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 چکيده

بیماری در  نیتر به عنوان مخرب Erwinia amylovoraعامل با  بیماری آتشك

 را ها تولید محصول به و گلابی خانواده رزاسه است که در بعضی از استان

ها و  بیماریزایی استرین، ژنتیکی، فنوتیپیتنوع در این تحقیق است.  نمودهغیراقتصادی 

 222صورت گرفته است. تعداد نیز احتمال ورود استرین های مقاوم به استرپتومایسین 

های  مناطق مختلف استان هایی که طی فصل بهار، تابستان و زمستان از جدایه از نمونه

خراسان، سمنان، قزوین، لرستان، آذربایجان شرقی، آذربایجان غربی و تهران 

نظر در این بررسی سیب، گلابی، به،  های مورد برداری شد حاصل گردید. میزبان نمونه

فنوتیپی و مقایسه الگوی های  های جداشده از نظر ویژگی سترینزالزالك و رز بودند. ا

های  ها جدایه همچنین طی سایر بررسیهای بسیار بالایی نشان دادند.  پروتئینی شباهت

های گلابی  نی از نظر قدرت و شدت بیماریزایی که در برگمختلف جغرافیایی و میزبا

ها به آنتی  به صورت شاخه بریده ارزیابی گردید، مشابه بودند. تعیین حساسیت استرین

بررسی  های استرپتومایسین، اکسی تتراسایکلین و ترکیب اکسی کلرور مس بیوتیك

ن، تتراسایکلین و مس در های استرپتومایسی گردید و هیچگونه مقاومتی به آنتی بیوتیك

آنها مشاهده نشد. براساس خصوصیات فنوتیپی، دامنه میزبانی و مناطق جغرافیایی 

استرین برای بررسی تنوع ژنتیکی انتخاب شدند که در انگشت نگاری به  17تعداد 

ها با جدایه مرجع  تمامی جدایه BOXو  ERICبا آغازگرهای  rep-PCRروش 

ATCC 49946 ن بودند و الگوی مشابهی در ژل آگارز ایجاد هموژن و یکسا

های ایرانی با جدایه  نمودند. لذا با توجه به نتایج حاصل در پروفیل پروتئینی جدایه

ها برخلاف آنچیزی که  استاندارد که تفاوتی مشاهده نشد، تغییر ژنتیکی در جدایه

کش  ی باکتریدیده نشد و در مدیریت این بیماری، ترکیبات شیمیای ،رفت انتظار می

ها  باشند و نیز یکنواختی استرین موجود کماکان با دغدغه کمتری قابل استفاده می

کمك خواهد نمود که از یك رویه یکسان در تهیه ارقام مقاوم، پیش آگاهی بیماری و 

 مدیریت تلفیقی استفاده نمود.

 SDS-PAGE، Rep-PCRآتشك، استرپتومایسین،  کليدي: کلمات

(ERIC,BOX) 
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 Abstract 

Fireblight that accurred with Erwinia amylovora in some 

provinces in Iran and worldwide has made non-economic 

production of pear and quinces. In the survey was conducted in 
2000, bacterial strains that causative of apple, pear and quince 

fireblight were identical in term of biochemical and 

physiological characteristics, pathogenicity and protein pattern. 
So we decided that examine the genetic diversity of 

E.amylovora by use of rep-PCR methods and check the effect of 

environmental condition and bactericides on resistance of this 
pathogen. For perform of this study, samples were collected in 

different of place and provinces of Iran and then transferred to 
laboratory. Isolation and phenotypic characteristics of some 

isolate were studied. Electrophoresis of cell-soluble proteins and 

pathogenicity of strains was determined and in the last step, 
genetic diversity was evaluated using by rep-PCR and final 

electrophoresis was performed. In this research, variation of 

phenotypic, genetic, pathogenecity of strains and the probability 
of entering steptomycin resistant strains in Iran were tested. 

