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 مقاله پژوهشي
بيماري  عامل، Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicolaشناسایي ردیابي و 

 باکتریایي سوختگي هاله اي لوبيا سبز 

 ** 1و مسعود بهار  *1مریم ربيعي

 ( 26/05/1403، تاریخ پذیرش:  1403/ 08/02)تاریخ دریافت: 

 دهيكچ 

شده از مناطق جنوبي کشور بههه بازارهههاي هاي لوبياسبز عرضه، در سطح غلاف1400تا    1398هاي  هاي اسفند تا اردیبهشت سالدر ماه

 یک باکتري فلورسنت کننده  ر مداومبطو  نمونه جمع آوري شده    81. از  مشاهده شدنداي  اي با حاشيه قهوههاي مدور آبسوختهلكه  اصفهان،

مشهه ن نمههود کههه  ERIC و  BOXIRبا استفاده از آغازگرهاينگاري ژنتيكي . انگشتگردیدشكل با حاشيه نامنظم جداسازي دوکي و

گري  آنها نيز مطابقت داشت. تكثير قطعهها  ویژگيهاي بيوشيميایي و بيمار ها یكسان مي باشد که بااین جدایه  PCRالگوي تكثير محصول  

DNA  جدایه هاي منت ب، طي آزمون در اندازه هاي مورد انتظار   باPCR تجزیههه و تحليههل تههرادف  ، وبا جفت آغازگر هاي اختصاصههي

هسههتند. در واکههن   .Pseudomonas sppنشان داد که این جدایه ها متعلههق بههه جههن  آنها  16SrDNAنوکلتوتيدي ب شي از ناحيه 

Nested-PCR    با جفت آغازگرهاي اختصاصي ژن هاي توليد کننده فازئولوتوکسين، قطعاDNA  مورد نظر در جدایه ها تكثير گردیههد

تحليل فيلوژني جدایه ها . اشتمشابهت د phaseolicola pv. Pseudomonas savastanoiبا جدایه هاي  99%که توالي آنها بي  از 

ویژگههي هههاي مورفولوژیههک، بيوشههيميایي و   توجه بهههبه این ترتيب، با    ي هاي ژن هاي خانه دار نيز این نتایج را تایيد کرد.بر اساس توال

تشهه ين داده شههد.  Pspهاي سبز وارداتي از جنوب کشور به اصفهان، بههاکتري اي لوبيامولكولي جدایه ها، عامل بيماري آبسوختگي لكه

، در Pspبههاکتري  به دليل بههذر زاد بههودن    بذر در شرایط آزمایشگاهي، بي  از یک سال ارزیابي گردید.مد  ماندگاري این باکتري روي  

در مناطق جنوبي کشور ادامه خواهههد اي لوبيا  طي سال هاي آتي نيز خسار  بيماري لكه هالهاحتمالا  هاي بهاره،  بارندگي  استمرارصور   

 داشت. 
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Abstract 

In March-April of 2020-2022, round and water-soaked spots surrounded by a brown border were observed 

on the green bean pods delivered to the markets of Isfahan from the southern provinces of the country. A 

bacterium with a fluorescent appearance and a spindle-shaped structure with irregular edges was routinely 

isolated from the 81 specimens collected. The genetic fingerprinting employing rep-PCR revealed a 

resemblance between the PCR product profiles of the isolates, which is consistent with their pathogenic and 

biochemical characteristics. The PCR reaction of representative isolates produced the expected-size 

fragments of 16Sr DNA through genus-specific primer sets. Subsequent analysis of the sequences of the 

fragments confirmed the affiliation of the isolates with Pseudomonas spp. The expected-sized amplicons 

were amplified and sequenced in nested-PCR tests using phaseolotoxin gene based primer pairs. The results 

showed that the nucleotide sequences were 99% homologous to Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola 

(Psp). By conducting a phylogenetic analysis with sequences of housekeeping genes gyrB and rpoD, the 

isolates were clustered with reference strains of Psp, confirming their identity. Considering the isolates’ 

morphological, biochemical and molecular characteristics, Psp was identified as the cause of halo blight 

disease in beans imported to Isfahan from the southern regions. In laboratory conditions, the persistence of 

the pathogen on seed was evaluated for more than one year. The long-term viability of Psp on seeds may 

lead to the ongoing prevalence of bean halo blight disease in the country in the forthcoming years, due to the 

cool and moist conditions resulting from spring rains. 
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 مقدمه 

یکهی ا  بیماریاهای ماهو لوبیها    ای بیماری سوختگی هاله  
شهود هه  در اه هر هههورهای دایها ااتههار دارد  محسوب می 

 (Schwartz et al. 2005, Arnold et al. 2011   عامه .)   ایه
 .Pseudomonas savastanoi pvبههههاهتری   ، بیمههههاری 

 1992 .Gardan et al )Burkholder 1926( phaseolicola

(Psp)   ب  رده باهتریاهای  متعلقGammaproteobacteria   مهی
تحت    ، P.syringaeمجموع     ن عضوی ا  باشد ه  قبلا ب  عنوا 

شههناخت  مههی شههد    P. syringae pv. phaseolicolaعنههوان 
 (. 2011et al BardajiYoung 2010,  .)   ااتهار باهتری   علیرغو

Psp    پنج قاره و اعلام قراطینه  بهودن  ن    جاان ا  ههور    50در
در بعضی ا  ههورها مااند چی ، بر ی  و اسرائی ، گزارشی ا   
حضور ای  عام  بیمارگر در مزارع لوبیای ایران وجهود اهدارد  

 (Dell’Olmo et al 2023  .)  ، بهاهتری  عهلاوه بهر ایهPsp   تها 
 در فارسهههت عوامههه  قراطینههه  ای سههها مان    2021سههها     

 ن قههرار داشههت و علیههرغو در دسههتر  حفههن اباتههار ایههرا 
 بنظههر مههی رسههد ههه  ا    ابههودن فارسههت جدیههدتر، بعیههد   
  باشههد   لیسههت عوامهه  بیمههارگر قراطینهه  ای خههار  شههده   

(www.ppo.ir/_douranportal/usersfiles/quarantine@pp

o.ir_4172/documents ) . 
 ای لوبیا ابتهدا به  رهوررعلایو بیماری سوختگی هال 

ههای پهایینی ههای  بسهوخت  اولیه  هوچه  در بهر لک  
شود. با گذشت  مان ای  لک  ها بتدریج اکرو  هاهده میم

گیراد. در بعضهی مواقه ،   می  شده و راگ قاوه ای ب  خود
ها ب  دلی  وجهود یه  فایتوتوهسهی  بافت اطراف ای  لک 

 پیههدا غیراختصارههی بهه  اههام فا ئولوتوهسههی  هالهه   ردی 
های  بسوخت  مهدوری روی . در همی  شرایط، لک می هند
ی در تهکی  می شود ه  ب  تدریج حاشی  قرمهز  هایغلاف

