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 چکیده

شرقی و غربی های آذربایجان استان   های مهم دریکی از بیماریزمینی  فلفل، پیاز و سیب   باکتریایی  پوسیدگی  بیماری 

ها تواند در پیشگیری از وقوع این بیماری ها می و بررسی تنوع ژنتیکی آن  شناسایی دقیق عوامل این بیماری که  است،  

ی تنوع  و مولکولی، به مطالعه   بیوشیمایی-فنوتیپیعلاوه بر مطالعه و شناسایی  شود  سعی می  حاضر  در تحقیقمفید باشد.  

شرقی و غربی پرداخته شود تا اطلاعات  های آذربایجان های منتخب در استان های باکتریایی از این میزبانژنتیکی گونه 

تابستان   املی در این خصوص حاصل گردد. بدین منظور در ک بهار و  از  نمونه   1399و    1398های  سال   فصول  برداری 

زا  های بیماریبه عنوان باکتری  جدایه  59های جمع آوری شده، در کل  گیاهان مزبور صورت گرفت. از کشت نمونه 

ها گرم منفی و کاتالاز مثبت و هوازی اجباری بوده و  های فنوتیپی، همه استرینداسازی شدند. براساس نتایج آزمون ج

کشت   محیط  در  فلورسنت  رنگدانه  شدند.    KBتولید  شناسایی  سودوموناس  جنس  عنوان  به  و  یی زابیماری کردند 

گردید.  استرین اثبات  سالم،  میزبان  روی  هفته  دو  گذشت  از  پس  استرینها  ویژگیتنوع  مقایسه  با  فنوتیپی،  ها  های 

تیکی  ژن  نگاری انگشت گردید. براساس با یکدیگر ارزیابی  ERIC-PCRو  BOX-PCRژنتیکی حاصل از   نگاری انگشت 

گروه تقسیم شدند.    4های جداشده از پیاز و فلفل به  گروه و استرین  5زمینی به  های سیب حاصل از این دو روش، استرین

،  rpoDو    16S rRNA  ،gyrBها بود. براساس توالی یابی ژن های  این نتایج نشان دهنده تنوع ژنتیکی بالا بین استرین

میزباناسترین از  گونه  زمینی سیب های  های جداشده  عنوان  به  فلفل  و  پیاز   ،Pseudomonas marginalis    شناسایی

ها شدند. با بررسی منابع موجود، تحقیق حاضر اولین گزارش از جداسازی، شناسایی و بررسی تنوع ژنتیکی این استرین 
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 مقدمه 

 از  پس  ( Solanum tuberosum)   زمینی سیب  گیاه 

بیشترین مقدار انرژی و عملکرد ماده خشک  دارای  قند  چغندر 

 غذایی  ارزش  و  انرژی  میزان نظر  از  بوده و در واحد سطح  

محصول   است   بالایی  بسیار  تولید  دارای  و  بوده  چهارمین 

 (Tareke et al., 2002 .)  زمینی در مناطق عمده کشت سیب

شاهرود، دماوند، همدان و مشهد که اردبیل، تبریز،  شامل  ایران  

محصو   80حدود   از  تولید  درصد  مناطق  این  در  کشور  ل 

 Allium  نام علمی با  پیاز   . ( Ahmadi et al., 2019)   شود می 

cepa   جات خوراکی در دنیا  ها و صیفی ترین سبزی از قدیمی

های  از مناطق مهم پیازکاری در ایران شهرستان  است.  ایران و  

استان آذرشهر،   در  مهاباد  و  شیر  عجب  مراغه،  های  ممقان، 

 (. Ahmadi et al., 2019)   باشد آذربایجان شرقی و غربی می 

یشتر ارقام  گونه است که ب   5دارای     Capsicam جنس فلفل 

گونه  جزء  خوراکی   و C. frutescens   های فلفل 

C.cannum  این  باشند.  می از  مختلفی  انواع  در حال حاضر 

ای در اکثر شهرهای  ای و چه مزرعه گیاه چه به صورت گلخانه 

می استان  کشت  غربی  و  شرقی  آذربایجان  شود  های 

 (Ahmadi et al., 2019 .) 

دامنه وسیعی از    Pseudomonasهای مختلف جنس  گونه 

،  گر ها بیمار کنند. برخی از گونه ی ترکیبات متابولیکی را تولید م 

ب  تنظیم ه برخی  رشد عنوان  نیز    ( 1PGPR)   گیاه کننده  برخی  و 

 ,.Nordstedt et al)   زاد هستند های خاك کننده بیماری کنترل 

باشد که  گونه و پاتوار می   100این جنس دارای بیش از    (. 2020

ها روی گیاهان،  ولی تعداد زیادی از آن   ، برخی ساپروفیت بوده 

های معمول  روش  (. Palleroni, 2010کنند ) بیماری ایجاد می 

گونه  تشخیص  سود آزمایشگاهی  مبنای  های  بر  وموناس 

فنوتیپی روش  است  - های  استوار  فیزیولوژیکی  و  بیوشیمیایی 
 (Marcelletti & Scortichini, 2014 .) 

 
1- Plant Growth -Promoting Rhizobacteria 

چین برای اولین بار باکتری   در کشورگروهی از محققین  

گونه   را  نرم  پوسیدگی  معرفی   P. marginalisعامل 

( در کشور Jinhua et al., 2007کردند  نیز    مراکش  (. 

پیاز،   نرم  پوسیدگی  بیماری  از  عامل  استفاده  با 

اکسیداز،   2LOPATهایآزمون آزمون  لوان،  تولید   (

ورقه  فلهانیدن  و  دهیدرولاز  آرژنین  زمینی،  سیب  وق  های 

استفاده از منابع کربنی،   همچنین  و حساسیت روی شمعدانی(  

P. marginalis    شد  شناسایی(Achbani et al., 

از    27اخیرا  .  (2014 آمده  بدست  سودوموناس  جدایه 

مورفولوژیکی، میزبان براساس خصوصیات  را  مختلف  های 

زایی و فیزیولوژیکی در کشور مونتنگرو جداسازی و  بیماری

 (.Popovic et al., 2021) شدند شناسایی 

ساقه   و  غده  نرم  پوسیدگی  ایران،  از    زمینی سیب در 

مازندران،   همدان،  خراسان،  تهران،  اصفهان،  های  استان 

عوامل  با  شرقی  آذربایجان  و     اردبیل 

carotovorumP. carotovorum subsp.    و 

  P. atrosepticum  است شده   Danesh& )  گزارش 

 Ravari et al., 2010;-BaghaeeBahar, 1984; 

Shamsbakhsh, 2014 & Dahaghin )  .  همچنین گونه

Pseudomonas marginalis   گونه مختلف  از  های 

گیاهان زراعی در شرایط مزرعه و گلخانه از جمله خانواده  

شناسایی  و  جداسازی  طالبی  و  خیار  کدو،  مثل  کدوئیان 

پور(.  Ghobakhloo et al., 2002)  اند شده    اکرمی 
(Akramipour, 2013 )   پنج و  از    جدایه   سی  باکتری 

سیب  پیاز،  گیاهان  هویج،  فلفل،  چغندرقند،  کلم،  زمینی، 

فرنگی که علایم پوسیدگی نرم را  خیار، نخل، شلغم و گوجه 

می  جمع نشان  فارس  استان  مختلف  مناطق  از  آوری  دادند، 

در سه  ها  جدایه . بر اساس بررسی خصوصیات فنوتیپی  کردند

شدند داده  قرار  اولجدایه  ،گروه  گروه   به  های 

2- Levan, Oxidase, Potato rot, Arginine 

dihydrolase, Tobacco hypersensity 
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. subspPectobacterium carotovorum 

carotovorum   های گروه دوم به ه جدایPectobacterium  

betavascularum     به جدایه و سوم  گروه   های 

.spPseudomonas    .شباهت داشتند  
(2019)  Amanifar  از گیاهان زراعی    نمونه   243داد  تع

