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 چکیده

 مناطق کشت کلیه در  ،    Pseudomonas syringae pv. Syringae(Pss)ناشی از   دارهسته میوه درختان باکتریایی شانكر     

 باعث ایجاد این بیماری است. ایران در دارهسته میوه درختان  های ریبیما ترینمهم از یكی ودارد   وجود دارهسته میوه  درختان

از مناطق مختلف  انجام شده    طی بازدیدهای (.  Agrios, 2005)شود  می مسن محصول در درختان کاهش و جوان درختان زوال در

 منظور ها به  ه سویهآوری شد. همجمع دارهسته های آلوده به شانكر باکتریایی درختان میوهنمونهاستان کهگیلویه و بویراحمد،  

مورد بررسی قرار گرفتند. علاوه بر      SyrB  ای و وجود ژنبررسی خصوصیات فنوتیپی، ژنوتیپی، فیزیولوژیكی، بیماریزایی، تغذیه

با روش  این سویه ژنوتیپی  از لحاظ  ارزیابی قرار گرفتند.    RFLPهای مورد نظر  های ریخت شناسی و زیست ویژگینیز مورد 

ای شكل،گرم منفی، متحرک، هوازی اجباری، کاتالاز مثبت و از نظر واکنش  ها میلهسویه  تمامشناسی بررسی شده نشان داد که 

نیز مثبت   توتون  تولید رنگ سبز فسفری نمودند. در    Kings΄Bها روی محیط کشت  سویه  ند. کل هستفوق حساسیت روی 

3های گروه  آزمون
LOPAT  ها منفی،  سویههای اکسیداز، لهیدگی سیب زمینی و آرژنین دهیدرولاز برای کلیه  ی واکنشنتیجه

 Ntsys-pc       از نرم افزاربرای آنالیز عددی خصوصیات فنوتیپی  های لوان و فوق حساسیت مثبت ارزیابی شد. اما نتیجه آزمون

در آزمون اثبات  ها  تمام سویهبا هم تشابه دارند.    %90از    های مورد بررسی در سطح بالاترسویهنشان داد که  استفاده شد. نتابج  

در مدتی کمتر از دو هفته علایم بیماری را نشان دادند. با استفاده از آغازگرهای اختصاصی    ، دارروی گیاهان هسته  ،بیماریزایی

B1    وB2  یک قطعه ،DNA    جفت بازی تولید شد که این نتایج تشخیص پاتوار   752به اندازه تقریبی  Pss  .ه  ب  را قطعی نمود

استفاده شد که   HindIII و kpnI  ،EcorI  ،HaeIII  ،AluIهای و آنزیم RFLP ها از آزمونیهسوانگشت ژنتیكی   ارزیابی اثرمنظور 

ها یكسان  سویه. اثر انگشت ژنتیكی حاصل از این برش در کلیه  بود  SyrBقادر به ایجاد برش در ژن    HaeIIIتنها  در این میان،  

هسته داران در استان    Pssهای  دکه احتمالا سویهنشان دا  RFLPارزیابی شد. نتایج حاصل از آزمون های فنوتیپی، بیماریزایی و  

 کهگیلویه و بویراحمد از یكنواختی زیادی برخوردارند.

 . SyrB ،PCR ،Pseudomonas syringae pv. syringae ،RFLPهسته دار، ژن : درختان میوه کلیدی های واژه
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 مقدمه 

از دارهسته میوه درختان باکتریایی شانكر      کشت  مناطق کلیه در  ،  Pss  Pseudomonas syringae pv. syringae)) ناشی 

 هم سرشاخه بلایت و سرخشكیدگی شكوفه، بلاست جوانه، بلاست هاینام تحت بیماری دارد؛ این وجود دارهسته میوه درختان

 درختان زوال در باعث ایجاد این بیماری است. ایران در دارهسته میوه درختان  هایبیماری ترین مهم از یكی و شده شناخته

 ایجاد ها، سرشاخه خشكیدگی  صورتهب غالبا بیماری علائم   (. Agrios, 2005)  شودمی مسن درختان  محصول در کاهش و جوان

 پهنک شدن سوراخ میوه، پوست روی  رنگ  ای  قهو   برجسته و ریز  هایزخم یا لكه ایجاد آلودگی، محل  از صمغ تراوش و زخم

 (.  Najafi Pour and Taghavi, 2011)گردد می درخت مرگ و اصلی هایشاخه شدن خشک نهایت در و برگ

. به طوری  (Liu et al, 1999)  گونه گیاهی را دارد  180  بیش از  توانایی ایجاد بیماری در ،Pss،  داران باکتری مولد شانكر هسته    

 Hirano)اند  به عنوان میزبان آن گزارش شده  Rutaceaeو    Poaceae  ،Fabaceae  ،Oleaceae  ،Rosaceaeهای  که اعضای خانواده

and Upper, 1990). Pss ای  های مهم دیگری همچون لكه قهوهدار، عامل بیماریعلاوه بر شانكر باکتریایی درختان میوه هسته

 Rahimian, 1995; Hirano et al, 1995 ; Groos) باشدلوبیا، بلاست مرکبات، لكه باکتریایی سورگوم و نوار قرمز نیشكر نیز می

and Devay, 1997)  .  هایسویهها نشان داده که  بررسیبرخی  Pss  دار از لحاظ دار و دانهگندم، سورگوم، درختان میوه هسته

های  نسبت به میزبان  Pss  وارهای ورسد پاتبه نظر می  (.Fryda and Otta., 1978)سرولوژیكی، بیوشیمیایی و بیماریزایی متفاوتند  

زایی جدا شده از لوبیا، ایجاد واکنش بیماری  Pssبه طوری که    (؛   Hirano and Upper., 1990)کنند  خود اختصاصی عمل می

لوبیا می به    Pssهای  سویهدر حالی که    کند؛روی  بیماری  ،هاسایر میزبانمتعلق  تولید میزایی  واکنش غیر  لوبیا  نمایند  روی 

