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 چکیده

های اخیر  باشد. در سالمی داران در جهانهای هستهترین بیماریمهمدار یکی از هسته یشانکر باکتریایی درختان میوه
شرقی مشاهده گردیده است. از گسترش علایم شانکر همراه با ترشح صمغ و بلاست شکوفه در مناطقی از استان آذربایجان

و  ی، فیزیولوژیکشناسی ریختهای بر اساس آزموندرختان باغات زردآلو  یجوانه، شکوفه، شاخه و تنه یهای آلودهبافت
جداسازی و  Pseudomonas yringae pv. syringae (Pss)های فلورسنت جدایه ،GATTaو  LOPATبیوشیمیایی گروه 

زردآلو و  ی های سبز بریدهها ترجیح میزبانی نداشته و با درجات مختلف پرآزاری روی سرشاخهشناسایی شدند. جدایه
 زهرابه سنتز در دخیل syrB ژن بازیجفت 725 قطعه هاجدایه تمامی دریی نشان دادند. زاهای لوبیاسبز بیماریغلاف

 با Geotrichum candidum قارچ ی پرگنه رویشی رشدداری از ها با اختلاف معنیو جدایه گردید ردیابی سیرینگومایسین
 inaZژنی  یبخشی از ناحیه INAF/INARشده ممانعت کردند. با استفاده از آغازگرهای اختصاصی طراحی زهرابه تولید

ها مشاهده گردید. با تعیین توالی بخشی از ناحیه جدایه ی کلیهیخ با درجات مختلف در  ی تکثیر شد و فنوتیپ فعالیت هسته
16S rRNA های و ژنrpoD  وinaZ ها با رسم تبارنما بر اساس روش بایزین مشاهده شد. نتایجتنوع ژنتیکی در میان جدایه 

زایی، سنتز زهرابه و تشکیل عامل شانکر زردآلو هم از لحاظ فنوتیپ بیماری Pssهای این پژوهش نشان داد که در میان جدایه
 یخ و هم از لحاظ ژنتیکی تنوع وجود دارد. ی هسته

 .rpoD ،inaZزایی، تنوع، : بیماریهای کلیدیهژوا

 مقدمه

درصرد زردآلرو،    16 تولیرد  برا  شررقی آذربایجان استان
 خررود برره کشررور در تولیررد ایررن محصررول را   ولا مقررا 

(. بیمراری  1395اسرت ااحمردی و همکراران     داده اختصاص
 (Pss)برا عامرل    دارهسرته  یمیوه درختان باکتریایی شانکر

Pseudomonas syringae pv. syringae تررین مهرم  از یکی 
رود ااگریروس  شمار مری به درختان این زایخسارت عوامل
 و بهرار  توسر   ایران در بار اولین برای (. این بیماری2005

 اصرفهان  اسرتان  در زردآلو درختان روی (1361همکاران ا
روی  مختلفری هرای  اسرتان  گردید و تا به امرروز از  گزارش

بخش و دار گزارش شده است اشمسهسته یدرختان میوه
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، رضررایی و 1391، خرردایگان و همکرراران  1376رحیمیرران 
 60برا حردود     P. syringaeمختلف هایجدایه. (2014تقوی 

 ی تیررره از گونرره 200 حرردود تووار توصرریف شررده رویاپرر
-(. این جدایه2010باشند ایانگ می زابیماری گیاهی مختلف

از  پررآزاری  و زایری بیمراری  عوامرل  از وسریعی  طیف از ها
هرای اررگررار   های گیاهی، پروتئینها، هورمونزهرابهجمله 

 برا  خرود  تعامرل  طرول  دریرخ   ی های مولد هسرته و پروتئین
 هرای میزبران  در را بیمراری  علایم تا کندمی استفاده میزبان
 (.2005نماید اهیوانگ و همکاران  القاء خود

هرای ناشری   بیماری ی نقش دماهای یخبندان در توسعه
های برنامه تعیین روی درختان میوه جهت  P. syringaeاز 

کنترلی آن همواره مورد توجه بوده است. این دماها شردت  
هرای درختران   ها و شاخهها، شکوفهروی برگ Pssآلودگی 

 1یرخ  ی دهد چرا که فنوتیپ فعالیت هستهمیوه را افزایش می
(INA) هرای براکتری ایرن    بره سرلول   ،هرا توس  این باکتری

و  عمرل کررده   هرایی دهد که بره عنروان هسرته   توانایی را می
زدگری  تشکیل بیولوژیک یخ را در دماهای بالاتر از دمای یخ

در (. نقرش خسرارت سررمازدگی    1983تسریع کنند الینردو  
آلودگی سرب    ی کنندهمستعد عاملبه عنوان درختان میوه، 

یخ به عنوان یک عامل  ی شده است که فنوتیپ فعالیت هسته
یخ در پرآزاری  یپرآزاری معرفی گردد. نقش فعالیت هسته

Pss ها ارتباط دارد بلکره  نه تنها با خسارت آن روی شکوفه
-مررتب  مری  نیرز  ها با تهاجم بعدی بیمارگر و آلودگی بافت

 برا  هرا، براکتری  ایرن چرا کره   (2007باشد اکنلی و همکاران 
 و شرده  بافتی بین آب زدنیخ باعث محی  دمای آمدن پائین
 در کره   شرکوفه  جوانره و  مانند حساس هایاندا  نتیجه در

 و شرده  سرمازدگی دچار ،دارند نقش نهایی محصول تولید
هرای  در واریتره . (1991روند اپرونیر و بورجیبرا  می بین از

حساس، سرمازدگی معمولا باعث خسارات شردید از جملره   
 ایرن  چررا کره  گردد. آلودگی سیستمیک و تشکیل شانکر می

 کراهش  برابرر  در گیاهان مقاومتی ها، سازوکارهایباکتری
 از ترر گرر   دماهرای  در آب زدنیرخ  باعرث  و شکسته را دما

 (.1991شروند اکنسرتانتینیدو و همکراران    مری  معمول دمای

                                                           
1
 Ice nucleation activity (INA) 

یرخ   یکه خصوصیت تشکیل هسرته  INAپروتئین دخیل در 
مستقر برر روی یرک    inaوسیله ژن دهد بهرا به باکتری می

جفرت براز    3600کروموزومی به انردازه تقریبرا    2قاب قرائت
                هرای یرخ در جدایره   ی های هسرته شوند. پروتئینساخته می

P. syringae  های خوبی شناسایی شده و شامل پروتئینبه
InaZ  ،InaV ،InaQ  وInaK 1985باشد اگرین و وارن می ،

 inaZ(. ژن 1998، جانگ و همکاران 1997شمید و همکاران 
باشرد.  مری  Pssهرای  یرخ در جدایره   ی مسئول فعالیت هسرته 

یخ بر اسراس ترکیر  پروتئینری خرود      یهای هستهپروتئین
سطح فعالیت متفاوتی دارند و بر این اساس به سره کرلاس   

A ،B   وC 1997شوند اپاتناک و همکراران  گروه بندی می ،
 (.2014لورو و همکاران 

های ای در گونهحفاظت شده ی ناحیه 16S rRNAژن 
باشد که برای مطالعات تبارزایی و می مختلف باکتری

