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 چکیده

 Erwiniaآتشک )فیت زیادی وجود دارند که خاصیت آنتاگونیستی آنها علیه عامل بیماری های اپیدار، باکتریهای درختان میوه دانهدر شاخ و برگ

amylovora)  همراه با درختان  یفیت آنتاگونیستهای اپیباکتری و تنوع ژنتیکی بررسی پتانسیل آنتاگونیستیشناسایی، اثبات شده است. به منظور
برداری به عمل آمد. پس از نمونه 1111، از باغات سیب، گلابی و به در سه نوبت بهار، تابستان و پاییز سال استان آذربایجان غربی دانه دار درمیوه

 Pantoeaهای گرم منفی )ها در دو گروه باکتریها صورت گرفت. جدایهفیت و انجام آزمون آنتاگونیستی، شناسایی جدایههای اپیجداسازی باکتری

agglomerans ،Pseudomonas fluorescensهای بندی شدند. تنوع ژنوتیپی جدایه( و گرم مثبت دستهPantoea   وPseudomonas  از مناطق مختلف
و ضریب تشابه جاکارد  UPGMAبه روش  NTYsysافزاری ی نرمها با استفاده از برنامهمورد بررسی قرار گرفت. جدایه Rep-PCRبا استفاده از روش 

درصد در  52ه با حداقل شباهت گرو 11وجود  دهندهنشان  BOX1مورد بررسی قرار گرفتند. تجزیه و تحلیل اطلاعات بدست آمده بر اساس نشانگر 
درصد بود. نتایج تنوع ژنتیکی بالایی را در میان  51با حداقل شباهت   Pantoeaهای گروه در میان جدایه 1و وجود  Pseudomonasهای میان جدایه

 دار در استان آذربایجان غربی نشان داد.فیت درختان میوه دانههای آنتاگونیست اپیسویه

 Pantoea agglomerans ،Pseudomonas fluorescensدار، فیت، آتشک، دانهاپی: کلمات کلیدی
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Abstract 

There are many epiphytic bacteria live on surface of pome fruit tree foliage, and have been proven to show antagonistic 

activity against Erwinia amylovora, the causal agent of fire blight disease. In order to characterize and assess antagonistic 

potential and genetic diversity of epiphytic bacteria associated with pome fruit trees in orchards of West Azarbaijan 

province samplings were carried out from foliage of apple, pear, and quince trees during spring, summer and autumn in 

2014. Epiphytic bacteria were isolated and their antagonistic potential against E. amylovora were evaluated and then 

bacterial isolates were identified. The isolated bacteria were categorized into three group including Pantoea agglomerans, 

Pseudomonas fluorescens and other unknown Gram-positive bacteria. Genetic diversity among the Pseudomonas and 

Pantoea isolates were studied using Rep-PCR technique. Resulted data were analyzed in NTSYSpc v2.02e software and 

compared using UPGMA and Jaccard similarity coefficient methods. Also, the analyses of the BoxA1R primer’s band 

patterns separated ten groups with at least 75% similarity among the pseudomonad isolates. Similarly, nine groups with 

70% similarity within the Pantoea isolates were discovered. These results showed a high genetic diversity among the 

epiphytic strains of Pseudomonas and Pantoea in west Azarbaijan pome fruit orchards.  
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 مقدمه

طور معمول توسط تعدادی از های هوایی گیاه بهاندام

ها، آغازیان و ها و تا حدودی جلبکها، مخمرها، قارچباکتری

از  ها و پسشوند. روی سطوح برگی، باکترینماتدها کلونیزه می

 ;Manceau et al. 1990آن مخمرها بیشترین فراوانی را دارند )

Mina et al. 2020 منطقه اطراف برگ، گل، میوه، شاخه و ساقه .)

ارد و شوند، فیلوسفر نام دها کلونیزه میکه توسط میکروارگانیسم

-شود. فیلوسفر یکی از شایعفیت گفته میبه این موجودات اپی

 & Bringelهای میکروبی روی کره زمین است )ترین زیستگاه

Couee 2015های وجودات سلامت گیاه و توسعه بیماری(. این م

از  ها و یاها و آنتاگونیستگیاهی را در قالب بیمارگرها، همزیست

  دهندثیر قرار میاهای دفاعی، تحت تطریق القای پاسخ

(Dukare et al. 2018; Carmona-Hernandez et al.  2019; 