Pathogenic strains of E. amylovora (422 isolates) were isolated 

from diseased pear, quince, apple, crateagus trees and rose 
shrubs from seven major pome fruit growing provinces in Iran 

during the surveys. The characteristics of the Iranian isolates 

and a reffernce strain (ATCC 49946) including colony 
morphology on nutrient sucrose agar, some biochemical 

characters, copper, streptomycin and oxytetracyclin sensitivity 

were determined. The soluble protein patterns of the isolates 
were also determined using SDS-PAGE. All of the stains were 

the same in phenotypic characteristics and protein profiles and 

there was not any difference in disease severity of strains. The 
same band patterns on agarose gel was detected when the 

isolates were subjected to rep-PCR fingerprinting using both 

BOX and ERIC primers. None of the strains tested were 
resistant to streptomycin, oxytetracyclin and copper. The joint 

findings were described and compared with those of other 

authors. 
Keywords: Fire blight, (ERIC, BOX) rep-PCR, SDS-PAGE, 

Streptomycin. 
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 و کليات مقدمه

 Erwinia amylovoraبیماری آتشك با عامل 

ترین بیماری در خانواده رزاسه است و باکتری  مخرب

 1397عامل بیماری آتشك سیب، گلابی و به در سال 

 Van der Zwetاز کشور ترکیه گزارش شده است )

Keil, 1979 1313(. وجود بیماری در ایران در سال 

از برغان کرج از روی درختان گلابی گزارش شده 

(. وضعیت بیماری 1311نبی،  است )ذاکری و شریف

آتشك روی درختان میوه در استان آذربایجان غربی و 

مورد بررسی  1312و  1311های  قزوین طی سال

 .Eگونه (. 1313ان، قرارگرفت )مزارعی و همکار

amylovora  1392توسط لیلیوت و دیکی در سال 

عامل بیماری آتشك سیب، توصیف شده است. 

 E.amylovoraبه در تمام دنیا باکتری  گلابی و

 .Eیك گونه جدید به نام  1333ولی در سال  باشد یم

pyrifolia گلابی  یها عامل نکروز سرشاخه بعنوان

ز کره جنوبی گزارش شد ا Pyrus pyrifolia آسیایی

که توانایی آلوده سازی تمام کولتیوارهای سیب را 

تنها روی تعداد معدودی از کولتیوارهای  نداشته و

های  (. استرینKim et al., 1999سیب بیماریزا است )

از همدیگر قابل  RAPD-PCRاین گونه با روش 

(. تقریباً تمام Momol et al., 1997تفکیك هستند )

حامل پلاسمیدی به نام  E. amylovoraی استرینها

PEA 29  بوده که تشخیص و ردیابی آنها را توسط

هایی وجود دارد  نماید. گزارش ممکن می PCRروش 

های باکتری عامل بیماری آتشك تخصص  که استرین

های جدا شده از سیب  میزبانی نداشته و استرین

 Prunusقادرند غیر از گلابی و سیب، درختان جنس 

(. Mohan and Thoson, 1996آلوده سازند ) را

های باکتری عامل بیماری آتشك سیب، گلابی  استرین

های بیوشیمیایی  و به جدا شده از ایران از نظر ویژگی

و فیزیولوژیکی، بیماریزایی و الگوی پروتئینی یکسان 

های طبیعی این  (. استرین1313اند )افیونیان،  بوده

کیلو بازی  23مید باکتری تعداد کمی از پلاس

(pEA29) 333کنند که با تکثیر قطعه  را حمل می 

قابل شناسایی است  PstIجفت باز حاصل از برش 

(Bereswill et al., 1992 تنوع در اندازه قطعه .)

آوری شده از اروپا آنها را  های جمع برشی در استرین

 ,.Lecomte et alدر سه تیپ طبقه بندی کرده است )

 73از  (pEA29)پلاسمید  RFLPالیز (. در آن1997

آوری شده در بلغارستان با استفاده از  نمونه جمع

، استرین ها به سه گروه ژنتیکی تفکیك HpaIIآنزیم 

عامل بیماری از (. Atanasova et al., 2009)شدند 

هایی  نظر ژنتیکی، همسانی بسیار بالایی دارند و روش

وزومی کروم DNAاز نظر  2331که تا اوایل سال 

باشد.  ید این مسئله میؤمورد بررسی قرارگرفتند م

فیلوژنی مدرن بیشتر براساس آنالیز نوکلئوتیدی 

16SrRNA باشد ) میWoese,1987; Stackebrandt 

and Goebel, 1994ها تحت  (. یکی دیگر از روش

است که  rep-PCR genomic fingerprintingعنوان 

خیص و روشی معتبر، سریع و دارای قدرت تش

تواند جدایه ها را در سطح  تفکیك بالا است و می

 گونه، زیرگونه و استرین شناسایی و تفکیك کند

(Versalovic et al., 1991; Louws et al., 1996.) 