(Little et al., 1998  .)  دار و گلابی را مورد مقایسه درختان هستهزای  های بیماریای سودوموناسگرت و همكاران در مطالعه

 ,Garrett et.al)دار و گلابی پیدا نكردند  های درختان هستهسویهقرار دادند که در این تحقیق اختلاف منطقی و ثابتی بین  

هایی  سویهدار و  زای درختان میوه هستههای بیماریمقایسه سودوموناس  ،(1987در آزمایشات رز و هاتینگ )همه    ؛ با این(1966

.  علاوه بر  (Hattingh et al., 1989)دار و گلابی نشان داد  درختان هسته   Pssهای  سویههایی را بین  از درختان گلابی اختلاف

باشد  های جداگانه می گروهو قرار گرفتن آنها در    Pssهای  سویهاین مطالعات گاردان و همكاران نشان دهنده تنوع زیاد بین  

(Gardan et al., 1990.)  نشان دهنده برخی مطالعات دیگر،  میان سویهاز طرفی،  ژنتیكی در  تنوع  از ی  باکتری که  این  های 

. مطالعات عباسی و همكاران هم به وجود این تنوع اشاره  (Najafi Pour et al., 2014)  باشداند، میای مختلف جدا شدههمیزبان

  ،زاییاز لحاظ بیماری   Pseudomonas syringaeارهای  وسایر پاتو  برخلاف  Pss  به عقیده یانگ گرچه.  (Abbasi et al., 2013)دارد  

 . (Young, 1991)  تردیدهای فراوانی وجود دارد  آن،  ی میزبانی دامنهحقیقی  ی گستردگی  دارد، اما در زمینههای متنوعی  میزبان

ی جدید  توانند به عنوان گونهمی ،دارند   Pss  که شباهت کمی با   Pssهای منتسب به  سویهعلاوه وی عنوان نمود که بسیاری از  به

   .(Young, 1991) بندی شوندشناسایی و طبقه

 Bahar et)    گزارش گردیدران در اصفهان  توسط بهار و همكازردآلو،  شانكر باکتریایی  عنوان عامل بیماری  هب  Pss  ،در ایران    

al., 1983)دار به عنواناز عامل شانكر باکتریایی درختان هسته  نیز،   . در مازندران Pss   یاد شده است(Mosivand et al., 2009 .)  

 شهرستانهای  باکتریایی درختان زردآلو در باغرا به عنوان مهمترین عامل سرخشكیدگی    Pss  ،همچنین ابراهیم زاده و همكاران

استان .(Ebrahimzade et al., 2008)اند  مرند معرفی کرده از  باکتری مذکور  این  بر  بویراحمد،  علاوه  های فارس، کهگیلویه و 

 Iragi)، آذربایجان شرقی  (Erfani Nik et al., 2017 2017 ؛   Najafi Pour and Taghavi., 2011)  چهارمحال و بختیاری و اصفهان

and Rahnama, 2018)اردبیل، گیلان، مازندران و خراسان رضوی ،   (Abbasi et al., 2012)  و خراسان رضوی و شمالی  (Ahsani 

et al., 2018)  گزارش شده استنیز.  

ظر بر اساس خصوصیات ژنوتیپی به ن  Pss  هایرابطه با طبقه بندی سویهدست آمده و وجود ابهامات در  هایج ببر اساس نت    

بررسی و مقایسه     حاضر،  هدف پژوهشتحقیقات بیشتری در این زمینه در کشور نیاز است. با توجه به موارد ذکر شده،  رسد به  می

میوه هسته  Pss  هایسویه از درختان  احمدجداشده  بویر  و  استان کهگیلویه  در  بیماری  ،دار  و  ژنوتیپ  فنوتیپ،  لحاظ  زایی از 

 باشد. می



 جوزاریان و همکاران
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  نمونه برداری وجداسازی
یاسووو ، گنجگون، شووامل  )  مختلف اسووتان کهگیلویه و بویراحمد از مناطق  که در فصووول زمسووتان و بهار،  طی بازدیدهایی     

پریكدان، سوی سوخت، امیرآباد سوی سوخت، سوپیدار، کاکان، کوه گل، کریک، مارگون، دهدشوت، دشوت روم، اب آباد، تنگ خشوک،  

دار آلوده به شوانكر باکتریایی  ی درختان هسوته، برگ و تنهاز شواخه ،دهنو سوی سوخت،  وزگ، تنگ سورخ، قلات و تل خسورو(

 شد.با ثبت مشخصات به آزمایشگاه منتقل  نمونه برداری و 

از شاخه  جهت     ابتدا    های آلودهجداسازی  الكل  بافتبه صورت زیر عمل شد:  درصد ضد عفونی شده،    70های مورد نظر با 

شدند.   شستشوآب مقطرسترون    سپس باای برش داده شده و  از حاشیه شانكرها و بافت قهوهسانتی متر،    5/0به ابعاد  قطعاتی  

به صورت    B (B  King’s) کینگ  و  (NA)آگار مغذی  های  روی محیط  سوسپانسیون حاصلهلوپ از    یک،  سه ساعتپس از گذشت  

های تولید کننده لوان و فلورسنت روی پرگنهنگهداری شده و   Co 27روز در دمای  2-3ها به مدت شت داده شد. پتریک خطی

   .انتخاب و خالص سازی شدند KBمحیط 

آب روان شسته شده، سپس قطعاتی از حد فاصل بافت سالم و    با  ، های دارای علائمبرگ ، ابتدا  های آلودهجداسازی از برگ در      

آگار   . سوسپانسیون حاصله روی محیط کشتگیری شدآلوده جدا و در شرایط سترون در هاون حاوی آب مقطر سترون عصاره

های  پرگنهنگهداری شده و   Co   27 روز در دما 2-3های کشت شده به مدت  د. پتریکشت ش  خطی به صورت    Bغذایی و کینگ  

حاوی آب مقطر    آزمایش  ایهیه به لوله، یک پرگنه خالص از هر سوآنپس از    خالص سازی شدند.،  KBدر محیط  فلورسنت  