های اخیر مورد استفاده بوده است بندی در دههطبقه
های آنالیز توالی (. با این حال محدودیت1991اویسبورگ 

کافی در استنباط رواب   تفکیک پریریاین ژن و نداشتن 
فاده از ها، لزو  استتاکسونومیکی روشن میان باکتری

 16Sبالاتر از  قدرت تفکیک پریریهای ژنی با سایر توالی

rRNA   های کد رو آنالیز توالی ژننمود. از این آشکاررا
 DNA ی کدکننده gyrBپروتئین از جمله ژن  یکننده

gyrase B ژن ،gapA  فسفات  -3-گلیسرآلدئید ی کد کننده
یا  gltA، ژن (آنزیم کاتابولیکی در گلیگولیزا 3دهیدروژناز

cts سیترات سینتاز و ژن  یکد کنندهrpoD یکد کننده 
-جهت تمایز و تاکسونومی گونه 70پروتئین سیگما فاکتور 

گرفت و مشخص های سودوموناس مورد استفاده قرار 
را به خوبی  P. syringaeکه رواب  تکاملی داخل گونه  شد

(. برگ و 2005کند اهیوانگ و همکاران توصیف می
4یابی چندژنگاهیآنالیز توالی از استفاده ( با2014همکاران ا

 

 gyrB و  cts، gapA،rpoDداری خانه ژن چهار کاربرد با

                                                           
2
 Open reading frame (ORF) 

3
 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

4
 Multilocus sequence typing (MLST) 
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 گروه 13 ها را بهجدایه، P. syringaeجدایه  216در میان 
 بندی کردند. طبقه مجزا خوشه 23فیلوژنتیکیِ حاوی 

های اخیر بیماری شانکر درختان زردآلو طی سال
شرقی در استان آذربایجان Pssعامل با  یآلودگ مشکوک به

رو در پژوهش گیری داشته است. از اینگسترش چشم
حاضر تلاش گردید که ابتدا میزان ارتباط بیماری شانکر 

های برداری شده با جدایهدرختان زردآلو در مناطق نمونه
و سپس خصوصیات فنوتیپی  شودبررسی  Pssزای بیماری

ها با استفاده از ژن دخیل در تنوع ژنتیکی جدایهو میزان 
-بندی جدایه، بررسی شده و گروهinaZیخ،  ی تشکیل هسته

و  16S rRNAبندی بر اساس ترکی  دو ژنگاه ها با گروه
rpoD   .مقایسه گردد 

 هامواد و روش
 برداری و جداسازی نمونه

-و فروردین 1393عمل آمده طی اسفندماه به در بازدیدهای

شرقی از جمله از باغات زردآلو در استان آذربایجان 1394ماه 
شیر، اسکو،  ها و روستاهای مرند، میانه، عج شهرستان

اسفهلان، سپیدان، سردرود، شبستر، خسروشهر، باسمنج، 
تنه و  هایی از شاخه،ایلخجی، آذرشهر و زینجناب، نمونه

تنه و  علائم شانکر وخروج صمغ از دارای درختان هایشکوفه
های کاغری آوری و در داخل پاکتشاخه و بلاست شکوفه جمع

پنج گر   رورستی، به آزمایشگاه منتقل شدند. جهت جداسازی
-به قطعات یک سانتی برداری شدهنمونه های گیاهیاز بافت

لیتر بافر فسفات پتاسیم سترون میلی 20متری بریده شده و در 
دقیقه تکان داده شدند. سپس  10مدت یک دهم مولار به شدت به

های کشت آگار میکرولیتر از سوسپانسیون روی محی  100
-حاوی سیکلوهگزامید به (King’s B)و کینگ ب  (NA)غرایی 

 25-28های پتری در دمای صورت چمنی کشت شد. تشتک
سلسیوس به مدت چهار روز نگهداری و مشخصات  ی درجه

ر نگهداری کوتاه مدت،  ها ربت گردید. به منظوپرگنه باکتری
کدری از باکتری در آب مقطر سترون تهیه و در  سوسپانسیون

سلسیوس نگهداری شدند. برای نگهداری  یدمای چهار درجه
میکرولیتر  600کدری از باکتری در  سوسپانسیون ،دراز مدت

میکرولیتر گلیسرول اضافه  400آب مقطر سترون تهیه و به آن 
 سلسیوس نگهداری شد.  ی درجه -20شد و در دمای 

 
  های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکیآزمون

 ،شناسی گیاهیهای استاندارد باکتریبر اساس روش
های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی به منظور تشخیص آزمون

ها شامل انجا  گرفت. آزمون Pssهای و تفکیک جدایه
 درصد، فعالیت کاتالازی، رشد سه پتاس واکنش گر  در

فلورسنت  روی محی   یهوازی، تولید رنگدانههوازی/ بی
KB،  زمینی، تولید تولید لوان، اکسیداز، لهیدگی سی

هیدرولاز و واکنش فوق حساسیت روی توتون آرژینین دی
( و ذوب ژلاتین، هیدرولیز  LOPATهای گروه اآزمون

-آسکولین، فعالیت تیروزینازی و مصرف تارتارات اآزمون

کلمنت و ، 1956کواکس ( انجا  شد اGATTaهای گروه 
 ،1973، کرسترس و همکاران 1969دای  ،1964همکاران 

 (. 2001شاد و همکاران ، 1983فاهی وپارسلی 

 زاییهای بیماریآزمون
-جدایه ساعته 24زایی از کشت به منظور اربات بیماری

روی محی  کشت آگار غرایی، سوسپانسیونی با  Pssهای 
در آب مقطر سترون تهیه و با استفاده  CFU/ml 107غلظت 

لیتر به زیر از سوزن سرنگ انسولین، به میزان یک میلی
زردآلو  یهای سبز یک ساله و بریده شدهپوست سرشاخه
های لوبیا های شاخه و همچنین روی غلافدر محل جوانه

. (2015اآیلو و همکاران  سبز سترون شده تزریق گردید
لقیح شده جهت حفظ رطوبت در داخل های گیاهی تنمونه
سلسیوس به  ی درجه 25-28پلاستیکی در دمای  ی محفظه
روز نگهداری شدند. از آب مقطر سترون به عنوان  14مدت 
 شاهد منفی در آزمون استفاده گردید. سپس ظهور ینمونه
 یقآن در محل تزر یشرفتو پ مردهبافت هایزخم با علائم

  قرار گرفت. یمورد بررس

 سیرینگو بررسی ژنوتیپی و فنوتیپی تولید زهرابه
 Pssهای در جدایه مایسین

با استفاده از  DNAاستخراج های ژنوتیپی جهت آزمون
CTAB با اندکی تغییرات  (1990به روش دویله و دویله ا
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 شده کشت Pss هایجدایه ،ساعته 24 یپرگنه از انجا  شد.
 سوسپانسیون ،درصد دو CTAB بافر در NA محی  روی

 یک مدت به سلسیوس ی درجه 65 آب حما  در وتهیه شده 
 الکل ایزوآمیل-کلروفر  ترکی  سپس. گرفتند قرار ساعت