لکه گلخانه  و علائم  با  حاشیه  ای  سوختگی  نکروتیک،  های 

را از مناطق مختلف استان  برگ، پوسیدگی میوه و پژمردگی  

آوری جمع  را  بختیاری  و  فراوانی    کهکرد،    چهارمحال 

درصد    53/5.  بود  هاهای فلورسنت بیشتر از سایر جنسباکتری

درصد    18/2و    Pseudomonas marginalisها به  استرین

جدایه   P. syringae pv. syringaeبه   داشتند.  های  تعلق 

P. marginalis   فرنگی، فلفل، زمینی، گوجه از خیار، سیب

 P. syringae  یهاگندم، چغندرقند و دیفن باخیا و جدایه 

pv. syringae   گوجه و  گندم  چغندرقند،  خیار،  فرنگی از 

تعداد    Emami et al. (2019)جداسازی و شناسایی شدند.

های بادمجان، ذرت، برگ  استرین باکتریایی را از میزبان  120

قاشقی، ذرت شیرین و گوجه فرنگی با علائم پوسیدگی نرم،  

و   کردند  جداسازی  خوزستان  استان  مختلف  شهرهای  از 

بیوشیمایی و فیزیولوژیکی، باکتری های  براساس خصوصیات  

گونه  عنوان  به  شده   .P. putida  ،Pهای  جداسازی 

aeruginosa  ،P. etomophila    وP. mosselii   شناسایی

 شدند. 

مرتبه  توالی  چندین  ژنوم  طول  در  شونده  تکرار  های 

ب  و  شده  بیشتر  تکرار  ژنوم  در  نسخه  چند  صورت  ه 

منفی  باکتری  یا  مثبت  گرم  می های  این  دیده  شوند. 

تکرار توالی  مشاهده    های  شکل  سه  به  معمولا  شونده 

توالی می  از  شکل  سه  این  که  با  شوند  که  تکراری  های 

های  اند شامل توالی جزئیات بیشتر مورد مطالعه قرار گرفته 

) خارج  پالیندرومی  توالی 1REPژنی  تکرار (،  شونده    های 

) بین  انتروباکتریایی  توال 2ERICژنی  و    BOXهای  ی ( 

 
1- Repetitive Element Palindromic 

) می  توالی Versalovic et al., 1991باشند  این  از  ها  (. 

 شود.  بررسی تنوع ژنتیکی استفاده می   برای 

ایران محققینی  ژنتیکی    در  تنوع  بررسی  به شناسایی و 

ان زردآلو،  های سودوموناس عامل شانکر در درخت باکتری 

استان  در  هلو  و  با  بادهم  گیلان  و  مازندارن  اردبیل،  های 

پرداخته و خصوصیات آن    BOX-PCRاستفاده از روش  

وجود تنوع ژنتیکی    دهنده  که نتایج نشان   ، را تعیین کردند 

 Keshtkar  . (Abbasi et al., 2013) ها بود بین استرین 

et al. (2016)   از    سودوموناس   های جدایه آمده  بدست 

با استفاده از سه روش  لکه برگی گردو در استان همدان را 

BOX-PCR  ،ERIC-PCR    وREP-PCR    بررسی

استرین   ها آن تحقیق    نتایج که  کردند   که  داد  از  نشان  ها 

آنچنانی   تنوع  و  برخوردار هستند  ژنتیکی یکسانی  الگوی 

ندارد.  خود   Nosratnezhad and Rouhrazi  بین 

از    33  (2018) آمده  بدست  سودوموناس  استرین 

استان میزبان  در  گیلاس  و  آلو  آلبالو،  هلو،  های  های 

مورد    rep-PCRهای  آذربایجان شرقی و غربی را با روش 

ارزیابی قرار دادند که نتایج حاکی از وجود تنوع ژنتیکی  

 سودوموناس داشت.   های استرین بین  

تاکنون   شده  ارائه  توضیحات  و  منابع  بررسی  با 

کم  جدایه مطالعات  ژنتیکی  شباهت  و  تنوع  روی  های  ی 

میزبان مختلف   در  فلفل زمینی سیب های  سودوموناس  و    ، 

پیاز در ایران و مخصوصا استان های آذربایجان شرقی و  

  بنابراین هدف از تحقیق حاضر   است غربی صورت گرفته 

بیماری  عامل  نرم  های  شناسایی  ،  زمینی سیب پوسیدگی 

توالی یابی  و    با استفاده از خصوصیات فنوتیپی فلفل و پیاز  

های    gyrBو    16S rRNA  ،recAهای  ژن  استرین  در 

هم   جداشده  استرین چنین  و  ژنتیکی  تنوع  با  بررسی  ها 

روش  از    ERIC-PCRو    BOX-PCRهای  استفاده 

باشد. می 

2- Entrobacterial Repetitive Intergenic Consensus 
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 هامواد و روش 

 و جداسازی عامل بیماری بردارینمونه 

دارای    و فلفل  زمینیسیبهای پیاز،  نمونه از  در این تحقیق  

شرقی های آذربایجان از برخی مناطق استان  علائم پوسیدگی

با آب    هانمونه برداری و به آزمایشگاه منتقل شد،  نمونه   و غربی

از   پس  و  شده  شسته  استریل  مقطر  آب  همچنین  و  معمولی 

سدیم   هیوکلریت  با  )  10ضدعفونی  آب    90درصد  درصد 

،  ثانیه 30بمدت   درصد هیوکلریت سدیم( 10مقطر استریل + 

و داخل  نمونه  برداشته شده  آلوده  بافت سالم و  از مرز  هایی 

چند قطره آب مقطر استریل خرد شده و پس از گذشت چند  

و سپس در  کشت شد  آگار مغذی  دقیقه روی محیط کشت  

حدود   مناسب  رشد    سیلسیوس درجه    25-28دمای  جهت 

مدت   به  مناسب  شرایط  در  سهباکتری  الی  درون    دو  روز 

پس    (.Schaad et al., 2001)  گردید  انکوباتور نگهداری 

هر از  روز،  چند  گذشت  کلونی   پتریتشتک    از  های  تک 

های جدید منتقل  باکتریایی )استرین( انتخاب و به پتری دیش 

ها دوباره به  سازی، باکتریگردیدند. جهت اطمینان از خالص 

ساعت    24صورت مخطط کشت داده شدند. پس از گذشت  

از هر پتری دیش یک کلونی برداشته و به صورت چمنی در  

مرح این  در  شد.  داده  باکتری  محیط کشت جدید کشت  له 

بررسی انجام  برای  و  شده  شد  خالص  نگهداری  بعدی  های 

(Schaad et al., 2001 .) 