  . (haad et al., 2001cS)نگهداری شد Co 4در دمای  جهت مطالعات تكمیلی سترون منتقل و

 

  بیماریزاییفیزیولوژیکی و  ،فنوتیپی بررسی خصوصیات
های انتخواب و آزمون  ،تلقی شوووده بودند، به عنوان نمواینوده Pssطور اولیوه به عنوان هسوووویه جمع آوری شوووده که بو  سوووی    

  LOPATهای  ها شووامل: واکنش گرم، رشوود هوازی و بی هوازی، کاتالاز، آزمونروی آنها انجام گرفت. این آزمون بیوشوویمیایی

) تجزیه ژلاتین، هیدرولیز   GATTaهای سویب زمینی، آرژنین و فوق حسواسویت روی توتون(، آزمون)لوان، اکسویداز، لهیدگی  

 ,.Schaad et al)بود    بیوشویمیاییهای زایی روی هلو و سوایر آزمونآسوكولین، تیروزیناز و تارتارات(، اسوتفاده از قندها، بیماری

2001; Fahy & Persly, 1983 .) 

های هلو،  انتخاب و روی گیاهان مختلف مانند نهال  ،از هر میزبان به عنوان نماینده  Pss سوووویهسوووه زایی، در آزمون بیماری   

ی ساعته  48از کشت   دارهای درختان مختلف هستهزنی روی نهالمایه  جهتبادام، زرد آلو، بادام، گیلاس و آلو مایه زنی گردید.  

در آب مقطر سوترون تهیه شود.  (   1600OD=) ٨١٠/ml cfu، سووسوپانسویونی به غلظت  (NA)ها روی محیط کشوت آگار غذاییجدایه

های هلو،  های جوان، به  نهالها و زخم مصونوعی ایجاد شوده در شواخهسوپس سووسوپانسویون حاصوله از طریق محل افتادن برگ

دو روز با پارافیلم پوشوانده شود. در تیمارهای حفظ رطوبت، محل مایه زنی به مدت  بادام، زرد آلو، گیلاس و آلو تزریق شود. برای  

 ,Kałużna & Sobiczewski)عنوان کنترل منفی اسوتفاده شودشواهد به جای سووسوپانسویون باکتری، از آب مقطر سوترون به

حداکثر تا دو ماه مورد بررسوی قرار گرفت. بروز هر یک از علائم شوانكر، ترشوح  ،ی پیشورفت بیماری. ظهور علائم و نحوه(2009

 (.Lelliott and Stead, 1987)  گردیدعنوان واکنش مثبت تلقی  ای شدن زیر پوست، با هم یا به تنهایی به  صمغ و قهوه

 

 ها سویهخصوصیات ژنوتیپی بررسی 

  هاآماده سازی نمونه
دقیقه  10تهیه شوده و به مدت    cfu/ml 810  (=1600OD  )سووسوپانسویونی به غلظت  باکتری،  سواعته  24به این منظور از کشوت       

  rpm دقیقه در دور  5و بلافاصوله یک دقیقه روی یخ قرار گرفت. پس از آن سووسوپانسویون حاصوله به مدت   در حمام بن ماری

 .(Yaish, 2006)  استفاده گردید  PCRسانتریفیوژ شده و از فاز رویی آن مستقیما جهت انجام 12000
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   Pssاستفاده از آغازگرهای اختصاصی جهت ردیابی پاتوارهای 

 . (Cinagen, Iran) استفاده شد های زیر با ترادف  syr B  (Sorensen et al., 1998)به این منظور از آغازگر اختصاصی     

primer  B1   5'-CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG-3'                                

Primer  B2      -TCGATTTTGCCGTGATGAGTC-3'                            '5 

ترموسایكلر   PCRواکنش   توسط  نیاز   (Quanta bioteck, USA)  بیوتک   نیز  مواد مورد  )محصول شرکت سیناژن   انجام شد. 

 آمده است.  2و    1های  به ترتیب در جدول   PCRایران( و چرخه دمایی مورد استفاده برای انجام واکنش  

 

 Pssبه منظور تشخیص پاتوارهای  PCRمواد لازم جهت انجام واکنش   -1جدول 

 غلظت نهایی                                 نوع ماده مصرفی      میكرولیتری            25نش   مقدار ماده مصرفی در هر واک

        x  1                                        Master Mix                                    میكرولیتر              5/12

 Forwardآغازگر                                   µM  1-  1/0                                                    میكرولیتر  5/1

 Reverseآغازگر                               µM  1-  1/0                                                    میكرولیتر  5/1

 سوسپانسیون جوشانده باکتری                         µg  1- pg 10                                                  میكرولیتر  5/2

 آب دیونیزه سترون                                        -میكرولیتر                                                             7
 

 

 

 Pssجهت تشخیص پاتوارهای  PCRچرخه دمایی استفاده شده در واکنش   -2جدول 

 تعداد چرخه  زمان                           (                            Coدما) مرحله                                   

  s  30               95 واسرشته شدن                              

 s  30 28            56 جفت شدن آغازگرها 

  s  60 70 امتداد 

 

 

    RFLPآزمون 
   HaeIII  ،EcoRI  ،KpnI  ،AluI  ،HindIII  های  م( تحت تاثیر آنزی  syrBتشوخیصوی )ژن   PCRجهت انجام این آزمون، محصوول       

آمده اسوت. هضوم    3در جدول  (Fermentase, Germany and Cinagen, Iran)قرار گرفت. میزان مواد اسوتفاده شوده در واکنش  

ها الكتروفورز شوده و باندهای تشوكیل شوده مورد سواعت انجام شود. سوپس، نمونه 2و به مدت   Co 37در دمای  PCRمحصوول 

 (.Rohlf, 2000استفاده و دندوگرام مربوطه ترسیم شد )  Ntsys-pcارزیابی قرار گرفتند. جهت آنالیز نتایج از نرم افزار 

 

