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عامل باکتریایی  Erwinia amylovoraهای  شناسایی و بررسی تنوع ژنوتیپی جدایه
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 چکیده

است که دار  های درختان میوه دانه ترین بیماری ترین و مخرب بیماری آتشک سیب و گلابی یکی از مهم

. جهت شناسایی و تعیین تنوع ژنوتیپی عامل بیماری نمایدهرساله خسارات فراوانی را به باغات میوه وارد می

گردید. درمجموع   آوری دار جمع ههای دارای علائم مشکوک به آتشک از باغات درختان میوه دان آتشک، نمونه

زایی و استفاده از  های فنوتیپی، بیوشیمیایی، بیماری جدایه جداسازی و با توجه به نتایج آزمون 34تعداد 

منظور بررسی تنوع ژنوتیپی  بهشناسایی شدند.  Erwinia amylovora عنوان ، بهEa71آغازگرهای اختصاصی 

استفاده شد. با توجه به  BOXو  ERICبا استفاده از آغازگرهای  rep-PCRاز آزمون های عامل بیماری،  جدایه

بر اساس درصد به سه گروه تقسیم شدند. همچنین  77ها در سطح  ، جدایهrep-PCRهای حاصل از  واکاوی داده

، Ntsys-pc 2.02افزار  های حاصل از بررسی تنوع فنوتیپی و بیوشیمیایی توسط نرم عددی داده وتحلیل یهتجز

آمده از یک میزبان و یک منطقه در  دست های به درصد باهم شباهت نشان دادند و جدایه 89در سطح  ها جدایه

نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که طورکلی  های بسیار نزدیک به هم قرار گرفتند. به یک گروه و یا گروه

 بالایی با یکدیگر دارند.، یکنواخت بوده و شباهت خیلی E. amylovora یهای باکتر جدایه

 

 : آتشک، اروینیا آمیلوورا، سیب، فنوتیپ، ژنوتیپها واژهکلید

 

 

 مقدمه

‌دانه‌یطورکل‌‌به ‌میوه ‌درختان ‌نقش‌‌محصولات دار

ای،‌صنایع‌تبدیلی،‌صادرات‌‌لحاظ‌تغذیه‌بسیار‌مهمی‌را‌از

‌خود‌ ‌به ‌کشور ‌اقتصاد ‌در ‌ارزی ‌درآمدهای ‌کسب و

(.‌Moarrefzadeh et al., 2009است‌)‌‌اختصاص‌داده
‌محمد‌رضی‌نتاج‌دبیر‌تخصصی:‌دکتر

‌

‌باکتریایی ‌عامل ‌با ‌آتشک  Erwiniaبیماری

amylovora (Burrill 1882)میزبانی‌وسیعی‌در‌‌دامنه‌

‌گل ‌گیاهان‌خانواده ‌به‌میان ‌دارد. ‌‌طوری‌سرخیان ‌200که

‌‌عنوان‌‌خانواده،‌بهجنس‌در‌این‌‌40گونه‌گیاهی‌متعلق‌به‌
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درختان‌میوه‌شده‌است‌که‌به‌‌میزبان‌این‌باکتری‌گزارش

 Bonnکند‌)‌دار‌خسارت‌اقتصادی‌فراوانی‌وارد‌می‌دانه

and van der Zwet, 2000‌ ‌یک‌(. ‌بیماری، عامل

باکتری‌گرم‌منفی‌با‌یک‌تا‌هشت‌تاژک‌محیطی،‌دمای‌

‌ ‌سانتی‌25-27بهینه ‌پرگنهدرجه ‌با ‌و‌گراد ‌سفید های

‌باکتری‌Dagher et al., 2020بدی‌شکل‌است‌)گن .)

فیتی‌ها‌مستقر‌و‌با‌رشد‌اپیعامل‌بیماری‌در‌کلاله‌شکوفه

‌سبب‌افزایش‌جمعیت‌باکتری‌می ‌افزایش‌بالا ‌این شود.

‌بالای‌ ‌انتشار ‌و ‌گل ‌در ‌عفونت ‌ایجاد ‌سبب جمعیت

‌گرده ‌حشرات ‌و ‌باران ‌توسط ‌میباکتری گردد‌افشان

(Mirzai et al., 2012‌ ‌تولید‌(. ‌با ‌بیماری عامل

‌‌پروتئین ‌مانند ‌مختلف ‌HrpAهای ،HopC1‌،

AvrRpt2‌ ،HrpW‌ ،HrpNپروتئین‌‌ های‌اختصاصی‌و

سبب‌کلونیزه‌کردن‌بافت،‌مرگ‌‌DspA/Eبیماری‌مانند‌

‌می ‌بیماری ‌توسعه ‌و ‌نکروز ‌ایجاد گردند‌‌سلولی،

(Abdollahi and Salehi, 2018‌ ‌در‌(. ‌بیماری این

میلیون‌‌100سالانه‌بیش‌از‌‌ییتنها‌ایالت‌متحده‌آمریکا‌به

‌می ‌خسارت‌وارد ‌)دلار (.‌Norelli et al., 2003کند

‌سبب‌‌آمیلووران‌به‌علت‌ساختار‌زنجیره ای‌پلیمری‌بلند،

‌درنت ‌و ‌چوبی ‌آوند ‌عناصر ‌پژمردگی‌جهیانسداد ،

‌)سیب‌می‌یها‌شاخسار (.‌Koczan et al., 2009شود

هتروپلی‌ساکارید‌موجود‌در‌اووز‌‌نیتر‌یآمیلووران‌اصل

واسطه‌تعامل‌متقابل‌با‌میزبان‌‌باکتری‌است‌که‌تولید‌آن‌به

همبستگی‌مثبت‌بین‌تولید‌‌ۀشود.‌به‌دلیل‌مشاهدتنظیم‌می

‌آزار ‌پر ‌و ‌می‌یآمیلووران ‌نظر ‌به ‌که‌رسدباکتری،

‌آزار ‌پر ‌برای بسیار‌‌‌E. amylovoraیآمیلووران

های‌روش‌.(Holtappels et al., 2016)‌استضروری‌

های‌باکتریایی‌متعددی‌جهت‌مطالعه‌تنوع‌ژنتیکی‌جدایه

‌می ‌که ‌دارد ‌قطعات‌وجود ‌طول ‌چندشکلی ‌به توان

‌دیAFLP)‌رشدهیتکث ‌هیبریداسیون ‌آنالیز‌ان(، ای،

(‌Rep- PCR)‌تکرارشوندههای‌دار‌و‌توالیهای‌خانه‌ژن

 ,.Aeini and Taghavi, 2014, Ye et alاشاره‌نمود‌)

2013‌ ‌از ‌استفاده ‌با ‌گرفته ‌صورت ‌مطالعه ‌در روش‌(.