Hakim Rabet & Ketabchi 2021های (. از مهمترین بیماری

دار که سالانه خسارت زیادی را به این درختان درختان میوه دانه

 Erwiniaآتشک با عامل باکتریاییبیماری سازد، وارد می

amylovora  ولد های ماست. این باکتری بهترین نمونه از باکتری

ند کصورت بین سلولی در میزبان خود رشد مینکروز است که به

ر نقاط شروع آلودگی از بین های میزبان را دو به سرعت بافت

(. بیماری به احتمال زیاد در سال Johnson et al. 2009برد )می

تا به حال از بیش  و از شرق ترکیه وارد ایران شده است 1191

 .van der Zwet et alکشور جهان گزارش شده است ) 44از 

فیت ممکن است تجزیه کننده های اپی(. میکروارگانیسم2011

روبی های ضد میکسلولز و پروتئین بوده و دارای فعالیتپکتین، 

ن زا هستند. چنیباشند که در برخی موارد برای انسان نیز بیماری

ا، آنتی ههایی ترکیبات مهم صنعتی نظیر ویتامینمیکروارگانیسم

 Dias et) کنندها را سنتز میها، اسیدهای آلی و آنزیمبیوتیک

al. 2015از  های باکتریایی جدا شدهتی سویه(. فعالیت آنتاگونیس

های گیاهی به خوبی ثبت شده است فیلوپلان روی بیماری

(Lorenzini & Zapparoli 2020) مزیت اصلی استفاده از عوامل .

مهار زیستی این است که برای یک بیمارگر اختصاصی هستند و 

(. O’ Brien 2017رسانند )های غیرهدف هیچ ضرری نمیبه گونه

های هوایی، کنترل های انداممعروف مهار زیستی در بیماریمثال 

-سهای متعلق به جنباشد. باکتریبیماری باکتریایی آتشک می

 E. amylovoraهای پانتوآ و سودموناس دو گروه عمده بیوکنترل 

های ها با باکتریهستند. استقرار قبلی سطوح کلاله گل

به  C9-1و سویه  A506زا و آنتاگونیست مانند سویه غیربیماری

 Pantoea agglomeransو   Pseudomonas fluorescensترتیب 

تواند مانع استقرار بیمارگر آتشک شود که منجر تا حد زیادی می

(. از Johnson et al. 2009شود )به کاهش قابل توجه بیماری می

 .P هایتوان به باکتریعوامل دیگر مهار زیستی آتشک می

graminis ،Rahnella aquatilis  ،)یک انتروباکتر گرم منفی(

های )گرم مثبت(، و جنس Bacillus subtilisهای مختلف جدایه

، Arthrobacter ،Streptomyces ،Pseudomonasمختلف 

Xanthomonas ،Lactobacillus plantarum آوری شده از جمع

میکروفلور گیاهان میزبان رزاسه اشاره کرد، که اثرات 

فیت دارند. با دو باکتری اپی E. amylovoraونیستی روی آنتاگ

 .E و E. billingiaeدار تازه ردیابی شده روی درختان میوه دانه

tasmaniae ( به ترتیب در آفریقای جنوبی و استرالیاGeider et 

al. 2005م سوختگی شکوفه در سیب بطور قابل توجهی ی( علا

 .P های لیوفیلیزه شدهنمونه(. Pusey et al. 2009کاهش یافت )

fluorescens A506  امروزه به صورت تجاری برای اسپری روی

ها در اوایل بهار جهت کنترل بیماری در دسترس است گل

(Blightban A506) (van der Zwet et al. 2011) این .

قیح های تلهای تلقیح شده به گلها همچنین از گلآنتاگونیست

 زا کنند. با توجه به مباحث فوق، هدفمینشده به آسانی حرکت 

 اکتریب آنتاگونیست فیتاپی هایباکتری شناسایی حاضر بررسی

 یمیاییبیوش و فنوتیپی خصوصیات اساس بر گلابی آتشک عامل

 چند در آنها بندیگروه و ژنوتیپی تنوع تعیین همچنین و

 .باشدمی غربی آذربایجان استان شهرستان

 

 روش بررسی

 برداری و موقعیت جغرافیایی محل نمونه بردارینمونه 
فیت درختان های اپیبه منظور جداسازی و بررسی باکتری

دار و عامل بیماری آتشک درختان گلابی و سیب در دانه میوه

از شاخ و برگ، گل و میوه باغات  1111بهار، تابستان و پاییز سال 

تان های مختلف اسبه، سیب و گلابی موجود در شهرستان

میه، سلماس، مهاباد، نقده، محمدیار، روغربی از جمله اآذربایجان

 ها ابتداعمل آمد. نمونهبرداری بهمیاندوآب، اشنویه و خوی نمونه

های در محل سایه، سبز خشک شدند و سپس در داخل پاکت

شناسی انتقال یافته و جداسازی کاغذی به آزمایشگاه بیماری

در چند مرحله به صورت تصادفی انجام  برداریانجام گرفت. نمونه

 شد.