  RFLP نوع و مقدار مواد استفاده شده در هر واکنش -3جدول 

 میكرولیتر                                               نوع ماده مصرفی            25مقدار ماده مصرفی در یک واکنش    

 میكرولیتر                                                                                 آب دیونیزه سترون   12   

 x fast Digest buffer10میكرولیتر                                                                                     2         

   PCRمیكرولیتر                                                                                  محصول  10        

     Fast Digest enzyme                                                                                    میكرولیتر  1         
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  تجزیه و تحلیل داده های فنوتیپی و ژنوتیپی
 Ntsys-pcباندهای روی ژل شناسایی شده و پس از آن با استفاده از نرم افزار   Total lab V. 1.10ابتدا با استفاده از نرم افزار     

ها بر اسواس  شوباهت ژنتیكی بین سوویه (.Rohlf, 2000ها ترسویم گردید )سوویهمورد تجزیه و تحلیل قرار گرفته و فاصوله ژنتیكی 

ترتیب کد  هبرای وجود و عدم وجود باند بمارکرهای مولكولی، به صورت وجود یا عدم وجود باند در ژل تعیین شد، به طوری که  

، به ترتیب کدهای صوفر و آزمونو مثبت واکنش منفی  برای  نیز . در بررسوی خصووصویات فنوتیپییک و صوفر در نظر گرفته شود

ها و رسووم دندوگرام را داراسووت. درصوود تشووابه بین توانایی تجزیه و تحلیل داده  Ntsys-pcدر نظر گرفته شوود. نرم افزار   یک

 .(Rohlf, 2000)  طور جداگانه با نرم افزار مذکور محاسبه گردیدههای موجود بر اساس خصوصیات فنوتیپی و ژنوتیپی بسویه

 نتایج 

   هابیوشیمیایی سویهنمونه برداری، جداسازی و تعیین خصوصیات فنوتیپی و 

صورت گرفته و   ،دار در استان کهگیلویه و بویراحمددرختان میوه هسته  هایاز باغ  یازدیدهایب  فصول زمستان و بهار،  طی    

های پلاستیكی به همراه مشخصات ها در کیسهداران جمع آوری شد. نمونههای مشكوک به آلودگی با شانكر باکتریایی هستهنمونه

ها جداسازی (. در شرایط سترون نمونه1جمع آوری، نوع میزبان و زمان جمع آوری به آزمایشگاه انتقال داده شدند )جدول  محل  

های بعدی نگهداری  های سفید وکرم خالص شده و به منظور بررسیپرگنهانجام شد. سپس تک    NAو کشت اولیه در محیط  

سویه که از لحاظ واکنش گرم، اکسیداز، آرژنین و لهیدگی سیب زمینی منفی بوده اما واکنش    . در مجموع، سی ( 4)جدول    شدند 

های تكمیلی روی آنها انجام  در نظر گرفته شده و آزمون  Pssفوق حساسیت و لوان آنها مثبت بود، به صورت مقدماتی به عنوان 

ها در آزمون کاتالاز، فسفاتاز، تولید قلیا از شیر لیتموس و تولید رنگدانه فلورسنت واکنش مثبت نشان دادند. به  شد. کلیه سویه

از سیترات و گلوکز استفاده نموده ولی آزمون استوئین، احیای نیترات، رشد درعلاوه کلیه سویه ،  Co41ها در شرایط هوازی 

ارزیابی شد. در آزمون   تین، آسكولین، تیروزیناز و ) هیدرولیز ژلا  GATTaهیدرولیز نشاسته و متیل رد در تمام موارد منفی 

های هیدرولیز ژلاتین و آسكولین، واکنش مثبت و در آزمون تیروزیناز و تارتارات دارای واکنش ها در آزمونتارتارات( کلیه سویه

هالوز استفاده نماید،  ای نتوانست از لاکتوز، رافی نوز، مالتوز، رامنوز و تری  ها هیچ سویه در تولید اسید از کربوهیدرات   منفی بودند. 

در آزمون تولید اسید از  ها از سوکروز، مانوز، زایلوز، گالاکتوز، فروکتوز، آرابینوز، دکستروز وگلوکز استفاده کردند.  درمقابل کلیه سویه 

ای ها از مانیتول، سوربیتول، اریتریتول ، آرابینوز، گلیسرول و اینوزیتول استفاده کردند، در صورتی که هیچ سویهها کلیه سویهالكل

ها قادر به استفاده از ال تارتارات، متیونین، اینولین و  از سویه یک  توانایی استفاده از آدونیتول و دالسیتول را نداشت.  به علاوه هیچ 

  شده است.  ثبت   6و    5  سالیسین نبودند. سایر نتایج در جداول 

 

  آزمون بیماریزایی
  ظاهر شدنزایی آنها مورد بررسی قرار گرفت.  ای انتخاب و بیماریهلو، گیلاس، بادام، زردآلو و آلو، نماینده  Pssهای  سویهاز      

ای شدن زیر پوست، با هم یا به تنهایی به عنوان واکنش مثبت تلقی شد. در این میان  هر یک از علائم شانكر، ترشح صمغ و قهوه

ترین میزبان در کمتر از یک هفته واکنش مثبت ها روی هلو به عنوان حساسسویهبدون در نظر گرفتن تخصص میزبانی، کلیه  

زیرین شانكرها در اثر    مغ را داشتند، به طوری که ناحیهبا گذشت زمان توانایی ایجاد شانكر و ترشح ص ها سویهنشان داد. اغلب  

 ثبت شده است.  7(. نتایج به دست آمده در جدول 3 و 2، 1های )شكل ای شده بودفعالیت باکتری قهوه
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دار از مناطق  جدا شده از درختان میوه هسته Pseudomonas syringae pv. syringaeهای مشخصات سویه  -4جدول 