 حاصله رونشین. شد انجا  سانتریفیوژ و اضافه هالوله به
 دو ی اندازه به ه وشد منتقل جدید سترون لوله داخل به

 سرد ایزوپروپانول شده، برداشت رونشین حجم سو 
 -20 دمای در دقیقه 20 مدت به هانمونه و شد اضافه
 از انجا  پس. شدند نگهداری سلسیوس ی درجه

 و شده اضافه رسوب به درصد 70 اتانول ،سانتریفیوژ
 اتانول با رسوب شستشوی. شد انجا  سانتریفیوژ مجددا
 خشک اتاق دمای در هامیکروتیوب. گرفت انجا  مرتبه سه

 مقطر آب میکرولیتر 50 در  DNA هایرسوب شده و
استخراج شده به  DNAکمیت و کیفیت . شدند حل سترون

-Nanoمدل  Allshengترتی  با دستگاه نانودراپ اشرکت 

ساخت چین( و الکتروفورز ژل آگارز  یک درصد  200
استخراج شده در دمای  DNAانجا  گرفت و در نهایت 

 سلسیوس نگهداری شد. ی درجه -20

تکثیرر بخشری از    از ،Pss هرای جدایره  بره منظرور تاییرد    
سیرینگومایسرین برا اسرتفاده     زهرابه ژنی رمزگرار یناحیه

-B1 (5′از جفررررررررت آغررررررررازگر اختصاصرررررررری 

CTTTCCGTGGTCTTGATGAGG-3′)  وB2 (5′-

TCGATTTTGCCGTGATGAGTC-3′)  در واکرررررررنش
ادسرتگاه ترموسرایکلر شررکت     (PCR)مرراز  ای پلیزنجیره

peQlab ،    آلمرران( اسررتفاده شررد اسورنسررون و همکرراران
برره  PCRحرارترری و زمررانی واکررنش   هررای(. برنامرره1998

 یدرجرره 94واسرشررتگی مقرردماتی در  یصررورت مرحلرره
 یچرخررره شرررامل مرحلررره 35سلسررریوس چهرررار دقیقررره، 

 یرانیره، مرحلره   90سلسریوس   ی درجه 94واسرشتگی در 
 دقیقرره، 5/1سلسرریوس  ی درجرره 60اتصررال آغررازگر در  

ی سلسریوس سره دقیقره و     درجره  72گسترش در  یمرحله
دقیقره   10سلسریوس   ی درجره  72نهایی در  مرحله گسترش
 انجا  گرفت. 

هررا بررا انجررا  آزمررون فنوتیررپ تولیررد زهرابرره در جدایرره
بردین  . سنجی در شرای  آزمایشگاهی به اربات رسیدزیست

سراعته   24 ی سوسپانسیون از پرگنره  ی منظور پس از تهیه
در آب مقطررر  CFU/ml 107 برراکتری برره غلظررت تقریبرری  

بره صرورت خطری در یرک طررف تشرتک        هاسترون، جدایه
  Potato Dextros Agar (PDA)پتری حراوی محری  کشرت    

های پتری بره مردت پرنج روز در دمرای     کشت شدند. تشتک
سلسرریوس نگهررداری شررده و سررپس یررک   یدرجرره 25-28

 48 یفعررال پرگنرره یاشرریهمتررری از حدیسررک نرریم سررانتی
ااخرر شرده از گرروه     Geotrichum candidumساعته قارچ 

به عنوان ارگانیسرم شراخص،   پزشکی دانشگاه شیراز( گیاه
بازدارنرده در   یمقابل پرگنه باکتری کشت شد. تشکیل هاله

اطراف پرگنه باکتری پس از رسیدن رشرد هیفری قرارچ بره     
از تولید زهرابه تلقی های پتری در شاهد  نشان تشتک یلبه

گردید. از آب مقطر سترون به عنوان شاهد منفری اسرتفاده   
 (.1991شد ایانگ 

 
در  یخ ی بررسی ژنوتیپی و فنوتیپی تشکیل هسته

 Pssهای جدایه

 ی به منظور ردیابی حضور ژن دخیل در تشرکیل هسرته  
 inaZژنی  یتکثیر بخشی از ناحیه از ،Pss هاییخ در جدایه

با استفاده از جفرت آغرازگر اختصاصری طراحری شرده در      
-INAF (5′پررررررررررررررژوهش حاضررررررررررررررر 

TGCGTACCTGTGCAAATAACA -3′)  وINAR (5′-

ATGAAGTGTGACGCGCTGAT-3′)  در واکررررررررنش
ادسرتگاه ترموسرایکلر شررکت     (PCR)مرراز  ای پلیزنجیره

peQlab  حرارتری و زمرانی    ی ، آلمان( استفاده شرد. برنامره
واسرشرتگی مقردماتی در    ی مرحله به صورت PCRواکنش 

 ی چرخه شامل مرحلره  35سلسیوس پنج دقیقه،  ی درجه 94
 ی رانیره، مرحلره   45سلسریوس   ی درجه 94واسرشتگی در 

 ی رانیه، مرحله 40سلسیوس  ی درجه 58اتصال آغازگر در 
 ی مرحلررهرانیرره و  45سلسرریوس   ی درجرره 72سررترش در گ

سلسیوس پرنج دقیقره انجرا      یدرجه 72گسترش نهایی در 
 گرفت.  
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 یخ از روش یخ زدن قطرات یبرای تعیین فعالیت هسته

در ایرن روش ابتردا   (. 2001اشراد و همکراران،    استفاده شد

 KBهرا روی محری  کشرت    سراعته براکتری   24هرای  پرگنه

 28-25درصد گلیسرول کشت شده و در دمرای   5/1حاوی 

ی شرردند. سرراعت نگهرردار 48سلسرریوس برره مرردت  ی درجرره

سپس سوسپانسیون باکتری با چگالی نوری یرک در طرول   

نانومتر در آب مقطر سترون تهیه شرده و از هرر    600موج 

هررای قطررره ده میکرولیتررری روی قررایق 30سوسپانسرریون 

منتقل شرد.   cryobathطور شناور داخل دستگاه پارافینی به

زده در هر جدایه برا قررار گررفتن    سرانجا  تعداد قطرات یخ

 -12و  -10، -8، -6، -4، -2در معررررم دماهرررای صرررفر، 

سلسیوس ظرف مدت پنج دقیقه بررسی گردیرد. از   یدرجه

آب مقطر سرترون بره عنروان شراهد منفری اسرتفاده شرد و        

 آزمون سه مرتبه تکرار گردید.