rep-PCR آغازگرهای‌ ‌ REP ،ERIC با  BOXو

‌که‌ E. amylovora یها‌هیجداتنوع‌ژنتیکی‌ نشان‌داد

‌ژنتیکی‌ها‌نیاستر ‌الگوی ‌گلابی ‌درختان ‌از ‌جداشده ی

‌جدایه ‌سایر ‌به ‌نسبت ‌را ‌دادندمتفاوتی ‌نشان  ها

(Radunović et al., 2017.) مهم‌عدم‌یکی‌از‌دلایل‌

‌وجود‌ ‌عدم ‌بیماری، ‌این ‌مهار ‌و ‌شناخت ‌در موفقیت

‌تنوع‌ژنتیکی‌جدا  .Eیها‌هیاطلاعات‌کافی‌در‌ارتباط‌با

amylovoraاین‌است‌‌ ‌انجام ‌از ‌هدف ‌بنابراین، ؛

پژوهش،‌شناسایی‌عامل‌باکتریایی‌آتشک‌سیب‌و‌گلابی‌

‌آزمون ‌اساس ‌ببر ‌همچنین‌ییایمیوشیهای ‌و ‌مولکولی ،

های‌موجود‌در‌باغات‌سیب،‌استرین‌بررسی‌تنوع‌ژنوتیپی

‌.استهای‌موردمطالعه‌استان‌همدان‌به‌و‌گلابی‌شهرستان

 

 هامواد و روش

 برداری و جداسازی عامل بیمارینمونه

نهاوند،‌ملایر،‌همدان‌و‌‌یها‌از‌باغات‌میوه‌شهرستان

‌ ‌شهریورماه ‌تا ‌خردادماه ‌از ‌و‌1396تویسرکان ‌بازدید

آوری‌نمونه‌از‌درختان‌جمعصورت‌گرفت.‌برداری‌‌نمونه

،‌سیب‌و‌به‌دارای‌علائم‌آتشک‌انجام‌شد.‌جهت‌‌گلابی

ملایم‌‌ها‌چند‌دقیقه‌در‌جریان‌جداسازی‌باکتری،‌ابتدا‌نمونه

‌نمونه ‌ضدعفونی ‌از ‌پس ‌و ‌شسته ‌هیپوکلریت‌آب ‌با ها

‌ ‌سوسپانسیون‌سدیم، ‌گردید. ‌تهیه ‌باکتری سوسپانسیون

‌مح ‌روی ‌به‌طیباکتری ‌غذایی صورت‌خطی‌‌کشت‌آگار

‌تشتک ‌دمایروی ‌در ‌و ‌کشت ‌پتری درجه‌‌‌28های

‌نگه‌سانتی ‌روز ‌سه ‌مدت ‌به ‌انکوباتور ‌درون داری‌گراد

های‌کوچک،‌‌گردید.‌بعد‌از‌گذشت‌سه‌روز،‌تک‌کلنی

با‌حاشیه‌صاف‌انتخاب‌و‌برای‌‌رنگ‌یریبراق،‌کرم‌تا‌ش

‌غذایی‌‌خالص ‌آگار ‌کشت ‌محیط ‌روی ‌مجدداً سازی،

مقطر‌‌ها‌درون‌آبسازی‌نمونهپس‌از‌خالص‌.گردید‌کشت

 داری‌شدند.نگه‌گراد‌یدرجه‌سانت‌استریل‌در‌دمای‌چهار

بررسی خصوصیات فنوتیپی و بیوشیمیایی 

 هاجدایه

‌و‌‌به ‌فنوتیپی ‌خصوصیات ‌بررسی ‌و ‌شناسایی منظور

‌جدایه ‌آزمون‌بیوشیمیایی ‌گرم‌‌ها ‌گردید. ‌انجام ‌زیر های

 ,.Sulsow et al)به‌روش‌حلالیت‌در‌پتاس‌سه‌درصد‌
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1982 ،)‌ ‌‌(،dye, 1986)کاتالاز  ,Kovacs)اکسیداز

‌هوا(، 1956 ‌بی‌رشد ‌و ‌‌هوا‌زی  Hugh and)زی

Leifson, 1953،) شمعدان‌تیآزمون‌فوق‌حساس‌ ‌یدر

(Klement et al., 1964،) ورقه‌ های‌‌لهیدگی

‌کشت‌سیب ‌محیط ‌در ‌رشد ‌در‌، EMB زمینی، رشد

‌اورهحرکت‌توده، YDC محیط‌کشت آز،‌‌ای‌باکتری،

‌لسیتیناز،‌ ‌لوان، ‌تولید ‌گلوکز، ‌از ‌گاز ‌تولید ‌رد، متیل

‌اسکولین،‌ ‌هیدرولیز ‌ژلاتین، ‌هیدرولیز ‌نشاسته، هیدرولیز

‌ ‌توئین ‌هیدرولیز ‌اندول، ‌80تولید ‌تولیدگاز ،H2S از‌

‌ ‌رشد‌در ‌تحمل‌نمک‌‌درجه‌سانتی‌39سیستیین، ‌5گراد،

نات،‌تارتارات،‌درصد،‌استفاده‌از‌سیترات،‌اگزالات،‌مالو

‌گالاکتوز،‌ ‌گلوکز، ‌از ‌اسید ‌تولید ‌آلانین، لاکتات،

‌آرابینوز،‌ ‌آدونیتول، ‌لاکتوز، ‌مانیتول، ‌زایلوز، سوکروز،

‌فر ‌سوربیتول، ‌گلیسرول‌وسلوبیوز، ‌مانوز، ‌ترهالوز، کتوز،

‌همکاران ‌و ‌روش‌شاد ‌به ‌مالتوز  ,.Schaad et al) و

 انجام‌شد. (2001

 زاییآزمون بیماری

‌‌برای‌اثبات‌بیماری ‌108غلظت‌زایی،‌سوسپانسیونی‌با

‌تشکیل ‌میلی‌واحد ‌در ‌کلنی ‌‌دهنده ‌از‌CFU/ml)لیتر )

‌ ‌شد‌ۀساعت‌24کشت ‌تهیه ‌مایهباکتری ‌جهت ‌از‌‌. زنی

‌ضدعفون‌برگ ‌پس‌از ‌شد. ‌استفاده ‌گلابی ‌جوان ‌یهای

‌‌ها،برگ ‌باکتری‌‌یترل‌یکروم‌500مقدار ‌سوسپانسیون از

‌رگبرگ‌اصلی‌قرار‌‌یجادشدههای‌ا‌روی‌زخم ‌ناحیه در

‌90زنی‌شده‌در‌شرایط‌رطوبتی‌‌های‌مایه‌برگ‌داده‌شد.

‌ ‌دمای ‌و ‌سانتی‌25درصد ‌نگه‌درجه ‌نتایج‌‌گراد ‌و داری

‌برای‌هر‌جدایه‌سه‌تکرار‌‌هفتپس‌از‌ روز‌بررسی‌شد.