 .Arnold et al. 2011, Sun et al)  ااها اهاهر مهی شهود

(. فا ئولوتوهسی  با جلهوگیری ا  فعالیهت دو  اهزیو 2017
 ornithineو   ornithine carbamoyl transferaseحیهاتی 

decarboxylase   در چرخ  اوره گیاه، باعه  بلوهه  شهدن
ههای در سلو    IIدر اتیج  سنتز هلروفی   ،تولید  رژای  شده

در اطهراف  و ب  ایه  ترتیه ، مزوفی  بر  هاهش می یابد
 Ferguson & Johnston) مهی شهود ایجهاد  ردی لک  هها

1986 Turner 1980, ههای بهاهتری (. اسهتریPsp  به  دو
( و بهدون tox+گروه دارای توااایی تولید فا ئولوتوهسهی  )

شههواد ( تقسههیو مههیtox-توااههایی تولیههد فا ئولوتوهسههی  )
(Prosen et al. 1993, Oguiza 2004, Rico et al. 2003 )

 ای را ایجههاد ههه  هههر دو اسههتری  بیمههاری سههوختگی هالهه 
 ای فاقهد های بیمهاریهنند، با ای  تفاور ه  در استری می

روی بر    های  بسوخت توااایی تولید توهسی ، اطراف لک 
 .Nobel et alیها غهلاف، هاله   ردراگهی وجهود اهدارد )

بر اسا  مطالعار قبلی، دمای مناس  برای تولیهد   (.2019
مهی باشهد، در حهالی   C18˚بیهتری  مقدار فا ئولوتوهسی   

ههه  در دمههای بههانتر ایهه  توهسههی  ردیههابی امههی شههود 
(2017 , Mitchell 1978 .et alAguilera .) 

فیهت رورر اپیتوااد ب چندی  سا  میتا    Pspباهتری  
. ای  دوره (Schwartz et al. 2005)در بذر لوبیا  اده بمااد

ماادگاری در اابارهای هنتر  تهده بیههتر ا  چاهار سها  و 
رطوبههت و  7℃-10℃دمههای در اابارهههای هنتههر  شههده )

هه   سا  ار یابی شهده اسهت  10( شش تا  40%  -50اسبی%
توااند ب  عنهوان منبه  ای  بذرها میگیاهان حار  ا  رشد  

(. ایه  Taylor, et al. 1979aاولیه  بیمهاری عمه  هننهد )
( و مرطههوب C27˚بیمههاری در شههرایط خنهه  )همتههر ا  

رهورر یابد و در رهورر تهدوام شهرایط، به گسترش می
گرمسهیری ه  در ب و هوای ایم  ید، درحالیاپیدمی در می

 ,Taylor et al. 1979bخه  شهیوع همتهری دارد )و ایم 

Nobel et al. 2019.) 
 هههای اخیههر هههای اسههفند تهها اردیباهههت سهها  طههی مههاه 

(، در غلاف لوبیا های سهبز عرهه  شهده به   1398-1400)   
 هههای مههدور با ارهههای منههاطق شههاری ارههفاان ، لکهه  

 ای مهههاهده گردیدههه  در بعضههی مههوارد تعههداد  بسههوخت    

http://www.ppo.ir/_douranportal/usersfiles/quarantine@ppo.ir_4172/documents
http://www.ppo.ir/_douranportal/usersfiles/quarantine@ppo.ir_4172/documents
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بود. بنابر اااهار    لک  ها و شدر  بسوختگی  ااا بسیار  یاد   
فروشندگان، ای  لوبیاهای سبز ا  مناطق جنوبی ههور ماانهد  
شارهای میناب و بندرعبا  در استان هرمزگان، هها رون در  
استان فار  و جیرفت در استان هرمان وارد با ارهای اسهتان  

هها در  های  لوده غلاف ارفاان شده بوداد. با قرار دادن بافت 
( ا   ااا در  ب جریهان  Oozeیایی)  ب مقطر، ترشحار باهتر 

ها بود.  دهنده باهتریایی بودن عام  برو  لک  هرد ه  اهان   پیدا 
ب  ای  ترتی ، احتمها  داده شهد هه  یه  عامه  باهتریهایی  
سا گار با شرایط مرطوب و معتد  مطابق با ایام باراهدگی در  
اواخر  مستان یا اوای  باار مناطق جنوبی ههور در برو  ای   

اری دخالههت دارد ههه  در شههرایط گههرم و هههو رطوبههت  بیمهه
. به   فعالیت  ن فراهو ایست ارفاان در باار و تابستان امکان 

ای  لحاظ، هدف ارلی ای  تحقیهق، شناسهایی دقیهق عامه   
به  ارهفاان و    بیماری لک  باهتریایی غلاف لوبیاسبز وارداتی 

 ایز امکان بذر  اد بودن  ن تعیی  شد. 
 

 مواد و روش هاي بررسي
 

 نمونه برداري و جداسازي جدایه هاي باکتریایي

های اسهفند، فهروردی  و اردیباههت سها  ههای ماهدر  
ههای سهط  فروشهی، ا  سهبزی1400و  بان    1400تا  1398

لوبیاسبز های  اموا  هایی ا  غلاف.  شار ارفاان با دید شد
های  بسوخت  و ایز بر  ههای متصه  به  دارای علایو لک 

خاهستری یها اکرو    بسوخت  یا  بعضی ا   ااا ه  لک  های  
همراه با هال   رد در حاشی  لک  ها داشتند، گاهی    ،قاوه ای

ها، جداسا ی و  وری گردید. پس ا  ثبت علایو اموا جم 
ر مجهزا در شناسایی عامه  بیمهاری ا  ههر امواه  به  طهو

   مایهگاه ااجام گرفت.
ابتدا سط  بر  ها و غلاف های مبتلا ب  سوختگی لک  

تجهارتی به  مهدر یه  دقیقه    %1محلو  وایتکس    ای با  
بها  ب دو بهار  هدعفوای سطحی شد و سپس  امواه  هها  

مقطر استری  شستهو یافتند. ب  وسیل  ی  اسکالپ  استری  

ا  مهر  بهی  بافهت   ی  قطع  حدود ایو سااتی متهر مربه   
یها بهر  امواه  جهدا شهد و سالو و  لوده لک  های غلاف  

رهورر قطعار پس ا  اتصا  ب  ی  گیره فلزی استری ، ب 
ور معلق در داخه  لوله  حهاوی  ب مقطهر اسهتری  غوطه 

ها، ا  . پس ا  خرو  ترشحار  باهتریایی ا  اموا ادگردید
  اادا ه ی  دست  مده بطور همزمان بسوسپااسیون های ب 

 Nutrient Agarلوپ باهتریایی روی محیط های عمهومی 

(NA)  وKings B medium (KB)  ب  شک  خطهی هههت
قهرار گرفهت. پهس ا    C28˚شد و در ااکوباتور بها دمهای  