 فیت و عامل بیماری آتشکجداسازی باکتری های اپی
با اندکی  Dias et al. (2015ها به روش )جداسازی باکتری

 ها با قیچیطوریکه پس از خرد کردن نمونهتغییر انجام شد. به

ها با ها، سرشاخهها، گلباغبانی سترون و مخلوط نمودن برگ

 21صورت تصادفی های به دست آمده بهیکدیگر، از مخلوط نمونه
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های وزن شده از سه میزبان سیب، گرم انتخاب شدند. نمونه 11تا 

لیتر میلی 221های یک لیتری همراه با به و گلابی به داخل ارلن

به مدت یک ساعت بر  21آب مقطر سترون و چند قطره تویین 

دقیقه تکان داده شدند. سپس دور در  111روی شیکر با سرعت 

 111/1هایمیکرولیتر از رقت 21از هر ارلن سری رقت تهیه شد و 

روی محیط  (Spread plate method)به روش پخش در پتری 

پخش گردید. جداسازی عامل  Nutrient agarو  s B,Kingکشت 

-م سوختگی را نشان مییهایی که علابیماری نیز از شاخ و برگ

درصد  59ها توسط اتانول شد. بدین منظور ابتدا برگدادند، انجام 

ضدعفونی سطحی شدند. سپس با استفاده از قیچی سترون به 

خوبی خرد و له شد و در آب مقطر سترون به مدت نیم ساعت 

ها در طوریکه هر ده دقیقه برگدر دمای اتاق قرار گرفتند به

 لوپ سترونزده شدند. سپس با استفاده از  داخل آب به آرامی هم

های پتری حاوی مقداری از سوسپانسیون باکتری در تشتک

ای هی تشتکبصورت زیگزاگی کشت گردیدند. همه NAمحیط 

 29فیت و عامل بیماری در دمای های اپیپتری حاوی باکتری

ساعت،  49گراد به انکوباتور منتقل شدند. پس از سانتی درجه

 گرفتند.ها مورد بررسی قرار های پتریتشتک

 
فیت جهت بررسی خاصیت آنتاگونیستی های اپیغربال باکتری

 (E. amylovoraدر برابر عامل بیماری آتشک )
فیت تهیه شد های اپیساعته از تمامی باکتری 49کشت تازه 

 Petruta et al. (2008ها به روش )و خاصیت آنتاگونیستی جدایه

4HPO2Na- گرم  M9 (44ارزیابی گردید. پس از تهیه محیط 

O27H ،12  4گرمPO2KH ،2/2  گرمNacl  لیتر آب میلی 911و

مقطر(، سوسپانسیون حاوی باکتری عامل بیماری آتشک با 

 M9لیتر به محیط میلی بر کلنی دهنده واحد تشکیل 111غلظت 

طوریکه کاملا با آن مخلوط گردید و سپس درون اضافه شد، به

ا استفاده از شانه مخصوص های پتری ریخته شد. بتشتک

ساعت  49فیت به محیط تلقیح شد و پس از های اپیباکتری

های پتری جهت گراد، تشتکسانتی درجه 29داری در دمای نگه

ی خاصیت آنتاگونیستی بررسی شده و قطر هاله مشاهده

گیری شد اندازه E. amylovoraبازدارندگی از رشد باکتری 

(Pusey et al. 2009 .) 
 

 اهبررسی خصوصیات فنوتیپی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی جدایه
های به فیت و جدایههای غالب اپیبندی جدایهبرای گروه

عامل  دست آمده از آزمون آنتاگونیستی و همچنین جدایه

های های زیر انجام شد. در ابتدا محیط کشتبیماری، آزمون

King’s medium B ،YDC  وEMB  به ترتیب به منظور تولید

رنگ فلورسنت، تولید رنگ زرد و رشد موکوئیدی، تولید رنگ 

تهیه گردید. در این  Schaad et al. (2001)سبز متالیک به روش 

ای بر روی سطح محیط، کشت ها به صورت نقطهها جدایهآزمون

-سانتی درجه 29ساعت در دمای  52تا  24داده شدند و به مدت 

ا با ههای گرم جدایهگرفتند و نتایج بررسی شد. آزمونگراد قرار 

(، لهانیدن Suslow et al. 1982سه درصد ) KOHاستفاده از 

های سیب زمینی برای بررسی وجود آنزیم پکتیناز و آرژنین ورقه

-، رشد هوازی و بیSchaad et al. (2001)ش دهیدرولاز به رو

انجام گرفتند   Hugh & Leifson (1953)روش ( به O/Fهوازی )

زنی بررسی گردید. همچنین و نتایج تا سه هفته پس از مایه

، تولید لوان Lelliott & Stead (1987)های کاتالاز به روش آزمون

پنج درصد به بر روی محیط کشت آگار غذایی حاوی سوکروز 

 Kovacs، اکسیداز به روش )Fahy & Persley (1983)روش 

یک درصد تترامتیل دی آمین دی  با استفاده از محلول 1956)

هیدروکلراید و آزمون تولید گاز از قندهای مختلف با استفاده از 

. به انجام شدند Schaad et al. (2001) محیط دورهام به روش

 دزر هایجدایه در زانتومونادین یرنگدانه منظور بررسی تولید

-یها در پنج سی باکتریرنگ، سوسپانسیون کدری از کشت تازه

درجه  51سی متانول خالص تهیه و سپس در حمام آب گرم 

گراد به مدت هفت دقیقه قرار داده شدند. پس از حل شدن سانتی

 4111رنگدانه در متانول و سانتریفیوژ به مدت چهار دقیقه در 

 211تا  411دور در دقیقه، طیف جذبی فاز رویی در طول موج 

 Kumarومتر بررسی شد )نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفت

et al. 2002.) 