 DNAهای  های گرم منفی و مثبت توالی در باکتری

تکراری بطورطبیعی در سرتاسر ژنوم وجود دارند که 

 ی تکرار شدهعناصر پالیندرومیك خارج ژن

Repetitive Extragenic Palindromes  یا(Rep) 

های بین ژنی تکرار شده در انتروباکترها  توالی

(Enterobacterial (Repetitive intergenic 

Consensus  یا(ERIC)  و عناصرBOX باشند یم .

بیشتر در رونویسی مناطق انتهایی  REPعناصر 
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mRNA دی تکرار های نوکلئوتی نقش دارند. توالی

باشند که  می ERIC ها، عناصر شده دیگر در باکتری

باشد. این  جفت باز می 121-122اندازه توالی آن 

ها فاقد مناطق واسرشتگی هستند و در  توالی

گیرند.  مورد استفاده قرار می PCRهیبریداسیون و 

تواند در  ها می استفاده حتی یکی از این توالی

مفید واقع شود، در های باکتری،  شناسایی جدایه

شود. اندازه  پیشنهاد می BOXاینگونه موارد آغازگر 

 ,.Louws et alباشد ) جفت باز می 172توالی باکس 

1994; De Bruijn, 1992 استفاده از فناوری (. با

PCR نگاری  بر اساس انگشتrep–PCR ،

های  شوند که به انتهای توالی آغازگرهایی استفاده می

DNA گردند و  تکرار شده هیبرید می این سه ناحیه

های تکرار شده  بین این توالی DNA یها یتکثیر توال

های مختلف  با اندازه DNAیك سنجشی از قطعات 

دهد که نتیجه آن  روی ژل آگارز به دست می

باشد  با اختصاصیت بالا می DNAنگاری  انگشت

(Robertson et al, 2001الگوی انگشت .)  نگاری

rep–PCR خت تنوع ژنتیکی جمعیت بیمارگر در شنا

کند، بنابراین تحقیق روی پارامترهای  کمك می

محیطی که در فشار انتخابی روی جمعیت میکروبی 

کند. این روش برای  اند را راحتتر می مؤثر بوده

ها تا سطح استرین  بندی و شناسایی باکتری طبقه

 Versalovic et al., 1991; Deکاربرد دارد )

Bruijn,1992)های  . توالیREP  به عنوان اولین

های بالقوه در مناطق اپران به واسطه طبیعت  توالی

پالیندرومیك خود و توانایی تشکیل ساختارهای 

پیشنهاد شدند  RNAسنجاق سر طی ترجمه 

(Higgins et al., 1982 از توالی .)ERIC  در

هایی که اختلافات جزئی با هم  نگاری نمونه انگشت

در  ERIC-PCRشود. از آنجایی که  میدارند استفاده 

مقایسه با بقیه از باندهای فرعی سبك ناسازگار 

نیز برای  BOXبیشتری برخوردار بوده و آغازگر 

ها مورد استفاده  تمایز اختلافات جزئی بین استرین

به دلیل عدم دارا بودن  REP-PCRگیرد،  قرار می

 های فوق بیشتر قابل استفاده است. محدودیت

 د پژوهشفرآين

 در فصول بهار، تابستان و زمستان از: برداري نمونه 

مناطق مختلف استان خراسان، سمنان، قزوین، لرستان، 

آذربایجان شرقی، آذربایجان غربی و تهران بازدید و 

های درختان سیب،  های برگ، گل، میوه و شاخه نمونه

گلابی، به، رز، زالزالك و سایر گیاهان خانواده رزاسه 

رای علائم بیماری شامل سوختگی گل، میوه، که دا

آوری و با  جمع ،ها و شانکر تنه بودندبرگ، سرشاخه

ثبت مشخصات به آزمایشگاه در مراکز تحقیقاتی 

 منتقل گردید.