ساعت، محیط های ههت در  یر بینهوهلار   36-48گذشت  
و اموا  شاخصی ا  هلنی ههای باهتریهایی   ادبررسی گردید
خهال  سها ی   KBمحیط ههت روی محیط  غال  در هر  

   .شد
بههرای تعیههی  تههوان بیمههاریزایی جدایهه  ههها، ابتههدا 

ساعت   ااا در  ب مقطر استری    24سوسپااسیوای ا  ههت  
( تایه  شهد. 0.1=  600OD) CFU/mL 810-710در حهدود 

ایهه  سوسپااسههیون توسههط سههراگ ااسههولی  بهه  شههک  
ههای  یرپوستی ب  اپیدرم غلاف لوبیاسبز تزریق شد. غلاف

تلقی  شهده به  همهراه غهلاف تزریهق شهده بها  ب مقطهر 
استری )شاهد منفی( ب  مهدر یه  هفته  درون دسهیکاتور 

اگاهداری شهداد و سهپس   C28˚محتوی  ب و در دمهای  
 ا بررسی شد.برو  بیماری در  اا

ا  تمام جدای  های باهتریایی بیمارگر روی غلاف لوبیها 
سوسپااسهون داشهتند، حالهت فلورسهنت   KBه  در محیط  

 غلیظههی در یهه  میلههی لیتههر  ب مقطههر اسههتری  تایهه  شههد 
اسههتری  میکرولیترگلسههیری   500و بهه  هرایوتیههوب حههاوی
 محتویهههار ا  ورتکهههس ههههردنااتقههها  یافهههت. پهههس

مای  به  سهرعت منجمهد شهد ب در ایتروژنهرایوتیو لول ، 
 -C80°بهه  فریههزر  وبههرای اگاههداری طههونای مههدر

 گردید.  منتق  

 آزمون بيماریزایي جدایه ها

برای   مون بیماریزایی روی بر  لوبیها، ابتهدا بهذرهای 
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های حاوی خاک سب  )مخلهو  لوبیای سفید درون گلدان
، یه  قسهمت دو قسمت هوهوپیت، دو قسمت پیت مها 

همپوست( اتوهلاو شهده هاشهت  پرلیت و ی  قسمت ورمی
شداد. در مرحله  سه  برگهی بوته  هها، سوسپااسهیوای در 

ساعت رشهد   24ا  هلنی های    CFU/mL  810-  710  حدود
جدای  شاخ  جم   وری شده ا  بر  یا غلاف   12هرده  

سوسپااسهیون تای  گردید.    KBدر محیط    مناطق مختلفا   
ا  ههر   قلو مو بر روی دو بر   روش مالش با  ب هر جدای   

. در ای    مهایش ا   ب مقطراسهتری  مای   ای گردیدبوت   
سه  هها به  مهدر  ب  عنوان شاهد منفی استفاده شد وگلدان

 اگاداری شداد. C35  -˚C20˚در گلخاا  با دمای    هفت 

 تعيهههين خصوصهههيا  فيزیولهههوژیكي و بيوشهههيميایي 
 هاي باکتریایي لوبياجدایه

تمام جدای  های بدست  مده ا  اظر مرفولوژی هلنی ها 
خن  شده با  سفیده تخهو   NA)مخلو   NA    ،NAEروی  
مورد بررسی قرار گرفتنهد.   KBو (Garibaldi 1967) مرغ(
شام  تولید لوان   LOPATجدای  ها،   مون های    هم برای  

 ، اهسهیدا ، لایهدگی  سوهرو   5محتوی %  NAروی محیط  
روی برش های سهی   مینهی، هیهدرولیز  رژاهی  و فهو  

 .Lelliott et al) حساسهیت بهر روی توتهون ااجهام شهد

  مون های هلاسهی  بهاهتری شناسهی،   (. برای سایر1966
جدای  منتخ  حداق  دو مرتب  تحت   مون های راهگ   12

 میزی گرم، هاتان ، تولید ایندو ، تبدی  ایترار ب  ایتریت، 
تجزیهه   ،اهاسههت ، بوب ژنتههی  و Tween80ز هیههدرولی

اسههکولی  و ایههز اسههتفاده ا  هربوهیههدرار هههای گلههوهز، 
سههاهار ،  رابینههو ، نهتههو ، سههلوبیو ،  رابینههو ، ملیبیههو ، 
رابینههو ، تههری هههالو ، اریتریتههو ، مههاایتو ، سههوربیتو  و 

 (. Schaad et al. 2001اینوسیتو  قرار گرفتند)

 هاي شناسایي مولكوليروش

ساعت  جدای  های منتخ    24ا  ههت    DNAستخرا   ا
( ااجام CTABموری و تامسون )روش    ب   NAروی محیط  

(. پس ا  اطمینهان ا  Murray& Thompson 1980گرفت )
استخرا  شده به  روش   DNAهمیت و هیفیت اموا  های  

-Tris- acetateدر بههافر  %1الکتروفههور  روی ژ   گههارو  

EDTA (TAE)  و مقایس  تراهو باادها با بااهدهای اههااگر 
Lader 100  سیناژن(،   مون های (PCR  مورد اظهر بهرای

اموا  ها بها جفهت  غها گر ههای عمهومی و  DNA تک یر 
   اختصاری ااجام گرفت.

 Taq، ا  مخلهو    PCR  ب    های مربو  واهنش تمامی  در  

DNA polymerase 2.0x Master Mix Red (Ampliqon 

Co., Denmark)    استفاده شد. ب  منظور جلهوگیری ا  تبخیهر
  20مواد واهنش ی  قطهره روغه  معهدای اسهتری  )حهدود 

امواه     PCRمحصهو  .میکرولیتر(، ب  هر هدام اهاف  گردیهد 
 plus   Ladderالکتروفور  شهداد. ا    % 1ها روی ژ   گارو   

100bp   هها، به  عنهوان مقیها   و بارگذاری  ن در هنار اموا
ژ    اسهتفاده شهد.     PCRخمهی  ااهدا ه قطعهار تک یرشهده  ت 

دقیقه  در    10 میهزی به  مهدر  الکتروفور  ب  منظهور راهگ 
و سههپس، جاههت   ( mg/L  10محلههو  اتیههدیوم برمایههد ) 

مقطهر  شستهوی راگ اهافی به  مهدر دو دقیقه  درون  ب 
قرارگرفت. برای مهاهده قطعار تک یر شده، ژ  تحت اشع   

 ,UV transilluminator (Vilber E-BOXمهاورای بهنفش  

France)   برداری ا   ن رورر گرفت. قرارداده شد و عکس 

   PCR-rep آزمون

 ، ا هههاجدایهه  ااگهههت اگههاری ژاتیکههی بهه  منظههور

 ERIC1R/ ERIC2Fو BOXA1Rجفهههت  غا گرههههای  
(Versalovic et al. 1994استفاده شد )   (. حجهو 1)جدو