 تهیه اینوکلوم و آزمون اثبات بیماریزایی عامل بیماری آتشک
سوسپانسیونی به  NAی باکتری در محیط از کشت تازه

اکتری سلول ب لیترمیلی بر کلنی دهنده تشکیل واحد 111غلظت 

نانومتر( در آب  411)معادل جذب نوری برابر یک در طول موج 

زنی مورد استفاده قرار گرفت سترون تهیه و جهت مایهمقطر 

(Pusey et al. 2009میوه .)زنی های نارس گلابی جهت مایه

ی نتیجه در شرایط مرطوب به مدت چند انتخاب و برای مشاهده

 (.Manceau et al. 1990داری شدند )روز تا یک هفته نگه

 

 آزمون فوق حساسیت
عنوان گیاه معرف انتخاب شد. در این آزمون گیاه توتون به

 911ی باکتری بیمارگر به غلظت سوسپانسیونی از سلول تازه

لیتر تهیه گردید و بین اپیدرم پایینی و سلول باکتری در میلی

ساعت ظهور  24-49زنی شد. بعد از بالایی برگ توتون مایه
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 Klementنواحی نکروز در محل تزریق مورد بررسی قرار گرفت )

et al. 1964.) 

 

 ژنومی DNAاستخراج 
 های آنتاگونیست رویبه منظور بررسی تنوع ژنتیکی جدایه

ساعت  24-49شدند و پس از داده کشت  NAمحیط کشت 

 دهنده تشکیل واحد 911ها با غلظت سوسپانسیونی از باکتری

های حاوی تهیه گردید. میکروتیوپ لیترمیلی بر کلنی

دقیقه در آب جوش قرار گرفتند.  11سوسپانسیون، به مدت 

در دقیقه سانتریفوژ  9111سپس به مدت چهار دقیقه با دور 

 PCR( به منظور استفاده در واکنش DNAشدند. محلول رویی )

 & Schaad et al. 2001; Amirabad)سازی شد ذخیره

Khodakaramian 2017). 

 

  Rep-PCRانگشت نگاری با آزمون 
های آنتاگونیست با استفاده از جدایهبررسی تنوع ژنتیکی 

انجام شد. در این آزمون  Rep-PCRروش انگشت نگاری مولکولی 

5’-با توالی  BOX1ARاز آغازگر 

’3-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG  .استفاده شد

 2/12میکرولیتر شامل،  22با حجم نهایی  PCRواکنش 

تر میکرولی 2/1میکرولیتر مسترمیکس، یک میکرولیتر آغازگر، 

 باکتری انجام شد. چرخه DNAآب فاقد نوکلئاز و دو میکرولیتر 

گراد به سانتی درجه 14سازی اولیه در دمای حرارتی با واسرشت

در  DNAسرشت چرخه شامل وا 12مدت چهار دقیقه آغاز، با 

ثانیه، اتصال آغازگر در  11گراد به مدت درجه سانتی 12دمای 

ثانیه و امتداد در دمای  11مدت گراد به سانتی  درجه 22دمای 

گراد به مدت هفت دقیقه و در نهایت با یک درجه  سانتی 49

دقیقه  11گراد به مدت درجه  سانتی 49ی نهایی در چرخه

روی ژل آگارز  PCRخاتمه یافت. پنج میکرولیتر از محصولات 

ها بارگذاری در چاهک 3Kbpیک و نیم درصد به همراه مارکر 

استفاده  DNA-Green viewerآمیزی ژل، از ی رنگگردیدند. برا

الکتروفورز شده و  52گردید. سپس به مدت دو ساعت در ولتاژ 

برداری از ژل عکس Gel documentationبا استفاده از دستگاه 

 .(Versalovic et al. 1994)شد 

 تجزیه و تحلیل داده های ژنوتیپی
آمده و  های به دستها با بررسی عکس ژلماتریس داده

دد ها با اختصاص عتعیین فاصله یا شباهت ژنتیکی بین جدایه

یک در صورت وجود باند و عدد صفر در صورت عدم وجود باند، 

افزار اکسل تهیه شد. برای رسم دندروگرام ژنوتیپی مربوط در نرم

 انتخاب شد و فاصله NTSYS-pc 2.02افزار ها نرمبه جدایه

-ده از ضریب تشابه جاکارد و روش دادهها با استفاژنتیکی جدایه

 ( تعیین گردید.UPGMAهای جفت شده غیروزنی )