 

  rpoDو  16S rRNAتکثیر نواحی ژنی 

-′5)بررررررررررا اسررررررررررتفاده از آغازگرهررررررررررای    

AAGGAGGTGATCCAGCC-3′) rD1  و fD1 (5′-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)  اویسررررربورگ و

 دسرتگاه ا مرراز پلری  ایزنجیرره  واکنش ، در(1991 همکاران

 یجهرت تکثیرر ناحیره   ( آلمان ،peQlab شرکت ترموسایکلر

 یمورد استفاده قرار گرفت. برنامره  16S rRNAداخلی ژن 

 یمرحلرره صررورتبرره PCR واکررنش زمررانی و حرارترری

 دقیقره،  سره  سلسیوس یدرجه 94 در مقدماتی واسرشتگی

 یدرجرره 94 در واسرشررتگی یمرحلرره شررامل چرخرره 35

 یدرجرره 55 در اتصررال یمرحلرره دقیقرره، یررک سلسرریوس

 72 در گسرترش  یرانیره، مرحلره   30 و دقیقه یک سلسیوس

 در نهرایی  گسرترش  یمرحله و دقیقه دو سلسیوس یدرجه

 .گردید اجرا دقیقه 10 سلسیوس یدرجه 72

-rpoD-Fp (5′اسررررررتفاده از آغازگرهررررررایبررررررا 

AAGGCGARATCGAAATCGCCAAGCG -3′)   و
rpoD-Rp (5′-

GGAACWKGCGCAGGAAGTCGGCACG -3′)   ،

اسرتفاده شرد    rpoDداری  جهت تکثیر بخشری از ژن خانره  

حرارتی و زمانی واکرنش   ی (. برنامه2004اسرکار و گاتمن 

PCR  95واسرشررتگی مقرردماتی در  یبرره صررورت مرحلرره 

 ی مرحلره  چرخره شرامل   35سلسیوس پرنج دقیقره،    ی درجه

دقیقره، مرحلره    5/1سلسریوس   ی درجره  94واسرشتگی در 

گسترش  یدرجه سلسیوس یک دقیقه، مرحله 63اتصال در 

گسررترش  یسلسرریوس دو دقیقرره و مرحلرره ی درجرره 72در 

 دقیقه اجرا گردید. 10سلسیوس  یدرجه 72نهایی در 

 

 PCRالکتروفورز محصولات 

 قطعررات ردیررابی و PCR محصررولات یمشرراهده برررای

DNAو درصرد   یرک  آگارز ژل با الکتروفورز، شده تکثیر ی

انجرا     TBE 1x برافر  یرک نشرانگر وزنری و     با استفاده از

اشرکت  FluoroDye رنگی بافر از آمیزی،. جهت رنگگرفت

SMOBio، یرک بره مردت    هانمونه. استفاده شد( جنوبیکره 

ژل ران  رویاتراق   یدما در ولت 110با ولتاژ رابت  ساعت

 توس  شده یجادا UV اشعهشده تحت  یرشدند. قطعات تکث

   .گردید ربت ژل تصویرشده و  مشاهده داکژل دستگاه

 

 ها تعیین ترادف ژن

جداسازی شده برای تعیین تررادف   Pssهای تما  جدایه

بره منظرور    inaZو  16S rRNA ،rpoDهرای  بخشری از ژن 

ها مرورد اسرتفاده   بندی بین آنبررسی تنوع ژنتیکی و گروه

جهت تعیین ترادف دو جهتره   PCRقرار گرفتند. محصولات 

-جنوبی( ارسال گردیرد. تررادف  اکره Macrogenبه شرکت 

افررزار تعیررین کیفیررت بررا نررر دسررت آمررده پررس از هررای برره

FinchTV v.1.4.0   ار افرررزنرررر  ی ویررررایش بوسررریلهو
SeqMan

TM
 II expert sequence analysis (DNASTAR 

Inc., Madison, Wis.)   در پایگرراه اطلاعرراتیNational 

Center for Biotechnology Information (NCBI)  بررا

هرای موجرود در   با ترادف  BLASTN (megablast)برنامه 

و  16S rRNA ،rpoDهرای  بانک ژن مقایسه شردند. تررادف  

inaZ کرار رفتره در بررسری تنروع برر      های مرجع بهباکتری
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هرای مرورد مطالعره برا     ردیفری برا تررادف   مبنای حداکثر هم

نزدیرک بره صرفر در تحقیرق      (e-value)ارزش مورد انتظار 

های ویرایش شده برا اسرتفاده   حاضر انتخاب شدند. ترادف

 Molecularافزار( در نر 2004اادگار   MUSCLEاز روش

Evolutionary Genetics Analysis, MEGA 6    اترامورا و

 سازی شدند.ردیف( هم2013همکاران 

 

 تبارنماها ترسیم
هرای مختلرف و ارتبراط    ژنتیکری تروالی جدایره    یفاصله

-ها با یکدیگر و همچنین با تعردادی از جدایره  فیلوژنتیکی آن

برا   های موجرود در بانرک ژن، برر مبنرای اسرتنتاج برایزین      

و الگروریتم مونرت    MrBayes v.3.2.2افرزار  استفاده از نر 

- Markov Chain Monte Carlo)کرارلو چرین مرارکوف    

MCMC)     برا  01/0با میانگین انحراف معیرار نررت تقسریم ،

 1000نسل و ذخیره یک تبارنما در هرر   100000000ایجاد 

درصرد   25پوشی از اولرین  نسل ترسیم شدند. پس از چشم

درصررد  75 مررابقی ،burn-inه عنرروان معیررار  هررا برر نسررل

بره صرورت    ،بودند تبارنماهایی که در هر نسل ذخیره شده

تبارنمای اجمالی همراه با مقادیر مربوط به توزیرع احتمرال   

ارایه شردند ارانکوئیسرت و    (posterior probability)پسین 

بهترین مدل جرایگزینی نوکلئوتیردها بررای     (.2012همکاران 

 Akaike)با استفاده از معیرار اطلاعراتی آکائیرک    هر ژنگاه 

Information Criterion-AIC)  و نرررر 1974اآکائیرررک )-

( اجررا گردیرد.   2004انیلانردر    MrModeltest v. 2.3افرزار 

 FigTree تبارنماهای ترسریم شرده برا اسرتفاده از برنامره     

v1.4.2  )http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/( 
 مشاهده شدند.  

 

 نتایج

 هاجداسازی و شناسایی جدایه

از  باکتریررایی جداسررازی شررده  یجدایرره 293از میرران 

شراخه و  درختان زردآلو با علایرم شراخص شرانکر تنره و     

تنها نه جدایه هروازی   ،ترشح صمغ همراه با بلاست شکوفه

هرای محردب برا    کاترالاز منفری برا داشرتن پرگنره      اجباری و

صاف به رنگ سفید تا برژ و لعابردار روی محری      یحاشیه

NA  فلورسرنت روی محری    رنگدانره  حاوی ساکارز، تولید

KB    هرای گرروه  برر اسراس آزمرونLOPAT (+,-,-,-,+)   و

GATTa (+,+,-,-) های به عنوان جدایهPss شناسایی شدند 

. جدایره  (1999، گاردن و همکراران  1966اللیوت و همکاران 

(، مرنرد  Pss-26شریر ا  از نواحی جغرافیرایی عجر    Pssهای 

-Pssو  Pss-170 ،Pss-172 ،Pss-174(، سررررپیدان ا Pss-82ا

( Pss-186و  Pss-181( و سررردرود اPss-240(، میانرره ا176

 آوری شدند.  جمع

 