میکرولیتر شهام    25در حد    PCRهر هدام ا  واهنش های  
 Taqمیکرولیتهر مخلهو   5/7اموا ،  DNAمیکرولیتر  پنج

DNA Polymerase 2x Master Mix RED   ،75/0 
 /ERIC1Rمیکرولیتهر )یهه  پیکههو مهو ( ا  هههر  غهها گر 

ERIC2F  (5/1  میکرولیتهههر در مهههوردBOXA1R و )11 
بها   DNAاری ا  اوهلئا  استری  بود. تک یر  میکرولیتر  ب ع
 BioRADبهها دسههتگاه  ERIC و BOXA1R غا گرهههای 
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thermal cycler    1مطهابق بها شهرایط منهدر  در جهدو 
در  PCRرههورر گرفههت. ده میکرولیتههر ا  هههر محصههو  

-Tris-borateچاه  ههای ژ   گهار  تایه  شهده در بهافر 

EDTA buffer (TBE)   میلهی  مپهر در ههر  90بها جریهان
 دقیق  الکتروفور  شد.  

ههها بهها جفههت آغههازگر عمههومي جدایههه PCRآزمههون 
 PCRیابي محصول  ها و تواليپروکاریو 

ااحیهه  بههرای شناسههایی اولیهه  جدایهه  هههای باهتریههایی، 
16SrDNA    در   مون  جدای  ها  اماینده  ا     12تعدادPCR 

 .27F/1492R (Frank et alجفهت  غها گر عمهومی بها 

پهس ا  مههاهده بااهدهای (.  1تک یر شهد )جهدو     (2008
بدسهت  مهده ا  دو   DNA، قطعه   هایکسان در تمام جدای 

 Psp91  و    هرمزگهان(  -)جدای  غلاف لوبیا  Psp26اماینده  
شههد  تعیهی  تههوالی اوهلئوتیههدی( ههها رون -بههر )جدایه  

تاران(. پس ا  حذف اهواحی اامناسه    -)شرهت پیهگام  
 افزار  ابتدا و ااتاای توالی های اوهلئوتیدی با استفاده ا  ارم

chromas version 2.6.6 1000،  یهه  تههوالی حههدود 

  BLASTاوهلئوتیههدی ا  هههر جدایهه  ا  طریههق براامهه  

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  در مقایس  با
 تجزی  و تحلی  گردید.    NCBIداده های  

 Pseudomonas  جفت آغازگرهاي اختصاصي جن 

  مهون ا     برای تعیی  جنس جدای  های باهتریایی لوبیا،
PCR  جفت  غا گرهای اختصارهی جهنس   با ب  هار گیری

Pseudomonas     شام  دو جفت  غها گرPA-GS-F/PA-

GS-R (Spilker et al. 2004 و جفت  غها گر )PS-F/PS-

R (Widmer, et al. 1998اسهتفاده شهد )   ( هه  1)جهدو
 16S rDNAهردو جفت  غها گر بهر مبنهای تهوالی ااحیه  

بهرای ههر ههدام ا    PCRطراحی شده ااد. مخلو  واهنش  
 ×2میکرولیتهر 10میکرولیتهر شهام   20  مون ها با حجو 

Taq DNA Master Mix  ،20   پیکومهو  ا  ههر ههدام ا
 پههنجمیکرولیتههر( ،  1 غهها گر هههای رفههت و برگهههت )

 سهه میکرولیتههر  ب مقطههر اسههتری  عههاری ا  اوهلئهها  و 
   بود.    DNAمیکرولیتر  

 

  Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola استفاده در این تحقيق براي شناسایيمورد  PCR آغازگرها و شرایط -1جدول  

Table 1. Primers name, sequence, PCR product size and PCR conditions for the identification of 

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola  

Primer Primer sequences 

Amplicon 

length (bp) PCR cycling conditions 

BOX1R CTACGGCAAGGCGACGCTGACG  95˚C 7ʹ; 30× [94˚C 60ʺ, 53˚C 60ʺ, 

65˚C 8ʹ]; 65 ˚C 16ʹ 

ERIC2F 

ERIC1R 

AAGTAAGTGACTGGGGTGAG 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 

 95˚C 5ʹ; 30× [94˚C 60ʺ, 52˚C 60ʺ, 

65˚C 5ʹ]; 65 ˚C 8ʹ 

27F 

1492R 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

CTACGGCTACCTTGTTACGA 

1451 96˚C 4ʹ; 30× [94˚C 60ʺ, 57˚C 60ʺ, 

72˚C 60ʺ]; 72 ˚C 10ʹ 

PS-F 

PS-R 

GGTCTGAGAGGATGATCAGT 

TTAGCTCCACCTCGCGGC 

1018 94˚C 3ʹ; 30× [94˚C 60ʺ, 60˚C 60ʺ, 

72˚C 60ʺ]; 72 ˚C 10ʹ 

PA-GS-F 

PA-GS-R 

GACGGGTGAGTAATGCCTA 

CACTGGTGTTCCTTCCTATA 

618 94˚C 5 ʹ; 35× [95˚C 60ʺ, 65˚C 45ʺ, 

72˚C 60ʺ]; 72 ˚C 10ʹ 

P5.1 

P3.1 

AGCTTCTCCTCAAAACACCTGC 

TGTTCGCCAGAGGCAGTCATG 

502 94˚C 2ʹ; 25× [94˚C 60ʺ, 58˚C 60ʺ, 

72˚C 120ʺ]; 72 ˚C 8ʹ 

P5.2 

P3.2 

TCGAACATCAATCTGCCAGCCA 

GGCTTTTATTATTGCCGTGGGC 

450 94˚C 2ʹ; 25× [94˚C 60ʺ, 58˚C 60ʺ, 

72˚C 120ʺ]; 72 ˚C 8ʹ 

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Nested-ههها بهها اسههتفاده از روش  شناسایي گونه جدایه

PCR  (PCR آشيانه)اي 

قطعه   یهابیا  تهوالی، ههاجدایه  دقیق تر برای شناسایی
DNA  شده بهرای ژن شده با جفت  غا گرهای معرفیتک یر

Nested-( در   مهون  3.2P/5.2Pو     3.1P/5.1Pفا ئولوتوهسی  )

PCR استفاده شد(Schaad, et al. 2001) ، در مرحله  او .
 12اوهلئوتیدی مورد اظر ا  ژن فا ئولوتوهسهی    500قطع   
، 13P/5.1P  PCR.با استفاده ا  جفت  غها گر  شاخ   جدای   

میکرولیتهری ا  مخلهو   20حجهو  با PCRدر ی  واهنش 
میکرولیتههر ا  هههر  یهه ، DNAمیکرولیتههر  دو) واهههنش
 Taq DNA ×2میکرولیتهرمیکرولیتهر pmol ،10 20 غها گر