 

 و بحث نتایج

 فیت و عامل آتشکهای اپیجداسازی و شناسایی باکتری
در سه نوبت نمونه برداری بهار، تابستان و پاییز در مجموع 

فیت جداسازی شد. سه گروه باکتری پرگنه باکتری اپی 911

جمعیت بالایی داشتند، برای شناسایی انتخاب شدند. غالب که 

 .Schaad et alهای انجام شده )ها بر اساس آزموناین باکتری

2001; Kumar et al. 2002به دو گروه گرم منفی شامل جنس )-

و گرم مثبت تفکیک شدند.  Pseudomonasو   Pantoeaهای 

-از آزمون هم با استفادهو دارای علایم سوختگی  بیمارگرنمونه 

 E. amylovoraعنوان ( بهSchaad et al. 2001های انجام شده )

 (.1در نظر گرفته شد )جدول 

 

فیت در شرایط های اپیبررسی خاصیت آنتاگونیستی جدایه
 آزمایشگاهی و شناسایی آنها
فیت به دست آمده، جمعا های اپیدر فرآیند غربال باکتری

 .Eدر برابر بیمارگر  بازدارنده هالهجدایه توانستند  94

amylovora  12نشان دهند. قطر هاله بازدارندگی رشد از دو تا 

(. بیشترین 1های مختلف متفاوت بود )شکل متر در جدایهمیلی

قطر بازدارندگی مربوط به جدایه سودوموناس از میزبان سیب در 

( و کمترین قطر مربوط به 1)جدول  (Ps4شهرستان مهاباد )

( بود Pa7جدایه پانتوآ از میزبان گلابی در شهرستان محمدیار )

  (.2)جدول 
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 .Erwinia amylovora و Pseudomonas fluorescens، P. agglomerans شناسایی برای افتراقی و بیوشیمیایی هایآزمون .1جدول 
Table 1. Biochemical and differential tests for identification of Pseudomonas fluorescens, P. agglomerans and Erwinia 

amylovora.  

E. amylovora P. fluorescens P. agglomerans Character 
- - - Gram 

+ + - Levan 

- - + Yellow pigment on 

YDC 
- - + Grows at 41°C 

- + + Gas production from 

glucose 
- - + Gas production from 

maltose 
+ + + Gas production from 

sucrose 
- + + Arginine 

dehydrogenase 
- + - Oxidase 

+ - + Growth anaerobically 

- + - Fluorescent pigment 

on KB 
- - - Pectate degradation 

+ + + Katalase 

+ - - Green pigment on 

EMB 
+ - - HR on Tobacco 

+ : Positive reaction or growth, - : negative reaction or no growth 

 

ون ها و آزمپرگنه شناسیشکلهای آنتاگونیست بر اساس جدایه

مولد رنگدانه سبز های گرم در دو گروه گرم منفی شامل سویه

های زرد رنگ و گروه فلورسنت روی محیط کینگ بی و سویه

درصد  52/41های گرم مثبت دسته بندی شدند که باکتری

های درصد مربوط به جدایه 2/15های فلورسنت، مربوط به جدایه

ا هها بودند. در نتیجه جدایهگرم مثبت زرد رنگ و بقیه مربوط به

 ها و گرمبیشتر در دو گروه گرم مثبتهای تفکیکی با آزمون

قرار گرفتند   P. fluorescensو P. agglomeransها شامل منفی

-تولید آنتی بیوتیک Pantoeaهای (. بعضی از جدایه1)جدول 

 BlightBanکنند و در قالب محصولات تجاری نظیر هایی می

C9-7 وBloomtime Biological   جهت کنترل آتشک درختان

(. در van der Zwet et al. 2011) شوندبازار عرضه می گلابی به

که بعضی هم پتانسیل زیست پالایی با گنجایش تجزیه حالی

ها بدون تولید محصولات جانبی سمی دارند. بسیاری از علفکش

های پانتوآ تنوعی از محصولات طبیعی با خاصیت آنتی سویه

بیوتیکی نظیر پانتوسین، هربوکولین، میکروسین و فنازین تولید 

 P. ananatisمحصول طبیعی از  PNP-1کنند و اخیرا می

BRT175  گزارش شده که فعالیت بازدارندگی در مقابل باکتری

 (.Walterson & Stavrinides 2015باشد )عامل آتشک را دارا می

 