 مختلف استان کهگیلویه و بویراحمد 

 محل نمونه برداری  میزبان  کد سویه  محل نمونه برداری  میزبان  کد سویه 

S5  سی سخت  بادام K2 کریک  گیلاس 

gn1 گنجگون هلو M15 مارگون هلو 

y7  یاسو   آلوسیاه D6  دهدشت  بادام 

Sp9 سپیدار هلو S16 سی سخت  هلو 

K12 کاکان  هلو Da11  دشت روم زردآلو 

W20  وزگ  بادام y3 یاسو   آلو 

Kg4 کوه گل  بادام وحشی A1  اب آباد  بادام 

T6 تلخسرو  گیلاس Ts18 تنگ سرخ هلو 

K40  کاکان  زردآلو y9 یاسو   هلو 

Ts9 تنگ سرخ هلو y17 یاسو   البالو 

W13  وزگ  بادام Gn4 گنجگون هلو 

S9  سی سخت  بادام Tk8 تنگ خشک هلو 

g12  قلات بادام P14 پریكدان  هلو 

Tk1  تنگ خشک بادام g25 قلات آلو سرخ 

Kg16 کوه گل  بادام وحشی Tk1  تنگ خشک بادام 

g5  قلات زردآلو g12  قلات بادام 

Pss  یاسو   اهدایی مرکز تحقیقات سویه استاندارد Psm یاسو   گیلاس 
   

      
   

 

دار در مناطق  جدا شده از درختان میوه هسته  Pseudomonas syringae pv syringaeمشخصات فنوتیپی   -5جدول 

 مختلف استان کهگیلویه و بویراحمد 

 واکنش  آزموننام  واکنش  نام آزمون

 - لسیتیناز   - رنگ آمیزی گرم   

 + اثر روی شیر لیتموس   - % 3واکنش پتاس   

 - لهانیدن سیب زمینی    + تولید لوان   

 + فوق حساسیت در شمعدانی   - اکسیداز    

 + اوره آز   + کاتالاز  

 - هیدرولیز آرژنین   هوازی  رشد هوازی و بی هوازی   

 + هیدرولیز ژلاتین   + اوره آز  

 + هیدرولیز آسكولین    - هیدرولیز آرژنین  

 - هیدرولیز نشاسته    + هیدرولیز ژلاتین  

 - تولید مواد احیا کننده از ساکارز    + هیدرولیز آسكولین   

 -      تولید ایندول   - هیدرولیز نشاسته   

 - تولید استویین    - تیروزیناز  

 - C o41رشد در   + ( 80لیپاز)تویین  

 - احیای نیترات    + هیدرولیز کازئین  

 - مصرف تارتارات    + فسفاتاز  

 - از پپتون S 2Hتولید   + مصرف سیترات

   - % 5تحمل نمک طعام  
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  Pseudomonas syringae pv. syringaeها ( باکتری ها و الکل)تولید اسید از کربوهیدرات  ایمشخصات تغذیه -6جدول

 دار در مناطق مختلف استان کهکیلویه و بویراحمد  جدا شده از درختان میوه هست

 نوع واکنش  نام آزمون    نوع واکنش  نام آزمون    نوع واکنش  نام آزمون   

 _  تری هالوز     + آسپاراژین     + سوکروز     

 + سلوبیوز     + لاکتات     + زایلوز    

 + آرابیتول      + دی تارتارات     _  لاکتوز    

 + مانیتول      _  ال تارتارات     + مانوز    

 + سوربیتول      _  اینولین     _  رافینوز     

 - متیونین     + گالاکتوز     + آرابینوز    

 _  ملی بیوز     + فروکتوز     _  رامنوز    

   + دکستروز     _  مالتوز     

 

   

 

جدا شده از     Pseudomonas syringae pv. syringaeهای  سویهایجاد شانکر در نهال گیلاس، مایه زنی شده با  -1 شکل

 آلو زرد 

 

جدا   Pseudomonas syringae pv. syringaeهای نکروتیک روی پوست گیاهچه هلو مایه زنی شده با ایجاد لکه -2 شکل

    شده از بادام
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جدا شده   Pseudomonas syringae pv. syringae سویهای شدن بافت در شاخه زردآلو در اثر مایه زنی با قهوه  -3شکل

 هلو  از

دار در  های مختلف هستهاز میزبان  Pseudomonas syringae pv. syringaeهای سویهنتایج آزمون بیماریزایی  -7جدول 

 استان کهگیلویه و بویراحمد 

نوع نهال مایه زنی   میزبان اصلی         

 شده

 نتیجه نوع نهال مایه زنی شده  میزبان اصلی          نتیجه

 + زردآلو  هلو          + هلو هلو         

 + زردآلو  زردآلو          + هلو زردآلو        

 + زردآلو  گیلاس          + هلو گیلاس        

      + زردآلو  آلو           + هلو آلو        

 + زردآلو  بادام           + هلو بادام         

 + گیلاس  هلو          +ضعیف  آلو  هلو        

 + گیلاس  زردآلو          +ضعیف  آلو  زردآلو        

 + گیلاس  گیلاس          +ضعیف  آلو  گیلاس        

 + گیلاس  آلو          + آلو  آلو        

 + گیلاس  بادام           +ضعیف  آلو  بادام        

 + بادام  آلو          + بادام  هلو        

 + بادام  بادام          + بادام  زردآلو        

    + بادام  گیلاس        

 

 NTSYSها با استفاده از نرم افزار های فنوتیپی سویهتجزیه و تحلیل ویژگی 

داران، با تشوابه سوویه جداشوده از هسوته NTsys-pc  ،30بر اسواس آنالیز عددی خصووصویات فنوتیپی، با اسوتفاده از نرم افزار       

  P. s. pv. morspronorumو  P. fluorescens% به ترتیب از  79و   %71در کنار هم قرار  داشوتند و در سوطح تشوابه  %90بالای  

 آمده است. 4شكل جدا شدند. دندروگرام حاصله در 
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درختان   P. syringae pv. syringeهای دندروگرام رسم شده بر اساس آنالیز عددی خصوصیات فنوتیپی سویه -4شکل 

 آورده شده است  1 ها در جدول مشخصات سویه NTsys-pc.دار با استفاده از نرم افزارمیوه هسته

 