 زایی آزمون بیماری 

زمینی،  سیب   های سالم میزبان   ، یی زا بیماری برای انجام آزمون  

سوسپانسیونی از  ، سترون پس از شستشو با آب مقطر   پیاز و فلفل 

در آب مقطر استریل    لیتر میلی های جداشده به میزان یک  باکتری 

با   600تهیه کرده )در طول موج   در  ( و  =OD  0/ 1       نانومتر 

یی فلفل در  زا بیماری )   به میزبان تزریق شد محیط آزمایشگاهی  

به جای    . در صورت گرفت(   ای گلخانه   شرایط  نیز  نمونه شاهد 

نمونه  سپس  گردید،  تزریق  استریل  مقطر  آب  در  باکتری،  ها 

 
 

درجه سیلسیوس    20در دمای  محیط استریل به مدت یک هفته  

 .( Schaad et al., 2001)   شدند   نگهداری 

های بیوشیییمیایی، فیزیولوژیکی و تیذیه ای آزمون

 برای شناسایی استرین ها

و بی هوازی به روش هیو  های گرم، رشد هوازی  آزمون

لایفسن، لیفسن    و  روش  به  وسیترات  مالونات  از  استفاده 

یدرولیز ژلاتین، هیدرولیز نشاسته،  وسیمونز، تحمل نمک ، ه

استفاده از منابع کربنی با استفاده    و  LOPATآزمون  کاتالاز،  

شد   انجام  شاد  روش  به  و  وهمکاران  آیر  پایه  محیط  از 

(Schaad et al., 2001  .) 

 های مولکولی آزمون 

 و الکتروفورز  ژنومی DNAجداسازی 

باکتریایی به روش لایز   های  سلول از    DNAجداسازی  

پس ها  (. استرینAusuble et al., 1992قلیایی انجام شد ) 

، سیلسیوس   25  – 28در دمای    NAدر محیط    از دو روز رشد

مقطراستریل  آب  درآمدند.   در  سوسپانسیون  صورت  به 

واحد تنظیم و  0/ 2نانومتر به    600سوسپانسیون ها در    کدری

اضافه شد. درصد  10  م ی د پتاس ی دروکس یحجم ه   0/ 1  ها آن به  

مدتها  نمونه  تا  به  داده   دقیقه  سه  دو  قرار  جوش  آب   در 

شدن شدند  لایز  عنوان  به  سوسپانسیون  شدن  شفاف   ،

دقیقه   پنج ها به مدت  باکتریایی تلقی گردید، نمونه  هایسلول 

هزار دور در دقیقه سانتریفیوژ شد، سپس لایه 12با سرعت  

ویال  از  دمایرویی  ودر  شده  برداشته  درجه   20  منفی  ها 

الگو   DNAبه عنوان  ها  نمونه سلسیوس نگهداری شد. از این  

 Rouhrazi)   مراز استفاده شدای پلی های زنجیرهدر واکنش

& Rahimina, 2012 )  .  الکتروفورزDNA   در ژل آگارز

 0/ 5)محلول  اتیدیوم بروماید  درصد رنگ آمیزی شده با 0.8

میلی  در  عکسلیتر(  میکروگرم  شد.  نور انجام  زیر  برداری 

بنفش)  داکیومنت UVماورای  ژل  دستگاه  با  شد.  1(   انجام 

با وزن مولکولی بالا و بدون کشیدگی در  باند  وجود یک 

1- Gel Document 
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های طول ژل به عنوان معیاری مناسب جهت انجام واکنش

 (.Weisburg et al., 1991مراز تلقی شد ) ای پلی زنجیره

روش  انگشت با  ژنومی  و    ERIC-PCRنگاری 

BOX-PCR 
انگشت  و  ژنتیکی  تنوع  بررسی  منظور  نگاری  به 

آغازگر استرین   DNAژنومی،   با  -ERIC  (5′  های ها 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3′ (  /  )5′-

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3′)    وBOX  

(5′-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3′)    با

  C0چرخه    35، سپس  C0  94دقیقه در   3،  زمانی و دمایی  های  چرخه 

به    C0  52و    C0  50ثانیه، دمای اتصال در دمای    50به مدت    94

ثانیه، دمای گسترش    60به مدت    ERICو     BOXترتیب برای  

به    DNAهای  دقیقه و طویل شدن نهایی رشته   1به مدت    C0  72در 

در  C0  72   (Versalovic et al., 1994  )دمای   دقیقه در   10مدت  

 . تکثیر شد   Persian (EM9232)دستگاه پی سی آر مدل  

 ها و رسم درخت فیلوژنی آنالیز داده

و   BOX-PCRژنومی بدا روش  نگداری انگشدددتبعدد از  

ERIC-PCR   مقایسددده نقوش قطعات بندی جدایه ها با  گروه

DNA عدم وجود قطعدات  یاوجود   دهی بر پایهو نمره  در ژل

. صدددورت گرفت  جاکاردهمسدددان و تعیین ضدددریب تشدددابه  

هدای  هدا از طریق میدانگینمقدایسددده جفدتدنددوگرام بدا روش  

ترسدددیم   NTSYS 2.02افزار  و بدا اسدددتفداده از نرم  وزنبی

  .(Rohlf, 1993گردید )

های ژن  16Sتکثیر   rRNA   ،rpoD    وgyrB 

نماینده استرین ها به ترتیب با استفاده از آغازگرهای  

/  3′) -AAGGAGGTGATCCAGCC -′rD1 (5

-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG  -fD1 (5′

ژن   3(′ 16S rRNA  ، -′70F (5  برای 

 3′)- ACGACTGACCCGGTACGCATGTAYATG

-ACGACTGACCCGGTACGCATGTA -70Fs (5′ /

ژن    (3′ آغازگرهای    ropDبرای  1E (5-UP′- و 

) ′3- CAGGAAACAGCTATGACCAGGGGGAAT

)′3- CAGGAAACAGCTATGACC -′R (5-M13 /  

دقیقه    3های زمانی و دمایی ،  چرخه   با و    gyrBبرای ژن  

دقیقه، دمای  1به مدت    C0  94چرخه    35، سپس  C0  94در 

به ترتیب برای    C0  52و    C0  60    ،C0  45اتصال در دمای  

ثانیه،    60به مدت    gyrBو    16S rRNA   ،rpoDهای  ژن 

در  و طویل شدن    1به مدت    C0  72دمای گسترش  دقیقه 

  C0  72دقیقه در دمای   10به مدت    DNAهای  نهایی رشته 

 (Weisburg et al., 1991; Yamamoto et al., 

اطمینان از  (  2000 الکتروفورز و حصول  از  تکثیر و پس 

ژن  از  هریک  برای  نظر  مورد  باند  منظور  وجود  به  ها، 

فیلوژنی، محصول   روابط  توالی   PCRبررسی  یابی  جهت 

 به شرکت تکاپوزیست ارسال شدند. 

 پردازش داده ها و رسم درخت فیلوژنی

 16Sهای  دست آمده از ژن های نوکلوتیدی به توالی 

rRNA  ،gyrB  ،rpoD  پس از همردیف سازی چندگانه ،

هدای  هدا در گونده بدا سددددایر توالی   Clustal Wبدا برندامده  

بداکتری  مقدایسدددده    GenBankهدای موجود در  مختلف 

ها، هم به صدورت تکی و  شددند. درخت فیلوژنی اسدترین 

هم بده صدددورت ترکیبی )چندد ژنی(، بدا روش اتصددددال  

ه از  اسدددتفاد ( و با Saitou & Nei, 1987ای ) همسدددایه 

تکرار ترسیم  bootstrap  ،1000و با   MEGA6افزار  نرم 

 (. Tamura et al., 2013گردید ) 

 
 نتایج

هدای  آوری شدددده از میزبدان هدای جمع از کشدددت نمونده 

منتخدب در برخی مزارع اسدددتدان هدای آذربدایجدان شدددرقی و  

های  جداسدددازی شدددد که پس از بررسدددی   جدایه   86غربی، 

خصددوصددیات کلونی در محیط کشددت )رنگ و شددکل( و  

استرین به عنوان    59یی در کل  زا بیماری همچنین آزمون  
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در  (.  1 )جددول  جدداسدددازی شددددندد  زا هدای بیمداری بداکتری 