 Rep-PCRانگشت نگاری با آزمون 
طور گسترده ژنومی به DNA پایههای مولکولی بر تکنیک

 Boxروند. آغازگر جهت تجزیه و تحلیل تنوع ژنتیکی به کار می

A1R ت های آنتاگونیسبرای بررسی تنوع ژنتیکی در میان جدایه

در این تحقیق مورد استفاده  Pseudomonasو  Pantoeaدو گروه 

برای عناصر تکراری در ژنوم  Rep- PCRقرار گرفت. آغازگرهای 

اند و به عنوان یک نشانگر مؤثر برای ها طراحی شدهپروکاریوت

های بسیار نزدیک، مورد بررسی تنوع ژنتیکی در میان  سویه

 .Erdogan et al. 2011; Keshtkar et alگیرند )استفاده قرار می

2016.) 
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 .هافیت و هاله اطراف جدایههای اپیآزمون بررسی خاصیت آنتاگونیستی باکتری .1شکل 

Figure 1. Antagonistic ability of epiphytic bacteria and inhibition zone formed around isolates. 

 

 
 درصد. 2/1روی ژل آگارز  Pantoea agglomeransهای مربوط به جدایه BOX A1Rحاصل از آغازگر  PCRنقوش الکتروفورز محصول  .2شکل 

Figure 2. Electrophoresis pattern of PCR product obtained from BOX A1R primer for Pantoea agglomerans isolates on 

agarose gel 1.5%. 

 

ل های تکرار شونده در داخاین نشانگر قابلیت تشخیص توالی

ژنوم و تکثیر نواحی بین آنها را دارد و بر این اساس برای انگشت 

های باکتری و تعیین میزان خویشاوندی آنها جدایه DNAنگاری 

طور های تکراری که بهگیرد. این توالیمورد استفاده قرار می

 عنوانتوانند بهطبیعی در ژنوم باکتری پراکنده هستند، می

کار روند ژنومی به DNAجایگاه مناسبی برای تکثیر 

(Rezzonico et al. 2009 .) 

ها در تعداد باندهای در استفاده از این نشانگر تفاوت جدایه

های تکرار شونده در داخل ژنوم هر مشاهده شده )تعداد توالی

ن باشد. بیشتریزن مولکولی باندهای تکثیر شده میجدایه( و و

های باند برای جدایه 14باند تکثیر شده توسط این آغازگر 

Pseudomonas های باند برای جدایه 11، وPantoea تشخیص ،

داده شد. در مجموع تعداد باندهای به دست آمده توسط این 

جفت باز  1511تا  111باند بود. اندازه باندها بین  22آغازگر 

جفت باز برای  2111تا  111و  Pseudomonasهای برای جدایه

 (.1و  2متغیر بودند )شکل  Pantoeaهای جدایه
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 2/1 آگارز ژل روی  Pseudomonas fluorescens هایبه جدایه مربوط BOX A1R آغازگر از حاصل PCR محصول الکتروفورز نقوش .3شکل 

 درصد.
Figure 3. Electrophoresis of PCR product obtained from BOX A1R primer for Pseudomonas fluorescens isolates on 

agarose gel 1.5%. 

 

با استفاده از نرم افزار  Rep- PCRنتایج حاصل از واکنش 

NTsys-pc 2.02e  و با استفاده از ضریب تشابه جاکارد به روش

 Unweighted pair groupهای جفت شده غیر وزنی )داده

method with arithmetic mean مورد تجزیه و تحلیل قرار )

 22در نهایت از مجموع  P. agglomeransهای گرفت. جدایه

درصد در نه گروه ژنوتیپی قرار  51جدایه با سطح شباهت 

های ژنوتیپی با منطقه جغرافیایی و رتباطی بین گروهگرفتند. ا

ده های پانتوآ مشاههمچنین خاصیت آنتاگونیستی در بین جدایه

-(. مطالعات ژنتیک جمعیت این باکتری4و شکل  2نشد )جدول 

هایی با ها جهت اهداف اپیدمیولوژیکی و برای شناسایی سویه

وتیک و بیتیمشخصات مهم نظیر توان آنتاگونیستی و تولید آن

 (.Deletoile et al. 2009باشد )سایر مطالعات زیستی ضروری می

هم بر اساس   P. fluorescensهای مربوط بهبرای جدایه

 22درصد، از مجموع  52دندروگرام به دست آمده با سطح تشابه 

گروه ژنوتیپی در میان آنها بروز پیدا کرد.  11جدایه مورد بررسی، 

باشد که مربوط به منطقه مهاباد از میزبان سیب می Ps4جدایه 

در این دندروگرام در یک خوشه جداگانه قرار گرفت و بیشترین 

(. ارتباطی 2و شکل  1ها داشت )جدول تفاوت را با بقیه جدایه

های ژنوتیپی ایجاد شده و مناطق جغرافیایی در بین بین گروه

تنوع ژنتیکی  Kumar et al. (2002)ها مشاهده نگردید. جدایه

توسط تجزیه و  P. fluorescenceهای بالایی را در میان سویه

نیز  Mandal & Kotasthane (2012نشان دادند. ) RAPDتحلیل 

سطوح بالای تنوع را در بین  RAPDبا استفاده از تجزیه و تحلیل 

 .Erdogan et alمشاهده کردند. )  P. fluorescens هایجدایه

 .Pجدایه باکتری 12ررسی تنوع ژنوتیپی نیز با ب 2011)

