل ارک اساسبر هادهیارک. طلبدیرا م یخاص يهوا آب و، از آن یکه هر نوعاست 

)Phalaenopsis  وVanda( ،گلخانه سرد يهادهیارک ) Sypripediumو Cymbidium( ،گلخانه گرم يهادهیارک 

)Cattleya  وOncidium( شوندبندي میگروه ) ،1386متقی.(  
 گرددیده عرضه میو به صورت شاخه بر دکنید میره تولیبه رنگ سبز ت يازهین يهابرگ که، است یاهیارکیده گ

این گیاهان دو تا سه ماه در . )1386، یمتق( ردیگیاز و کشت بافت صورت میپ، م بوتهیق تقسیها از طرر آنیتکث و
پوسیدگی باکتریایی بیماري . ماه دوام دارد دوتا ، هایی که از این گیاه چیده شود ها و شکوفه گل، و دهندسال گل می

 هاي پرورش این محصول بوده و علائم این بیماري ابتدا بهزا در گلخانههاي مهم و خسارتنرم ارکیده یکی از بیماري
تري از سطح برگ هاي بزرگبا پیشرفت بیماري لکه .شودبرگ و ریشه ظاهر میها، دمصورت نقاط آبسوخته در برگ

 . شودکه در تماس با دست لزج و لهیده می .شودمیبه صورت خیسی نمایان 
 کاتینگ وکا توسط یآمر يدایفلور يهااز کشور تا کنون .Dickeya spده با عامل ینرم ارک یدگیپوس يماریب

گزارش  (Li et al., 2009) توسط لی و همکاران نیچ يهااز استان یکی و(Cating and Palmateer, 2011)  پالماتیر
در ). Tri et al., 2014( کندکنندگان ارکیده وارد میدر اندونزي این بیماري خسارت زیادي به تولید. ه استشد

به  .نداکرده یشناخته شده معرف يهار گونهیآن را متفاوت از سا نشده و يااشاره هاها به گونه آنن گزارشیا یتمام
هاي ارکیده و خسارتی که بیماري ارزش اقتصادي بالاي گلهاي ارکیده ایران و مشاهده این بیماري در گلخانهدلیل 

  .تحقیق بوده استکند، شناسایی عامل بیماري هدف این پوسیدگی نرم باکتریایی به آن در شرایط گلخانه وارد می
 

  هامواد وروش
ها و نمونه يآورمنطقه پاکدشت جمع يهانرم از گلخانه یدگیده با علائم پوسیارک يهابوتهشه یر طوقه و، برگ

سازي باکتري براي جدا. ها ابتدا با آب معمولی و سپس با آب مقطر شسته شدندنمونه. دیشگاه منتقل گردیبه آزما
یک لوپ از سوسپانسیون حاصل روي  ،آب مقطر سترون خرد شده و پس از پنج دقیقهر آلوده دقطعاتی از بافت 

پس از دو تا سه روز . مخطط گردید )Eosin methylene blue Agar( EMBAو  )NA )Nutrient Agarمحیط کشت 
 يهایلنو ک EMBAهاي به رنگ سبز متالیک از محیط کشت  کلونی  گراد تکیسانت  درجه 28نگهداري در دماي 

  .(Shaad et al., 2001) ر گردیدندیانتخاب و تکث NA يروشن رو
 
  گرماریب یپیفنوت يهایژگیو

، يهوازیب و يرشد هواز گرم، يهاآزمونشامل  يمتعد يهانوعامل آزم يباکتر يهایژگین وییتع يبرا
رشد در ، درصد 5طعام  تحمل نمک ،تیتریترات به نین يایاح، نازیتیلس، د اندولیداز، کاتالاز، فسفاتاز، تولیاکس
، نشاسته، نیز ژلاتیدرولیه، نیستئیاز س H2Sد گاز یتول، رزوکساز کننده اءیمواد اح دیتول، گرادسانتی درجه 37 يدما

درات یکربوهن و مصرف یسیتروماینسبت به ار یمورد بررس يهانیت استریاز سوکروز، حساس لوان دیتول ن،یاسکول
  . انجام شد (Shaad et al., 2001) همکاران به روش شاد و ریه آیط پایدر محمختلف 