‌به ‌سترون ‌آب‌مقطر ‌از ‌و ‌شد ‌منفی‌‌استفاده ‌شاهد عنوان

‌(.Yassad et al., 1994استفاده‌گردید‌)

‌‌PCRانجام آزمون

های با استفاده از آغازگرهای  تشخیص جدایه

 اختصاصی

 Ea71ها‌از‌آغازگر‌اختصاصی‌برای‌تشخیص‌جدایه

‌رفت ‌توالی  CCT GCA TAA ATC ACC'5) با

GCT GAC AGC TCA ATG'3)برگشت‌‌‌ و

(5'GCT ACC ACT GAT CGC TCG AAT 

CAA ATC GGC'3جفت‌‌187(‌با‌طول‌قطعه‌تکثیری‌

این‌آغازگرها‌‌(.Taylor et al., 2001)ده‌شد‌باز‌استفا

منظور‌‌توسط‌شرکت‌پیشگام‌)تهران،‌ایران(‌سنتز‌شدند.‌به

سوسپانسیون‌نیمه‌کدری‌از‌، (DNA)ای‌‌ان‌استخراج‌دی

‌‌24کشت‌ ‌باکتری‌در آب‌مقطر‌‌تریل‌کرویم‌500ساعته

‌سوسپانس ‌دادن ‌قرار ‌از ‌پس ‌گردید. ‌تهیه ‌ونیسترون

ها‌دقیقه،‌نمونه‌15باکتری‌در‌آب‌در‌حال‌جوش‌به‌مدت‌

‌مدت‌ ‌‌سهبه ‌در ‌سانتر 13000دقیقه ‌دقیقه ‌در ‌وژیوفیدور

‌محلول‌رویی‌به ‌سپس‌از ‌در‌‌ان‌عنوان‌دی‌شدند. ای‌الگو

‌.(‌استفاده‌شدPCRمراز‌)‌ای‌پلی‌واکنش‌زنجیره

‌ترموسایکلر PCR واکنش ‌دستگاه ‌از ‌استفاده  با

(Bio rad - USA)شامل‌‌تریل‌کرویم‌25حجم‌نهایی‌‌و‌با‌

‌پیشگام Master mix red تریل‌کرویم‌5/12 ‌-)شرکت

‌ ‌آغازگر‌تریل‌کرویم‌1ایران(، ‌از ‌هرکدام ‌)شرکت‌‌از ها

‌کرویم‌2آب‌مقطر‌سترون‌و‌‌تریل‌کرویم‌9ایران(،‌‌-پیشگام

‌شد‌‌DNAتریل ‌ژنومی‌‌.انجام ‌قطعات آشکارسازی

‌عکس‌در‌رشدهیتکث ‌و ‌یک‌درصد ‌آگارز با‌‌یبردار‌ژل

 انجام‌شد.‌‌Gel documentationدستگاه

 rDNA 16Sتعیین توالی ناحیه 

‌دقیق‌به ‌شناسایی ‌توالی‌‌منظور ‌بیشتر، ‌اطمینان ‌و تر

از‌‌با‌استفاده، نماینده‌یها‌هیجدا، rDNA S16 ی‌ناحیه

‌توالی‌ ‌10Fرفت‌آغازگر با

(5'AGTTTGATCATGGCTCAGATTG'3و‌‌ )

‌ ‌برگشت ‌توالی‌‌1507rآغازگر با

(5'TACCTTGTTACGACTTCACCCCAG'3)‌

ارسال‌‌ستیتکثیر‌و‌برای‌تعیین‌توالی‌به‌شرکت‌تکاپو‌ز

 BLASTn گردید.‌نتایج‌تعیین‌توالی‌با‌استفاده‌از‌برنامه

‌با‌‌ارزیابی‌و‌میزان‌تشابه‌آن NCBI موجود‌در‌سایت ها

‌استرین ‌ثبت‌سایر ‌بر‌های ‌پایگاه ‌این ‌در ‌شد.‌شده رسی

‌مجاور ‌اتصال ‌الگوریتم ‌با ‌فیلوژنتیکی  درخت

(Neighbor- joining) شاخه‌ ‌صحت ‌آزمون  ها‌و

(Bootstrapping) نرم‌ ‌از ‌استفاده ‌‌با نسخه‌ Megaافزار

 تکرار‌بررسی‌شد. 1000 با پنج
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‌‌rep-PCRآزمون
‌جدایه ‌ژنتیکی ‌تنوع ‌بررسی ‌باکتری‌جهت  .E های

amylovora از‌روش rep-PCR آغازگرهای‌ و‌باERIC1 

‌توالی  و (ATgTAAgCTCCTggggATTCAC) با

ERIC2 توالی‌  با

(AAgTAAgTgACTggggTgAgCg) آغازگر‌  و

BOX توالی‌  (CTACggCAAggCgACgCTgAC) با

 (.Versalovic et al., 1994) استفاده‌شد

 ها داده لیوتحل  هیتجز

‌جدایه‌گروه ‌ویژگی‌بندی ‌اساس ‌بر ‌از‌‌ها ‌فنوتیپی، های

ها‌با‌استفاده‌از‌ضریب‌تشابه‌‌محاسبه‌میزان‌شباهت‌جدایهطریق‌
‌و‌ (Simple matching, SM) ‌ساده ‌گرفت انجام

‌روش ‌به  Unweighted Pair- Groupدندروگرام

Method using Arithemtic average (UPGMA) ‌
‌نرم‌با ‌از  Ntsys-pc version 2.02eافزار‌استفاده

Numerical Taxonomy and Multivariate) 

(Analysis Systemفنوتیپی‌‌‌ ‌خصوصیات ‌گردید. ترسیم
‌کد‌به ‌صفر‌‌صورت ‌و ‌مثبت( ‌خصوصیات ‌یک‌)برای های

افزار‌تعریف‌گردید.‌بر‌‌)برای‌خصوصیات‌منفی(‌برای‌این‌نرم

شده‌به‌آن،‌دندروگرام‌مربوط‌به‌‌پایه‌خصوصیات‌فنوتیپی‌داده
‌.افزار‌رسم‌گردید‌بررسی،‌توسط‌این‌نرم‌جدایه‌مورد‌34

فاصله‌ژنتیکی‌ Ntsys-pc 2.02 افزار‌استفاده‌از‌نرمبا‌

‌فاصله‌یا‌شباهت‌ژنتیکی‌بین‌افراد‌‌جدایه ها‌رسم‌گردید.

‌باند‌در‌ژل‌مشخص‌شد.‌‌به ‌عدم‌وجود ‌یا صورت‌وجود

 Hierachical) ای‌بر‌اساس‌روش‌مراتبی‌تجزیه‌خوشه

Technique) میان‌‌ ‌واقعی ‌فاصله ‌بررسی ‌برای ‌و انجام

 و‌ضریب‌تشابه‌جاکارد (UPGMA) کلاسترها‌از‌روش

(J) .استفاده‌گردید‌

‌

 نتایج

 علائم و جداسازی عامل بیماری آتشک سیب و

 گلابی

‌آتشک‌‌عمل‌های‌به‌طی‌بازدید ‌علائم‌مشکوک‌به آمده،

‌دانه ‌میوه ‌شدت‌درختان ‌با ‌شد.‌‌دار های‌مختلف‌مشاهده

ای‌‌ها،‌قهوه‌ها‌و‌میوه‌این‌علائم‌شامل‌خشکیدگی‌شکوفه

ها‌‌و‌بافت‌اطراف‌آن،‌آویزان‌شدن‌برگ‌ها‌شدن‌رگبرگ

های‌نارس‌و‌بروز‌شانکر‌و‌ترشحات‌صمغی‌در‌تنه‌‌و‌میوه

‌کشت‌سوسپانسیون‌ ‌پس‌از ‌روز ‌سه ‌تا ‌دو ‌بود. درختان

های‌کوچک،‌براق،‌به‌رنگ‌کرم‌تا‌‌ها،‌تک‌پرگنه‌نمونه

‌محدب‌انتخاب‌ ‌و ‌گرد ‌شکل ‌صاف‌به ‌حاشیه ‌با شیری

های‌دارای‌علائم‌ونهجدایه‌از‌نم‌34شد.‌درمجموع‌تعداد‌

‌(.1جداسازی‌گردید‌)جدول‌
 

 جداشده از مناطق مختلف استان همداندار  ، عامل آتشک درختان میوه دانهE. amylovoraهای  مشخصات جدایه  -1جدول 

