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و مطالعه خصوصیات فنوتیپی و تنوع ژنتیکی آن  اي خیارشناسایی عامل بیماري لکه زاویه
  *هاي فارس و کرماندر استان

Identification of the causal agent of angular leaf spot disease of cucumber 
and studying its phenotype characteristics and genetic diversity in Fars 

and Kerman provinces 

  **1سید محسن تقوي، فاطمه موحدي پاریزي

  )20/10/1393 :؛ تاریخ پذیرش23/9/1392: تاریخ دریافت(

  چکیده
هاي خیار در استان فارس به عنوان عامل جدایه از گلخانه 14کرمان و هاي خیار در استانجدایه از گلخانه 11، 1391و  1390هاي طی سال

اي و ها از لحاظ خصوصیات فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی، تغذیـه کلیه جدایه. مورد بررسی قرار گرفتند اي خیار شناسایی وبیماري لکه زاویه
شناسایی   Pseudomonas syringae pv. lachrymans و به عنوان مورد بررسی قرار گرفتند D22و  D21 توسط آغازگر bp 560ي تکثیر قطعه

هـاي بـه   جدایـه . صورت گرفـت  ERICو  BOXبا استفاده از آغازگرهاي  rep-PCRها آزمونهمچنین به منظور بررسی تنوع جدایه .شدند
-با استفاده از نـرم آنالیز عددي خصوصیات فنوتیپی، . مورد بررسی قرار گرفتند GATTaو  LOPATهاي گروه دست آمده بر اساس آزمون

هاي فنوتیپی و بیوشیمیایی به هـم  هاي فارس و کرمان از لحاظ ویژگیجدا شده از استان Pslهاي نشان داده شد که جدایه NTsys-PCافزار 
در آزمون بیماریزایی، پس از . شباهت داشتند% P. fluorescens، 50و با % Pseudomonas syringae pv. syringae 8/83شبیه بوده و با جدایه 

ي کدوئیان زنی به دیگر اعضاي خانوادههاي مورد نظر پس از مایهجدایه. اي دیده شدروز علائم سبززردي، آبسوختگی و لکه زاویه 14تا  7
این . تر نسبت به بقیه بوداي در خیار بسیار واضحهنظیر کدو، خربزه، هندوانه و طالبی نیز علائم را نشان دادند، با این وجود علائم لکه زاوی

هـاي  جدایـه . زنی شد، اما هیچ گونه علائم مشخصی دیـده نشـد  فرنگی، بادمجان و فلفل نیز مایهباکتري بر روي گیاهان دیگري نظیر گوجه
با استفاده  rep-PCRتنوع ژنتیکی آزمون هاي حاصل از مربوطه در این پژوهش از لحاظ فنوتیپی همگن بوده ولی براساس آنالیز عددي داده

  .بندي با منشا جغرافیایی جدایه همبستگی نداشتبه چهار گروه تقسیم شدند که این گروه Ericو  BOXاز آغازگر 
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  مقدمه
 Pseudomonasاي خیــار توســط بیمــاري لکــه زاویــه

syringae pv. Lachrymans شـود ایجاد می )Smith and 

Bryan, 1915(. هاي زرد علائم این بیماري به صورت لکه
هـا محـدود   باشد و از آنجاییکه به رگبرگزرد می و یا سبز

سـطح زیـر کشـت    . اي نام گرفتـه اسـت  شود، لکه زاویهمی
 63652به ترتیب،  2012و  2011در سالهاي خیار در ایران 

در ). FAOSTAT 2012( باشـد هکتار مـی  70000هکتار و 
هاي فارس و کرمـان بـه دلیـل داشـتن شـرایط آب و      استان

برخـی محصـولات کشـاورزي     هواي گرم و نسبتا خشـک 
شـوند، از اینــرو  هـا کشـت مـی   همچـون خیـار در گلخانـه   

در  بـالایی دارنـد   هایی که نیـاز بـه دمـا و رطوبـت    بیماري
-کنند، یکی از این بیمـاري ها شیوع بیشتري پیدا میگلخانه

باشـد کـه در   اي خیـار مـی  ها، بیماري باکتریایی لکه زاویـه 
خورد که باعـث  هاي خیار این دو استان به چشم میگلخانه

ــی   ــی م ــی و کیف ــارت کم ــودخس ــاکتري   .ش ــران ب در ای
P.syringae pv. Lachrymans م شهد شیرازرق( از طالبی( 

از مزرعــه تحقیقــاتی دانشــکده کشــاورزي در باجگــاه، در 
جدا و گـزارش شـده اسـت    شرایط مزرعه با آبیاري بارانی 

)Banihashemi, 1971.( صـفات فنـوتیپی،    خیهمچنین بر
ــه  ــیمیایی و تغذی ــال  آن ايبیوش ــتان  2007در س از کردس

ــزارش ــده اســــت  گــ ــه. (Harighi, 2007)شــ  گونــ
Pseudomonas syringae )Ps (    57بـا دارا بـودن بـیش از 
هاي موجود در ایـن  ترین گونهپاتوار، به عنوان یکی از مهم

تـرجیح میزبـانی بـه     (Yaish, 2006).گردد جنس تلقی می
عنوان خصوصیت مهمی تلقـی گردیـد کـه بـه دانشـمندان      