های  نمونه :جداسازي باکتري عامل بيماري

قطعه د، سپس دنآوری شده ابتدا شستشو داده ش جمع

حاوی آب ی کوچکی از بافت آلوده در تشتك پتر

نگهداری در  با اسکالپل خرد و پس از ده دقیقهمقطر 

مخطط  NASروی محیط از آن  دمای اتاق، یك لوپ

درجه  22روز در دمای دو  پتریهای  شد. تشتك

و  های گرد یگراد نگهداری شده و سپس کلنیتسان

ب انتخاب و روی محیط کینگ  لوان مثبت برجسته

 .ددنش تکثیر

بررسی : ها وتيپی استرينهاي فن بررسی ويژگی

های خالص بر اساس  های فنوتیپی استرین ویژگی

واکنش گرم با استفاده از  .های ذیل انجام گردید روش

 ,.Sulsow et alسه درصد ) KOHروش حلالیت در 

 Hugh andهوازی ) آزمون رشد هوازی/بی( 1982

Leifson, 1953 ) آزمون فوق حساسیت در توتون

(Klement et al., 1963آزمون آرجینین ،) دهیدرولاز
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(Thorneley, 1960 آزمون هیدرولیز توئین ،)93 

(Misaghi and Grogan, 1996 آزمون تولید ،)

(، آزمون Lelliott, and Stead, 1987لسیتیناز )

تولید رنگدانه فلورسنت در محیط کینگ ب، اکسیداز، 

هیدرولیز ژلاتین، اسکولین و کازئین و نیز تولید لوان، 

از  H2Sتولید گاز اوره از، های کاتالاز، آزمون

سیستئین، تولید ایندول، تولید مواد احیاء کننده از 

 NaClساکارز، احیای نیترات، تولید اوره آز، رشد در 

آزمون تولید مواد احیا کننده به و  % )وزن به حجم(3

 MR-VPآزمون ( و نیز Schaad et al., 2001روش )

(. منابع Dye, 1968م گردید )انجا (Dye) یبه روش د

کربنی با استفاده از روش تندالیزاسیون سترون شدند 

روز به  17و به محیط پایه اضافه شدند و نتایج تا 

 ,Fahy and Haywardصورت روزانه ارزیابی شد )

در تمامی مراحل این تحقیق از جدایه مرجع (. 1983

ATCC 49946 در رودآیلند ایالات  جداشده از سیب

 استفاده شد.حده مت

از کشت : هاي محلول سلولی الکتروفورز پروتئين

سوسپانسیونی  NAها روی محیط  ساعت جدایه 22

لیتر آب مقطر تهیه و  نسبتاً غلیظ در یك میلی

دقیقه ورتکس شد و  7سوسپانسیون حاصل به مدت 

تا  2/. حجم آن بافر نمونه اضافه و به مدت 2معادل 

 13نده شد سپس به مدت جوشا یدقیقه درحمام آب 6

دور در دقیقه سا نتریفوژ گردید.  13333دقیقه در 

های محلول  میکرو لیتر از هر نمونه پروتئین 73میزان 

درصد پلی  13ها در ژل ناپیوسته  سلولی به چاهك

 اکریل آمید با میکروپپت بارگذاری شد و الکتروفورز

ه آمپر تا رسیدن رنگ پیشرو ب میلی 17با جریان ثابت 

انتهای ژل انجام گرفت، سپس ژل در محلول 

آمیزی )آب، متانول، اسید استیك به نسبت  رنگ

( روی شیکر G250/. گرم کوماسی بلو 1و  73:73:13

ساعت قرارگرفت. جهت رنگبری، ژل  2-7به مدت 

آمیزی ولی بدون  در محلول مشابه محلول رنگ

بلو تا زمان وضوح باندها قرارداده شد. سپس  کوماسی

جهت نگهداری در محلول  از ژل عکس گرفته شده و

درجه سانتیگراد  2/. منتقل گردید و در 1اسید استیك 

 نگهداری شد.