بده  یی بداکتری زا بیمداری آزمون   هدای جدداسددددازی شددددده 

پس از   د، هدای خود )کده بددون علائم و سددددالم بودند میزبدان 

ضددعفونی و شدسدتشدو با آب مقطر اسدتریل، تزریق شدد( و  

پس از گذشدت یک الی دو هفته علائمی مشدابه علائم اولیه  

 (. 1بیماری ایجاد کردند )شکل  
 

 
باکتریزابیماریآزمون    -1شکل  میزبانیی  پیاز،  Aهای  های جداشده در تحقیق حاضر روی   :Bفلفل :C :

 شاهد منفیزمینی و ظهور علائم پس از یک الی دو هفته در مقایسه با  سیب
Figure1. Pathogenicity test of isolated bacteria in the present study on hosts A: onion, B: 

pepper C: potato and the appearance of symptoms after one to two weeks compared to the 

control host 

 
 محل جداسازی و سال جداسازی هریک از استرین های مورد استفاده در تحقیق حاضرها، ها، میزباننام استرین -1جدول  

Table1. Names of strains, hosts, isolated area and year of separation of each of the strains used in the 

present study 

Isolates Host Isolated area Year of separation 

S39,S40,S41,S42,S43 Onion Maragheh-East Azarbayjan 2019 

S44,S45,S46,S47,S48,S49 Onion Azarshahr-East Azarbayjan 2020 

S50,S51 Onion Azabshir-East Azarbayjan 2019 

S52,S53,S54,S55 Onion Mamaghan-East Azarbayjan 2019 

S56,S57,S58 Onion Bukan-West Azarbayjan 2020 

S59,S60,S61 Potato Hashtrood-East Azarbayjan 2020 

S62,S63,S64,S65 Potato Ourmieh-West Azarbayjan 2019 

S66,S67,S68,S69,S70,S71 Potato Azabshir-East Azarbayjan 2020 

S72,S73,S74,S75 Potato Naghadeh-Wet Azarbayjan 2019 

S76,S77,S78,S79,S80,S81 Pepper Mahabad-West Azarbayjan 2020 

S82,S83,S84,S85 Pepper Bukan-West Azarbayjan 2019 

S86,S87,S88,S89 Pepper Bonab-East Azarbayjan 2019 

S90,S91,S92,S93,S94,S95,S96,S97 Pepper Hastrood-East Azarbayjan 2019 
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  ERIC-PCRژنومی با روش  DNAنگاری انگشت

 BOX-PCRو 

 کمک  با   زمینی سیب های  ژنومی استرین   DNAپس از تکثیر  

 آگارز  ژل  ها روی واکنش  محصولات  rep-PCR پرایمرهای 

این   ایجاد  متفاوتی   BOX  و   ERIC  باندی  الگوهای  بر  کردند. 

استرین  برای  باندهای تکثیر شده  تعداد  به    زمینی سیب های  اساس 

باند و محدوده اندازه باندها بین    15تا   BOX  ،10  کمک آغازگر 

-ERIC(. همچنین در 2جفت نوکلوتید بود )شکل  2500تا   250

PCR   باند که محدوده اندازه باندها نیز    14تا    9ها تولید  این استرین

 (.  3جفت نوکلتید بودند )شکل    3000ا  ت   200بین  

 

 

در ژل   BOX- PCR  با  زمینیسیبهای  استرین  DNAقطعات حاصل از تکثیر    الگوی   -2شکل  

استرین  .درصد   2آگارز   جدول  )مشخصات  در  است(،    1ها  شده  جرم  :    Mآورده  نشانگر 

 ((1kb-promegaمولکولی

Figure 2. Genomic fingerprints of potato isolates generated by BOX –PCR in 

2% agarose gel. (The specifications of the strains are given in Table 1). M. 

ladder marker 1Kb (promega) 

 

 
در ژل    ERIC- PCR  با  زمینیسیبهای  استرین  DNAقطعات حاصل از تکثیر    الگوی  -3شکل 

استرین .درصد  2آگارز   جدول)مشخصات  در  است(،    1  ها  شده  جرم  :    Mآورده  نشانگر 

 ((1kb-promegaمولکولی
Figure 3. Genomic fingerprints of potato isolates generated by ERIC –PCR 

in 2% agarose gel. (The specifications of the strains are given in Table 1). M. 

ladder marker 1Kb (promega) 
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خوشه  ب آنالیز  نتایج  آغازگرهای  ه ای  با  آمده  دست 

BOX    وERIC    تشابه سطح  در  که  داد  درصد،    67نشان 

نشان داده    4گروه تقسیم شدند که در شکل    5ها به  استرین

گروه  شده  در  استرین1اند.  چهار   ،  (S72  ،S73  ،S74    و

S75  که از منطقه نقده در استان آذربایجان غربی جدا شده )

گروه   گرفتند،  قرار  است  2بودند  استرین  چهار  شامل   ،

(S66,S67,S68,S69که از شهرستان عجب )ب دست ه شیر 

( که  S70,S71، دو استرین قرار گرفتند )3وه آمدند، در گر

شیر در استان آذربایحان  گروه قبلی از شهرستان عجب   مانند

به ترتیب شامل سه و چهار    5و    4شرقی جدا شدند. گروه  

شهرستان از  که  بودند  ارومیه  استرین  و  هشترود  های 

می نشان  نتایج  شدند.  گروه جداسازی  این  که  و  دهد  بندی 

استرینمناطق جغرافیا از  یی که  بدست آمده کاملا    هاآنها 

طوری  به  هستند  استرین مرتبط  منطقه  که  یک  از  که  هایی 

گرفتند. قرار  گروه  یک  در  جداشدند  درصد   جغرافیایی 

موثر   ضریب  چندشکلی،  اطلاعات  میزان  چندشکلی، 

  BOXچندگانه، شاخص مارکر و قدرت تفکیک با آغازگر  

استرین سیب برای  بهای  ترتیب  زمینی،  ، 33،  71/0،  7/52ه 

حالیه ب  8/ 21و    23/20 در  آمد  آغازگر  دست  برای  که 

ERIC    ترتیب به  اطلاعات  ، 2/15،  19/24،  7/0،  46این 

 حساب شدند.  11/7

استرین ژنتیکی  تنوع  بررسی  آغازگر  در  پیاز،  های 

BOX    قطعات    18تا    13تعداد اندازه  که  کرد  تولید  باند 

از  به  آمده  بود    3000تا    100دست  متغییر  نوکلوتید  جفت 

آغازگرهای  5)شکل  .)ERIC    تولید    12تا    4تعداد باند 

به  قطعات  اندازه  که  از  کردند  آمده   2500الی    100دست 

)شکل   بود  متغییر  نوکلوتید  چندشکلی،  6جفت  درصد   .)