هـاي مشـابه از لحـاظ خصوصـیات     اجازه داد کـه بـاکتري  
از طـرف  . از یکـدیگر جـدا کننـد   فنوتیپی و بیوشیمیایی را 

هاي این افراد با یکدیگر بیش از آن است کـه  دیگر شباهت

به همـین  . ها را در سطح گونه از یکدیگر جدا کردبتوان آن
هـایی کـه بـه ایـن طریـق      تمامی گونـه  1974دلیل در سال 

 Ps گونـه  توصیف شده بودند در یکدیگر ادغام شـده و در 
هاي فوق به عنـوان  یک از گونهقرار گرفته و در مقابل، هر 

 ,Hirano and Upper(تلقی گردیدند  Psیکی از پاتوارهاي 

ــاران   ). 1990 ــط داي و همک ــدا توس ــاتوار در ابت ــوان پ عن
  ).Dye et al., 1980(پیشنهاد گردید 

-شناسایی عامل بیماري لکه زاویههدف از این پژوهش 

 هـاي اسـتان فـارس و کرمـان، بررسـی     اي خیار در گلخانه
و  P. syringae pv. Lachrymans خصوصـیات فنـوتیپی  

هـاي  همچنین تعیین تنوع ژنتیکی این باکتري در بین جدایه
در نظـر گرفتـه شـده     ،rep-PCRمختلفبا اسـتفاده از روش  

 .است

 هامواد و روش
  جداسازي و تشخیص 

ــال ــی س ــاي ط ــه از 1391-1390ه ــدهایی ک ، در بازدی
-مان به عمـل آمـد بـرگ   هاي فارس و کرهاي استانگلخانه

هاي زرد و آبسـوخته کـه محـدود بـه     هاي خیار داراي لکه
. آوري و به آزمایشـگاه منتقـل شـدند   جمع ها شده،رگبرگ

پس از شستشوي کامل برگهاي داراي علائم بیماري بـا آب  
مقطر سترون و له نمودن آنها درون هـاون سـترون حـاوي    

محیط کشت آب مقطر سترون، از مایع به دست آمده، روي 
King B 2-3هاي پتري به مدت کشت گردید و در تشتک 

هـاي  درجه سلسیوس نگهـداري و پرگنـه   25روز در دماي 
بـه منظـور بررسـی    . کرم رنگ جداسازي و خـالص شـدند  

آنهـا را درون آب مقطـر اسـتریل     حضور باکتري در بذرها،
قرار داده و پس از له نمودن درون هاون، از عصاره بدسـت  

-کشـت گردیـد و خـالص    KBآمده بر روي محیط کشت 
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  .سازي انجام گرفت

  آزمون اثبات بیماریزایی

براي اثبات بیماریزایی و تعیین دامنه میزبانی این باکتري 
خیار، کدو، : بذرگیاهان مختلف از خانواده کدوییان همچون

همچنـین از خـانواده   . هندوانه، خربزه، طالبی کشت شـدند 
فرنگـی، فلفـل، بادنجـان    گوجه: سولاناسه، نیز گیاهانی نظیر

 3پس از رشد بذرها و رسیدن آنها به مرحلـه  . کشت شدند
  .زنی انجام گرفتبرگی، مایه 4تا 

ي بـاکتري مـورد نظـر    ساعته 24زنی از کشت براي مایه
 1بـا چگـالی نـوري    ( cfu/ml  107نی به غلظتسوسپانسیو

 در آب مقطر سترون تهیه شد و) نانومتر 600در طول موج 
 ـ پس از پاشیدن پودر کاربراندوم برروي سطح برگ ن هـا، ای

به منظور .ها پاشیده شدسوسپانسیون نیز بر روي سطح برگ
حفظ رطوبت و ایجاد شرایط مناسب بـراي رشـد بـاکتري،    

هـاي پلاسـتیکی پوشـانده شـد و بـه      کیسهها با روي گلدان
هفتـه در ایـن حالـت قـرار گرفتنـد و روزانـه        2تا  1مدت 

پس از گذشت این مدت زمان، بـا مشـاهده   . بازرسی شدند
هاي از بوته هاي داراي علائمبرگ علائم مربوط به بیماري،

گیاه میزبان جدا شده و به آزمایشگاه منتقل شدند و مراحل 
زي و شناســایی بــاکتري صــورت جداســازي، خــالص ســا

 .گرفت

  ايهاي فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و تغذیهآزمون

 ,Kovacs(آزمـون اکسـیداز بـر اسـاس روش کـواکس      

لـوان، اکسـیداز،   :LOPATهاي گرم، گروه و آزمون) 1956
زمینی، هیدرولیز آرژنین و توانایی ایجاد فـوق  لهانیدن سیب

هـاي گـروه   زمـون حساسیت در توتون، کاتالاز و همچنین آ
GATTa   هیدرولیز ژلاتین، آسـکولین،تیروزیناز و اسـتفاده ،

 از تارتارات بر اساس روش شاد و همکاران انجـام گرفـت  
)Schaad etal., 2001.(  

  ژنومی DNAاستخراج 

و رســوب بـــا  SDSاســتخراج بـــه روش تیمــار بـــا   
  ). Gomes et al., 2000( ایزوپروپانول انجام شد

  آغازگرهاي اختصاصیتشخیص باکتري با 

 D22و  D21از آغازگر اختصاصـی  Pslبه منظور ردیابی 
  . استفاده شد

D21 (5´-AGC CGT AGG GGAACC TGC GG-3´) 
D22 (5´-TGA CTG CCA AGG CATCCA CC-3´) 
(Manceau and Horvais, 1997). 