 
  هازایی جدایهاثبات بیماري

لیتر باکتري به دو روش تزریق به قطعات بریده لول در میلیس 107ها با تزریق سوسپانسیون زایی جدایهبیماري
هاي متصل تا ساعت و برگ 24ریده هاي بنتایج برگ. برگ در ظروف پتري و برگ متصل به گیاه ارکیده انجام شد

  ). Tri et al., 2014( یک هفته بعد مورد ارزیابی قرار گرفت
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  يماریعامل ب يباکتر ییشناسا يبرا یمولکول يهاروش
هاي به همراه استرین و) Rademaker et al., 2000(لیز قلیایی صورت گرفت به روش  هاجدایهي DNAاستخراج 

اساس برنامه تکثیر ژن بر Dickeya dianthicolaو  Pectobacterium carotovorum، P. atrosepticumاستاندارد 
بر اساس توالی  )Darasse et al., 1994( و همکاران سادار ها به روشدر پکتوباکتریوم)  Y)pelYلیاز کننده پکتاتکد

در جنس ) PelADE( ADEیاز لمربوط به ژن پکتات )1جدول ( ADE1/ADE2گر و جفت آغاز Y1/Y2هاي آغازگر
Dickeya نسار و همکاران  به روش)Nassar et al., 1996( هاي و نیز آغازگرEXPCCR/EXPCCF به روش کانگ و 
درصد مورد  2/1انجام و در ژل آگارز  Mj - research, Bio Rad در ترموسایکلر مدل )Kang et al. 2003( همکاران

جفت بازي از ژن  730قطعه ، هاي مورد نظریگاه فیلوژنتیکی جدایهبراي تعیین جا. مقایسه قرار گرفتند
Recombinase A هاي با استفاده از آغازگرrecA1/recA2 ژن يجفت باز637قطعه  تکثیر و RNA Polymerase 

beta sub unit با استفاده از آغازگر ropB CM81/ CM32 همکاران  به روش والرون و(Waleron et al., 2002) 
توسط شرکت  ر شدهیقطعات تکث .یر شدتکث(Macrogen, Korea)  با استفاده از دستگاه اتوماتیکABI 3730 XL 

به روش  هاي دیگر موجود در بانک ژنبا توالی، BLAST (NCBI)با برنامه  هایتوال .تعیین توالی گردید
با استفاده از  NCBIدر بانک اطلاعاتی دندروگرام مربوطه با نتایج موجود  .مقایسه شدند  (Altschul, 1990)ولشلتآ

ترسیم  )Tamura et al. 2011(همکاران  به روش تامورا و Bootstrap-Neighbour Joiningروش به Mega5افزار نرم
  . گردید

 
و  )recA1/2( ریکامبیناز آدار خانهگر ژن و آغازADE1 /2و  EXPCCF/R ،Y2/Y1اصی ـاختص هايتوالی آغازگر -1جدول 

  )CM81/32(اي پلیمراز انآر
Table 1. Specific primer sequencing of EXPCCF/R, Y1/Y2 and ADE1/2 and two housekeeping genes 

primer of Recombinase A and RNA polymerase beta sub unit 
  نام آغازگر توالی  اندازه قطعه

Size Sequence Primer  
434bp  (5`TTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT3`)/ 

(5`CAGGAAGATGTCGTTATCGCGAGT3`)  
Y1/Y2 

420bp  (5`GATCAGAAAGCCCGCAGCCAGAT3`)/ 
(5`CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC 3) 

ADE1/ADE2  

550bp  (5`GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA3`)/ 
(5`GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG3`)   

EXPCF/EXPCR  

730bp  (5`GGTAAAGGGTCTATCATGCG3`)/ 
(5`CCTTCACCATACATAATTTGGA3`)   

recA1/recA2  

637bp  (5`CAG TTC CGC GTT GGC CTG3`)/ (5`CGGACCGGC 
CTG ACG TTG CAT3`) 

rpoB (CM81/CM32) 

 
  وبحثنتایج 

 .)1 شکل( به اثبات رسیدها زایی آني و بیماريجداسازجدایه 21 نرم ارکیده یهاي داراي علائم پوسیدگاز نمونه
هاي سیب زمینی را هوازي اختیاري و اکسیداز منفی و کاتالاز مثبت بوده و ورقههاي مورد نظر گرم منفی، بیجدایه