چندشکلی، ضریب موثر چندگانه، شاخص    میزان اطلاعات

ها  برای این استرین  BOXمارکر و قدرت تفکیک با آغازگر  

ترتیب   به  دست ه ب  18/7و    11/34،  48/ 38،  68/0،  32/51، 

این اطلاعات به ترتیب    ERICکه برای آغازگر  آمد در حالی 

 حساب شدند.  6/ 17، 16/ 2، 11/29، 58/0، 11/41

 

 
  ERICو    BOXزمینی، حاصل از تلفیق الگوهای باندی آغازگرهای  های سیبدندروگرام مربوط به تنوع ژنتیکی استرین  -4شکل  

 و ضریب جاکارد.  UPGMAبراساس روش  

Figure 4. Dendrogram based on combined BOX and ERIC amplification patterns of potato strains, using 

UPGMA analysis and Jaccard’s coefficient 
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و    BOXآنالیز خوشه ای نتایج بدست آمده با آغازگر های  

ERIC    های پیاز  درصد، استرین   80نشان داد که در سطح تشابه

اند. در  نشان داده شده   7گروه تقسیم شدند که در شکل    4به  

استرین  1گروه   قرار    S50,S51,S52,S53,S54,S55، شش 

شهرستان  از  که  عجب گرفتند  )استان  های  ممقان  و  شیر 

غه  هایی که از شهرستان مرا آذربایجان شرقی( جدا شدند. استرین 

هایی که  جداسازی شده بودند در گروه دو قرار گرفتند. استرین 

ب  بوکان  شهرستان  گروه ه از  در  بودند  آمده  جای    دست  سه 

نیز   چهار  گروه  در  از    6گرفتند.  که  گرفتند  قرار  استرینی 

شهرستان آذرشهر جداسازی شده بودند. به جز گروه یک که  

شهرستان استرین  از  عجب ها  ممقان  های  و  و  شیر  جداشدند 

اساس    ها آن بندی  گروه  منشا    ERICو    BOXبر  به  ارتباطی 

جغرافیایی   گروه   ها آن منطقه  بقیه  منطقه  نداشت،  اساس  بر  ها 

 ها از همدیگر قابل تفکیک بودند. جداسازی استرین 

 های فلفل، تعداد باندهایدر بررسی تنوع ژنتیکی استرین

 ERICو    BOXقابل ارزیابی برای هرکدام از آغازگرهای  

  3000تا    250  هاآن ی  باند و اندازه   11تا    8و    10تا    5به ترتیب  

الگوی    3500تا    100و   بودند.  باز  نگاری انگشت جفت 

DNA   استرین آغازگرهای  این  از  استفاده  با  و    BOXها 

ERIC  نشان داده شده است.  9و   8هایبه ترتیب در شکل 

باند  الگوهای  از تجزیه و تحلیل  به نتایج حاصل  دست  ی 

ها درصد استرین   78آمده از مجموع آغازگرها در سطح تشابه  

استرین   2(. در گروه یک،  10گروه تقسیم نمود )شکل    4را به  

 (S76,S77 جداسازی مهاباد  شهرستان  از  که  گرفتند  قرار   )

گروه   شامل    3و    2شدند.  ترتیب  از    8و    3به  استرین 

نیز    4بودند. گروه    های بناب، مهاباد، بوکان و هشترود شهرستان 

استرین بود که از مناطق بوکان، بناب و هشترود    9در برگیرنده  

های بندی استرین جداسازی شدند. این نتایج نشان داد که گروه 

بر اساس  ه ب  از فلفل  به    ERICو    BOXدست آمده  ارتباطی 

 ها ندارد. منشا منطقه جغرافیایی آن 

اطلاعات چندشکلی، ضریب   میزان  درصد چندشکلی، 

با آغازگر   موثر چندگانه، شاخص مارکر و قدرت تفکیک 

BOX  استرین ترتیب برای  به  فلفل،  ،  57/0،  13/40  های 

بدست آمد در حالیکه برای آغازگر    6/ 5و    16/ 11،  41/21

ERIC    ترتیب به  اطلاعات  ،  71/46،  63/0،  19/54این 

 حساب شدند.  87/5، 62/33
 

 
.  درصد   2در ژل آگارز    BOX- PCR  های پیاز بااسترین  DNAقطعات حاصل از تکثیر    الگوی  -5شکل 

 ((1kb-promegaنشانگر جرم مولکولی :   Mآورده شده است(،  1)مشخصات استرین ها در جدول
Figure 5. Genomic fingerprints of onion isolates generated by BOX –PCR in 2% 

agarose gel. (The specifications of the strains are given in Table 1). M. ladder marker 

1Kb (promega) 
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.  درصد   2در ژل آگارز    ERIC- PCRاسترین های پیاز با    DNAقطعات حاصل از تکثیر    الگوی  -6شکل  

 ((1kb-promegaنشانگر جرم مولکولی:   Mآورده شده است(،  1)مشخصات استرین ها در جدول 
Figure 6. Genomic fingerprints of onion isolates generated by ERIC –PCR in 2% 

agarose gel. (The specifications of the strains are given in Table 1). M. ladder marker 

1Kb (promega) 
 

 

 
استرین  -7شکل   ژنتیکی  تنوع  به  مربوط  آغازگرهای  دندروگرام  باندی  الگوهای  تلفیق  از  حاصل  پیاز،  و    BOXهای 

ERIC   براساس روشUPGMA  .و ضریب جاکارد 

Figure7. Dendrogram based on combined BOX and ERIC amplification patterns of onion strains, 

using UPGMA analysis and Jaccard’s coefficient 
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تکثیر    الگوی  -8شکل  از  بااسترین  DNAقطعات حاصل  فلفل  آگارز    BOX- PCR  های  .  درصد   2در ژل 

 ((1kb-promegaنشانگر جرم مولکولی:   Mآورده شده است(،  1)مشخصات استرین ها در جدول 
Figure 8. Genomic fingerprints of pepper isolates generated by BOX –PCR in 2% agarose 

gel. (The specifications of the strains are given in Table 1). M. ladder marker 1Kb (promega) 

 

 
.  درصد   2در ژل آگارز    ERIC- PCRهای فلفل با  استرین   DNAقطعات حاصل از تکثیر    الگوی   - 9شکل  

 ( (1kb -promegaنشانگر جرم مولکولی :    Mآورده شده است(،    1)مشخصات استرین ها در جدول  
Figure 9. Genomic fingerprints of pepper isolates generated by ERIC –PCR in 2% 

agarose gel. (The specifications of the strains are given in Table 1). M. ladder marker 

1Kb (promega) 

 

ها، نتایج نشان داد که در بررسی تنوع کلی بین جدایه 

گروه تقسیم شدند   14ها به  درصد، جدایه   75سطح تشابه  در  

دهنده   نشان  گونه که  درون  ژنتیکی  جدایه تنوع  بین  ها ای 

بود که   0/ 91ها  است همچنین ضریب همبستگی بین جدایه 

ی باکتری عامل تواند به دلیل یکسان بودن جنس و گونه می 

جداسازی  مناطق  میزبان،  بودن  متفاوت  باشد.  بیماری 

های باکتری و همچنین رخ دادن جهش ژنتیکی در باکتری 

 تنوع ژنتیکی جدایه ها باشد.  تواند دلیلجداشده می 

و   16S rRNA ،rpoDهای ژنیابی تکثیر و توالی 

gyrB ها در استرین 

و   بیوشیمایی  خصوصیات  از  حاصل  نتایج  بررسی  از  پس 

 BOX-PCRبراساس    هاآن بندی  ها و گروه فنوتیپی استرین

تعداد  ERIC-PCRو   نماینده    13،  عنوان  به  استرین 

مشخصات  استرین )که  جدول    هاآن ها  شده    1در  آورده 

  gyrBو    16S rRNA  ،rpoDهای  و ژن   شده   انتخاب  است(

 و   890، 1500ی ها به ترتیب قطعهی استرین تکثیر شد. همه 



 ... .و  ازیفلفل، پ یهازبانیسودوموناس جداشده از م یزایماریب یهانیاستر ی کیژنتتنوع ی و بررس یی شناسا: و همکاران ارشد

 

74 

 
استرین  -10شکل   ژنتیکی  تنوع  به  مربوط  آغازگرهای  دندروگرام  باندی  الگوهای  تلفیق  از  فلفل، حاصل  و    BOXهای 

ERIC   براساس روشUPGMA  .و ضریب جاکارد 
Figure 10. Dendrogram based on combined BOX and ERIC amplification patterns of pepper 

strains, using UPGMA analysis and Jaccard’s coefficient 

 

از  780 بازی  و ژن    gyrB، ژن    16S rRNAهای  ژن   جفت 

rpoD   ( 11)شکل    را تولید کردند . 