شدت بیماریزایی : ها تعيين شدت بيماريزايی استرين

های گلابی به صورت شاخه بریده  ها در برگ جدایه

ها در  ارزیابی گردید. سوسپانسیون رقیقی از جدایه

 7/2تهیه و با استفاده از سرنگ  لآب مقطر استری

لیتری بدون سر سرنگ در دو سمت پهنك برگ  میلی

روز قطر  2متر تزریق گردید و پس از  میلی 7به قطر 

 (.James, 1971گیری گردید ) ناحیه آلوده اندازه

تعیین  :ها به استرپتومايسين تعيين حساسيت استرين 

های  ها به آنتی بیوتیك حساسیت استرین

پتومایسین، اکسی تتراسایکلین و ترکیب اکسی استر

 کلرور مس با پخش سوسپانسیون باکتری با غلظت

و با  NASلیتر در محیط  سلول در میلی 136تقریبی 

میکروگرم  133هایی که با محلول  استفاده از دیسك

بیوتیك استرپتومایسین و اکسی  لیتر از آنتی در میلی

لیتر اکسی  یلیمیکروگرم در م 1333تتراسایکلین و 

درصد( آغشته شده بود، با ایجاد هاله  31کلرور مس )

 (.Burr et al., 1988متر ارزیابی شد ) میلی 1بیش از 

هاي جغرافيايی و  تعيين تنوع ژنتيکی جمعيت

: rep-PCRبه روش  E. amylovoraميزبانی 

ساعت روی محیط  22های باکتری به مدت  جدایه

NA ی با غلظت حدود تکثیر شدند و سوسپانسیون

لیتر از هر باکتری در آب مقطر  سلول در میلی 131

 DNAتهیه گردید. از روش لیز قلیایی برای آزادسازی 

میکرولیتر از  13استفاده شد. بدین منظور 

میکرولیتر  133سوسپانسیون هر باکتری با 
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 17مولار مخلوط و به مدت  37/3هیدروکسید پتاسیم 

اد قرارگرفت. سوسپانسیون درجه سانتیگر 37دقیقه در 

دور در دقیقه سانتریفیوژ  12333دقیقه در  2به مدت 

های تمیز منتقل و جهت  رویی به تیوب شد و محلول

 (.Rademaker et al., 1997استفاده نگهداری گردید )

ها و  نگاری ژنتیکی استرین انگشت :rep-PCRروش 

انجام  repبا مارکر  CCPB0273یك جدایه استاندارد 

های مورد نظر با یك جفت آغازگر  شد. تنوع جدایه
(5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC- 3' )ERIC 

1R( ،5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG- 3') 

ERIC 2  و آغازگرBOXA1R (5'-

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG- 3')  بررسی

شد. لازم بذکر است که آغازگرها توسط شرکت 

 سیناژن ساخته شدند.

مقدار کل  :و چرخه حرارتیواکنش  تهيه مخلوط 

میکرولیتر از  7/2میکرولیتر و شامل  27هر واکنش 

میلی  MgCl2 73میکرولیتر  x 13 PCR ،7/1بافر 

 DMSO ،7/3 %(133میکرولیتر ) 7/3مولار، 

مولار،  میلی 27(dNTPمیکرولیتر از بازهای سازنده )

( به عنوان U/L 5) پلیمراز Taqمیکرولیتر  2/3

 1نوکلئوتیدی،  سنتز زنجیره پلی کاتالیز کننده

 23( از هر آغازگر BOXمیکرولیتر برای  2میکرولیتر )

آماده شده بود و  ی DNAمیکرولیتر از  1پیکومول و 

 27در نهایت برای رساندن حجم هر نمونه به 

میکرولیتر از آب مقطر سترون استفاده گردید. پس از 

در ها  مخلوط کردن کامل مواد واکنش، میکروتیوب

 MJ Researchمدل  BIO-RADدستگاه ترموسایکلر 

PTC  قرار گرفتند. باز شدن دو رشتهDNA  از

درجه  37( در دمای Initial denaturationیکدیگر )

دقیقه و چسبیدن آغازگر در  3سانتیگراد به مدت 

درجه سلسیوس به مدت یك دقیقه و  73دمای 

 67جدید در دمای  DNAهای  ساخته شدن رشته

 37به مدت هشت دقیقه از روی الگو طی  درجه

چرخه و به دنبال آن یك دوره ساخت نهایی در 

 Rademaker etدستگاه ترموسایکلر انجام گرفت )

al., 1997.) 