و چرخه ) BIONEERمحصول شرکت (مواد مورد نیاز 
طبـق روش   PCRواکـنش دمایی مورد استفاده بـراي انجـام   

 انجــام گرفــت  1998سورنســون و همکــاران در ســال   
)Sorensen et al., 1998.(  

  بررسی تنوع ژنتیکی

، BOXA1Rبدین منظور از آغازگرهـاي  : rep-PCRآزمون
ERIC1R ،ERIC2   ــواحی ــین ن ــات، ب ــر قطع ــراي تکثی ، ب

ــد   ــتفاده گردی ــده اس ــت ش  ,.Versalovic et al(حفاظ

1991;Versalovic et al., 1994 .( چرخــه دمــایی مــورد
شامل واسرشته شدن اولیـه بـا دمـاي     rep-PCRاستفاده در 

، واسرشـته  )چرخه 1( دقیقه 2درجه سلسیوس به مدت  95
 92ثانیـه و بـا دمـاي     3درجه بـه مـدت    94شدن در دماي 
بـا  ) ERIC(ثانیه، جفـت شـدن آغـازگر     30درجه به مدت 

آغـازگر   دقیقـه، جفـت شـدن   1درجه و به مـدت   52دماي 
)BOX ( دقیقـه،   1درجه سلسیوس و به مـدت   53با دماي

 8درجه سلسـیوس و بـه مـدت     65مرحله امتداد در دماي 
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 35، تعداد مراحل جفـت شـدن و امتـداد    )چرخه 1( دقیقه
مواد مورد استفاده در این واکنش نیز شامل آب . چرخه بود

، )lµ 75/17( مقطر سترون دو بار اتوکلاوشـده یـا تزریقـی   
MgCl2 )lµ85/0 :7/1 آغـــازگر مســـتقیم )مـــولارمیلـــی ،

(Forward: BOX , ERIC))lµ 2/1 : نانوگرم  10باغلظت (
ــوس  ــازگر معکـ ــا غلظـــت : lµ 2/1( (Reverse)و آغـ بـ

-میلـی  2/0بـا غلظـت   : lµ 5/0( DNTPs،)میکرومولار4/0

شرکت ( واحد lµ 4/0 :2( مرازپلیTaq DNA،آنزیم )مولار
 40بـا غلظـت     :lµ5/1( DNAخـالص   نمونـه ، ))سـیناژن 
 .باشدمی) شرکت سیناژن1X( ، بافر)نانوگرم

شـرکت  ( DNAجفـت بـازي   1000از نشانگر مولکولی 
براي تخمـین زدن وزن مولکـولی قطعـات تکثیـر     ) سیناژن

 . شده استفاده شد

  هاي فنوتیپی و ژنوتیپیآنالیز داده

یا شباهت ژنتیکی بین افراد بر اساس نشانگرهاي  فاصله
در ) 0( یا عدم وجود نـوار ) 1( مولکولی، به صورت وجود

 (Ntsys-pc2.02) افـزار با استفاده از نـرم . ژل مشخص شد

Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis 
System   هـا رسـم گردیـد    فاصله ژنتیکـی جدایـه)Rohlf, 

ــه). 2000 ــه خوشـ ــر اســـاس روش مراتبـــی تجزیـ اي بـ
)Hierarchical Technique (   انجام و براي بررسـی فاصـله

 UPGMA (Unweighted(هـا از روش  واقعی میان خوشه

Pair-Group Method Using Arithemtic Average  و
درصد تشابه بـین  . استفاده گردید) J(ضریب تشابه جاکارد 

ها، بر اساس کلیـه خصوصـیات   هاي موجود در گروهجدایه
  .به گردیدژنوتیپی انجام گرفته در این تحقیق، محاس

  نتایج و بحث
-هاي مهم خیار میاي خیار از بیماريبیماري لکه زاویه

هـاي  باشد، که در مناطقی با رطوبت بالا خصوصاً در کشت
، کنـد میاي، خسارت زیادي را به این محصول وارد گلخانه
هـاي  هاي بدست آمده در این پژوهش نیز از گلخانـه جدایه

شـدت بیمـاري در   .استان فـارس و کرمـان بدسـت آمدنـد    
-هاي مختلف، متفاوت بود بـه طوریکـه در گلخانـه   گلخانه

هایی که فاقد تهویه و یا تهویه کم بودند و میـزان رطوبـت   
رفت، شدت علائـم بیشـتر دیـده    روز بالا میدر طول شبانه

هاي جیرفت شـدت بیمـاري بسـیار بـالا     در گلخانهشد، می
 از برگهـاي داراي علائـم بیمـاري   هاي خیار در گلخانه .بود

آورده شـده   1 جـدول جدایه به دست آمد که در  25تعداد 
هاي استان فـارس  هایی که از گلخانهبرداريدر نمونه. است

-صورت گرفت، نمونـه  1391-1390و کرمان طی سالهاي 

آوري و بـه آزمایشـگاه   داراي علائم این بیماري جمـع هاي 
بیماري  علائم. منتقل و باکتري عامل بیماري جداسازي شد