 ها سویه بررسی خصوصیات ژنوتیپی 

   2Bو  1Bردیابی باکتری با آغازگر اختصاصی 
های بیوشیمیایی به اثبات رسیده بود به همراه سویه  بودن آنها با آزمون  Pssهای بدست آمده در این پژوهش که  کلیه سویه    

Pss    1اهدایی مرکز تحقیقات کشاورزی استان کهگیلویه و بویر احمد با استفاده از آغازگرهای اختصاصیB    2وB    مورد بررسی

قادر    P. fluorescensجفت باز بودند، در حالی که  752با اندازه تقریبی  DNAای ها قادر به سنتز قطعهسویهقرار گرفتند. کلیه 

 . (5ای نبود )شكل ه تكثیر چنین قطعهب

 

 

 

، ستون   P. syringae pv. syringaeدر  B2و   B1با استفاده از آغازگرهای  PCRمحصول  نقوش الکتروفورزی  -5شکل 

  -6؛ (T6) گیلاس سویه -5؛ (gn1)  هلو سویه -4؛  Pss استاندارد سویه -3کنترل منفی؛  -2جفت بازی؛  100مارکر  –1

  -11؛  (y7آلو سیاه ) سویه -10؛ (g5) زردآلو سویه -9؛ ( W20)  بادام سویه -8؛ (sp9) هلو سویه -7؛ (Da11) زردآلو سویه

  -16 (؛y9)هلو؛ سویه -15؛ (Kg4) بادام وحشی سویه -14؛ (k12) هلو سویه -13؛ (y17)  آلبالو سویه -12؛ (y3آلو ) سویه

جفت   100مارکر  –20و (  A1)بادام  سویه-19؛ (K40) زردآلو سویه -18؛  Pssاستاندارد سویه -17؛ (g25)  آلوسرخ سویه

 بازی
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 RFLP آزمون 

  kpnI ،EcoRI ،HaeIII ،AluI ، HindIIIهای تحت تأثیر آنزیم Pssهای سویهتشخیصی  PCRحاصله از  DNAدر این آزمون،       

(.  6مشترک بود )شكل  Pssهای  سویهایجاد نمود که در تمام    DNAسه قطعه    HaeIIIقرار گرفت. از این میان تنها برش با آنزیم  

های ایجاد شده در ژن  تنها دو برش ایجاد نمود که از برش  P. s. pv. morspronorumروی   این در حالی بود که آنزیم مذکور

syrB   مربوط بهPss  ژنوم ایجاد نكردند. های مورد استفاده در این آزمون هیچ گونه برشی در متمایز بود. سایر آنزیم 

 

 

 

 

 

 

جفت بازی   100مارکر  -RFLP  :1در آزمون  HaeIII، هضم شده با آنزیم Pssانگشت نگاری ژنتیکی سویه های  -6شکل 

 سویه -9بادام  سویه -8هلو  سویه -7زردآلو؛  سویه  -6گیلاس؛  سویه -5هلو  سویه - 4هلو؛  سویه -3بادام؛  سویه -2

هلو؛   سویه -15بادام وحشی؛  سویه -14هلو؛  سویه -13آلبالو؛  سویه -12گوجه سبز؛  سویه -11آلوزرد؛  سویه -10زردآلو؛ 

 جفت بازی  100مارکر   –20گیلاس؛  Psm سویه19- استاندارد ؛  Pss سویه -18هلو؛  سویه -17آلوسرخ؛  سویه -16

 

 NTSYSبا نرم افزار  هاسویه یتجزیه و تحلیل خصوصیات ژنوتیپ 

  Psmدار بدون اختلاف در کنار یكدیگر قرار گرفته و از سوویه جداشوده از درختان میوه هسوته  Pss یسوویه  30در این آزمون، 

 .  (7)شكل   جدا شدند

 
.   NTsys-pcبا استفاده از نرم افزار Pssهای در سویه  HaeIIIهضم آنزیمی با  دروگرام رسم شده بر اساسدن -7شکل 

 آمده است  1ها در جدول مشخصات سویه
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   گیری بحث و نتیجه

داران دار در مناطق مختلف استان کهگیلویه و بویراحمد که علائم شانكر باکتریایی هستهدر این پژوهش درختان میوه هسته    

سویه گرم منفی با    30های آلوده،نمونه برداری و جداسازی باکتری از بافتدادند مورد بررسی قرار گرفتند. پس از  را نشان می

)لوان،   LOPATها در آزمون  سویههای تكمیلی روی آنها انجام گرفت. کلیه  های کرم مایل به زرد انتخاب شد و آزمونپرگنه

واکنش اکسیداز، آرژنین و لهیدگی سیب  دارای  اکسیداز، لهیدگی سیب زمینی، آرژنین دهیدرولاز و فوق حساسیت روی توتون(  

)شامل آزمون هیدرولیز    GATTaهای گروه  زمینی منفی بوده، اما واکنش فوق حساسیت و لوان در آنها مثبت بود. در آزمون

ها در هیدرولیز ژلاتین و آسكولین دارای واکنش مثبت و در آزمون  سویهژلاتین، هیدرولیز آسكولین، تیروزیناز و تارتارات( کلیه 

دی تارتارات را نداشته؛   ها توانایی استفاده ازسویهتیروزیناز و استفاده از تارتارات واکنش منفی نشان دادند. به علاوه هیچ یک از  

نشان می نیز  تحقیقات مشابه  بودند.  تارتارات  ال  از  استفاده  به  قادر  آنها  کلیه  مقابل  میوه    درختان  Pssهای  دهدکه سویهدر 

توانهسته ندارند  دار  را  تارتارات  از دی  استفاده  توانایی  داشته در صورتی که  را  تارتارات  ال  از  استفاده   & Najafi Pour)ایی 

Taghavi, 2011; Mohamadi et al., 2001; Najafi Pour and Hasani, 2014    ؛ Erfani Nik et al., 2017ها  (. هیچ یک از سویه

های الداغی و همكاران مطابقت  رافینوز، مالتوز، رامنوز و تری هالوز را نداشتند. نتایج مذکور با یافتهتوانایی استفاده از لاکتوز،  