Table 1. Characteristics of E. amylovora isolates, the causal agent of seeded fruit trees from 

different regions of Hammedan Province 

Isolate code Host Local of collection 

S1 to S8 Apple Nahavand 

S15 to S18 Apple Malayer 

S22 to S26 Apple Hammedan 

S32 ،S33 ،S34 Apple Tuyserkan 

G9, G10 Pear Nahavand 
G19 Pear Malayer 

G27 ،G28 ،G29 Pear Hammedan 

B11 to B14 Quince Nahavand 

B20 , B21 Quince Malayer 

B30 , B31 Quince Hammedan 
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ررسی خصوصیات فنوتیپی، فیزیولوژیکی و ب

 ها بیوشیمیایی جدایه

‌آزمون ‌اساس ‌انجام‌بر ‌جدایه‌های ‌کلیه ‌گرم‌‌شده، ها

‌دارای‌قابلیت‌رشد‌در‌شرایط‌بی ‌قادر‌به‌‌منفی، هوازی،

‌ولی‌ ‌بودند. ‌مثبت ‌کاتالاز ‌و ‌لوان ‌تولید ‌ژلاتین، ذوب

‌مح‌هیچ ‌روی ‌صورتی ‌رنگدانه ‌تولید ‌به ‌قادر ‌طیکدام

‌ورقه ،YDC کشت ‌سیب‌لهانیدن ‌تولید‌‌های زمینی،

‌‌اوره ‌دمای ‌در ‌رشد ‌سانتی‌39آز، ‌احیا‌درجه ‌یگراد،

‌جدایه ‌کلیه ‌نبودند. ‌تویین ‌هیدرولیز ‌توانایی‌‌نیترات‌و ها

استفاده‌از‌گلوکز،‌فروکتوز،‌گالاکتوز،‌ساکارز،‌لاکتات‌

‌اساس‌نتایج‌شاد‌و‌همکاران‌ ‌بر ‌داشتند‌که ‌سیترات‌را و

تشخیص‌داده‌شد؛‌اما‌ E. amylovora عنوان‌(‌به2001)

‌آزمون ‌از ‌برخی ‌سبز‌‌نتایج ‌رنگدانه ‌تولید ‌قبیل ‌از ها

‌کشتمت ‌محیط ‌روی ‌از‌، EMB الیک ‌گاز تولید

‌هیدرولیز‌ ‌ژلاتین، ‌هیدرولیز ‌اندول، ‌تولید گلوکز،

‌آرابینوز،‌ ‌زایلوز، ‌مانیتول، ‌از ‌اسید ‌تولید ‌و آسکولین

‌در‌ ‌سلوبیوز ‌و ‌سوربیتول ‌گلیسرول، ‌مانوز، آدونیتول،

‌جدایه ‌از ‌در‌‌بعضی ‌خصوصیات ‌سایر ‌بود. ‌متفاوت ها

 آمده‌است.‌2جدول‌

‌همه ‌جدای‌34ی ‌باکتری‌‌هفته، ‌تلقیح ‌پس‌از روز

‌برگ ‌ایجاد‌‌روی ‌آتشک‌را ‌بیماری ‌علائم های‌گلابی،

‌بیماری‌روی‌برگ ‌علائم ‌به‌کردند. ‌و‌‌ها صورت‌نکروز

‌طرفین‌ ‌به ‌و ‌شروع ‌خراش ‌محل ‌از ‌که ‌بود سوختگی

‌ ‌برگیافتتوسعه ‌روی ‌شیرابه ‌قطرات ‌همچنین ها‌‌.

شده‌زنی‌‌هایی‌که‌با‌آب‌مقطر‌مایه‌مشاهده‌گردید.‌برگ

‌(.1گونه‌علائمی‌نشان‌ندادند‌)شکل‌‌بودند،‌هیچ

‌تجز ‌اساس ‌داده‌وتحلیل‌یهبر ‌از‌‌عددی ‌حاصل های

ای‌‌های‌مختلف‌بیوشیمیایی،‌فیزیولوژیکی‌و‌تغذیه‌آزمون

‌نرم ‌از ‌استفاده ‌Ntsys-pc version 2.02 ،34 افزار‌با

‌ E. amylovora ی‌‌جدایه ‌سطح ‌باهم‌‌89در درصد

‌جدای ‌دادند. ‌نشان ‌به‌هشباهت ‌یک‌‌دست‌های ‌از آمده

‌گروه ‌یا ‌و های‌بسیار‌‌میزبان‌و‌یک‌منطقه‌در‌یک‌گروه

‌(.2نزدیک‌به‌هم‌قرار‌گرفتند‌)شکل‌

‌ ،E. amylovora های‌جدایه ‌آزمون ‌PCRدر

‌اختصاصی ‌آغازگر ‌جفت ‌ژل‌، Ea71 توسط روی

جفت‌بازی‌‌187انتظار‌‌الکتروفورز‌یک‌درصد،‌قطعه‌قابل

‌(.3را‌تکثیر‌نمودند‌)شکل‌

 ‌sتر‌و‌اطمینان‌بیشتر،‌توالی‌ناحیه‌منظور‌شناسایی‌دقیق‌‌به

rDNA16جدایه دو‌ B14 و S26 ،جهت‌‌ ‌شد. تکثیر

‌در‌ ‌جدایه ‌دو ‌این ‌فیلوژنیکی ‌موقعیت ‌شدن مشخص

‌گونه ،Enterobacteriaceae خانواده ‌توالی های‌‌با

‌نتایج‌4مقایسه‌شد‌)شکل‌ NCBI نزدیک‌موجود‌در .)