سـوخته  اي آبهاي کلروتیک و زرد با هالهشامل ایجاد لکه
شـد و در  اي مـی هـا و حالـت زاویـه   که محدود به رگبرگ

مرده، ها گسترش یافته و بافتحالت شدید بیماري، این لکه
سازي شده از این هاي جدا شده و خالصشدند، باکتريمی
و هم بـر روي محـیط    KBها هم بر روي محیط کشت لکه

رشـد یافتـه بـر روي    Pslپرگنه.کشت داده شدندNAکشت 
 Pseudomonasبـر خـلاف بسـیاري از      KBمحیط کشت

sp.    ها که قادر به تولید رنگدانه فلورسـنت بـر روي محـیط
KBهستند(Schaad et al., 2001)  هاي مـورد نظـر،   جدایه

و بـر   هاقادر به تولید رنگدانه فلورسـنت نبودنـد  این جدایه
ــیال   NAروي محــیط  ــابی و س حــاوي ســوکروزحالت لع

هایی نیز که از لهستان گـزارش  البته برخی از جدایه داشتند
 نبودنـد  KBشدند نیز قادر به تولید رنگدانه فلورسنت روي

)Olczak-woltman et al., 2007 .(  همچنین در تحقیقـات
 قــادر بــه تولیــد Pslهــاي از جدایــه% 3/37دیگرنیــز تنهــا 

 ,.Fatmiet al( بودند KBرنگدانه فلورسنت بر روي محیط 



  ... ايشناسایی عامل بیماري لکه زاویه: موحدي پاریزي و تقوي
 

60 

  .91-90هاي از استان فارس و کرمان در سالPseudomonas syringae pv. lachrymansهاي شناسایی شده جدایه. 1جدول 
Table 1. Identified isolates of Pseudomonas syringae pv. lachrymans from Fars and Kerman provinces in 2011-
2012 

 برداريمحل نمونه
Place of sampling 

  کد جدایه
Isolate Code 

 برداريمحل نمونه
Place of sampling 

 کد جدایه
Isolate Code 

 Fasa C1 :فسا Fasa V14 :فسا 

 Sadra C2 :صدرا Fasa V15 :فسا

 Sadra C3 :صدرا Mahan V16 :ماهان

1جیرفت : Jiroft1 V17 فسا: Fasa C4 

1جیرفت : Jiroft1 V18 فسا: Fasa V5 

1جیرفت : Jiroft1 V19 فسا: Fasa V6 

1جیرفت : Jiroft1 V20 صدرا: Sadra V7 

1جیرفت : Jiroft1 V21 صدرا: Sadra V8 

1جیرفت : Jiroft1 V22 فسا: Fasa V9 

 Fasa V10 :فسا Mahan V23:ماهان

1جیرفت : Jiroft1 V24 فسا: Fasa V11 

2جیرفت :Jiroft2 V25 فسا:Fasa V12 

 Mahan V13:ماهان  

  
-نمـی  D(-)-tartrateقادر به استفاده از  Pslباکتري  ).2008

دست آمـده  بهPslهاي جدایه). Schaad etal., 2001( باشد
 نبودنـد D(-)-tartrateدر این پژوهش نیز قادر به اسـتفاده از 

: هـا قـادر بـه اسـتفاده از قنـدهاي     در حالیکه تمامی جدایـه 
آرابینوز، سوربیتول، مانوز، رافینوز، ریبوز، گلوکز، سوکروز، 

 ).Schaad etal., 2001( سیترات، فروکتوز، مـانیتول بودنـد  
هـاي  با انجام آزمـون  498 باکتري جدا شده از بذرهاي رقم

مـورد نظر،بـا انجـام     Pslفنوتیپی اولیه و اطمینان از پرگنـه  
بـراي اطمینـان از حضـور بـاکتري      PCRآزمون تشخیصی 

مشاهده شد که دلیل بـر   bp560مورد نظر درون بذرها، باند
 بـاکتري  با شناسـایی  ).5 شکل( درون بذرها بود Pslوجود 
ایـن بـاکتري توسـط     کـه  شـود احتمـال داده مـی   رهادر بذ
. انتقـال یابـد  به نقاط مختلف ایـران   تواندمی آلوده هايبذر

هاي مختلف فنـوتیپی و بیوشـیمیایی   نتایج حاصل از آزمون

زنـی  با مایـه . آورده شده است 2 جدولها نیز در این جدایه
بـا چگـالی   ( cfu/ml 107با غلظتPslسوسپانسیون باکتري 

به گیاهان خیـار کاشـته   ) نانومتر 600در طول موج  1نوري 
در شرایط گلخانـه، علائـم سـبززردي، زردي، حالـت      شده
تـا   7ها، پـس از  مردگی و محدود به رگبرگگز و بافتآب
نتیجـه  این نتیجه مشـابه بـا   ).1 شکل( روز مشاهده شد 14

 ایـن .)Olczak-Woltman, 2007(هاي دیگر اسـت  پژوهش
کدو، خربزه، طـالبی و  :سوسپانسیون به گیاهان دیگري نظیر

 بـه ایـن  Pslزنـی  نحوه و شرایط مایـه . زنی شدهندوانه مایه
در طـالبی، علائـم بـه    . گیاهان همانند خیار بـه کـار رفـت   

دار در حاشـیه  مـرده و زاویـه  زرد و بافـت  هايصورت لکه
هـاي بافـت مـرده بیشـتر در     و در کدو، لکه برگ دیده شد

سطح پهنک بـرگ مشـاهده شـد و در خربـزه، نیـز علائـم       
  مردگـی در مشاهده شده بیشتر بـه صـورت زردي و بافـت   
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  .هاي فارس و کرماندر استان Pseudomonas syringae pv. lachrymansهاي خصوصیات فنوتیپی جدایه.  2جدول
Table 2. Phenotypic characteristics of Pseudomonas syringae pv. lachrymans isolates in Fars and Kerman 
provinces. 