Master Mix  میکرولیتههر  ب اسههتری  عههاری ا   هفههتو
دسهت  مهده ا  ایه  به   PCRتک یر شد. محصو     اوهلئا (

برابر رقیهق شهد و واههنش مرحله  دوم مرحل  ب  میزان ده  
PCR   با همان شرایط واههنش او  و بها اسهتفاده ا  جفهت

دو ههر    PCRمحصهو   .  رهورر گرفهت  3.2P/5.2P غا گر  
ب  مهدر چاهار   TAEدر بافر    2/1 گار  %  مرحل  روی ژ  

شهد.   ولهت الکتروفهور   50ساعت تحت جریان الکتریکی  
ب  همهان روش   DNAراگ  میزی ژ  و مهاهده بااد های  

. بههرای اطمینههان ا  ردیههابی ژن قبلههی رههورر گرفههت
تک یهر شهده   DNAفا ئولوتوهسی  در ای  بررسی، قطعار  

تههوالی یههابی شههداد  Psp91و  Psp26دو جدایهه  منتخهه  
پزشههکی دااهههگاه علههوم -)  مایهههگاه جههام  تحقیقههار 

عار توالی دریافتی، با استفاده پس ا  بررسی اطلا  ارفاان(.
تهوالی ی ، ابتدا و ااتااchromas version 2.6.6 افزار ا  ارم

گردیهده و هیفیهت مناسهبی اداشهتند حهذفاوهلئوتیدی ه 
های موجود در با توالی ها میزان شباهت توالی اموا  سپس

 مقایس  گردید. BLASTباا  ژن ا  طریق براام   

 Pspلوژنتيكي جدایه هاي  تجزیه و تحليل روابط في

ب  عنهوان   Pspبرای تایید اتایج بدست  مده ا  شناسایی  
عام  بیماری لک  هاله  ای لوبیها در اسهتان ههای جنهوبی، 

ای    Psp91و    Psp26روابط فیلوژاتیکی دو جدای  شاخ   
 ثبت شده در بلاست Pspهای ی  جدا پژوهش با تعدادی ا 

و همچنههی  گواهه  هههای ازدیهه  بهه   ن در داخهه  جههنس 
Pseudomonas    بررسی شد. ب  ای  منظهور، بها اسهتفاده ا

 ,Yamamoto et al. 2000)  جفت  غا گرهای توری  شده

Mulet et al. 2009دو ااحی  ژای تک یر  ( برایgyrB (UP-

1E/AprU ) وrpoD (PsEG30F/PsEG790R جهههههنس )
Pseudomonas     هی ا  اواحی ژای  ، بخ(1)جدوgyrB   و

rpoD  جدای  هایPsp 26  وPsp91  تک یهر و تهوالی یهابی
تاران(. پس ا  ویرایش ابتهدا و ااتاهای تهوالی   -)ایاژن  شد

به    هر جدایه   rpoDو    gyrB  دو توالیهای دریافت شده،  
( و با توالی ههای به  ههو Concatenated) شدادور     هو

در   Pspی ازدیه  به پیوست  ای  دو ااحی  ژای در گوا  ها
 برای تجزیه  و تحلیه  فیلهوژاتیکی  Pseudomonas  جنس

 ترسهیو درخهت فیلهوژاتیکی بها اهرم افهزار  .ب  هار رفتنهد 

 Mega V 7.0  ب  روشmaximum-likehood  بها اسهتفاده
و اعتبهههار  Tamura 3-parameter+6 (T92+6)ا  مهههد  
 تکرار ااجام گرفت. 1000( با bootstrapسنجی )

 تعيين بذرزاد بودن باکتري  

برای تعیی  ماادگاری باهتری در بذر لوبیا، جدای  شهاخ   
سهاعت در دمهای    36(  ب  مهدر  Psp26باهتری ای  پژوهش) 

°C  28   ههههههت  روی محههههیطKB    .رشههههد داده شههههد 
  CFU/mL  910سهپس سوسپااسهیوای ا  بهاهتری در حهدود    
 (=1.2600OD در  ب مقطههر )     و بهه     گردیههد اسههتری  تایهه 

های  لوده شهده به   های سالو لوبیا تزریق گردید. غلاف غلاف 
مدر ی  هفت  درون دسیکاتور با رطوبت بهان قهرار گرفتنهد.  

 بسوختگی و پیهرفت بیماری ب  رورر به  ههو    پس ا  برو  
پیوستگی لک  ها و متعاق   ن لز  شهدن سرتاسهری غهلاف،  

خهار  و در شهرایط   مایههگاه  هم  بذرهای داخ  غلاف ها  
خه  شداد. ردیابی باهتری در بذرهای بدست  مهده،  ابتهدا  

و    64،  32،  16،  ههههت ،  چاههار ،  دو   رههفر،   در فوارهه   مههاای 
بها سه      رورر گرفت. ب  ای  منظور، در هر اوبهت رو   128
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ی   بذر در شیهه  ههای مه  ههارتنی محتهوی پهنج  تکرار،  
فسهفار     شهده محتهوی   ( استری  PBSTلیتر بافر امکی ) میلی 

سهدیو و  گرم ام  هلرور  8/ 5  منو پتاسیو، فسفار دی پتاسیو، 
مقطهر     ( در یه  لیتهر  ب pH 7.2)   Tween 20لیتهر  دو میلهی 
سهاعت روی   18غوط  ور شد و لوله  هها به  مهدر    استری  

اگاهداری     C 28°دور در دقیقه  و دمهای  120شیکر با تکاا  
اسهیون ههر لوله  به   میکرولیتهر ا  سوسپا   100شداد. سهپس،  

هم  میل  خمیده شیه  ای استری  شده با شعل  روی محهیط  
KB    ساعت  محیط های هههت    48پخش شد. پس ا  اگاداری
هلنی های رشهد ههرده در محهیط ا  اظهر   ، ویژگی  C 28°در 

  مورفولوژی ، ایجاد راگیزه فلورسنت تحت اور ماورای بهنفش 

nm  366    ق اقطههه  ای  بههها تزریههه  بیمهههاریزایی  ااههها    تهههوان و
و  روی غهلاف  در    ساعت ههت شده باهتری   24سوسپااسیون 

و     3.1P/5.1Pبههها جفهههت  غا گرههههای    PCR-Nested  مههون  

3.2P/5.2P    ااجام گرفت. پس ا  مرحله  او    مایههار، فراینهد
ردیابی باهتری ا  بذور مورد   مایش بطهور متهوالی در مقهاط   

  ماای ی  ماه  ادام  یافت. 
 