 زاییآزمون بیماری

یعنی تشکیل  HRبا القاء علامت شاخص  Pssهای جدایه

هایی عنوان جدایهمرده در محل تلقیح باکتری بهمناطق بافت

با واکنش مثبت در آزمرون فروق حساسریت بررای آزمرون      

زا، هرای بیمراری  (. جدایره 1زایی انتخاب شدند اشکل بیماری

و سربز   های بریرده روز پس از تلقیح در سطح سرشاخه 14

مقایسه با شاهد  مردگی درزردآلو و لوبیا سبز، علایم بافت

روی  منفی نشران دادنرد. برر اسراس وسرعت برروز علایرم       

-هرای بافرت  آزار برا زخرم  به دو گروه کرم  هازردآلو، جدایه

( و پررآزار  Pss-181و Pss-172هرای  عمق اجدایهکم یمرده

عمیرق و وسریع در محرل تلقریح      یمررده هرای بافرت  با زخم

، Pss-26 ،Pss-82 ،Pss-170 ،Pss-174 ،Pss-176های اجدایه

Pss-186 وPss-240روی غرلاف لوبیرا سربز     .( تقسیم شدند

ای تیرره  قهوه ی مردههای بافتبا تشکیل زخم Pss-82جدایه 

 یمتر بره عنروان جدایره   رنگ بزرگ به قطر تقریبی سه میلی

بره  مررده  بافرت  های ها با تشکیل زخمپرآزار و سایر جدایه

هرای  به عنوان جدایه متر در محل تلقیحقطر تقریبی یک میلی

آزار شناسایی شدند. آزمرون کرخ برا جداسرازی مجردد      کم

و  KBزنی شده روی محری   از گیاهان مایه  Pssهای جدایه

هررای هررا بررا اسررتفاده از آزمررون شناسررایی و تاییررد جدایرره

 بیوشیمیایی و مولکولی انجا  گرفت.     

http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/


 25                                                                                                ...                 تعیین ویژگی های فنوتیپی و گروه بندی جدایه های

 توسط جدایه پرآزار (b)و غلاف لوبیاسبز  (a)سبز زردآلو  ی مردگی روی شاخهعلایم بافت -1شکل 
 Pseudomonas syringae pv. syringae Pss-82 زایی.در آزمون بیماری 

 
 زهرابیییهبررسیییی ژنیییوتیپی و فنیییوتیپی تولیییید    

 سیرینگومایسین

کیلودالتونی زهرابه  1200زیرواحد  ی کدکننده syrBژن 
در  B1/B2سیرینگومایسررین بررا اسررتفاده از آغازگرهررای    

ژنری بره    یبا تکثیر قطعره  Pssزای های بیماریتمامی جدایه
. تمرامی نره   (2اشرکل   بازی ردیابی گردیرد جفت 725اندازه 
از طریق تولید زهرابه سیرینگومایسین یا برخری   Pssجدایه 

بازدارنده از رشرد قرارچ    ی از ایزومرهای آن با تشکیل هاله

G. candidum  روی محرری  کشررتPDA بررازداری کردنررد 
های بیمارگر در ایرن آزمرون خصوصریات    . جدایه(3اشکل 

برا تشرکیل    Pss-181بیمرارگر   یمتفاوتی نشان دادند. جدایه
برا تشرکیل    Pss-172 بازدارنرده و جدایره   ی هترین هالبزرگ
ترتی  بیشرترین و کمتررین   بازدارنده، به یترین هالهکوچک

 داشتند.را  قارچ  یتاریر را در مهار رشد رویشی پرگنه

 
 (Pss)مختلف  هایجدایه در B2و  B1 اختصاصیآغازگرهای  از استفاده جفت باز با 725به اندازه  DNAتکثیر قطعات مورد انتظار  -2 شکل

Pseudomonas syringae pv. syringae ؛L نشانگر :DNA. 

 
 رویشی رشد بازداری با Pseudomonas syringae pv. syringae جدایه توسط سیرینگومایسین زهرابه تولید سنجیزیست آزمون -3 شکل

 .بازدارنده هاله با متقابل کشت آزمون: b منفی، شاهد در قارچ پرگنه رشد: a ؛ Geotrichum candidum قارچ
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 یخ یبررسی ژنوتیپی و فنوتیپی تشکیل هسته
 INAF/INARی با استفاده از آغازگرهای طراحی شده

داخلی ژن مولد  ی بازی بخشی از ناحیهجفت 289قطعه 
تکثیر و ردیابی  Pssهای در تمامی جدایه inaZهسته یخ 

با درجات مختلف قادر  Pssهای . تمامی جدایه(4اشکل  شد
  های ها، جدایهیخ بودند. در میان جدایه ی به تشکیل هسته

Pss-26 ،Pss-82 ،Pss-170 ،Pss-174  وPss-176  با تشکیل
سلسیوس از  ی درجه -4، در دمای زدهاولین قطرات یخ

با  Pss-240و  Pss-172 ،Pss-181 ،Pss-186های جدایه
سلسیوس  یدرجه -8در دمای  زده یخ یتشکیل قطره

 (.5متمایز شدند اشکل 

 

 
 هایجدایه در  INARو  INAF آغازگرهای اختصاصی از استفاده جفت باز با 289به اندازه  DNAتکثیر قطعات مورد انتظار  -4 شکل

 .DNA: نشانگر L؛ Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss)مختلف 

 

  
 در دماهای مورد آزمون. Pseudomonas syrinage pv. syringae (Pss)های جدایه یزدهنمودار تعداد قطرات یخ -5شکل 

 

 هادر جدایه rpoDو  16S rRNAردیابی نواحی ژنی 
 حدود یقطعه rD1/fD1آغازگر عمومی  از استفاده با
 تکثیر و ردیابی گردید Pss هایجدایه در بازیجفت1600

مراز سیگما فاکتور پلی RNA ی . ژن سنتز کننده(6اشکل
70، rpoD بازی در جفت 532ای به اندازه ، با تکثیر قطعه

 . ( 7اشکل  ها ردیابی شدتمامی جدایه
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 (Pss)مختلف  هایجدایه در  fD1و  rD1 آغازگرهای از استفاده جفت باز با 1600به اندازه  DNAتکثیر قطعات مورد انتظار  -6 شکل

Pseudomonas syringae pv. syringae ؛L نشانگر :DNA. 

 

 
مختلف  هایجدایه در  rpoD-Rpو  rpoD-Fp  آغازگرهای از استفاده جفت باز با 532به اندازه  DNAتکثیر قطعات مورد انتظار  -7 شکل

(Pss) Pseudomonas syringae pv. syringae ؛L نشانگر :DNA. 