 Results: نتایج  Test:آزمون
  - Geram test on Geram stain آزمون گرم بر اساس رنگ آمیزي گرم

  - Geram teat on reaction of 3% KOH  %3آزمون گرم بر اساس واکنش پتاس 
  - Oxidase  اکسیداز
  + Catalase  کاتالاز

 + Levan production  تولید لوان
  هوازي Aerobic/Anaerobic  هوازيبی/هوازي

  - Hydrolysis of Arginine  هیدرولیز آرژنین
  + Hydrolysis of esculin  هیدرولیز آسکولین

  - Potato rot  زمینیلهانیدن سیب
  + Urease  آزاوره

  - KB   Production of fluorescent pigment on KBتولید رنگدانه فلورسنت روي
  + Hydrolysis of Tween 80  80هیدرولیز توئین

  + Salt tolerance 4%,5%,6%,3%  %6،%5، %4، %3تحمل نمک طعام 
  + HR reaction on tobacco  بر روي توتون HRواکنش 

  - Growth at 40˚C  درجه سلسیوس  40رشد در 
  + Use of citrate استفاده از سیترات
  - Hydrolysis of starch  هیدرولیز نشاسته
  + Melt the gelatin  ذوب ژلاتین
  - Produce indole  تولید ایندول
  - Tyrosinase  تیروزیناز

  

  
روز پس از  10اي در برگ خیار علائم سبززردي و زاویه. 1شکل 
 Pseudomomas syringae هـاي اي از جدایـه زنی با نمایندهمایه

pv. Lachrymans .  
Fig. 1. Chlorosis and angular symptoms on cucumber 
leaf, 10 days after inoculation with reprehensive 
isolates of Pseudomomas syringae pv. Lachrymans on 
cucumber leaf. 

  

ــیه و در وســط بــرگ و زاویــه     در. دار دیــده شــد حاش
هـاي گـرد   هندوانه،علائم مشـاهده شـده بـه صـورت لکـه     

ــا انجــام آزمــون  )2 شــکل( شــد–ســبززرد و زرد دیــده  ب
براي اطمینان از حضور باکتري مـورد نظـر   PCRتشخیصی 

هـاي کـدو، خربـزه، طـالبی و     در برگهاي جدا شده از برگ
در  Pslمشاهده شد که دلیل بر وجـود   bp560هندوانه، باند

اي در با این وجود علائم لکه زاویـه ). 5 شکل( ها بودبرگ
تر نسبت به بقیه بود بـه منظـور تفکیـک    خیار بسیار واضح

Psl  ازPss   ،ــانی ــه میزب ــر دامن ــرگ  Pssاز نظ ــه ب ــاي ب ه
  اي مشخص مشـاهده زنی شد، اما علائم لکه زاویهخیارمایه
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از چپ به ( و هندوانه در طالبی، کدو، خربزه Pslزنی توسط باکتري مایه روز پس از 10اي خیار، علائم مربوط به بیماري لکه زاویه.  2شکل
  ).راست

Fig. 2. Symptoms related to angular leaf spot of cucumber, 10 days after inoculation with Psl in pumpkin, 
cantaloupe, watermelon and melons (from left to right). 

  
در زمینـه دامنـه میزبـانی،     Pstاز Pslبه منظور تفکیک . نشد
Psl گونـه  زنی شـد، امـا هـیچ   فرنگی نیز مایهبر روي گوجه

بـر روي   Pslدر ضمن یک جدایه از . علائمی مشاهده نشد
زنـی شـد و در   گیاهان دیگري نظیر بادنجان، فلفل نیز مایـه 

ي ذکر شده، علائم مربوطه دیده نشـد  هاهیچ یک از میزبان
و باکتري مورد نظر نیز جداسازي نگردید که این روشی بـه  
منظور تفکیک پاتوارهاي مختلف یک گونه بـاکتري از هـم   

در این مطالعه نیز پـس از  ). Schaad etal., 2001( باشدمی
هـاي  هاي فنوتیپی و بیوشـیمیایی بـین جدایـه   اینکه شباهت

منظور تفکیک پاتوارهاي مختلـف از   مختلف بررسی شد به
هـا اسـتفاده شـد کـه تنهـا      یکدیگر از دامنه میزبانی جدایـه 

Pslباشـد و  قادر به بیماریزایی بر روي خانواده کدوییان می
  .شودبر این اساس از پاتوارهاي نزدیک جدا می

  فنوتیپی خصوصیاتآنالیز عددي 

-آنالیز عددي خصوصـیات فنـوتیپی بـا اسـتفاده از نـرم     

ها رسم گردیـد  فاصله ژنتیکی جدایه (Ntsys-pc2.02)افزار
)Rohlf, 2000 .(هاي حاصـل از  بر اساس آنالیز عددي داده