در ژل و عکس برداري از  PCRالکتروفورز نتيجه 

با دستگاه الکتروفورز افقی مینی  PCRمحصول : ژل

ژل آگارز ( روی Sigma( مدل سیگما )mini gelژل )

 TBEدرصد الکتروفورز شد. ابتدا ژل آگارز در بافر  1

-Tris-base 89 pH=8 ،EDTA 2mM ،Boric)شامل 

acid 89 mMآمیزی  ( تهیه و برای رنگDNA  به آن

اضافه  mg/L 1محلول اتیدیوم بروماید با غلظت 

 63)حاوی گلیسرول  x6گردید. ماده رنگی پیشرو 

 33/3روموفنول بلو میلی مولار، ب EDTA 63درصد، 

به  1درصد( به نسبت  FF33/3 درصد و زایلن سیانول

مخلوط و در ژل آگارز با ولتاژ  PCRبا محصول  3

ساعت الکتروفورز  7/1ولت به مدت  33ثابت 

-repگردید. برای ارزیابی اندازه قطعات محصول 

PCR  کیلو جفت بازی استفاده یك از مارکر استاندارد

-UVکتروفورز، ژل در دستگاه شد. پس از پایان ال

Doc .مشاهده و عکسبرداری شد 

 يج و بحثانت

 222در مجموع تعداد : برداري و جداسازي نمونه 

خراسان  ،123های مختلف )قزوین  جدایه از استان

آذربایجان ، 27، تهران 23، لرستان 73سمنان  ،11

( و 13و سایر مناطق  36، آذربایجان غربی 13 یشرق

ی مختلف سیب، گلابی، به، زالزالك و رز ها ز میزبانا

 جداسازی شده است.

در  :ها اي جدايه خصوصيات بيوشيميايی و تغذيه

ها  فنوتیپی شباهت بسیار بالایی بین استرین یها آزمون

های مورد بررسی گرم منفی،  مشاهده شد. جدایه

هوازی اختیاری و لوان مثبت بوده، توانایی ایجاد  بی
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در توتون و تولید تراوش واکنش فوق حساسیت 

اند و در محیط  باکتریایی در میوه گلابی را داشته

کینگ ب رنگیزه فلورسنت تولید ننمودند که به عنوان 

ها اکسیداز  شناسایی شدند. جدایه E.amylovoraگونه 

منفی و کاتالاز مثبت بوده، در تولید مواد احیا کننده از 

ثبت بودند. سوکروز و هیدرولیز ژلاتین و اسکولین م

های احیاء نیترات، تولید ایندول، دهیدرولیز  در آزمون

آرجی نین، لهانیدن سیب زمینی، تولید استوئین، 

، هیدرولیز اسکولین، 93هیدرولیز توئین 

از  H2Sهیدرولیزکازئین و تولید گاز از گلوکز، تولید 

سیستئین، دزوکسی ریبونوکلئاز، اوره آز، و لسیتیناز 

ها در استفاده از منابع کربنی  ایهمنفی بودند. جد

گلوکز، گالاکتوز، سوکروز، سلوبیوز، تریهالوز، 

اینوزینول، فروکتوز، ریبوز، دی مانیتول، دی 

سوربیتول، گلیسرول، سیترات، لاکتات، فرمات و آل 

پرولین مثبت و از رامنوز، ملی بیوز، مالتوز، سوربوز، 

نوز، مانوز، دی آرابینوز، آدونیتول، گلیسین، ما

-آدونیتول، آسکوربات، نشاسته، گلوتامیك اسید، آل )

 استفاده ننمودند. ( تارتارات و گالاکترونیك اسید

ها از  استرین :هاي محلول سلولی الکتروفورز پروتئين

نظر پروفیل پروتئینی الگوی مشابهی با جدایه 

داشته و اختلافی بین  ATCC 49946استاندارد 

جغرافیایی و میزبانی مشاهده از نظر منشاء  ها استرین

لوژی بالایی داشتند نشده است و از این نظر همو

 (.1)شکل 

 

 

 

 

 
 ها در ژل پلی اکريل آميد . پروفيل پروتئينی تعدادي از جدايه1شکل 

Fig1: Protein profile of some isolates in polyacrylamide gel 

 17شدت بیماریزایی در تعداد : شدت بيماريزايی

ین منتخب مورد ارزیابی قرارگرفت که با مقایسه استر

 2ها پس از  تمامی نمونه باًیها در دو تکرار تقر نمونه

ای به قطر یك سانتی متر را آلوده نمودند و  روز هاله

 علائم سوختگی و بلایت را نشان دادند.