 

 هاو بررسی تنوع جدایه DNAتعیین ترادف 
نتایج شناسایی فنوتیپی و  ی تائیدکننده ،یابینتایج توالی

جهت  Pss. تمامی نه جدایه بود Pssهای جدایه بیوشیمیایی
مورد   inaZو  16S rRNA ،rpoDهای  توالی ژنتعیین 

های مورد نظر استفاده قرار گرفتند. ارتباط تبارزایی جدایه
های فوق و مقایسه با دیگر بر اساس تعیین ترادف ژن

های موجود در بانک ژن انجا  گرفت. در تعیین ترادف
در  inaZو  16S rRNA ،rpoDهای ترادف بخشی از ژن

قطعاتی به طول متوس   ، آمده از زردآلو دستهای بهجدایه
های دست آمد. ترادفباز بهجفت 277و 551، 1132

دست آمده از بانک ژن، های بهویرایش شده با ترادف
NCBIبهترین مدل جایگزینی نوکلئوتیدها تراز شدند. ، هم

، rpoDو  16S rRNAهای  و ترکی  ژنگاه inaZ برای ژنگاه

 General Timeو  Kimura (K80)به ترتی  مدل 

Reversible with Gamma distribution and proportion 

of Invariant sites (GTR+G+I)  تعیین شد و تبارنماهای
 ترسیم شده با حداکثر احتمال پسین حمایت شدند. 

رای نتایج تجزیره و تحلیرل تبارنماهرای ترسریم شرده بر      
، rpoDو  16S rRNAهررای  و ترکیرر  ژنگرراه inaZ ژنگرراه

ها برا حرداکثر   دست آمده جدایهنشان داد که در تبارنمای به
بندی شردند.  احتمال پسین به ترتی  به دو و سه گروه گروه

های ، جدایه inaZدر تبارنمای ترسیم شده بر اساس ژنگاه 
Pss-26 ،Pss-170 ،Pss-172 ،Pss-174 ،Pss-176 ،Pss-181 

در  Pss-186و  Pss-82هرای  و جدایره  Iدر گروه  Pss-240و 
هرای  جدایره  II(. در گروه 8بندی شدند اشکل گروه IIگروه 

اخرر شرده از بانرک ژن     هرای مرجرع  ایرانی در کنرار جدایره  
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NBCI های موجود در گرروه  بندی شدند. جدایهخوشهI   برا
متمرایز   تررین خوشره  از نزدیرک  85/0حداکثر احتمال پسین 

ی  دو ژنگراه  شدند. در تبارنمای ترسیم شده بر اساس ترک
16S rRNA  وrpoD هررا در سرره گررروه  جدایررهI ،II  وIII 

، Pss-186و  Pss-82دو جدایره   Iبندی شدند. در گروه گروه
 IIIو در گرروه   Pss-240و  Pss-26هرای  جدایره  IIدر گروه 
-Pssو Pss-170 ،Pss-172 ،Pss-174 ،Pss-176هررای جدایرره

 (. 9بندی شدند اشکل گروه 181
 

 
های ایرانی . جدایهK80و مدل  Bayesian inferenceبا روش  inaZتراز بخشی از ژن های همتبارنمای ترسیم شده بر اساس ترادف -8شکل 

: Pssباشند. میهای ایرانی بندی جدایهگروه یدهندهاند. خطوط سیاه پررنگ در سمت راست نشانهای قرمز رنگ مشخص شدهبا شاخه

Pseudomonas syringae pv. syringae ؛Pf :Pseudomonas fluorescens ؛Ps :Pseudomonas syringae. 
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 Bayesianبا روش  rpoDو  16S rRNAهای تراز و ترکیب شده بخشی از ژنهای همتبارنمای ترسیم شده بر اساس ترادف -9شکل 

inference  و مدلGTR+G+Iی دهندهاند. خطوط سیاه پررنگ در سمت راست نشانهای قرمز رنگ مشخص شدهایرانی با شاخههای . جدایه 

: Ps؛ Pf :Pseudomonas fluorescens؛ Pss :Pseudomonas syringae pv. syringaeباشند. های ایرانی میبندی جدایهگروه

Pseudomonas syringae. 

 

 بحث
دار ناشرری از هسررته ی درخترران میرروه هررای بیمرراری

 به عنوان شانکر، گمروز، بلاسرت    P. syringaeتووارهای اپ
و نکرروز   سرشاخه و جوانه بلایت سرشاخه،مرگ  شکوفه،
بیمراری  (. 2005شرود ااگریروس   مری  شرناخته  نیرز  انتهرایی 

 در ایرران از  Pssدار برا عامرل   هسته ی شانکر درختان میوه
های مختلفی گزارش شده است. عباسری و همکراران   استان

( وجود بیماری را روی درختان زردآلو، گیلاس، آلو 1392ا

( 1394و هلو در مناطق اهرر، شبسرتر و کلیبرر و عبردالهی ا    
مرنرد و میانره در اسرتان     یروی درختان زردآلو در منطقه

انرد. در پرژوهش حاضرر نره     شرقی گزارش کردهآذربایجان
و  KBفلورسنت روی محری   رنگدانه  ید کنندهتولی یجدایه

برره خرراطر تولیررد لرروان، عررد  تولیررد اکسرریداز و آرژنررین    
زمینی و های سی دهیدرولاز، نداشتن توانایی لهانیدن ورقه

هرای توترون اآزمرون گرروه     ایجاد فوق حساسیت در بررگ 
LOPATها بوده و به عنروان  ( جزء گروه یک سودوموناس
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ایی شرردند. همچنررین بررر اسرراس  شناسرر P.syringaeگونرره 
ذوب ژلاتررین و هیرردرولیز   ،GATTaهررای گررروه  آزمررون

ات و فعالیرت تیروزینرازی   آسکولین مثبت و مصرف تارتار
 syringaeبا خصوصیات پتووار  هاویژگیکه این  منفی بود

 دلیرل  (. در پژوهش حاضر به1984مطابقت داشت اپالرونی 
 شناسرایی  و جداسرازی  Pss هرای جدایره  تعداد بودن پایین
منطقه به علایم شانکر همرراه   آلودگی وسعت رغمعلی شده

رود کرره احتمررال مرری بررا ترشررح صررمغ و بلاسررت شررکوفه،
بیمراری شرانکر باکتریرایی     برا  مرتب  علائم این از بسیاری

و ممکرن اسرت    نبوده Pssدار با عامل هسته یدرختان میوه
فیزیولوژیک و یا سایر  و ایتغریه عواملی از جمله مشکلات

 علایرم  برروز  در قارچی و مخمری حتی و باکتریایی عوامل
-نمونره  مناطق در زردآلو درختان در صمغ ترشح و شانکر

رغم پرراکنش وسریع شرانکر    باشند. علیر  دخیل شده برداری
در نقراط   Pssدار ناشری از  باکتریایی درختان میروه هسرته  

( گزارشاتی مبنی از 2013مختلف ایران اعباسی و همکاران 
داران توس  سرایر عوامرل باکتریرایی و    بروز شانکر هسته

نیری و همچنین عوامل مخمری در ایران وجود دارد. دهقان
را برره  Cryptococcus magnus( مخمررر 1395همکرراران ا

، عنوان عامل شرانکر سراقه درختران زردآلرو، آلرو، آلوچره      
هرای اصرفهان،   آلبالو، هلو، شلیل، بادا  و گیلاس در اسرتان 

چهارمحال و بختیاری، قم و یزد معرفری کردنرد. برهرانی و    
ی ( گزارش نمودند کره عامرل ایجراد کننرده    2016رحیمیان ا