اي بـا  هـاي مختلـف بیوشـیمیایی، فیزیکـی و تغذیـه     آزمون
جـدا   Pslهـاي  جدایـه Ntsys-pc 2.02افـزار  استفاده از نرم

شده از فسا، صدرا، جیرفت و ماهان به هم شبیه بـوده و در  
هاي فارس و کرمـان  جدا شده از استانPslهاي واقع جدایه

هاي فنـوتیپی و بیوشـیمیایی بـه هـم شـبیه      از لحاظ ویژگی
هـاي  شباهت داشتند و جدایه% Pss 8/83بودند و با جدایه 

Psl  وPss باP. fluorescens، 50 %ودنـد کـه   به هم شبیه ب
دهنده این بود که پاتوارهاي یک گونه به هم شبیهند و نشان

دهنـد و میـزان   هایی را نشان مـی با پاتوارهاي دیگر تفاوت
هاي مختلف یـک جـنس بیشـتر    ها در بین گونهاین تفاوت
  ).3 شکل( مشاهده شد

 D22و D21بیمارگر با استفاده از آغازگرهاي  ردیابی

ها کـه بـر   کلیه جدایه جهت اطمینان از تشخیص صحیح
شـناخته   Pslاساس خصوصیات افتراقی فنوتیپی بـه عنـوان   

، با استفاده از جفـت  PCRشده بودند، در آزمون تشخیصی 
 D22 )Schaad et al., 2001, Manceauو  D21آغـازگر  

and Horvais, 1997;(     که بـر اسـاس ناحیـهITS   طراحـی
بـا   DNAهـا قـادر بـه تکثیـر یـک قطعـه       شده است،جدایه

بودند  D22و  D21جفت باز با آغازگر 560ي تقریبی اندازه
 ,.Schaad et al( که مشابه با نتـایج تحقیقـات دیگـر بـود    

2001.(  
rep- PCR  

هـاي  قطعاتی بـه انـدازه  BOXA1Rبا استفاده از آغازگر 
 /ERIC1Rبازي و با استفاده از آغازگر جفت 3000تا  500

ERIC2 بازي تکثیـر جفت 2000تا  200هاي قطعاتی اندازه  
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   Pseudomonas syringae هايکه جدایهC1   تـاV25   1در جـدول 
Pseudomonas fluorescens  

Fig. 3. Phenogeram of phenotypic characteristics of 
of C1 to V25 are in the  Table 1);V26: 
 
 

 D21/D22با استفاده از جفت آغازگر 

.  
Fig. 4. Electrophoresis patterns of PCR product of 
Marker (100bp),     1) C1,    2) V9,    3) V24,    4) V1,    5) Sterilized distilled water.
 

بـا  rep- PCRحاصل از نقوش بـه دسـت آمـده از واکـنش     
 ERIC1R/ ERIC2     جدایـه بـه دو گـروه

  بـا  rep- PCRدر واکـنش  ). 7 شـکل ( اصلی تقسیم شـدند 
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 .lachrymans  Pseudomonas syringae pvهايهاي فنوتیپی جدایه

 (V27        P.syringae pv. syringae Pseudomonas fluorescens

Fig. 3. Phenogeram of phenotypic characteristics of Pseudomonas syringae pv. lachrymans 
V26: P.syringae pv. syringae V27: Pseudomonas fluorescens.

با استفاده از جفت آغازگر P. syringae pv. lachrymansهايجدایهPCRنقوش الکتروفورزي محصول 
.آب مقطر سترون) ٥،,V1)٤،V24) ٣،V9 )٢،C1 )١،)جفت بازي

Fig. 4. Electrophoresis patterns of PCR product of P. syringae pv. lachrymans isolates with D21/D22 primer M) 
1) C1,    2) V9,    3) V24,    4) V1,    5) Sterilized distilled water. 

هـاي حاصـل از نقـوش بـه دسـت آمـده از       
ــا اســتفاده از آغــازگر  ــه BOXA1Rب ب

هـاي  آنـالیز داده ). 6 لشـک ( چهارگروه اصلی تقسیم شدند

حاصل از نقوش بـه دسـت آمـده از واکـنش     
ERIC1R/ ERIC2استفاده از آغازگر

اصلی تقسیم شـدند 

شماره /  51جلد  / هاي گیاهیبیماري

 
هاي فنوتیپی جدایهفنوگرام ویژگی. 3شکل 

   V26(syringae   آورده شده است؛

. lachrymans isolates characteristics 
Pseudomonas fluorescens. 

 
نقوش الکتروفورزي محصول . 4. شکل

M (نشانگر مولکولی )جفت بازي100
isolates with D21/D22 primer M) 

  
هـاي حاصـل از نقـوش بـه دسـت آمـده از       آنالیز داده. شد

ــا اســتفاده از آغــازگر rep- PCRواکــنش  ب
چهارگروه اصلی تقسیم شدند
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و همچنین بـرگ کـدو،    جداسازي شده از بذرخیار
) 2بذر خیار، ) 1.)جفت بازي100(نشانگر مولکولی 

Fig. 5.  Electrophoresis patterns of PCR product of 
and pumpkin, cantaloupe, melons and watermelon inoculated  by 
M) Marker (100bp),     1) seed of cucumber,    2) pumpkin,    3) cantaloupe,    4) Sterilized distilled water 5)
melons  6) watermelon 7) cucumber. 
 