fluorescens  وسیله روش بهRAPD های و تجزیه و تحلیل داده

ردند. ها گزارش کژنوتیپی آنها، تنوع ژنتیکی بالایی را بین جدایه

Sarris et al. (2012)  جدایه  19از کلP. viridiflava  تعداد نه

باند از آغازگر  21تا  11و  Box- PCRتا هجده باند از آغازگر 

ERIC-PCR ها در دو خوشه کاملا مشاهده کردند. همه جدایه

ای هبندی شد، که دو گروه ژنوتیپی وابسته به میزبانمجزا طبقه

های جدا شده از مختلف بود. گروه ژنوتیپی اول شامل باکتری

فرنگی بود در فرنگی، بادمجان، هندوانه، کنگر و کنگرگوجه

 ود. های گیاه کرفس بگروه ژنوتیپی دوم شامل فقط جدایه حالیکه

ارتباط  Sarris et al. (2012در مطالعه انجام شده توسط )

های ایجاد شده و میزبان مشخص بود. آنها همچنین بین گروه

قادر به تشخیص  ERIC-PCRو  Box-PCRنتیجه گرفتند که 

 .P هایهای بین جدایگونهتغییرپذیری ژنتیکی در سطح داخل

viridiflava .هستند  
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 غربی.های پانتوآهای آنتاگونیست از استان آذربایجانبندی، مناطق و میزبان جدایهگروه .2جدول 
Table 2. Grouping, geographical areas and hosts of antagonist Pantoea isolates from West Azerbaijan province. 

Group number isolate code Hosts Region 
1 Pa1, Pa5, Pa8, Pa11 Apple (2), pear, quince Nagadeh, Salmas, 

Oshnavieh, Mohamadyar 
2 Pa18, Ppa19, Pa21, Pa20 Apple (3), quince (1) Khoy (2), 

Oshnavieh(2) 
3 

 
Pa12 Pear Orumieh 

4 Pa3, Pa7, Pa9, Pa6, Pa14, Pa4 
 

Apple (2), pear (1), quince (3) Nagadeh (1), 

Oshnavieh (3), 

Mohamadyar (2) 
5 Pa2 

 
Quince Salmas 

6 Pa10 

 
Pear Nagadeh 

7 Pa13 

 
Quince Salmas 

8 Pa15, Pa16, Pa22 

 
Pear (1), Apple (2) Orumieh (1), 

Nagadeh (1), Mahabad (1) 

9 Pa17 Apple Nagadeh 
 

 
 -NTsysرسم شده توسط نرم افزار  BOX A1Rبا استفاده از آغازگر  Pantoea agglomeransهای دندروگرام خصوصیات ژنوتیپی جدایه .4شکل 

pc 2.02. 
Figure 4. Dendrogram of genotypic characteristics of Pantoea agglomerans isolates using BOX A1R primer designed 

by NTsys-pc 2.02 software. 

 

 
 

Coefficient 
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 غربی.های آنتاگونیست از استان آذربایجانهای سودوموناسبندی، مناطق و میزبان جدایهگروه. 3جدول 
Table 3. Grouping, geographical areas and hosts characteristics of antagonistic pseudomonad isolates from West 
Azerbaijan province. 

Group number isolate code Hosts Region 
1 Ps1, Ps13 

 
Apple  Mahabad, Miandoab 

2 Ps10 
 

Apple  Oshnavieh 

3 
 

Ps8 Apple Nagadeh 

4 Ps14, Ps15, Ps17, 
Ps20, Ps19, Ps21, Ps23, 

Ps25, Ps24    
 

Apple (2), pear (1), quince (3) Nagadeh (2), 
Oshnavieh (3), Mohamadyar 
(2), Salmas (1), Mahabad (1) 

5 Ps2, Ps5, Ps7 
 

Apple, Pear (2) Mohamadyar 

6 Ps3, Ps12, Ps18 
 

Pear, Apple (2) Miandoab, 
Mohamadyar (2) 

7 Ps16 
 

Pear Nagadeh 

8 Ps22 
 

Apple  Nagadeh  

9 
 
10 

Ps6, Ps9, Ps11 
 
Ps4 

Apple, Pear, Quince 
 
Apple 

Nagadeh, Oshnavieh 
(2) 

 
Mahabad 

 

 
افزار رسم شده توسط نرم BOX A1Rبا استفاده از آغازگر  Pseudomonas fluorescens هایدندروگرام خصوصیات ژنوتیپی جدایه .5شکل 