از‌نهاوند،‌روی‌درخت‌به‌که‌ B14 نشان‌داد‌که‌جدایه

‌جدایه ‌با ‌بود  .Eگونه JN409472 جداشده

amylovora، 100 درصد‌شباهت‌داشت‌و‌جدایه S26 

‌با‌ ‌بود ‌جداشده ‌سیب ‌درخت ‌روی ‌همدان، ‌از که

 درصد‌شباهت‌داشت. E. amylovora، 97 های‌جدایه

 

 دار در جداشده از درختان میوه دانه E. amylovoraهای  خصوصیات فنوتیپی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی جدایه  -2جدول 

 استان همدان

Table 2. Phenotypic, physiological and biochemical characteristics of E. amylovora isolates collected 

from fruit trees in Hammedan Province 

Result Test Result Test 

- lecithinase - Gram reaction 

 Utilization of + Oxidative-fermentative 

+ Citrate + Hypersensivity reaction 

on Geranium 

- Oxalate - Growth at 39˚C 

- Malonate + Levan production 

- Tartrate - Oxidase 

+ Lactate + Catalase 
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   Table 2 continued: 

- Alanine + Swarming motility 

 Acid production from **- Green pigment on EMB 

+ Glucose - Yellow pigment on 

YDC 

+ Galactose - Nitrate reduction 

+ Sucrose *- Gelatin hydrolysis 

*- Cellobiose - Arginine dihydrolase 

+* Sorbitol - Tween 80 hydrolysis 

*- Xylose *- Esculin hydrolysis 

*- Mannose - Starch hydrolysis 

+ Trehalose *- Gas from Glucose 

- Lactose *- Indole production 

- Maltose - Salt  6 % tolerance 

+ Fructose - Urease test 

+** Arabinose - Methyl red 

**- Adonitol *- H2s from cysteine 

*- Glycerol - Potato soft rot 
+: indicates positive reaction, -: negative reaction, *: more than 80 percent of isolates, 

**: more than 60 percent. 

‌

‌

‌

‌
شده با آب  زنی شاهد مایه (‌E. amylovora‌.aهای گلابی تلقیح شده با باکتری علائم بیماری آتشک روی برگ -1شکل 

 E. amylovoraزنی شده با باکتری  نمونه مایه‌(‌bمقطر
Figure 1. Fire blight symptoms on pear leaves inoculated with E. amylovora. a) The control 

inoculated with distilled water, b) The sample inoculated with E. amylovora 
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بر اساس مثبت یا منفی بودن در استان همدان  عامل آتشک درختان میوه‌E. amylovoraهای  بندی جدایه گروه -2کل ش

 UPGMAواکنش بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی بر اساس الگوریتم 
Figure 2. E. amylovora grouping isolated from Hammedan province based on positive or negative 

biochemical and physiological reaction using UPGMA Algorithm 

‌

‌

 
 Standard)از چپ به راست: مارکر  Ea71اختصاصی با استفاده از آغازگر  PCRنقوش الکتروفورزی محصول  -3شکل 

molecular marker 100bp DNA Ladder)‌،S1‌،S5‌،S8‌،G10‌،B11‌،B14‌،S15،G19‌،B20‌،S22‌،S25‌،G27‌،B31‌،

S33‌،S34، ( شاهدآب مقطر سترون )منفی 

Figure 3. Electrophoretic profile of PCR product using Ea71 primer. From left-to-right: Standard 

molecular marker 100bp DNA Ladder, sample S1, S5, S8, G10, B11, B14, S15, G19, B20, S22, S25, 

G27, B31, S33, S34, C-sterile distilled water (negative control) 

Coefficient

0.89 0.92 0.95 0.97 1.00

B20

 S1 
 S2 
 S3 
 S7 
 B14 
 S25 
 S26 
 S23 
 S17 
 B20 
 B21 
 S16 
 S22 
 S5 
 S4 
 G19 
 S15 
 S6 
 G9 
 S8 
 G10 
 B11 
 B12 
 B13 
 S32 
 S33 
 S34 
 S18 
 G27 
 G29 
 G28 
 B30 
 B31 
 S24 
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‌16S rDNAدندروگرام قرابت ترادف ناحیه  -4 شکل های خانواده  با برخی از جدایه S26و  B14دو جدایه ،

Enterobacteriaceae موجود در بانک اطلاعات‌NCBI‌

Figure 4. Dendrogram of 16S rDNA relatedness in isolates B14 and S26 along with some isolates of 

Enterobacteriaceae family available in NCBI database 

 

 

 

با  E. amylovoraتعیین تنوع ژنتیکی باکتری 

 rep-PCRاستفاده از الگوی 

ها‌‌عنوان‌نماینده‌جدایه‌جدایه‌انتخابی‌به‌15تنوع‌ژنتیکی‌

‌داده ‌نتایج ‌اساس ‌پراکنش‌‌یها‌بر ‌همچنین ‌و فنوتیپی

و‌با‌آغازگرهای‌‌rep-PCRجغرافیایی‌با‌استفاده‌تکنیک‌

ERIC‌‌ ‌از‌‌BOXو ‌استفاده ‌با ‌گرفت. ‌قرار موردمطالعه

‌ژنتیکی‌مناسب‌جهت‌بررسی‌تنوع‌ ‌نقشه این‌آغازگرها،

‌(.6و‌‌‌5یها‌ژنتیکی‌به‌دست‌آمد‌)شکل

‌75در‌سطح‌تشابه‌ ERIC ها‌با‌استفاده‌از‌آغازگر‌جدایه

 های‌تقسیم‌شدند،‌گروه‌اول‌جدایهدرصد‌به‌چهار‌گروه‌

S1 ،S2 ،S8 ،B14 ،S1 ،S23 و G10 ،گروه‌دوم‌دو‌

‌جدایه، G28 و B11 ی‌جدایه ‌سوم  های‌گروه

B21،S34 ،B31 ،S26 های‌و‌گروه‌چهارم‌جدایه S18 

‌شامل‌شدند‌)شکل‌ G19 و ‌از‌آغازگر7را ‌استفاده ‌با .) 

BOX ،‌ ‌تشابه ‌سطح ‌تقسیم‌‌77در ‌گروه ‌سه ‌به درصد

، S1 ،S8 ،G10 ،S23 های‌د‌که‌گروه‌اول‌جدایهشون‌می

B11 ،S18 ،S17 ،B14 ،G19 ،S26 دوم‌‌ ‌گروه و

‌سوم‌ S2 ،S34 ،G28 ،B31 های‌جدایه ‌گروه و

‌برم B21 ی‌جدایه ‌در ‌‌گیرد‌یرا ‌اساس‌8)شکل ‌بر .)

 KJ734673_Pectobacterium_carotovorum

 HM581688_Pectobacterium_carotovorum_subsp._carotovorum

 KF956742_Pectobacterium_carotovorum_subsp._carotovorum

 KF921611_Serratia_marcescens_subsp._marcescens

 KM099150_Serratia_marcescens

 JF713819_Serratia_marcescens

 GQ222272_Erwinia_amylovora

 GQ222273_Erwinia_amylovora

 B14

 JN409472_Erwinia_amylovora

 S26

 KC113175_Erwinia_amylovora

 HG423354_Erwinia_amylovora

 AF141895_Erwinia_amylovora

 NR102779Erwinia_amylovora

 HG423355Erwinia_amylovora

 NR114713_Brenneria_nigrifluens

 JX484738_Brenneria_nigrifluens

 EF016361_Ralstonia_solanacearum
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‌از‌یبند‌گروه ‌استفاده ‌ترکیبی‌با ، rep-PCR دندروگرام