  
-جدایـه مشخصـات  BOXA1Rبا استفاده از آغـازگر  

(V27P.syringae 

Fig.  6. Dendrogeram of Pseudomonas 
isolates C1 to V26 are in  Table 1) V27) 

موحدي پاریزي و تقوي

جداسازي شده از بذرخیار P. syringae pv. lachrymansهايجدایهPCRنقوش الکتروفورزي محصول 
نشانگر مولکولی ) D21/D22.Mبا استفاده از جفت آغازگر Pslزنی شده با 

ب مقطر سترون    .خیار) 7هندوانه )6خربزه ) 5آّ
Fig. 5.  Electrophoresis patterns of PCR product of P. syringae pv. lachrymans isolated from seed of cucumber 
and pumpkin, cantaloupe, melons and watermelon inoculated  by Psl with D21/D22 primer

Marker (100bp),     1) seed of cucumber,    2) pumpkin,    3) cantaloupe,    4) Sterilized distilled water 5)
 

با استفاده از آغـازگر  Pseudomonas syringae pv. lachrymansهاي 
.(P.syringae pv. syringae  V28 ,P.fluorescensتآمده اس

Pseudomonas syringae pv. lachrymans isolates withBOXA1R primer (Characteristics of 
V27) P.syringae pv. syringae  , 28 P.fluorescens. 
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نقوش الکتروفورزي محصول . 5شکل 

زنی شده با طالبی، خربزه و هندوانه مایه
ب مقطر سترون ) 4طالبی، ) 3کدو،  آّ

isolated from seed of cucumber 
with D21/D22 primer 

Marker (100bp),     1) seed of cucumber,    2) pumpkin,    3) cantaloupe,    4) Sterilized distilled water 5) 

هاي دندروگرام جدایه -6 شکل
آمده اس 1جدولدر V26تا  C1هاي

isolates withBOXA1R primer (Characteristics of 
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 ERICIR/ERIC2با استفاده از  آغازگر 

 (V27:P. syringae pv. syringae , .  
Fig. 7. Dendrogeram of Pseudomonas syringae
(Characteristics of isolates C1 to V26 are in  Table 1)
 

 1996در مراکش در سال اي خیار که لکه زاویه
 Agadirاي در نـواحی از  بر روي خربزه در شرایط گلخانه

هاي مراکشی روابط بین جدایه، گزارش شد
P.syringa   توسطrep-PCR    بـا اسـتفاده

REP     در بـین  مـورد بررسـی قـرار گرفـت ،
ــا جدایــه  .P. syringae pvهــاي هــاي مــرتبط ب

با استفاده از آغازگرهـاي   rep-PCRکه توسط 
مورد توافق عموم بررسی شدند و دو اسـترین مرجـع   

در این مطالعه استفاده ) UMG5070Tو  
ها ایزوله 20ا از ت 18نتایج این پژوهش نشان داد که 

ایجـاد  % 70یک گروه مجزا را بـا شـباهت بـالاتر از    
-سطح پایینی از شباهت که بین این گروه و استرین

شـباهت اسـت و بـر    % 30هاي مرجع ثبت شـده، کمتـر از   
  بندي وگیري صحیحی هم بین گروهاساس این نتایج، نتیجه

 68-55: 1394 سال / 1شماره 

با استفاده از  آغازگر Pseudomonas syringae pv. lachrymansهاي 
 V26  آمده است 1در جدول.) syringae ,V28: P.fluorescens

Pseudomonas syringae pv. lachrymans isolates with 
(Characteristics of isolates C1 to V26 are in  Table 1).V27: P. syringae pv. syringae    , V28: 

 ERIC1R/ ERIC2 وBOXA1R   نیـز
با توجـه بـه    ).8 شکل( هابه چهار گروه تقسیم شدند

تـوان گفـت   هاي بدست آمده در این مرحله، می
دهـد و در  بهتري به مـا مـی  استفاده از دو آغازگر اطلاعات 

ایــن قســمت نتــایج بدســت آمــده بــا اســتفاده از آغــازگر  
. باشدبسیار شبیه به نتایج حاصل از هر دو آغازگر می

دهـد کـه تنـوع    نشان مـی Psتحقیقات صورت گرفته روي 
هـاي مختلـف   ژنتیکی به میزان قابـل تـوجهی در جمعیـت   
تشـکیل  هـایی  بعضـی از پاتوارهـا از سـویه   

اند که همگی یک الگوي تقریبا مشابه دارند، امـا سـایر   
باشـند کـه علیـرغم    هـایی مـی  سویه

اشتراك در بسیاري از قطعات سنتز شده، مقدار زیـادي نیـز   
دهند که خاص همـان سـویه   مورفیسم از خود نشان می

Louws ( .  