های جدا  تمامی استرین: حساسيت به استرپتومايسين

لف کشور به ها و مناطق مخت شده از میزبان

بیوتیك استرپتومایسین و اکسی تتراسایکلین به  آنتی

)ماده مؤثر( مس در  ppm 333و  ppm 133میزان 

ای  ترکیب اکسی کلرور مس حساس بودند و هاله

 متر ایجاد نمودند. میلی 1بیش از 

استرین  17 :هاي عامل بيماري تنوع ژنتيکی استرين

یزبانی در های مختلف با توجه به تنوع م از استان

با دو  rep-PCRنگاری ژنتیکی به، به روش  انگشت

مورد ارزیابی قرارگرفتند. در  BOXو  ERICآغازگر 

ها با هر دو آغازگر تکثیر  این روش تمامی استرین

شده و الگوی مشابهی در ژل آگارز ایجاد نمودند. این 

 .Eنتایج بیانگر هموژنی ژنتیکی بالا در گونه

amylovora  های باشد )شکل میدر ایرانA, B, C, D 

 (.2و  3

 

 
جدا شده از قزوين  E. amylovoraهاي  نگاري استرين . انگشتA, B 2شکل 

)شماره  ATCC 49946( و جدايه مرجع 9B-2(، خراسان )10A-2 يها )شماره

1A, Bروش  ( بهrep-PCR  با استفاده از آغازگرERIC 
Fig B, A 2: Fingerprints of E. amylovora strains, isolated 

from Ghazvin (numbers 2-10A), Khorasan (2-9B) and 

reference isolate ATCC 49946 (number 1A,B), using rep-

PCR method with ERIC primer. 
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جدا شده از  E. amylovoraهاي  نگاري استرين . انگشتC, D3شکل 

( و جدايه مرجع 14D-7(، سمنان )6D-2(، تهران )Cلرستان )شکل 

ATCC 49946 (1Dبه )  روشrep-PCR  با استفاده از آغازگرERIC 

Fig3 C, D: Fingerprint of E. amylovora strains, isolated from 

Lorestan (picture C), Tehran (2-6D), Semnan (14D-7) and 

reference isolate ATCC 49946 (ID), using rep-PCR with 

ERIC primer. 

 

آذربايجان شرقی  E. amylovoraهاي  نگاري استرين . انگشتE4شکل 

( و جدايه مرجع 15-9 يها (، آذربايجان غربی )شماره8-2 يها )شماره

ATCC 49946  به روش ( 1)شمارهrep-PCR  با استفاده از آغازگر
ERIC 

Fig4E: Fingerprint of E. amylovora strains, isolated from 

East Azerbijan (numbers 2-8), West Azerbijan (9-15) and 

reference isolate ATCC 49946 (number 1) using rep-PCR 

with ERIC primer. 

 
 E. amylovoraهاي  يك نماينده از استرين نگاري . انگشت5شکل 

(، تهران 5(، سمنان )4(، آذربايجان غربی )3آذربايجان شرقی ) يها استان

(، جدايه مرجع 10(، زنجان )9(، لرستان )8(، خراسان )7(، قزوين )6)

ATCC 49946 (2( و کنترل منفی )به1 )  روشrep-PCR  با استفاده از

 BOXآغازگر 
Fig5: Fingerprinting of a representative of the E. amylovora 

strains in East Azerbaijan (3), West Azerbaijan (4), Semnan 

(5), Tehran (6), Ghazvin (7), Khorasan (8), Lorestan (9), 

Zanjan (10), reference isolate ATCC 49946 (2) and negative 

control (1), using rep-PCR with BOX premier. 