درصد و تولید مواد  5فلورسانت، هیدرولیز نشاسته، تحمل نمک طعام در تولید رنگ . ساعت له کردند 24پس از 
  .درجه سلسیوس رشد نمودند 37کننده از سوکروز منفی بودند و در دماي احیاء
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  .Dickeya spهاي هیارکیده با جدا هايزایی در برگاثبات بیماري -1شکل 
Fig. 1. Pathogenisity test of Dickeya sp. strains on Orchid leaves 

 
آز، احیاي نیترات و تولید اندول اسکولین، کازئین و فعالیت لسیتیناز، فسفاتاز و اورهها در هیدرولیز ژلاتین، جدایه

ش فوق حساسیت ایجاد کرده و نسبت به نساعت واک 24هاي توتون پس از گذشت مثبت بودند و در تزریق به برگ
هاي ملی بیوز و مانیتول استفاده نموده و در ها از قندهمچنین جدایه. آنتی بیوتیک اریترومایسین حساس بودند

. بودند یـن منفـاینولی ول وـاده از آرابیتـدر استف. ک مالونات مثبت بودندـوز و نمـاستفاده از، رافینوز، لاکتوز، مالت
 و Li et al. 2009)( کارانـهم توسط لی وده ـن و ایالات متحـلا در چیـکه قب بود با موارديمشابه  هاویژگیاین 
  .گزارش شده بود (Cating and Palmateer 2009; 2011) رـیپالمات گ وـکاتین

که براي تفکیک جنس  pelYها با جفت پرایمر طراحی شده براي جنس پکتوباکتریوم نسبت به ژن تکثیر جدایه
 EXPCCR/EXPCCFهاي با آغازگرز ینهاي عامل پوسیدگی نرم توسعه یافته است و پکتوباکتریوم از سایر جنس

ت بازي ـجف 550و  434دازه ـاي به انهـاندارد مورد بررسی قطعـریوم استـوباکتـهاي پکتا در گونهـی بوده و تنهـمنف
ی ـهاي مورد بررسدایهـاندارد و جـاست يDickeyaها در جنس هـر این قطعـر شد و قادر به تکثیـب تکثیـبه ترتی

ر گردید که ـت بازي تکثیـجف 420دي ـوتیـه نوکلئـقطع ADE1/ADE2ا استفاده از جفت آغازگر ا بـنبود و تنه
 و Recombinase A هاير ژنـیـدر تکث. ودـب Dickeyaس ـی به جنـهاي مورد بررسرینـق استـلـده تعـدهنانـنش

RNA Polymerase beta sub unit هاي مورد بررسی در دایهـاندارد و جـاي استـریوم و دیکیـپکتوباکت هايونهـنم
را در ژل آگارز نشان دادند که تعیین توالی ناحیه  يجفت باز 730یک قطعه با اندازه تقریبی ، این تحقیق

Recombinase A ژن يت بازـجف 637ک قطعه در محدوده ی و RNA Polymerase beta sub unit نشان داد ،
ژن  یبر اساس توال NCBI یگانیموجود در با .Dickeya sp يهاا نمونهدرصد ب 100، زانیمذکور به م يهاهیجدا

rpoB يورـطهب، دـباشنیاوت مـس متفـن جنیگر اید يهاونهـق دارند و با گـن جنس تعلیه و به اـاهت داشتـشب 
 D. dadantiه ـاز جمل Dickeya رـگید يهاهـونـبا گ. ان دادـت نشـاهـد شبـدرص D. dianthicola ،97که با گونه 

د و ـناشته دـه تشابجد وـدرص D. paradisica 95ر ـگیه دـکه با گون یـدر حال، ان دادـاهت نشـشب دـدرص 97
  .)2شکل ( ندران داـدرصد شباهت نش D. chrysanthemi 94 - 93و  D. zeae ياـهن با گونهـیهمچن

ها در هاي نزدیک به آنبا جدایه ارکیده هاي عامل پوسیدگی نرممیزان قرابت جدایه recAبر اساس توالی ژن 
در صد با  100به میزان  recAهاي مذکور در توالی ژن نشان داد که جدایه Blastبا نرم افزار  (NCBI)بانک ژن 

هاي نمونه. دهدهاي دیگر تفاوت نشان میشباهت دارد و با گونه NCBIگانی ـدر بای .Dickeya spهاي ونهـنم
نام به Dickeyaس ـر جنـهاي دیگهـونـه و با گـرابت داشتـق درصـد D. dieffenbachiae 95 و D. dadantiiمذکوربا 