علایمی مشابه با علایم بیماری شرانکر باکتریرایی درختران    
لرو و  روی درختان ه Pssدار ناشی از باکتری هسته یمیوه

و  C. magnusشلیل در نقاطی از استان خراسان مخمرهای 
C. adeliensis باشند.می 

فنروتیپی و   هایگیویژدست آمده از لحاظ های بهجدایه
بیوشیمیایی اختلافات بسیار جزیی داشته و تنوعی در میان 

ها با مطالعرات انجرا    ها نمایان نشد. نتایج این آزمونجدایه
 Pssهرای  روی جدایه( 1993شده توس  جونز و همکاران ا

هرا درجرات   زایری، جدایره  مطابقت داشت. در آزمون بیماری
مختلفی از پرآزاری را نشان دادنرد. در ایرن آزمرون جدایره     

Pss-82     روی هر دو میزبان زردآلو و لوبیاسربز بره عنروان

نترایج میتروان نتیجره     جدایه پرآزار شناسایی گردید. از این
تواند بره عنروان یرک میزبران ررانوی      گرفت که لوبیاسبز می

 یجداسازی شده از زردآلو در منطقره  Pssهای برای جدایه
زایری،  برداری شده محسوب شود. در آزمون بیمراری نمونه

هرای  ایجاد شرده توسر  جدایره    یمردههای بافتطول زخم
Pss هرای  دار روی شراخه هسته یجداشده از درختان میوه

( متغیرر گررزارش  1390هلرو توسر  محمررودی و همکراران ا   
( گزارش 2013. در حالی  که عباسی و همکاران اه استشد

 یجداسازی شده از درختان میوه Pssهای کردند که جدایه
گریلاس( از درجرات    و آلرو  زردآلرو،  شرلیل،  دار اهلو،هسته

هرای هلرو   لنهرا  یزایی مشابه و برالایی روی سراقه  بیماری
   برخوردار بودند.

هرررای بیمرررارگر در مهرررار رشرررد رویشررری قرررارچ جدایررره 
G.candidum    هرای  تفاوت نشان دادند. نتایج فروق برا یافتره

( مطابقررت داشررت. 1390مطالعررات محمررودی و همکرراران ا 
بیمراری  و قرارچ  رویشری  رشرد  مهار بعلاوه همبستگی بین

مشراهده گردیرد   طروری کره   نداشت. به وجود هاجدایه زایی
هایی با اعمرال بیشرترین بازدارنردگی علیره قرارچ، در      جدایه

مرده هم شدید و هم خفیرف  زایی علایم بافتآزمون بیماری
هرررای دخیرررل در سرررنتز و ترشرررح  را نشررران دادنرررد. ژن

هرررای و جدایررره Pssهرررای سیرینگومایسرررین در جدایررره 
های ضروری و زای رورستی وابسته به آن، ژنغیربیماری

باشررند چراکرره تولیررد زهرابرره سیرینگومایسررین ی مرریمهمرر
عامرل مهمری در پررآزاری بیمرارگر      ،Pssهای توس  جدایه

 Pssهررای در میرران جدایرره syrBشررود. ژن محسرروب مرری
باشرد. از آنجرایی کره ایرن ژن در سرنتز      حفاظرت شرده مری   

نوناپپتیدهای حلقوی نقرش دارد بره عنروان ابرزار     لیپودپسی
هرا مرورد   تولیدکنندگان این زهرابره مناسبی برای شناسایی 

گیرد. تفاوت در ترادف نوکلئوتیردهای ایرن   استفاده قرار می
ژن محققران را برر آن داشرته اسررت ترا برا اسرتفاده از ایررن       

هرای تولیرد   بنردی جدایره  خصوصیت به شناسرایی و گرروه  
های لیپودپسری پپتیردهای حلقروی بپردازنرد     زهرابه یکننده

، ژانررگ و 1994و گررروس  ، کیگلرری1988اخررو و گررروس  
 (1998، سورنسن و همکاران 1995همکاران 
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،  Pseudomonase syringae هرای هایی از باکتریسویه
Pseudomonas fluorescens ،Pantoea agglomerans و 

Xanthaomonas spp. ی هسرته  مولرد  هایباکتری عنوان به 
 افرزایش  و فعالیرت  برا  هرا این براکتری  .اندشده شناسایی یخ

 در سررمازدگی  وقروع  بره  ،خرود در سرطح گیاهران    جمعیت
 باعث دیگر عبارت کنند بهمی کمک معمول از بالاتر دماهای

 .شرود مری  معمرول  دمرای  از ترگر  دماهای در آب زدن یخ
 در سرازی یرخ  پرروتیین  P. syringae هایسویه از بسیاری
 وسریله  به پروتیین کنند. اینمی تولید خود هایسلول سطح
بررا موتیررف بسرریار  InaZپررروتئین  .شررودمرری کررد inaZ ژن

سلولی باکتری قرار  ی شده در غشاء خارجی دیوارهحفاظت
مورد  Pssهای تمامی جدایه در پژوهش حاضر گرفته است.

یخ با درجات مختلف  یآزمون قادر به تشکیل قطرات هسته
-حفاظرت ها ردیابی گردید. در تما  جدایه inaZبودند و ژن 

هرای مختلرف   هرا و جرنس  در میان گونه inaهای شدگی ژن
-هرا بره  باکتری منجر به این فرضیه شده است کره ایرن ژن  

های باکتریرایی منتقرل   ها و جنسصورت افقی درمیان گونه
شده اند درحالی که تنها یک مرتبه تکامل یافتره انرد اادوارز   

 تشرکیل  صرفت  برین نتایج نشان داد کره  (. 1994و همکاران 
-بره . رددا وجرود  همخروانی  بیماریزایی شدت و یخ یهسته

 ،Pss-26 پررآزار  هرای جدایره  زدگری یخ آزمون در کهطوری
Pss-82، Pss-170، Pss-174 و Pss-176 کمترری  برودت در 
 تشرکیل  را یرخ  یهسرته  قطررات  آزارکم هایجدایه به نسبت
در پرآزاری  inaZاین خصوصیات همراه با نقش ژن  .دادند
ما را بر آن داشت تا در پرژوهش حاضرر از    Pssهای جدایه
هررا بنرردی جدایررهدر گررروه inaZیررابی بخشرری از ژن ترروالی

   استفاده گردد.
-های انجا  شده، شباهت جدایره در بسیاری از پژوهش

از لحررراظ خصوصررریات فنررروتیپی،    Pssهرررای مختلرررف  
محققران را بره سروی     ،بیوشیمیایی و حتی الگوی پروتئینری 

هرای  روشهمچرون   PCRهای مبتنری برر   استفاده از روش
کره ربرات و    MLSTتکنیک  و DNAنگاری مبتنی بر انگشت

بندی و تعیین رواب  تبارزایی میران  کارایی لاز  برای گروه
های باکتریایی موجرود در یرک گرروه را دارا هسرتند،     جدایه