های مختلف نشان داد  برداری در استان بازدید و نمونه

های اجرای این تحقیق  که عامل بیماری در همه استان

های دیگر که در این تحقیق  از استانو تعدادی 

بینی نشده بود به شدت فعال بوده که میزان  پیش

های مختلف با توجه به گرم و  آلودگی در سال

ها  مرطوب بودن فصل بهار تفاوت زیادی دارد. جدایه

از نظر شدت بیماریزایی با توجه به گیاهی که از آن 

د در جداسازی شدند تفاوتی در آزمایشات نشان ندادن

حالی که بعضی از جدایه ها از نظر شدت بیماریزایی 

های خاصی از میزبان با هم اختلاف نشان  در واریته

که با جدایه  E4001Aدهند مانند جدایه  می

Ea273((ATCC 49946  از نظر شدت بیماریزایی

 ,.Norelli et alروی ارقام با هم تفاوت دارند )

های  سی نمونه(. همچنین در این تحقیق با برر1984

تمشك از استان لرستان آلودگی و بیوواری که از 

جداسازی  E. amilovora f. sp. Rubiتمشك با نام 

 ,.Starr et alایران مشاهده نشده است ) شده بود در

ها از نظر حساسیت به آنتی  (. همه استرین1951

های استرپتومایسین و اکسی تتراسایکلین در  بیوتیك

جع مشابه و حساس بودند در قیاس با جدایه مر

های مقاوم در بسیاری از کشورها  صورتی که استرین

از جمله ایالات متحده که بیش از چهار دهه از 

نمایند و فلسطین اشغالی  استرپتومایسین استفاده می

(. در بروز Vannest, 2000گزارش شده است )

مقاومت باید دو نکته مورد توجه قرارگیرد یکی ایجاد 

های مختلفی در  موتاسیون ریکه تحت تأث مقاومت

شود که این مسئله کمتر در اثر  ها ایجاد می باکتری

باشد و بیشتر به توانایی  ها می کاربرد باکتری کش

ها در اکتساب مقاومت از محیط که با روش  باکتری

کنجوگاسیون دوتایی و یا سه والدی اتفاق میفتد 

ظهور  هست و دیگری برجسته شدن مقاومت که در
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رود،  های مقاوم در بسیاری از موارد انتظار می جدایه

های مقاوم در طبیعت موجود  به این معنی که استرین

ها جمعیت  بوده ولی در استفاده از باکتری کش

روند و جمعیت  حساس کم شده و یا از بین می

گردد که انتخاب محیطی نام  مغلوب مقاوم نمایان می

های ایرانی به همراه جدایه  هدارد. از نظر ژنتیکی جدای

نگاری  مورد مقایسه انگشت rep-PCRمرجع با روش 

DNA های ایرانی  در این تحقیق جدایه .قرار گرفتند

دار و از  که از تمامی مناطق تولید درختان میوه دانه

های اصلی و همچنین غیراقتصادی جمع آوری  میزبان

شان داد شده بودند مورد ارزیابی قرارگرفتند. نتایج ن

های ایرانی و نیز جدایه  که کمترین تفاوتی بین جدایه

و هم در  ERIC-PCRهم در  ATCC 49946مرجع 

BOX-PCR  .در یك تحقیق دیگری که مشاهده نشد

های مختلف در ایران  با تعداد کمی جدایه که از سال

 RAPD-PCRاساس روش  جمع آوری شده بود بر

در نتایج مشاهده  مورد مقایسه قرارگرفتند که تفاوتی

 (.1397امیدوار و همکاران، نشده بود )

 گيري کلی نتيجه

های ایرانی با جدایه  در پروفیل پروتئینی جدایه 

استاندارد، تفاوتی مشاهده نشد که با نتایجی که در 

توسط افیونیان گزارش شده بود  1313ایران درسال 

ی ایجاد نشدن مقاومت  مشابه است که این خود نشانه

هاست. بنابراین باتوجه به  عدم تغییر ژنتیکی جدایهو 

گیرشناسی  ها که در همه تعیین تنوع ژنتیکی پاتوژن

توان گفت که پیش نیاز  یبیماری اهمیت دارد م

 باشد. های تشخیصی نیز می اساسی در توسعه روش

 منابع
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