ژن  تکثیر  از  محصول  پس  مزبور،  برای    PCRهای 

  های ت تکاپو زیست ارسال گردید. توالییابی به شرک توالی 

16S rRNA  با  ه ب آمده  توالیدست  موجود  سایر  های 

پایگاه  این  در  و  شده  مقایسه  ژن  شماره   دربانک  های  با 

:NF569457; S73: NF569459;  S50)  دسترسی

S39: NF569456; S80: NF569460; S62: 

NF569461; S78: NF569462NF569458; S83:  )  

براساس درخت فیلوژنی رسم شده براساس ژن    ثبت شدند. 

16S rRNA   افزار  با استفاده از نرمMEGA6ی یهارین ، است

میزبان از  سیب که  فلفل،  شده  های  جداسازی  پیاز  و  زمینی 

marginalis seudomonasP بودند با استرین استاندارد  

ICMP3553  (. 12در یک کلاستر قرار گرفتند )شکل 

افزار براساس درخت فیلوژنی رسم شده با استفاده از نرم 

MEGA6 ژن تلفیق  از  که  برای    rpoDو    gyrBهای  ، 

استرین استریننماینده  شد  رسم  این  ها  در  جداشده  های 

به  که  ژن تحقیق  برای  با    rpoDو    gyrBهای  ترتیب 

 :NF569433, NF569442; S69های دسترسی )شماره 

S84: NF569434, NF569442; S54: NF569431, 

NF569435, NF569443)NF569440; S95:     در

های  بانک ژن ثبت شدند و در درخت فیلوژنتیکی با استرین 

یک  به   marginlais. Pاستاندارد   در  جداگانه  صورت 

ها به  متعلق بودن استریندهنده  کلاستر قرار گرفتند که نشان

 (. 13این گونه بودند )شکل 
 

 بحث

پلی  تاکسونومی  از  استفاده  حاضر  حال  فازی در 

بهترین راه برای درك ارتباطات تاکسونومیک و فیلوژنتیکی  

 Vandamme et al., 1996; Prakash)ها است  باکتری

et al., 2007; Nouioui et al., 2018)  . هایگونه  

تشکیل    سودوموناس  جنس مختلف را  ناهمگنی  مجموعه 

 Abbasi et)  کنندرا آلوده میدهند که گیاهان متنوعی  می

Nosratnezhad al., 2013; Keshtkar et al., 2016; 

Rouhrazi, 2018& )گزارش وجود  .  از  متعددی  های 

 مختلف این جنس در ایران موجود است، اما   های گونه 

تاکنون اطلاعات جامعی در مورد جایگاه دقیق تاکسونومیکی   

  گذاری تشخیص و نام های میزبانی و صحت  باکتری، ویژگی 
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گزارش شده، وجود ندارد. عمده تحقیقات ها و پاتووارها  گونه 

یا   و  جغرافیائی  منطقه  یک  از  بیماری  معرفی  به  شده  انجام 

های خاص و یا مطالعه مقدماتی فنوتیپی، سرولوژیکی و  میزبان 

گونه  دیگر  از  برخی  ژنتیکی  تنوع  پاتووارهای  بررسی  و  ها 

روش  با  نظیر  سودموناس  می   PCR-repهایی  گردد محدود 

 (Rouhrazi, & al., 2013; Nosratnezhad Abbasi et 

2018; Amanifar, 2019  .) 

و  فراوان  تنوع  میزبانی،  دامنه  به گستردگی  توجه  خسارت   با 

جنس اقتصادی   گسترده این  تحقیقات  انجام  ضرورت  بر  ،  تر 

گردد. در و پاتووارهای مختلف آن احساس می   ها روی گونه 

فازی  های پلی وش تحقیق اخیر تلاش گردید تا با استفاده از ر 

تاکسونومیکی   سیب باکتری جایگاه  از  جداشده  زمینی، های 

 مورد بررسی قرار گیرد.  پیاز و فلفل 

های یک گونه،  نتایج تحقیق حاضر نشان داد که استرین

خصوصیات   جمله  از  فنوتیپی  خصوصیات  دارای 

ای مشابهی نسبت به هم هستند بنابراین  فیزیولوژیکی و تغذیه 

ها  خوبی بین این استرینخصوصیات نتوانست تنوع را بهاین  

نیز اعلام کردند که    Dawson et al. (2012)نشان دهد.  

استرین اولیه  شناسایی  جهت  فنوتیپی  مفید  خصوصیات  ها 

نمی و  بین  هستند  تنوع  بررسی  برای  ابزاری  عنوان  به  توانند 

 ای مورد استفاده قرار گیرند. گونه 

در تحقیق حاضر نشان داده شد که استفاده از خصوصیات 

ای مثل استفاده های فیزیولوژی و تغذیه از جمله آزمون  فنوتیپی 

از قندها و اسیدهای آلی و آمینه مختلف به عنوان منبع کربنی  

های  در تفکیک و شناسایی گونه   LOPATو همچنین آزمون  

 Cottyn)   های باشد که این نتایج با یافته سودوموناس مفید می 

et al., 2013; Berge et al.,  Trantaset al., 2009; 

2014; Ruan et al., 2018  ) .مطابقت دارد 
،  .Versalovic et alاولین بار   1994و    1991های  در سال 

باکتری  از  وسیعی  ا طیف  با  را  آزمون  ها  از    rep_PCRستفاده 

مورد مطالعه قرار دادند و سودمند بودن این روش را در تفکیک  

کردند استرین  گزارش  گونه  یگ  درون  اطلاعات    .های 

و    rep-PCRنگاری با استفاده از روش  انگشت آمده از  دست ه ب 

بررسی   BOX-PCRبخصوص   به  در  منجر  متعددی  های 

عادی شده که  های غیر های مختلف و معرفی گروه تفکیک گروه 

است   نبوده  فراهم  تشخیص  امکان  اطلاعات  سایر  از  استفاده  با 

 (Ferrante et al., 2015; Bilung et al., 2018 ) .  در تحقیق

 ( تکنیک  این  از  استفاده  با  نیز    ( ERIC-PCRو    BOXحاضر 

ها شد که نتایج نشان داد این روش از  بندی استرین اقدام به گروه 

باشد  قدرت تفکیک خوبی در بررسی تنوع ژنتیکی برخوردار می 

 ;Marques et al., 2016; Ilicic et al., 2016نتایج ) که با 

Nosratnezhad & Rouhrazi, 2018 )   .مطابقت دارد 

 

 
، 16S rRNA: ژن  Aهای مورد مطالعه در تحقیق حاضر به ترتیب  جفت بازی استرین  780و    890،  1500تکثیر قطعات    -11شکل  

B:ژنgyrB  وCژن : rpoD 
Figure 11. Amplification of 1500, 890 and 780 bp fragments of the strains studied in the present study: A: 

16S rRNA gene, B: gyrB gene and C: rpoD gene, respectively 
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فیلوژنتیکی  -12شکل   ژن    درخت  توالی  مقایسه  از  با    16S rRNAحاصل  تحقیق  این  در  شده  جدا  های  های گونه استرین 

 MEGA6 .(Out group: Ralstonia solanacearum)موجود در بانک ژن، رسم شده با نرم افزار  سودوموناس

Figure 12. Phylogenetic tree based on the 16S rRNA sequences, showing the relationships between the 

representative isolates and different strains of Pseudomonas spp. Was drawn by MEGA6. (Out group: 