لکه زاویهبیماري  
بر روي خربزه در شرایط گلخانه

Souss_Massa گزارش شد
P.syringa pv. lachrymans

REPاز آغازگرهاي 

ــا جدایــهجدایــه هــاي مــرتبط ب
lachrymans که توسط

REP   مورد توافق عموم بررسی شدند و دو اسـترین مرجـع
)CCUGU49342 

نتایج این پژوهش نشان داد که . شدند
یک گروه مجزا را بـا شـباهت بـالاتر از    %) 90(

سطح پایینی از شباهت که بین این گروه و استرین. کردند
هاي مرجع ثبت شـده، کمتـر از   

اساس این نتایج، نتیجه
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هاي دندروگرام جدایه -7شکل 

 تا C1 هايمشخصات جدایه
 ERICIR/ERIC2 primer 
V28: P.fluorescens. 

  
ERIC1R/ ERIC2اسـتفاده از آغـازگر   

هابه چهار گروه تقسیم شدندجدایه
هاي بدست آمده در این مرحله، میدندروگرام

استفاده از دو آغازگر اطلاعات 
ایــن قســمت نتــایج بدســت آمــده بــا اســتفاده از آغــازگر  

BOXبسیار شبیه به نتایج حاصل از هر دو آغازگر می
تحقیقات صورت گرفته روي 

ژنتیکی به میزان قابـل تـوجهی در جمعیـت   
بعضـی از پاتوارهـا از سـویه   . متفاوت است

اند که همگی یک الگوي تقریبا مشابه دارند، امـا سـایر   شده
سویه يپاتوارها در برگیرنده

اشتراك در بسیاري از قطعات سنتز شده، مقدار زیـادي نیـز   
مورفیسم از خود نشان میپلی

Louws et al., 1995(است 
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و  ERICIR/ERIC2بــا اســتفاده از  آغازگرهــاي

Fig.  8.  Dendrogeram of Pseudomonas syringae

شباهت بیشتري داشته باشند و در واقع شباهت ژنتیکی بین 
  .پاتوارها به منشا جغرافیایی آنها بستگی ندارد

با توجه به اهمیت اقتصـادي خیـار و کـاهش کیفیـت و     
اي، بـا  عامـل لکـه زاویـه    Pslکمیت این محصـول توسـط   
توان در جهـت کنتـرل ایـن    شناسایی بهتر عامل بیماري می

در پیش گرفت و بـا توجـه بـه حضـور      بیماري اقداماتی را
باکتري در بذرهاي خیـار، احتمـال انتقـال بیمـاري توسـط      
بذرهاي آلوده خیار به نقاط مختلف کشور وجود دارد که با 
شناسایی بذرهاي سالم و تولید بذرهاي عاري از باکتري، از 

اي تـوان تـا انـدازه   گسترش بیماري لکه زاویه اي خیار مـی 

   

موحدي پاریزي و تقوي

بــا اســتفاده از  آغازگرهــاي Pseudomonas syringae pv. lachrymansهــاي 

Pseudomonas syringae pv. Lachrymans with ERICIR/ERIC2 and BOXA1R primers.

 ,.Fatmi et al(هـا مشـخص نشـد    

هاي مربوطه در ایـن پـژوهش از لحـاظ فنـوتیپی     
هـاي حاصـل از   براساس آنالیز عددي داده

همگـن  توان گفت که از لحاظ ژنـوتیپی نـا  
باشند و این تنوع به منطقه جغرافیایی بستگی نـدارد کـه   

 ,.Fatmi et al( داشـت  مطابقت

Olczak-Woltman  .( ــن در ایـ
هاي زیاد بین پاتوارهـاي مختلـف   

شـود  هاي ژنتیکی بین آنها دیده می
که ممکن است پاتوارهاي مربوط به یک مکـان جغرافیـایی   
به هم شبیه نبوده اما به پاتوارهـاي دیگـر در مکـانی دیگـر     

شباهت بیشتري داشته باشند و در واقع شباهت ژنتیکی بین 
پاتوارها به منشا جغرافیایی آنها بستگی ندارد

با توجه به اهمیت اقتصـادي خیـار و کـاهش کیفیـت و     
کمیت این محصـول توسـط   
شناسایی بهتر عامل بیماري می

بیماري اقداماتی را
باکتري در بذرهاي خیـار، احتمـال انتقـال بیمـاري توسـط      
بذرهاي آلوده خیار به نقاط مختلف کشور وجود دارد که با 
شناسایی بذرهاي سالم و تولید بذرهاي عاري از باکتري، از 

گسترش بیماري لکه زاویه اي خیار مـی 
  .جلوگیري نمود
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هــاي دنــدروگرام جدایــه -8 شــکل

BOXA1R.  
ERICIR/ERIC2 and BOXA1R primers. 

  
هـا مشـخص نشـد    منشا میزبانی این جدایه

2008).  
هاي مربوطه در ایـن پـژوهش از لحـاظ فنـوتیپی     جدایه

براساس آنالیز عددي داده همگن بوده ولی
توان گفت که از لحاظ ژنـوتیپی نـا  تنوع ژنتیکی می

باشند و این تنوع به منطقه جغرافیایی بستگی نـدارد کـه   می
مطابقت هاي دیگرپژوهشبا نتایج 

Woltman et al., 2007و  2008

هاي زیاد بین پاتوارهـاي مختلـف   پژوهش با وجود شباهت
هاي ژنتیکی بین آنها دیده میاز لحاظ فنوتیپی، تفاوت

که ممکن است پاتوارهاي مربوط به یک مکـان جغرافیـایی   
به هم شبیه نبوده اما به پاتوارهـاي دیگـر در مکـانی دیگـر     
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