 نتایج
تها    1398سها  ههای    تها اردیباههت   اسهفند   ماه ههای   طی 

، در لوبیاهای سبز تولید شده در منهاطق جنهوبی هههور  1400
به  بها ار ههای   ه  مااند بندرعبا ،  میناب، جیرفت وها رون 

 ، علایهو بهار   بسهوختگی  عرهه  شهده بواهد   سبزی ارفاان 

مههاهده شهد     ااها و بر  های متص  به     ها   ای در غلاف لک  
هها در بعضهی  علایهو  بسهوختگی لکه  ای غهلاف   (. 1  شک  ) 

موارد محدود و شام  ی  تا پنج لک  در هر غلاف بهود، ولهی  
ها اه ر سط  غهلاف را پوشهاایده  در موارد شدید  لودگی، لک  

ارغهواای اطهراف    حاشهی  ای بوداد. در حالت پیهرفت  بیماری،  
ها را احاط  هرده بود و مرههز لکه  لهز  شهده و  لک  بعضی ا   

ههای  لهوده به   ای داشت. اگر چه  تعهداد غهلاف کرو  قاوه ا 
بیماری در هر محمول  لوبیاسهبز متییهر بهود و بطهور تخمینهی  

گهاهی  ار یهابی شهد، ولهی    1های  لوده همتر ا  % تعداد غلاف 
تعداد  یادی ا  غهلاف ههای محموله  لوبیها  علایو بیماری در 

  تمهام سها  ههای در    گردیهد.   ( مههاهده 20% تها    10% )حدود  
 وری اموا ، دوره فراواای بیماری، اسهبت مسهتقیمی بها  جم  
ههای جنهوبی هههور داشهت و پهس ا   های بااره استان بارش 

ههای هرمزگهان، فهار  و هرمهان،  باران در اسهتان رو های پر 
ا  هیفیهت    ارهفاان   های لوبیاسبز عره  شده ب  بها ار محمول  

 مناسبی برخوردار ابوداد. 

 
 

                      
 
 
 
 

 
 
تشكيل لكه هاي آبسوخته و بروز بلایت در برگها و غلاف هاي لوبياهههاي منههاطق جنههوبي  خسار  بيماري لكه هاله اي باعلایم  -1 شكل
 مراکز فروش اصفهان جمع آوري شده ازکشور 

Fig 1. Characteristic symptoms of bean halo blight disease include the formation of water-soaked 

lesions followed by necrosis on the leaves and pods of beans collected from greengrocers in Isfahan  
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 آوري شدههاي جمعجداسازي و کشت نمونه

( بافت  لهوده لوبیاههای  Oozeباهتریایی ) ا  ههت ترشحار  
ی  اهوع   ، دارای علایو بیماری سوختگی غلاف و بر  در  ب 

راهگ، دوههی شهک ، بها مرههز بر مهده و  هلنی باهتریایی شیری 
رشهد    NAی هههت  حاشی  مضر  بطور غال  در محهیط هها 

وتحت تاثیر اهور اشهع  مهاورای   KBهادر محیط ای  هلنی . هرد 
اااومتر راگ فلورسنت  بی ) احتمهان ا     366بنفش با طو  مو   

ا  ویژگهی ههای مههخ     هه  د  ( اههان داداهpyocyaninاوع  
میزان    می باشد.   .Flourscent Pseudononads sppباهتری های  

به  مراته     NAEدرخهندگی فلورسنت جدای  هها در محهیط  
اموا  جم   وری شده ا  غهلاف و    98بیهتر بود. در مجموع ا   

جدای  باهتریایی خال  سا ی گردیهد هه  بهرای    81بر  لوبیا،  
   اگاداری شداد.     -C80°ادام    مایهار در فریزر  

 و برگ لوبيا آزمون بيماریزایي روي غلاف

بیماریزایی، تمام جدای  هها قهادر بوداهد پهس ا     در   مون 
  ای در مح  تزریهق های هوچ   بسوخت  رو ، لک   دو گذشت 

تهدریج به     ها بهایجاد هنند ه  تا رو  پنجو، لک    روی غلاف 
حداه ر اادا ه خهود رسهیداد و در اگاهداری طهونای مهدر  

(. بهرای تاییهد  2)شهک    حالت لز  و حاشی  قرمز پیدا هرداهد 
های مایه   اتایج بیماریزایی، ا  لک  های ایجاد شده روی غلاف 

هههت   KBو   NAههای   ای شده، ب  روش قبلی روی محیط 
ساعت، با مقایس  مورفولهوژی و توااهایی    48شد. پس ا   داده  

، معلوم شهد هه     KBمحیط   ها در تولید راگ فلورسنت جدای  
 ههای   مهده ههاملام مههاب  همهان جدایه  دسهت های به  باهتری 

 باشند.   شده می تزریق 
،   Psp21  ،Psp26شش جدای  شهاخ    در   مون بیماریزایی 

Psp68  ،Psp71  ،Psp78    وPsp91   های لوبیها، اولهی   ر  روی ب
رهورر ااهور   اهی به  رو  پس ا  مایه    10علایو بیماری طی  

شده مهاهده شهد. پهس ا   در مناطق تلقی    ریز  بسوخت  های  لک  
 و   هههها حالهههت اکهههرو  اههههان داداهههد رو  ایههه  لکههه    15

  چنهی  شهرایطی ، در  ردی موهعی در سط  بهر  اهاهر شهد   
   (. 2)شک    اهان اداداد های تلقی  شده با  ب مقطر علامتی  بر  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 گل انه ايروز( در شرایط  5روز( و غلاف هاي  لوبيا سبز ) 15روي برگ )  BHB26علایم بيماریزایي جدایه  -2 شكل

Fig 2. Pathogenicity tests of isolate BHB26 on leaves (15 days) and pods (5 days) of beans under 

greenhouse conditions 

 

 هابررسي خصوصيا  فيزیولوژیكي و بيوشيميایي جدایه

ههای جمه   وری  ، تمام جدایه    LOPATهای  طی   مون 
دار تولیهد  ههای لعهاب شده در محیط محتهوی سهاهار ، هلنهی 

دهنده واهنش م بت برای تولید لهوان بهود. ایه   هرداد ه  اهان 
ههای توتهون  سهاعت در بهر    18ها در مدر همتهر ا   جدای  

حساسیت ایجهاد هرداهد، ولهی واههنش اهسهیدا ،  واهنش فو  
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 مینهی و هیهدرولیز  رژاهی   های سهی  ایجاد لایدگی در برش 
برای  ااها منفهی بهود. بها توجه  به  اتهایج تهوان بیمهارگری،  

، وابسهتگی    LOPATهای  ولوژیکی و   مون خصوریار مورف 
سهوختگی    جدای  های بدست  مده ا  لوبیاهای سبز مبهتلا به  

مههخ  گردیهد. در ادامه     Pseudomonasجنس    هال  ای ب  
  مایههههار،  ویژگهههی ههههای بیوشهههیمیایی شهههش جدایههه   