Ralstonia solanacearum) 

 

پاتووارهای  میان  ارتباط  بهتر  درك  منظور  گونه    به  این 

ی  ی ها پیچیده لازم است تا علاوه بر مطالعات مذکور به بررسی ژن 

های فنوتیپی هر باکتری هستند.  پرداخت که کد کننده ویژگی 

اثبات این فرضیه در تحقیق مزبور   بررسی    ، برای درك بهتر و 

ژن  از  برخی  خانه توالی  حاصله  های  اطلاعات  تلفیق  و  داری 

اساس اطلاعات حاصل از تعیین توالی ژن  صورت پذیرفت. بر 

16s rDNA   به جنس  کلیه جدایه تعلق    Pseudomonasها 

های  شدگی بسیار بالا در ژن داشتند. با عنایت به درجه حفاظت 

باکتری  تفکیک  برای  ریبوزومی،  جنس  اپران  سطح  در  ها 

اهمیت تفاوت  حائز  اندك  بر   های  تعریف است.  های  اساس 

گرفته   نظر  در  درصد  سه  تنها  تفاوت  حد  این  تاکسونومیکی 

 ( Weisburg, 1991شود ) می 
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شده در این تحقیق با باکتری های موجود   های جدااسترین rpoDو  gyrBدندروگرام حاصل از مقایسه توالی ژن های  -13شکل 

 MEGA6. (Out group: Ralstonia solanacearum)در بانک ژن. رسم شده با نرم افزار  

Figure13. Phylogenetic tree based on the gyrB and rpoD sequences, showing the relationships between the 

representative isolates and different strains of Pseudomonas spp. Was drawn by MEGA6. (Out group: 

Ralstonia solanacearum) 

 

باکتری شناسایی  گونه برای  جمله  از  پاتوارهای  ها  و  ها 

توالی   ، ژنسودوموناس  )یابی  ریبوزمی  نواحی   16Sهای 

rRNA    23وS rRNA و همچنین نواحی بین )( ژنیITS  )

شود که دربین این سه ناحیه، ژن  مد محسوب میآابزاری کار

16S rRNA  های مختلف  به دلیل حفاظت شدگی بین گونه

میباکتری استفاده  فیلوژنتیکی  مطالعات  برای  شود ها، 

(Weisburg, 1991 .) 

اپران  در تعداد  ریبوزومی  گونه   های  های  برخی 

از گونه   سودوموناس برخی دیگر  این  چهار عدد و در  های 

(.  Kerkhof, 1997)  جنس پنج عدد نیز گزارش شده است

ژن  طول  در  درك  تفاوت  به  است  ممکن  اپران  این  های 

پاتوارهاناد فیلوژنتیکی  روابط  از  واحد،  رستی  گونه  ی یک 

توان احتمال داد که استفاده از توالی  منجر گردد. بنابراین می

همواره به نتایجی کاملا   16s rDNAخصوص ژن  ه اپران و ب 
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تا و  نقص  نگردد.  یبی  منجر  شده  که ید  دیگری  تحقیق    در 

سودوموناس   پاتوارهای  برخی  است،  روی  شده  انجام 

  16S rRNAکه تعیین توالی بخشی از ژن    گردیدگزارش  

و در توالی    ندارد مورد مطالعه را    چند جدایه قابلیت تفکیک  

ووار مورد مطالعه تنها یک نوکلوتید  آمده در سه پاتدسته ب

.  (Scortichini et al., 2016)  متفاوت مشاهده شده است 

نیز اشاره نمودند که به دلیل پائین بودن نرخ    محققین دیگری

نمایش   برای  لازم  توان  ژن  این  موارد  برخی  در  تکاملی، 

  . موارد (Mulet et al., 2010)   را ندارد ارتباط میان پاتوارها  

است شده  گزارش  نیز  دیگری  مطالعات  در   مشابهی 

(Rajwar & sahgal, 2016.)   پربیان ژن  )یه    rpoDدو 

عنوان سیگما فاکتور و پروتئینی که در رونویسی نقش داشته  

مراز به درستی در مکان اولیه  پلی  RNAشود که  و سبب می 

)محصول    gyrBخود جهت آغاز رونویسی، قرار بگیرد( و  

دو   پیچیدگی  کردن  باز  در جهت  آنزمی  عنوان  به  ژن  این 

موقع رونویسی و بیان، همچنین در جلوگیری از    DNAرشته  

واردشدن آسیب به کروموزم نقش دارد(، در طول خود دارای 

شدگی و تغییر د. میزان حفاظت مورفیک هستن های پلی سایت 

این ژن  به عنوان ژن ها سبب گردیده در  تا  مناسبی است  های 

ژن  میان  در  و  باشند  فیلوژنتیک  مطالعات  دیگر، برای  های 

این مناسب  برای  گونه مطالعات تشخیص داده شوند  ترین ژن 

 (Yamamoto et al., 2000 .)   لذا در تحقیق حاضر علاوه بر

یابی توالی تا با    شد ژن دیگر نیز استفاده  از دو    16S rRNAژن  

یی و شناسا  های مورد مطالعه مورد ، استرین های خانه داری ژن 

 تعیین گردد.  ها آن جایگاه دقیق تاکسونومیکی  

علائم بیماری پوسیدگی نرم در مزارع و همچنین انبار در  

سال استان  از  غربی  و  شرقی  آذربایجان  وجود  های  پیش  ها 

داشته ولی به جز جداسازی باکتری عامل به صورت پراکنده، 

بررسی وسیع یا مستمری روی عامل بیماری انجام نشده است.  

، ها باکتری مل بیماری و ارزیابی تنوع  به منظور بررسی دقیق عا 

های سب عمل آمده و از نمونه بازدیدهایی از مناطق آلوده به 

زمینی، فلفل و پیاز جمع آوری شده یک باکتری گرم منفی  

و   فیزیولوژیکی  مورفولوژیکی،  خصوصیات  گردید.  جدا 

استرین  رنگدانه  بیوشیمایی  تولید  گرم،  واکنش  جمله  از  ها 

، تولید کاتالاز  فلورسنت، متابولیسم گلوکز در شرایط هوازی 

با خصوصیات جنس سودموناس  عوامل رشد  به  نیاز  عدم  و 

 ( داشتند   ,.Schaad et al., 2001, Ruan et alمطابقت 

دست آمده در این تحقیق متعلق های به ( بنابراین استرین 2018

به جنس سودوموناس تشخیص داده شدند و به منظور شناسایی 

آزمون  جنس،  این  پاتوار  و  لوان،  گونه  جمله  از  اصلی  های 

، اکسیداز، آرژنین دهیدورلاز و  زمینی سیب های  لهانیدن ورقه 

استرین  شد.  انجام  شمعدانی  روی  حساسیت  فوق  های ایجاد 

ر تولید لوان و هیدرولیز آرژنین، اکسیداز مورد مطالعه به خاط 

و    زمینی سیب های  و همچنین ایجاد پوسیدگی نرم روی ورقه 

به  شمعدانی  روی  حساسیت  فوق   .Pگونه  عنوان عدم 

marginalis   .ارزیابی شدند  Jinhua et al. (2007)    نیز با

 16Sهای فنوتیپی و همچنین توالی یابی ژن  استفاده از روش 

rRNA   ین بار این گونه را به عنوان عامل پوسیدگی  برای اول

در   کردند.    زمینی سیب نرم  معرفی  چین   Amanifarدر 

پوسیدگی   (2019) عامل  عنوان  به  را  گونه  همین  نیز 

بختیاری گزارش سیب  و  استان چهارمحال  در  فلفل  و  زمینی 

 . ( Emami et al., 2019)   کردند 

باکتری  از  جمله  گروهی  از  سودوموناس   های 

aeuroginosa. P    وputida. P   های مولد  را به عنوان باکتری

پوسیدگی نرم در چند گیاه ازجمله گوجه فرنگی، بادمجان و  

ذرت معرفی کردند. در مطالعات دیگر در مناطق دیگر کشور  

جنس  گونه  مختلف  عنوان    Pectobacteriumهای  به 

پوسیدگی نرم در برخی سبزیجات و گیاهان زراعی و صیفی  

 ( است  شده  et al., 2010; Ravari-Baghaee گزارش 

Shamsbakhsh, & Dahaghin Akramipour, 2013; 