‌در‌سطح‌تشابه‌‌جدایه درصد‌به‌چهار‌گروه‌تقسیم‌‌77ها

‌جدایه ‌اول ‌گروه ‌‌شدند. ، S1 ،G10 ،S17 ،S8های

S18 ،B11 ،G19 ،B14،جدایه‌‌ ‌دوم ، B21 ی‌گروه

‌جدایه ‌سوم گروه‌ و S2 ،S34 ،G28 ،B31 های‌گروه

(.9را‌شامل‌شدند‌)شکل‌ S26 و S23 های‌چهارم‌جدایه

 Standardاز چپ به راست: مارکر ) ERICبا استفاده از آغازگر  rep-PCRنقوش الکتروفورزی محصول  -5 شکل

molecular marker 100bp DNA Ladder) ،S1 ،S2 ،S8 ،G10،B11 ،B14،S17 ،S18 ،G19 ،B21 ،S23 ،S26 ،G28 ،

B31 ،S34 ،( شاهدآب مقطر سترون )منفی 
Figure 5. Electrophoretic profile of rep-PCR product using ERIC primer. From left-to-right: 

Standard molecular marker 100bp DNA Ladder, sample S1, S2, S8, G10, B11, B14, S17, S18, G19, 

B21, S23, S26, G28, B31, S34, sterile distilled water (negative control) 

‌

 Standard)از چپ به راست: مارکر  BOXبا استفاده از آغازگر  rep-PCRنقوش الکتروفورزی محصول  -6شکل 

molecular marker 100bp DNA Ladder)‌،S1‌ ،S2‌،S8‌،G10،B11‌،B14،S17‌،S18‌ ،G19‌،B21‌،S23‌،S26‌،G28‌،

B31‌،S34‌،( شاهدآب مقطر سترون )منفی 

Figure 6. Electrophoretic profile of rep-PCR product using BOX primer. From left to right: Marker 

(Standard molecular marker 100bp DNA Ladder), sample S1, S2, S8, G10, B11, B14, S17, S18, G19, 

B21, S23, S26, G28, B31, S34, sterile distilled water (negative control) 
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و ضریب تشابه ‌‌ERICبا استفاده از آغازگر‌‌rep-PCRهای حاصل از داده‌‌E. amylovoraهایجدایهام دندروگر -7شکل 

‌دار در استان همدانشده از درختان میوه دانهجدا NTSYS Ver 2.02افزار  جاکارد توسط نرم
Figure 7. Dendrogram of E. amylovora isolates using rep-PCR data by ERIC primer and Jaccard 

similarity coefficient from different regions of Hammedan province 
 

 

 
افزار  و ضریب تشابه جاکارد توسط نرم BOXبا استفاده از آغازگر  rep-PCRهای حاصل از  گرام دادهرودند -8شکل 

NTSYS Ver 2.02‌
Figure 8. Dendagram of rep-PCR data using BOX primer and Jaccard similarity coefficient by 

NTSYS Ver 2.02 software. 
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بر اساس  از استان همدان عامل بیماری آتشک سیب و گلابی E. amylovoraهای  دندروگرام ترکیبی جدایه -9شکل 

 Ericو  Boxگرهای  آغاز
Figure 9. Combined dendrogram of E. amylovora isolates based on Box and Eric primers from 

Hammedan province 

 

 

 

 بحث

‌بازدید ‌مناطق‌مختلف‌استان‌‌عمل‌های‌به‌طی ‌از آمده

‌علائم‌ ‌تویسرکان ‌و ‌همدان ‌ملایر، ‌نهاوند، ‌شامل همدان

‌ ‌آتشک‌درختان ‌دانهمشکوک‌به ‌شدت‌میوه ‌با های‌‌دار

های‌‌مختلف‌مشاهده‌شد.‌بر‌اساس‌نتایج‌حاصل‌از‌آزمون

‌جدایه ‌بیوشیمیایی، ‌ویژگی‌فیزیولوژیکی‌و ‌با هایی‌که‌‌ها

‌مطابقت‌داشت‌E. amylovora برای ‌است،  ذکرشده

(Schaad et al., 2001).تجز‌‌ ‌اساس ‌وتحلیل‌یهبر

‌‌34های‌فنوتیپی‌‌عددی‌ویژگی ‌E. amylovoraجدایه

هایی‌با‌شباهت‌‌های‌مختلف،‌گروه‌آمده‌از‌میزبان‌دست‌به

‌ازآنجاکه‌حداقل‌تشابه‌‌درصد‌ایجاد‌89بیش‌از‌ کردند.

با‌‌یندرصد‌ذکرشده‌و‌همچن‌80های‌فنوتیپی‌‌در‌ویژگی

توجه‌به‌نوع‌میزبان‌و‌منطقه،‌تنوع‌چندانی‌وجود‌ندارد‌و‌

از‌یکنواختی‌بسیار‌بالایی‌برخوردار‌هستند.‌در‌تحقیقات‌

‌ ‌همکاران ‌و ‌که‌Vantomme et al., 1982)وانتوم )

103‌‌ ‌نمودند،‌‌E. amylovoraجدایه ‌بررسی را

‌فنوتیپی،‌‌جدایه ‌خصوصیات ‌ازنظر ‌موردمطالعه های

‌الکترف ‌و ‌پروتئینبیوشیمیایی ‌در‌‌ورز ‌تفاوتشان ‌علیرغم ها

‌بودند. ‌مشابه ‌کاملاً ‌میزبان، ‌و ‌جغرافیایی تحقیقات‌‌منشأ

(‌ ‌دای ‌بودن‌Dye, 1968بیوشیمیایی ‌هموژن ‌به ‌نیز )

‌تفاوت‌‌گونه‌ینا‌های‌یهجدا ‌نیز ‌او ‌چراکه ‌داشت. تأکید

‌مصرف‌کربوهیدرات‌‌یا‌عمده ‌صفات‌بیوشیمیایی‌یا در

‌ ‌گونه ‌اعضاء ‌میان ‌از‌‌E. amylovoraدر ‌همه که

‌بودند،‌نیافت.‌درختان‌گلابیهای‌‌جدایه

‌آزمون ‌از ‌بسیاری ‌تحقیقات‌‌یها‌نتایج ‌با غذایی،

‌(Holt et al., 1994)‌و‌همکاران‌شده‌توسط‌هالت‌انجام

‌همکاران ‌و ‌افیونیان ‌(Afunian et al., 2000)‌و

‌ممکن‌است‌اختلافاتی‌‌.مطابقت‌داشت ‌برخی‌موارد در

توانایی‌مصرف‌کربوهیدرات‌توسط‌‌که‌به‌دلیلدیده‌شود

های‌‌گیاه‌تحت‌تأثیر‌کشت‌زای‌یماریهای‌ببرخی‌باکتری
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‌محیط ‌‌NAمکرر ‌است‌King Bیا ‌آزمون‌. در