  Psp91و    Psp21  ،Psp26   ،Psp68  ،Psp71  ،Psp78شهاخ  
ای  های گهرم منفهی به   بررسی شد و معلوم گردید ه  ای  جد 

لحههاظ   مههون هههای هاتههان  و تولیههد اسههید ا  مصههرف  
هربوهیههدراتاای گلههوهز، سههوهرو ، رابینو ، سههلوبیو  واهههنش  
 م بتهههی داراهههد. در مقابههه ، اتهههایج هیهههدرولیز  رژاهههی ، 

تجزی   سکولی ، احیای ایترار ب  ایتریهت، هیهدرولیز تهوئی     
تهی  و تولیهد  ، مصهرف ژن C37°و اهاست ، رشد در دمای   80

ایندو  برای  ااا منفی بهود. همچنهی ، ایه  جدایه  هها قهادر  
ههالو ، ملهی بیهو ،    -ابوداد ا  هربوهیهدراتاای نهتهو ، تهری 

رافینو ، اریتریتو ، سوربیتو ، ماایتو  و اینوسیتو  اسید تولیهد  
   . امایند 

تعيين شباهت ژنتيكي جدایه ها با استفاده از آزمون هاي 
PCR-BOX   وPCR-ERIC   

برای تعیهی  شهباهت یها تنهوع ژاتیکهی احتمهالی در بهی   
-BOXها، ا  ااگهت اگهاری ژاتیکهی  به  روش ههای  جدای  

PCR    وERIC-PCR   اسههتفاده شههد. در   مههون  ERIC   همهه ،
 bp  1000  -bpبا طهو  تقریبهی    هفت بااد مهخ  ها،  جدای  

  ، ولی قطعار با تراهو هعیف در اادا ه ههای تولید هرداد  400
(. در هرحها   3ایز وجود داشهت )شهک     bp 300پایی  تر ا   

برای تمام جدای  ها ههاملا یکسهان بهود و    DNAالگوی تک یر  
بنظر رسید تمام  ااا ب  لحاظ الگوی باادی هاملا مهاب  هسهتند  

ایز اههان دهنهده    BOX1Rتک یر ژاومی جدای  ها با  غا گر  .  
بااد ازدی  به     11ی   تهاب  ژاتیکی  ااا بود. در پروفی  هر جدا 

مههاهده شهد هه     bp  1000  -bp 400هو با طو  قطعار بی   
. بها توجه  به  شهباهت  یکساای الگوی تک یر  ااا را اههان داد 

و   BOX-PCRدر هر دو   مون    ها  جدای    DNAالگوی تک یر  
ERIC-PCR ،   ی مهورد بررسهی هها اتیج  گیری شد ه  جدای  

 اختلاف ژاتیکی قاب  توجای اداراد.  
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

ژنومي نماینده هایي از جدایه هاي باکتریههایي بدسههت آمههده از بههرگ و   DNAانگشت نگاري ژنتيكي    نقوش  -3  شكل
   ERIC-PCRغلاف گياهان لوبياي مبتلا به بلایت هاله اي در آزمون  

Fig 3. Genomic DNA fingerprint patterns of a representative bacterial strain isolated from halo-blight 

infected leaves and pods of bean plants using the ERIC-PCR technique 
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بهها جفههت آغههازگر عمههومي  PCR انجههام واکههن 
 هایابي جدایهها و تواليپروکاریو 

به  عنهوان   27F/1492Rبا اسهتفاده ا     PCRدر   مون   
حهدود     DNAبااد  ی     جفت  غا گر عمومی پروهاریوتاا،

bp 1400 با توالی یابی اوهلئوتیدی  .در جدای  ها تک یر شد
 شهاخ  مزبهور در جدایه  DNA رفت و برگههت بااهد 

Psp26  ههای موجهود در با داده  و تطبیق توالی بدست  مده
BLAST    جدایهه  لی ایهه  تههوامعلههوم شههد هههPsp26 

(:PP983233Accession No )تهوالی خههی ا  تهوالی ب  ب
16S rDNA  اعضههای جههنسPseudomonas  ا  جملهه 

 (Accession  . phaseolicolapvP. savastanoi 

 CP000058.1 :No % دارد. به  ایه  ترتیه  100شهباهت .
  تحقیهق مهخ  گردید جدای  های مورد بررسهی در ایه

 می باشند. .Pseudomonas sppمتعلق ب  

آغازگرهههاي بهها اسههتفاده از جفههت  PCR  انجام واکههن 
 اختصاصي جن  سودوموناس

در ادام  تهخی  جنس جدایه  ههای باهتریهایی عامه  
ی لک  هال  ای لوبیا در پانه  جنهوبی هههور،   مهون ربیما

PCR بهها جفههت  غهها گر هههای اختصارههی جههنس   ااهها
Pseudomonas  شههههههام PA-GS-F/PA-GS-R   وPS-

F/PS-Rبا استفاده ا  جفت  غها گر    .، رورر گرفتPA-

GS-F/PA-GS-R   حهدود    ، ت( بااد موردااتظارbp  618 )
بها  PCRطهی  همه  جدایه  تک یهر شهد. PCRدر محصو  

 DNAیه  قطعه  ایز حدای  ها   PS-F/PS-Rجفت  غا گر  
باتوجه  به  اختصارهی   تولید اموداد.  bp1018تصاری  اخ

بودن ای  جفت  غا گرها برای تهخی  ااحصاری اعضای 
و تک یر بااهد منفهرد اختصارهی در   Psuedomonasجنس  

حدود اادا ه های مورد ااتظار برای هر دو جفهت  غها گر، 
فرض قبلی تعلق جدای  های بدست  مده ا  لوبیاهای مبهتلا 

 Pseudomonasا  مناطق جنوبی ههور به  ب  لک  هال  ای 

spp. .تایید شد 

با جفت آغازگر اختصاصي   PCR-Nestedانجام واکن   
 توليد ژن فازئولوتوکسين

جدای  ها، برای تعیی  گواه   ااها ا   پس ا  تایید جنس
ههای فا ئولوتوهسهی  در جفت  غا گرهای اختصارهی ژن

( اسهتفاده شهد. در nested PCRای)مرحله دو PCR  مون 
ای  قطعه  3.1P/5.1Pمرحل  او  ای  واهنش، با جفت  غا گر 

. بها گردیهدتک یهر  bp 502با طو  بااد موردااتظهار حهدود  
، 1:10مرحله  او  به  اسهبت    PCR   سها ی محصهورقیق

  3.2P/5.2Pبهها اسههتفاده ا  جفههت  غهها گر  PCRمرحلهه  دوم 
راهو و ااجام گرفت هه  حاره    مهون، تولیهد بااهدی مته

 در جدایه  هها بهود  bp450مهخ  بها طهو  موردااتظهار  
 (.  4)شک  

پس ا  تک یهر بااهد مهورداظر در جدایه  هها، محصهو  
بها جفهت  غها گر   BHB26جدای  شهاخ     PCRواهنش  

3.1P/5.1Pو بهها شههماره دسترسههی  ، تعیههی  تههوالی گردیههد
PP998298    درNCBI  میهزان شهباهت تهوالی ثبت گردید .