NTsys- pc 2.02. 
Figure 5. Dendrogram of genotypic characteristics of Pseudomonas fluorescens isolates using BOX A1R primer 

designed by NTsys-pc 2.02 software. 
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ن باکتریایی، آبرداری کل ژنوم برای تصویر Rep-PCRتوانایی 

آل ساخته و ای جمعیت ایدهگونهرا جهت تجزیه و تحلیل داخل

 (.Xie et al. 2008ها نیز توصیف شده است )برای بسیاری از گونه

های های باکتریها و جمعیتتغییر و تنوع در گروه

تواند به علت تغییرات ژنوتیپی )شامل جهش، آنتاگونیست می

در پاسخ به شرایط محیطی( و یا نوترکیبی در محتوای ژنومی 

ای به منطقه دیگر باشد. ساختمان تشکیل مهاجرت از منطقه

تواند به میزان تنوع ژنوتیپی درون یک دهنده یک جمعیت می

های جمعیتی و های فیلوژنی درون یا بین گروهجمعیت، ارتباط

 & Mandalیا تغییرات جزئی در زمان و مکان وابسته باشد )

Kotasthane 2012( .)Texeira et al. (2009  سویه  42با بررسی

E. psidii  توسطRep-PCR  از مناطق جغرافیایی مختلف نشان

های این باکتری در برزیل در سطح تنوع دادند که جمعیت

 Rep-PCRهای ژتنیکی پایینی قرار دارند. آنها ارتباطی بین گروه

نکردند. زایی مشاهده آوری و بیماریو محل منشأ، سال جمع

 .Eهای همچنین همگنی بین جدایهRep-PCR تجزیه تحلیل 

amylovora  مرتبط با درختان میوه )سیب و گلابی( از مناطق

 ;Darvishnia et al. 2020مختلف جغرافیایی را نشان داد )

McManus & Jones, 1995 .)LiNa et al. (2016)  نیز ازRep-

PCR  جهت تجزیه و تحلیل تنوع ژنتیکی دوازده جدایه

Lysobacter  استفاده کردند. آنها با استفاده ازBox-PCR  و

ERIC-PCR نگاری مولکولی انگشت 15و  11،  به ترتیب تعداد

باز برای دوازده جفت 5111تا  221متفاوت با باندهای دامنه 

نشان  L.capsiciو  L. antibioticus ،L. enzymogenesجدایه 

ن تواند جهت تعییدادند و به این نتیجه رسیدند که این روش می

های مختلف این باکتری، شناسایی و تنوع ژنتیکی بین جدایه

 Rep-PCRبندی آنها مورد استفاده قرار گیرد. روش مولکولی رده

های همچنین برای تجزیه و تحلیل تنوع ژنتیکی جدایه

Xanthomonas  مورد استفاده قرار گرفته و نتایج نشان داده که

ن ها و همچنیاین روش جهت شناسایی تنوع ژنتیکی بین سویه

 Guanghai et al. 2002( .)Haiyunبندی مفید است )مطالعه رده

et al. (2011  نیز ازRep-PCR  وBox-PCR  جهت مطالعه تنوع

بر اساس  استفاده کردند و  Ralstonia solanocearumژنتیکی 

تکثیر  Box- PCRباند اختصاصی در 11انگشت نگاری ژنومی، 

شد. آنها با تجزیه و تحلیل خوشه نشان دادند که تنوع ژنتیکی 

R. solanocearum  مرتبط با منشأ جغرافیایی و گیاهان میزبان

 .Rای در تفاوت ژنتیکی بود. گیاهان میزبان مختلف نقش عمده

solanocearum ( .داشتندSingh et al. (2015  29نیز با بررسی 

 Rep- PCRبا استفاده از  X. campestris pv. campestrisجدایه 

سطح بالایی از تنوع ژنتیکی را مشاهده کردند. آنها بیشترین 

مشاهده کردند و برای  Box- PCRرا در  PCRمحصول 

ای هتغییرپذیری ژنومی، الگوی باندی مختلفی را در بین جدایه

های مختلف کلمیان، در مناطق شمالی هند نشان دادند. میزبان

های ژنوتیپی و در این بررسی ارتباط ناچیزی بین گروه

ها مشاهده گردید. همچنین الگوی باندی در بین آنتاگونیست

های نمونه برداری شده در دو گروه آنتاگونیست های میزبانجدایه

د ر آینده پیشنهامتفاوت بود و ارتباطی بین آنها مشاهده نشد. د

-تری روی باکتریشود مطالعات مولکولی و میدانی گستردهمی

فیت میزبانهای مختلف از جمله سایر گیاهان خانواده های اپی

 هایتر آنها و دستیابی به راهرزاسه به منظور شناسایی دقیق

 مدیریتی بهتر آتشک گلابی از جمله مهار زیستی، انجام پذیرد.
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