‌هفتها‌‌های‌گلابی،‌تمامی‌جدایه‌زایی‌روی‌برگ‌بیماری

های‌گلابی،‌علائم‌‌روز‌پس‌از‌تلقیح‌باکتری‌روی‌برگ

‌روی‌ ‌بیماری ‌علائم ‌کردند. ‌ایجاد ‌را ‌آتشک بیماری

‌به‌برگ ‌محل‌‌ها ‌از ‌که ‌بود ‌سوختگی ‌و ‌نکروز صورت

همچنین‌قطرات‌‌.یافته‌بود‌خراش‌شروع‌و‌به‌طرفین‌توسعه

های‌‌ها‌مشاهده‌گردید.‌این‌نتایج‌با‌یافته‌شیرابه‌روی‌برگ

‌همکار ‌و ‌یاسد ‌همچنین‌ (et al., 1994 Yassad)ان و

Kazempour Niknejad( پور‌و‌همکاران‌‌نژادکاظم‌نیک‌

et al., 2007(‌.دانش‌ژنتیک‌‌گسترش‌مطابقت‌داشت

‌طبقه ‌به ‌کمک ‌بر ‌زمینه‌‌علاوه ‌زنده، ‌موجودات بندی

‌روش ‌بر‌یها‌ایجاد ‌مبتنی برای‌، DNA مولکولی

 E. amylovoraازجمله‌‌ها‌یتشخیص‌و‌شناسایی‌باکتر

‌ ‌است. ‌کرده ‌فراهم ‌بودنرا حساسیت‌‌و‌اختصاصی

‌شناسایی‌تکنیک ‌برای ‌ایمنوشیمیایی ‌و ‌مولکولی های

‌ ‌شده E. amylovoraمطمئن ‌مقایسه ‌و ‌اند‌بررسی

.(Guilford et al., 1995)یماریب در مطالعات اکثر‌‌

 جهت در‌PCRمبتنی‌بر‌ یها‌روش ویژه‌به گیاهی یشناس

‌و‌‌آغازگرهای طراحی ‌تشخیص ‌برای اختصاصی

‌بیماری ‌استشناسایی ‌های‌گیاهی های‌مختلفی‌‌تکنیک.

‌ ‌‌PCRاز ‌شناسایی ‌آتشک‌برای ‌بیماری ‌عامل باکتری

‌است‌)‌استفاده‌سیب‌و‌گلابی  ,.Bereswill et alشده

‌واکنش‌‌(.1992 ‌از ‌استفاده ‌با ‌بیمارگر ‌ردیابی در

‌Ea71(‌از‌آغازگر‌اختصاصی‌PCRمراز‌)‌ای‌پلی‌زنجیره

‌ب ‌که ‌مبنای ‌طراح‌DNAر ‌،بود‌شده‌یکروموزومی

‌کلی ‌شد. ‌قابل‌جدایه‌ۀاستفاده ‌قطعه ‌‌ها جفت‌‌187انتظار

‌PCRآمده‌درروش‌‌دست‌بازی‌را‌تکثیر‌نمودند.‌نتایج‌به

‌ ‌همکاران ‌و ‌تایلور ‌نتایج ‌(Taylor et al., 2001)با

موجودات‌زنده‌به‌‌DNAتنوع‌در‌توالی‌‌مطابقت‌داشت.

تواند‌‌ها‌می‌شود.‌این‌تفاوت‌های‌مختلفی‌ظاهر‌می‌صورت

‌در‌ ‌اینکه ‌یا ‌یابد ‌تجلی ‌مورفولوژیکی ‌صفات در

‌ساختار‌‌پروتئین ‌یا ‌اندازه ‌ازنظر ‌)چه ‌موجودات های

‌DNA ‌(‌نمود‌پیدا‌کند‌و‌یا‌اینکه‌از‌سطحیرهفضایی‌و‌غ

‌ریخت ‌خصوصیات ‌از ‌استفاده ‌نرود. شناسی،‌‌فراتر

‌تغذیهفیزیو ‌و ‌بیوشیمیایی ‌روش‌لوژیکی، ‌ازجمله های‌‌ای

‌از‌برآورد‌تنوع‌ژنتیکی‌در‌باکتری آنجائی‌که‌ ها‌هستند.

‌.دهند‌گیر‌بوده‌و‌اغلب‌نتایج‌مبهمی‌می‌ها‌وقت‌این‌روش

‌اخیر‌ ‌دهه ‌دو ‌در ‌مولکولی ‌خصوصیات ‌از استفاده

‌موجودات،‌ ‌بین ‌تنوع ‌است. ‌قرارگرفته ‌جدی موردتوجه

ها‌و‌تغییرات‌پیاپی‌‌شی‌از‌جهشهای‌نا‌حاصل‌دگرگونی

باشد‌و‌این‌تغییرات‌توسط‌نشانگرهای‌مولکولی‌‌ژنی‌می

شده‌نشان‌‌های‌انجام‌و‌تشخیص‌است.‌پژوهش‌یبررس‌قابل

‌استرین‌می ‌که ‌‌دهد ‌گونه‌یک‌E. amylovoraهای

‌(.Rico et al., 2008دهند‌)‌هموژن‌را‌تشکیل‌می

‌توالی ‌‌از ‌‌ERICهای ‌آغازگرهای‌‌BOXو که

‌باکتری ‌استرین ‌تمایز ‌برای ‌هستند ‌سطح‌‌عمومی ‌در ها

حساسیت‌بالا‌‌یلاین‌روش‌به‌دل.‌شود‌استفاده‌می‌یرگونهز

ابزار‌آنالیز‌دقیق‌برای‌‌یکو‌بالا‌روش‌مناسب‌‌و‌سرعت

‌(.Genersch and Otten, 2003)‌ستهاتفاوت‌جدایه

‌ ‌از‌‌تحلیلوتجزیهدر ‌حاصل ‌ژنتیکی اثرانگشت

‌ ‌‌جدایه‌ERICآغازگر درصد‌شباهت‌نشان‌دادند.‌‌75ها

‌یهای‌سایر‌محققین‌همخوانی‌دارد.‌نجف‌این‌نتیجه‌با‌یافته

با‌استفاده‌(‌(Najafipour et al., 2015پور‌و‌همکاران‌

‌ ‌آغازگر ‌جدایه‌ERICاز ‌که ‌رسیدند ‌نتیجه ‌این های‌‌به

‌همچنین‌‌درصد‌شباهت‌نشان‌می‌72استان‌اصفهان‌ دهد.

دریافتند‌که‌‌(Molaei et al., 2010)ملایی‌و‌همکاران‌

‌‌جدایه ‌کردستان ‌استان ‌نشان‌‌70های ‌همولوژی درصد

با‌استفاده‌از‌‌rep-PCRدهد.‌نقوش‌حاصل‌از‌واکنش‌‌می

‌ ‌‌BOXآغازگر ‌سطح ‌جدایه‌77در ‌سه‌‌درصد، ‌به ‌را ها

‌به ‌نتایج ‌کرد. ‌تقسیم ‌به‌دست‌گروه ‌این‌‌وسیله‌آمده ی

‌نمی ‌روش ‌این ‌از ‌استفاده ‌با ‌داد ‌نشان ‌نیز توان‌‌آغازگر

‌میزبان‌جدایه ‌و ‌مناطق ‌یکدیگر‌‌های ‌از ‌را ‌مختلف های

‌نتایج‌نجف ‌این‌نتیجه‌نیز‌با پور‌و‌همکاران‌‌یمتمایز‌کرد.