منابع،    ( 2014 بررسی  به  نظر می باتوجه  این دو جنس  به  رسد 

 د. ن های مختلف باش گی نرم در میزبان مزبور عامل اصلی پوسید 
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نتایج   براساس  شده  ترسیم  -ERIC, BOXدندوگرام 

PCR   میزبان مورد  استرین  در  که  داد  نشان  های  فلفل 

گروه جمع در  مختلف  شهرهای  از  شده  های  آوری 

حالیجداگانه  در  گرفتند  قرار  میزبان ای  مورد  در  که 

ها ارتباطی  بندی استرینگروه نتایج نشان داد که    زمینیسیب

دهنده وجود  لذا نتایج نشان   ندارد.  ها آنبه منطقه جغرافیایی  

  P. marginalisهای  در بین استرینای بالا  تنوع درون گونه 

های مختلف دارد که این نتایج با نتایج  دست آمده از میزبانه ب

Guilbaud et al. (2016)  .مطابقت دارد 

زمینی، پیاز سیب  هایدلایل تنوع بالا بین استرین یکی از

طولا سابقه  دلیل  به  احتمالا  فلفل،  این  و  کشت  مدت  نی 

استان در  احتمالا    یهاگیاهان  بطوریکه  باشد  یادشده 

مختلف   های  میزبان  با  زمان  باگذشت  همراه،  میکروفلور 

اند. دندروگرام ترسیم شده براساس ترکیب داده  سازگار شده 

از   حاصل  از    BOX-PCRو    ERIC-PCRهای  بهتر 

به تنهایی، ارزیابی    هاآن یک از    های مربوط به هر دندروگرام 

به  دندروگرام طوریشد.  در  همبستگی  ضریب  های  که 

بیشتر از دندروگرام  هایی بود که به صورت تکی و  ترکیبی 

نیز    .Girard et al   (2020)ها رسم شد.مجزا برای استرین 

دقیق، بهتر  بندی باثبات و  پیشنهاد کردند که برای یک خوشه 

 ها باهم ترکیب شوند. است داده 

نشان   حاضر  بررسی  در  شده  انجام  مطالعات  نتایج 

به    marginalis. Pهای مختلف گونه دهد که استرین می 

شده  سازگار  خاص  میزبان  یک  با  ژنتیکی  و  صورت  اند 

استرین  میان  در  دلیل  تنوع  به  گونه  این  مختلف  های 

به  میزبانی آن  دامنه  بودن  بیشتر  گسترده  که    است، مراتب 

Trantas et  .,Cottyn et al ;2009این نتایج با نتایج ) 

 .,2016; Ruan et al .,2013; Marques et al .,al

با توجه به اینکه در کشورهای دیگر    . مطابقت دارد   ( 2018

مناطق کشور گونه  باکتری  و همچنین دیگر  های مختلف 

پکتوباکتریوم به عنوان باکتری غالب در ایجاد پوسیدگی  

نرم گزارش شده است، در تحقیق حاضر مشاهده گردید  

باکتری   جمعیت  شمال   P.marginalisکه  مناطق    در 

غرب روی محصولات مطالعه شده رو به افزایش است که  

گونه  آینده  سال  چند  طی  است  این  ممکن  در  غالب  ی 

مناطق باشد که نیازمند اقدامات جدی در جهت کنترل و  

مناطق کشور و همچنین   به دیگر  از پخش آن  جلوگیری 

 باشد. دیگر محصولات کشاورزی می 

 
 گزاری سپاس

از آقای دکتر  به سبب    نویسندگان مقاله  غلام خداکرمیان 

 مشاوره ایشان در انجام تحقیق، کمال تشکر و قدردانی را دارند. 
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Abstract 
Background and Objectives 

The bacterial rot of pepper, onion, and potato is one of the most crucial diseases in the East 

and West Azerbaijan provinces of Iran. Therefore, accurate identification of the causes of 

these diseases and the study of their genetic diversity can be beneficial in preventing their 

occurrence. In the present study, in addition to studying and identifying their morphological 

and molecular characteristics, the genetic diversity of bacterial species from selected hosts in 

the provinces of East and West Azerbaijan is studied to obtain comprehensive information. 

Material and Methods 

Infected potatoes, onions, and peppers with soft rot symptoms were collected from different 

areas in the East and West Azarbaijan provinces of Iran in the timeframe between 2019 and 

2020. Infected samples were cultured on the NA medium. Moreover, purified bacterial 

colonies were streaked on the Kings’B medium. All isolates that produced fluorescent 

pigments were identified using biochemical, nutritional, and physiological tests, including 

LOPAT tests (levan production from sucrose (L), the presence of oxidase (O), the ability to 

cause rot on potato tubers (P), the presence of arginine dihydrolase (A), and the ability to 

induce hypersensitivity reaction (HR) on tobacco leaves (T)), nitrate reduction, and the 

utilization of various carbon sources. All isolates that produced fluorescent pigments were 

identified as Pseudomonas using phenotypic properties. To assess the genetic diversity within 

the strains, BOX and ERIC-PCR were analyzed. The UPGMA method was employed to 

evaluate the similarity matrix and clustering between the strains. For genetic identification, 

16S rRNA, gyrB, and ropD genes of strains were amplified and sequenced.
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Results 

A total of 59 isolates were obtained from infected onion, pepper, and potato plants. The 

bacterial isolates revealed cream colonies with a low convex height, jagged edge, and rugged 

surface on the nutrient agar medium. All strains produced fluorescent pigments on the King’s 

B medium and demonstrated Gram-negative and positive reactions to the catalase. In 

pathogenicity tests, all strains were pathogenic on healthy plants. Moreover, clustering ERIC 

and BOX-PCR results with UPGMA and Jaccard’s similarity coefficients showed that the 

strains of potato, pepper, and onion were clustered into five and four main groups, 

respectively. The gyrB, rpoD, and 16S rRNA nucleotide sequences showed high similarity 

between the strains and Pseudomonas cichorii. 

Discussion 

The results showed that Iranian P. marginalis strains are very diverse and are related to the 

isolation site and the host plant. This high diversity can be due to the long history of 

cultivating these plants in the provinces of Iran and the high genetic diversity in the bacterial 

population. Based on previous studies published on Iranian P. marginalis, this is the first 

report of isolation and identification of P. marginalis, the agent that causes soft rot in 

pepper, onion, and potato in East and West Azarbaijan provinces. 

 

Keywords: Bacterial rot, Phenotypic properties, Genetic fingerprinting, Genetic diversity 

 

Associate editor: M. Aeini (Ph.D.) 

 
 

 

Citation: Arshad, S., Nematollahi, S., Rouhrazi, K. & Kezrinejhad, N. (2022). Identifying and studying 

the genetic diversity of pathogenic Pseudomonas strains isolated from pepper, onion, and potato in east and 

west Azerbaijan provinces. Plant Protection (Scientific Journal of Agriculture), 45(2), 63-83. https://doi.org/ 
10.22055/ppr.2022.17435. 