توانایی استفاده    Pssهای  بیان کردند که سویه  آنها و همكاران مغایرت دارد.    موسیونداما با نتایج    ؛(Eldaghi et al., 2009 )  دارد

ای دور از این مغایرت نتیجه  (.Mosivand et al., 2009که با نتایج حاصل از این پژوهش مغایرت دارد )  از تری هالوز را دارند 

. با توجه به این نكته، تفاوت در خصوصیات شودمیهای ژنتیكی مختلف در ژنوم باکتری دیده  انتظار نیست و به علت جهش

 (. Swings & Hayward, 1990)قابل پذیرش است  %20فنوتیپی افراد یک گونه، حداکثر تا 

ها توانایی تولید اسید از گالاکتوز، زایلوز، فروکتوز، مانوز، سوکروز، آرابینوز، گلوکز و دکستروز را دارا بودند. الداغی  کلیه سویه    

 Eldaghi)دار از گلوکز، گالاکتوز، دی مانوز و سوکروز استفاده کردند  درختان میوه هسته  Pssهای  سویهو همكاران نیز نشان دادند  

et al., 2009.)  های  های نصراب نژاد و همكاران توانایی سویهبه علاوه بررسیPss  دار در استفاده  جداشده از درختان میوه هسته

دار درختان میوه هسته  Pssهای  سویه  هنتایج نیز نشان دادسایر  (.  1386از فروکتوز و ساکارز را نشان داد )نصراب نژاد و همكاران،  

نمایند که مطابق با نتایج  لوکز، فروکتوز، زایلوز، گالاکتوز، مانوز و آرابینوز تولید اسید میهایی همچون سوکروز، گاز کربوهیدرات

 (. Ahsani et al., 2018؛  Erfani Nik et al., 2017 ؛  Mosivand et al. 2009)این تحقیق است 

سوربیتول، اریتریتول، آرابینوز، گلیسرول و اینوزیتول را ی مورد بررسی توانایی تولید اسید از الكل، مانیتول، سویه 30تمامی     

نتایج سایر محققان   که توانایی استفاده از آدونیتول، دالسیتول، متیونین، اینولین و سالیسین را نداشتند که بادارا بودند؛ در حالی

 (.Eldaghi et al., 2009) تطابق دارد

دار بررسی گردید.  زایی آنها بر روی درختان میوه هستهای انتخاب و بیماریمیزبان نمایندهزایی از هر  در آزمون اثبات بیماری    

ای شدن بافت  ترین میزبان قابلیت ایجاد علائمی همچون ایجاد شانكر، ترشح صمغ، وقهوهها در هلو به عنوان حساسسویهکلیه 

درجات متفاوتی علائم بیماری را نشان دادند. نتایج حاصله نشان  های بررسی شده با  زیر پوست را داشتند. همچنین اغلب میزبان

شود، نتیجه اخیر با نتایج  دار در استان هیچ گونه ترجیح میزبانی مشخصی دیده نمی های هستهداد که حداقل درون میزبان

های هلو و زردآلو بررسی کردند و  دار را روی شاخههای درختان میوه هسته زایی سویهآنها  بیماری  .ضیایی و تقوی مشابه است

(. در پژوهش الداغی و همكاران Ziaee and Taghavi, 2003) شودهای اخیر ایجاد میای در میزبانعنوان نمودند شانكر گسترده

بیماری های درختان میوه هستهسویهنیز تمامی   آزمون  بیماریدار در  این گروه میزبانی  بودند  زایی روی   ,.Eldaghi et al)زا 

سویه که از   89  : های لیتل و همكاران نیز مطابقت دارد. آنها عنوان نمودندزایی در این پژوهش با یافتهنتایج بیماری  (.2009

 . (Little et al., 1998)  نظر از میزبان اولیه، قادر به ایجاد بیماری در نهال هلو بودندهای مختلف جدا شده بودند صرفمیزبان

مایسین را دارند قادر به ایجاد بیماری  که قابلیت تولید سیرینگو  Pssهای  سویههمچنین سیرویلری و همكاران عنوان نمودند تمام  

های  سویهبر این نتایج پژوهشگران دیگر نیز نشان داده که  علاوه . (Cirvilleri et al., 2005) دار هستندروی درختان میوه هسته
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Pss زا هستندبیماریآلو دار، روی هلو و زردمیوه هسته درختان ( Abbasi et al., 2012 ؛ Abbasi et al., 2013  ؛ Erfani Nik et 

al., 2017  ؛Ahsani et al., 2018 ) ،که همگی با نتایج این پژوهش منطبق است . 

و از آنجا   (Swings & Hayward, 1990)است    %80های فنوتیپی حداقل میزان شباهت بین افراد یک گونه بالاتر از  بررسیدر      

 های یک پاتووار مورد استفاده قرارگرفتند بنابراین شباهت بالای آنها دور از انتظار نبود.که در این پژوهش سویه

در  %90در نظر گرفته شده بودند، با تشابه بالای   Pssکه به عنوان  سویه Ntsys-pc ،30های فنوتیپی با نرم افزار در آنالیز داده     

تشابه   سطح  در  و  گرفته  قرار  یكدیگر  از    79و    % 71کنار  از  ترتیب  به   %P.fluorescens  و  Pseudomonas syringae pv. 

morspronorum   های  دهد که سویه جدا شدند. نتایج سایر محققین نیز نشان میPss   مشابهی   "دارای خصوصیات فنوتیپی نسبتا

  (. Najafi Pour and Taghavi, 2011; Najafi Pour et al., 2015 ؛ Hirano and Upper, 2000; Najafi Pour et al., 2014)هستند  

های عنوان نمودند سویه    Ntsys –pcهای مختلف با استفاده از نرم افزار نجفی پور و تقوی با بررسی خصوصیات فنوتیپی میزبان 

Pss  های در کنار هم قرار گرفته و از گونه %90در سطح تشابهP.meliae  وP. savastanoi pv savastanoi   ترتیب در سطوح  به

 (. Najafi Pour and Taghavi., 2011)شوند  جدا می   % 63و   50%

اندازه    به   DNAای  ها قادر به سنتز قطعه  سویهکلیه    ،2Bو    1Bنتایج این پژوهش نشان داد با استفاده از آغازگرهای اختصاصی     

های  مورد مطالعه است. این نتایج با یافته  Pssهای  در سویه  syrBجفت باز بودند. این نتیجه تأئیدی بر وجود ژن    752یبی  رتق

؛   Najafi Pour & Taghavi, 2011;Najafi Pour and Taghavi, 2013؛ )  سورنسن و همكاران و نجفی پور و تقوی تطابق دارد

Najafi Pour et al., 2015  ؛Sorensen et al., 1998 ) . 