D. dianticola  ها باداشت و وجه تشابه آن درصد94قرابت D. zeae و D. chrysanthemi 88 3 شکل(د بو درصد( .
هاي شناخته شده متفاوت بوده و در از نظر فیلوژنتیکی با گونه .Dickeya spهاي که گونه داداین تحقیق نشان 

  .گروهی مجزا قرار گرفتند
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ي شناخته شده در هادر مقایسه با تعدادي از گونه جدا شده از ارکیده.  .Dickeya spدندروگرام فیلوژنتیکی باکتري -2شکل 

  5-افزار مگا با استفاده از نرم RNA Polymerase beta subunitخانواده انتروباکتریاسه بر اساس توالی ژن 
Fig. 2. Phylogenetic tree showing the relationship of the Orchids soft rot bacterial strains on the 
basis of RNA Polymerase beta subunit sequence alignment, a phylogenetic tree was constructed 
using the neighbour-joining method. Stability of the tree was assessed by 1, 000 bootstrap 
replications by Mega5 software. 

تعداد محدودي استرین از  )2009و 2011( اترـوپالموکاتینگ  )2009( وهمکاران لیاي هاس گزارشـاسبر
مشکل  هنوز دچار Dickeyaهاي شناسایی گونه و اندهاي مختلف این جنس به طور کامل تعیین ویژگی شدهگونه

 تا کنون این بیماري گزارش شده است است که هاي متعدد در مناطق مختلفیتر از نمونهبوده و نیاز به بررسی کامل
. گذاري نمودهاي جدید را نامتا بتوان گونه یا گونه لازم است DNAژنی و همولوژي دـهایی نظیر آنالیز چنابزار

 شود، نتایج کلی نشان داد باکتري عاملاي بار اول از ایران گزارش میکه این بیماري روي ارکیده برباتوجه به این
 .باشدهاي شناخته شده از نظر فنوتیپی و ژنتیکی متفاوت میکه با سایر گونهاست  Dickeyaاي از بیماري یک گونه

 اختصاصیهاي از نظر پرایمر DNAهاي مبتنی بر هاي فنوتیپی و آزمونبراساس نتایج این تحقیق در آزمون
Dickeya sp.  با نتایجی که در  .درهاي شناخته شده بانک ژن شباهت در سطح گونه ندابا گونه شد کهشناسایی

تا کنون  است و Dickeyaاي جدید از عامل بیماري یک گونه دهد کهمینشان بدست آمده چین  هاي آمریکا وکشور
   .استاي براي آن تعیین نشده گونه نام

شده و گیاه وارداتی است منشاء باکتري عامل بیماري در پاکدشت از ه ارکیده در ایران تولید نمیکبا وجود این
در اندونزي صورت گرفته است عامل بیماري پوسیدگی نرم در یک تحقیقی که  .باشدمی هکنندهاي صادرکشور

لوژي و فنوتیپی تشخیص داده براساس خصوصیات مورفو Pseudomonas viridiflavaو  D. dadantiiارکیده باکتري 
در تایوان و تایلند از . )Muharam et al., 2012( استمتفاوت بوده در ایران با خصوصیات باکتري مورد بررسی هشد ک
 D. zeaeو  D. chrysanthemiکننده ارکیده به ایران نیز باکتري عامل بیماري پوسیدگی نرم ارکیده هاي صادرکشور

نتایج فیلوژنتیکی و منابع موجود در پایگاه ژنتیکی و نتایج فنوتیپی باکتري عامل بیماري است که با گزارش شده
تعلق داشته و با  .Dickeya spهایی که از چین و فلوریدا شناسایی شده است به جداسازي شده از ایران مشابه جدایه

  ).Cating, 2010(باشد هاي معرفی شده متفاوت میگونه
  



 .... بررسی فیلوژنتیکی عامل پوسیدگی نرم ارکیده
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هاي ها و جنسجدا شده از ارکیده در مقایسه با تعدادي از گونه. .Dickeya sp م فیلوژنتیکی باکتريدندروگرا -3شکل 
   5-با استفاده از نرم افزار مگا Recombinase Aشناخته شده در خانواده انتروباکتریاسه بر اساس توالی ژن 

Fig. 3. Phylogenetic tree showing the relationship of the orchids soft rot bacterial strains on the 
basis of recA sequence alignment. The tree was constructed using the neighbour-joining method. 
Stability of the tree was assessed by 1, 000 bootstrap replications by Mega5 software. 
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