Najafipour et al., 2015))همکاران‌‌ ‌و ‌ملایی ‌و

(Molaei et al., 2010)دارد.‌نقوش‌حاصل‌‌یهمخوان‌

و‌‌ERICبا‌استفاده‌از‌دو‌آغازگر‌‌rep-PCRاز‌واکنش‌

BOX‌‌ ‌سطح ‌جدایه‌77در ‌گروه‌‌درصد، ‌سه ‌به ‌را ها

‌تجز ‌از ‌حاصل ‌نتایج ‌به ‌توجه ‌با ‌کرد. ‌وتحلیل‌یهتقسیم
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‌ ‌از ‌ناشی ‌‌rep-PCRژنوتیپی در‌‌E. amylovoraدر

ها‌دارای‌یکنواختی‌‌تان‌همدان،‌مشخص‌گردید‌جدایهاس

‌ ‌از ‌حاصل ‌نتایج ‌مقایسه ‌هستند. ‌تحلیلوتجزیهبالایی

‌آزمون‌ ‌در ‌مورداستفاده ‌آغازگرهای ‌ترکیبی ‌و انفرادی

rep-PCRپژوهش‌حاصل‌‌ ‌این ‌در ‌یافته‌که ‌با های‌‌شده

و‌‌(Najafipour et al., 2015)پور‌و‌همکاران‌‌ینجف

‌ ‌همکاران ‌و ‌مطابقت‌(Molaei et al., 2010)ملایی

 Tavakolهای‌توکل‌باخدا‌و‌تقوی‌)‌داشت،‌ولی‌با‌یافته

bakhoda and Taghavi, 2010تفاوت‌ هایی‌وجود‌‌(

‌در‌بیشتر‌موارد‌آن ‌نشان‌دادند‌جدایه‌داشت. ها‌درصد‌‌ها

رسد‌علت‌وجود‌اختلاف‌‌تشابه‌بیشتری‌دارند.‌به‌نظر‌می

‌جدایه ‌تشابه ‌درصد ‌همدا‌در ‌استان ‌در ‌فارس،‌ها ‌و ن

‌آن‌جمع ‌باشد.‌‌آوری ‌همدان ‌مختلف‌استان ‌مناطق ‌از ها

جدایه‌که‌‌11است‌که‌توکل‌باخدا‌و‌تقوی‌‌یاین‌در‌حال

‌از‌ ‌استفاده ‌با ‌را ‌بود ‌جداسازی‌شده ‌شیراز ‌سطح‌شهر از

‌موردبررس ‌آزمون ‌ازلحاظ‌‌یاین ‌تنوعی ‌که قراردادند

ها‌وجود‌نداشت.‌به‌همین‌دلیل‌‌جغرافیایی‌در‌میان‌جدایه

‌بر‌‌جدایه ‌علاوه ‌سطح‌بالاتری‌شباهت‌نشان‌دادند. ‌در ها

‌جدایه ‌است ‌ممکن ‌درمجموع‌‌این، ‌فارس ‌استان های

های‌استان‌همدان‌‌دارای‌همگنی‌بیشتری‌نسبت‌به‌جدایه

زیرا‌بیماری‌در‌مناطق‌‌باشند.‌این‌امر‌دور‌از‌انتظار‌نیست،

‌شهر‌شیراز‌ ‌به ‌محدود ‌تنها ‌و استان‌فارس‌گسترش‌نیافته

‌ های‌فنوتیپی‌و‌ژنوتیپی‌در‌‌یکنواخت‌بودن‌ویژگیاست.

،‌به‌عوامل‌مختلفی‌ازجمله‌منشأ‌گونه‌یکهای‌‌بین‌جدایه

‌باکتری‌ ‌میزبانی ‌دامنه ‌و ‌میزبانی ‌تخصص جغرافیایی،

 .Eهای‌‌جدایه‌ها‌نشان‌داده‌است‌که‌بستگی‌دارد.‌بررسی

amylovoraمشخص‌جداشده‌‌ ‌اقلیم ‌یک ‌از ‌و‌‌که اند

طور‌‌ها‌محدود‌به‌خانواده‌رزاسه‌است،‌به‌دامنه‌میزبانی‌آن

‌این‌احتمال‌وجود‌دارد‌که‌استهمگن‌‌یا‌ملاحظه‌قابل .

‌باکتری ‌گونه‌این ‌به ‌نسبت ‌میزبانی‌‌ها ‌دامنه ‌که هایی

‌فشا‌وسیع ‌دارند، ‌بیشتری ‌جغرافیایی ‌پراکندگی ‌و ر‌تر

‌باشند‌) ‌تحمل‌کرده  Perombelonتکاملی‌کمتری‌را

and Kelman, 1980).‌

‌

 گزاریسپاس

پزشکی‌دانشکده‌کشاورزی‌وسیله‌از‌گروه‌گیاه‌ینبد

های‌مالی‌و‌تهیه‌امکانات‌دانشگاه‌لرستان‌به‌خاطر‌حمایت
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Abstract 

Introduction 
One of the most destructive diseases of pome fruit species which causes irreparable 

damage to gardening products worldwide is fire blight disease caused by Erwinia 

amylovora. In Iran, it was first observed in pear trees in Alborz province and then spread 

across fruit orchards in the country. One of the main problems in fire blight management 

is evaluating causal agent genotypic characteristics. Thus, the present research was 

conducted to characterize genotypic features of E. amylovora as the cause of fire blight 

disease in pome fruit species in Hamadan province, Iran. 

Material and methods 

In this study, the samples with symptoms of canker on shoots and blight blossoms were 

observed and collected from the orchards in Hamadan province located in the west of 

Iran. After isolation, the isolates were purified for further studies. Phenotypic, 

biochemical, and pathogenicity tests were performed due to standard bacterial criteria. 

Phenotypic and biochemical tests of strains were examined by Ntsys-pc 2.02 software. A 

total of 15 representative isolates were selected and analyzed due to the size of amplified 

DNA using primers Ea71 and genetic features of the rep-PCR test using primers ERIC 

and BOX. For more accuracy and higher reliability of the specific primers results, the 

16S rDNA_ gene of two representative isolates was amplified and subjected to 

sequencing.  

Results 

Based on the biochemical, pathogenicity and molecular tests, a total of 34 isolates were 

identified as E. amylovora. Due to the numerical analysis, the data obtained by 

phenotypic and biochemical tests were similar at 89% level. Therefore, the isolates 

obtained from a specific host or region was grouped very close to each other. In the PCR 

tests survey, the isolates amplified 187 base pair expected fragments. The results of 

determining sequences indicated that both isolates were similar to E. amylovora showing 
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97% identity to the type of strains in the NCBI database. Due to data from the rep-PCR 

analysis, the isolates were divided into three groups at the similarity level of 77%. 

Discussion 

The results of genetic diversity using rep-PCR showed that there is no significant 

difference among E. amylovora bacterial isolates from different regions of Hamadan 

Province. Moreover, they showed high similarity to each other and placed close to each 

other. Our results confirm other studies regarding phenotypic characteristics of E. 

amylovora. Our results confirm that the isolates are homogenous in Hamadan province of 

Iran. To summary, these findings can be applied to breeding programs to better 

management of the bacterial disease. 

 

Keywords: Fire Blight, E. amylovora, Apple, Phenotype 

 
 
 

‌