راوینردرا و   ،2006ترغی  نموده است اناتالینی و همکراران  
هرا در پررژوهش  ای جدایررهسرری خوشره (.برر2015همکراران  

-حاضر بر پایه روش بایزین نشان داد که در میران جدایره  

یخ تنوع ژنتیکی وجود  یبر اساس ژن مولد هسته Pssهای 
  Iها به دو گرروه کراملا مجرزای   دارد و بر این اساس جدایه

دسرت آمرده از   به Pssهای تقسیم شدند. در میان جدایه  IIو
هرای  طروری کره جدایره   وجود داشته بره یک منطقه نیز تنوع 

های متمایز  سردرود حداکثر تمایز را نشان داده و در گروه
نیرز تنروع وجرود     Iهرای گرروه   قرار گرفتند. در میان جدایه

های مجزا قرار گرفتند. با ایرن  ها در زیرگروهداشته و جدایه
هرای  از جدایره  Iهای ایرانی قرارگرفته در گرروه  حال جدایه
ترین خوشه برا احتمرال برالایی مجرزا     اقع در نزدیکمرجع و

-زده و گرروه شدند. بین آزمون فنوتیپی تشکیل قطررات یرخ  

همبستگی وجود نداشت.  inaZ  ها بر اساس ژنبندی جدایه
زده در دمرای  هایی با تشکیل قطررات یرخ  طوری که جدایهبه

ر یک گرروه قررار گرفتنرد. ایرن حالرت در هرر دو       دمتفاوت 
دست آمرده برر اسراس ژن    د شده در تبارنمای بهگروه ایجا

inaZ باشد. صادق می 
توپوگرافی دندروگرا  ترسیم شده بر اساس ترکیر  دو  

بررا توپرروگرافی دنرردروگرا     rpoDو  16S rRNAژنگرراه 
دسرت  تفاوت نشان داد. در تبارنمای به inaZحاصله از ژن 

هرا در سره گرروه    جدایره  ،آمده بر اساس ترکیر  دو ژنگراه  
بنرردی شرردند. در ایررن تبارنمررا نیررز هرری  گونرره مجررزا طبقرره

هرا و منراطق جغرافیرایی    بنردی جدایره  همبستگی برین گرروه  
دسرت آمرده از   هرای بره  طروری کره جدایره   وجود نداشت. به

بیشرترین   inaZسردرود همچون تبارنمرای حاصرله از ژن   
هرای مجزایری قررار گرفتنرد.     تنوع را نشان داده و در گرروه 

شریر و  دست آمده از عج به Pss-240و  Pss-26های جدایه
هم داشته و در یک گرروه قررار   میانه بیشترین شباهت را به

 برا  ،rpoD پرروتئین،  رمزگررار  ژن تررادف  بررسری  گرفتند.
 و تمررایز جهررت هررا،برراکتری ژنررو  در کپرری یررک داشررتن

 توسرر  بررار اولررین سررودوموناس هررایگونرره تاکسررونومی
 ،rpoD ژن. گردیررد پیشررنهاد (2000اهمکرراران  و یامرراموتو
 کند کره می کد را 70 فاکتور سیگما کیلودالتونی 70 پروتئین
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-می مرازپلی RNA رونویسی یکننده شروع ویژه پروتئین

(. 1995، فوجیترا و همکراران   1992باشد الونتو و همکراران  
 زیرادی  تعرداد  برا  هاباکتری در فرد به منحصر پروتئین این

 نشرانگر  ژنرو ،  ترادف طول در پراکنده شکل چند هایمحل
 و تاکسررونومیکی هررایبررسرری جهررت مناسرربی زیسررتی
باشد امولت و همکاران می سودوموناس هایگونه تبارزایی
( با استفاده از تعیرین  2011پارکینسون و همکاران ا .(2010

، این P. syringaeهای تیپ در میان جدایه rpoDترادف ژن 
مناس  و کارآمد برای شناسرایی و   ژن را به عنوان ابزاری

 معرفی کردند.  P. syringaeهای ردیابی آزمایشگاهی جدایه
جداسرازی شرده در پرژوهش     Pssرورسرت   هرای جدایه

حاضر با داشتن تنوع ژنتیکی بالا بر پایه ژن حفاظرت شرده   
 یدر تشرکیل هسرته   ، توانایی برالایی inaZیخ  یمولد هسته

( 1984ا همکاران و اندرسونیخ در آزمایشگاه نشان دادند. 
 رشدبا  Pssهای بیان کردند که جمعیت فاز رورستی جدایه

 فصررل کررل در سررالم هررایبرررگ و هرراشررکوفه روی بقرراء و
 کراهش  از اینررو  یرخ و  یتشرکیل هسرته   با توانایی رویشی
 ی، از عوامررل تشرردید کننررده  گیاهرران سرررمازدگی دمررای

-دار مری هسرته  یسرمازدگی و وقوع شانکر درختان میروه 

( برا شناسرایی و تخمرین    1394باشند. طاهری و همکراران ا 
هرای مولرد هسرته یرخ جداسرازی شرده از       جمعیت براکتری 
دار در اسررتان خراسرران رضرروی، هسررته یدرخترران میرروه

-تررین و قروی  را به عنوان فرراوان  P. syringaeهای جدایه

دار یخ روی درختان میوه هسرته  یهسته ترین باکتری مولد
تایید کردند که بین علایم شرانکر، خسرارت    ومعرفی کردند 

 ییخ رابطه یهای مولد هستهسرمازدگی و جمعیت باکتری
( 1984مسررتقیمی وجررود دارد. برره گررزارش لینرردو و کونررل ا

 باعرث  مسری  ترکیبرات  از اسرتفاده  برا  میروه  درختران  تیمار
 هرا براکتری  یخری  هسرته  فعالیت و هاباکتری جمعیت کاهش
 .  دهدمی کاهش را میوه درختان به سرما خسارت و شده
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Abstract 

Bacterial canker disease of stone fruit trees is one of the most important diseases in the world. In recent years, 

increasing of stone fruits canker disease symptoms as well as oozing and blast has been observed in some area in 

East Azerbaijan province of Iran. Fluorescent Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) strains were isolated 

from apricot trees which showed infected bud, bloom, branch and stem. The isolated strains were characterized 

based on their morphological, physiological and biochemical properties especially LOPAT and GATTa tests. 

Host preference was not observed among the tested strains and they showed pathogenicity on apricot green-cut 

twigs and green been pods with different disease severity. A 725-bp fragment of the syrB gene which is required 

for synthesis of syringomycin was amplified using specific primers in all strains. The tested strains inhibited the 

Geotrichum candidum mycelial growth with significant differences by toxin production. Using specific designed 

INAF/INAR primers, the inaZ gene was partially amplified and different range of ice nucleation activity was 

detected in all Pss strains. Constructing dendrograms using Bayesian inference showed genetic diversity among 

strains based on partial sequencing of 16S rRNA, rpoD and inaZ genes. These results showed that there are 

diversity among the causal agent strains of apricot canker disease based on both pathogenicity, toxin production 

and ice nucleation activity phenotypes and genetics. 

Keywords: Diversity, inaZ, Pathogenicity, rpoD. 
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