مورد   RFLPشناسایی شده بودند، جهت آزمون    Pssتشخیصی، به عنوان    PCRهای فنوتیپی و  هایی که با آزمون سویه کلیه      

مورد استفاده قرار گرفت که هر یک بطور   HaeIII  ،EcoRI  ،KpnI  ،AluI  ،HindIIIآنزیم    5ارزیابی قرار گرفتند. در این راستا  

بوده   syrBقادر به ایجاد برش در ژن    HaeIIIهای مذکور تنها آنزیم  تشخیصی اضافه شدند. از میان آنزیم  PCRجداگانه به محصول  

و   bp300    ،bp200با اندازه تقریبی    قطعاتی،  HaeIIIبا آنزیم    Pssو سایرین فاقد سایت برشی در ژن مورد نظر بودند. برش ژنوم  

bp100  .ایجاد کردPseudomonas syringae pv morspronorum    نیز در آزمونRFLP  استفاده شد. آنزیمHaeIII  با برش ژنوم

Psm    دو قطعه با اندازه تقریبیbp  270    وbp380    ایجاد کرد که با قطعات ایجاد شده درPss   کاملا متفاوت بود. تجزیه و تحلیل

RFLP    افزار با استفاده از نرمNtsys-pc   های  اختلاف معنی داری را میان سویهPss  هسته داران استان کهگیلویه و بویراحمد نشان

دار در استان کهگیلویه و بویراحمد وجود ندارد و یا آنكه درختان میوه هسته  Pssهای  رسد تنوع ژنتیكی میان سویه نداد. به نظر می 

RFLP   تواند روش مطمئنی برای نشان دادن این اختلاف باشد. زیرا تعداد باندهای مورد بررسی در این روش محدود است و نمی

های دیگر در کنار این روش استفاده نمود. تحقیقات سایرین نیز نتایج مشابهی برای یافتن تنوع ژنتیكی در این باکتری باید از روش 

استفاده نمودند و نشان دادند  Pssدر دو گروه    syrBرا نشان داده است. سورنسن و همكاران نیز از همین روش جهت مطالعه ژن  

گروه  وجود ندارد، در حالی که این آنزیم در   SalIگروه اول هیچ سایت برشی برای آنزیم    syrBجفت بازی ژن    752که در قطعه  

 (. Sorensen et al., 1998جفت بازی شد )  621جفت بازی و  131های  دوم دو برش ایجاد کرد که سبب تولید قطعاتی با اندازه

نشان   syrBروی ژن  TaqIو  Hinf1 ،HpaII های علاوه بر این الزاک و همكاران نیز از همین روش و با استفاده از تأثیر آنزیم     

 ,.Olczak et al)دهند  جداشده از مزارع خیار لهستان با استفاده از این روش هیچ تفاوتی را نشان نمی  Pssهای  دادند که سویه

 ( که با نتایج این پژوهش مطابق است.2007

های  های ژنوتیپی به تنهایی قادر به تفكیک سویهرسد آزمونمی به نظرهای این پژوهش و نیز تحقیقات مشابه،  با توجه به یافته    

مانند آزمون بیماریزایی،    ی فنوتیپی و ژنوتیپیهاآزمون  لازم است تلفیقی ازبه این منظور  از یكدیگر نبوده و      Pssبیماری زای  

RAPD گردد های مشابه استفاده و یا سایر روش (Vicente & Roberts., 2007  ؛Olczak et al., 2007.) 
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Bacterial canker of stone fruit trees caused by Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) is 

present in all areas where stone fruit trees are cultivated. It is one of the most important diseases 

of stone fruit trees in Iran. This disease causes deterioration in young trees and yield reduction 

in old trees (Agrios, 2005). During investigation in different regions of Kohgiloye and 

Boyerahmad province (Iran), plants showing bacterial canker symptoms were collected. A total 

of 30 gram-negative isolates were initially identified as Pseudomonas syringae pv. syringae. 

All isolates were studied for phenotypic, physiological, pathogenicity, nutritional 

characteristics, and evaluation of the syrB gene. They were also subjected to genetic analysis 

via RFLP. All isolates were rod-shaped, gram-negative, motile, and obligate aerobic. They all 

showed positive reaction in catalase and a hypersensitive reaction on tobacco. Additionally, 

they produced a fluorescent pigment on Kings' B medium. In LOPAT tests, the results showed 

negative oxidase, arginine dehydrolysis, and potato rot and,  positive hypersensitive reaction 

and levan production. In numerical analysis of phenotypic characteristics using Ntsys-pc, all 

isolates showed 90% similarity. The pathogenicity test showed that all strains were infectious 

on stone fruit plants regardless of their initial hosts. Approximately, a 752 bp DNA fragment 

was synthesized using B1 and B2 specific primers. In the RFLP test, five enzymes including 

kpnI, EcoRI, HaeIII, AluI, and HindIII were applied to the syrB gene. Only HaeIII was able to 

cut the syrB gene. The genetic fingerprint obtained from RFLP was evaluated as identical for 

all isolates. Results of phenotypic, pathogenicity, and RFLP tests indicate that Pss strains 

isolated from stone fruits in Kohgiloye and Boyerahmad province show high homogeneity. 
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