های موجود در باا  ژن با اسهتفاده ا  توالی اموا مزبور با  
 100بررسی شهد هه  اتیجه   ن شهباهت %  BLASTبراام   
 P. savastanoiجدای  با جدای  ههای دو پهاتوار ای  توالی 

pv. phaseolicola  وP. savastanoi pv. actinidia  .بهود
مطابقت هام  توالی قسمتی ا  ااحی  ژاهی فا ئولوتوهسهی  

 .P. savastanoi pvبهها دو پههاتوار  Psp26 در جدایهه 

phaseolicola  لوبیهها( و(P. savastanoi pv. actinidia 
های باهتریهایی لوبیهای ایه  )هیوی( اهان داد ه  در جدای 

( conservedشههههده )هههههای حفااههههتژن ،پههههژوهش
 P. savastanoiه  فا ئولوتوهسی  وجود دارد و ا   اجایی

pv. actinidia و  ایسهتدر لوبیها  اد بیمهاریقادر به  ایجه
احتمها    شهود، بهعنوان پاتوار هیوی شناخت  میمنحصرام ب 

 ، متعلههق بهه ایهه  تحقیههقی هههای لوبیهها یههاد جدایهه 

 P. savastanoi pv. phaseolicola می باشند. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP000058.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SWWMT6U7013
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ایههن پههژوه  بهها جفههت بيمارگر باکتریایي عامل لكه هاله اي لوبيههاي   جدایه هاياز    16SrDNAقطعه    تكثير  -4  شكل
 (bp  1018)باند مورد انتظار  Pseudomonas، PS-F/Ps-Rاختصاصي جن     آغازگر

Fig.4 PCR amplification of 16SrDNA fragment from pathogenic bacterial  isolates  causing bean halo 

blight with Pseudomonas genus- specific primer pair PS-F/Ps-R (expected band 1018bp)  
 

 Psp  تجزیه و تحليل روابط فيلوژنتيكي جدایه هاي

جدایه    gyrBپس ا  توالی یابی بخههی ا  ااحیه  ژاهی  
 Psp91( و PP973855) شههماره دسترسههی  Psp26هههای 

و همچنههی  بخهههی ا  ژن  (PP973556)شهماره دسترسههی 
rpoD   جدایههPsp26   شههماره دسترسههی(PP973857 و )

Psp91    شماره دسترسی(PP973858 برای تحلی  روابهط ،)
تبههار ایی ایهه  جدایهه  ههها بهها گواهه  هههای مختلههف 

Pseudomonas spp. درخهههت فیلهههوژاتیکی بههه  روش ،
maximum-likehood   رسههو شههد. اتههایج بدسههت  مههده ا

ترسیو درخت فیلوژای بر مبنای توالی های ب  ههو پیوسهت  
gyrB    وrpoD   اهان داد ه  جدایه  ههایPsp26  وPsp91 

، در یه  NCBIثبهت شهده در    Pspهمراه با جدای  ههای  
قرار مهی گیراهد. ایه  خوشه  در ارتبها    (clusterخوش  )

 ازدیهه  بهها خههو شهه  هههای مربههو  بهه  اژادهههای مختلههف 

 P. amygdali pv. aesculin (67% bootstrap) گوا  ههای
 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  (76%و 

bootstrap    ) ی  هلاد را تههکی  داداهد. ههلاد مزبهور بها
ا  هلاد در بهر گبراهده اژادههای   %90درج  اعتبار بانتر ا   

تفکیه   P. syringaeو    P. tremaeمربو  ب  گوا  های 
 P. fluorescens ATCCشهد. در ایه  بررسهی، بهاهتری 

در ی  گروه هاملا جهدا قهرار   outgroupب  عنوان    13525
 .(5شک )گرفت  

 روي بذر لوبيا Pspتعيين زمان ماندگاري باکتري  

روی بهذر   Psp26برای تعیهی   مهان مااهدگاری بهاهتری 
  Salinلوبیا، عم  خیساادن بذرهای  لوده در محلو  امکهی  

و    NAههای  و سپس ههت سوسپااسیون حار  روی محیط 
KB   ،75، 64، 32، 16در رو های رفر، دو، چاهار، هههت  ،
رو  در چاارتکرار ااجام شد. در هم     420و    128  ، 110،  90

شده، جمعیت  یادی ا  ی   ا  سوسپااسیون های تای    ، موارد 
اهوع هلنهی باهتریههایی یکنواخهت، دوههی شههک  بها حاشههی   

و تحهت    KBمضر  روی محیط ها رشد هرد ه  در محیط  
داشت. بررسی دو اموا  ا  ای     راگ  بی فلورسنت   UVاور  

بیمهاریزایی و     مایش به  لحهاظ   باهتریاا در هر مقط   ماای 
ایه   اهان داد ه     با جفت  غا گرهای   nested-PCRواهنش  

  ههای   بها جفهت  غها گر    باهتریاای دوهی فلورسنت هننهده 

3.1P/5.1P    3.2وP/5.2P     450و    502حهدود  ب  ترتی  بااهدهای  

1200 

bp 

1      2      3     4      5      6     7      8     9    10     11    12    13 

  14    15 

900  
bp 

1000 

bp 
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هنند و قادر ب  ایجاد علایو  بسوختگی  اوهلئوتیدی تولید می  
هها بها خصورهیار  ایه  ویژگهی در غلاف لوبیا سبز هستند.  

ه  بذرها با  ن  لهوده شهده بوداهد،    Psp26های جدای  هلنی 
  120. گرچ  در مراح   ماای اولی  با یابی )تا  مطابقت داشت 

ههت رشد هرد،  رو (  جمعیت  یادی ا  باهتری روی محیط 
ما ه های بعدی، جمعیهت بهاهتری    در  با یابی   ولی در مراح  

بطوریک ،    بدست  مده ا  بذرها رواد هاهش تدریجی داشت. 
هلنی های بدسهت  مهده ا  ههر   ، ماه(   14 خری  با یابی )   در 

هلنهی   اه  تها  چاهار میکرولیتر سوسپااسیون بذر در حد   100
ههای  رسد ه  بقای باهتری روی بذر تا مهدر بود. ب  اظر می 

ادام  پیدا هند ه  با توج  ب  محهدودیت  مهاای،    طونای هو 
 ادام    مایش در  ینده پیگیری خواهد شد. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
طههي واکههن   Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicolaجدایههه هههاي  ني فازئولوتوکسههينژب شي از خوشه  تكثير -5شكل 

nested-PCR  با جفت آغازگرهاي مرحله اول P5.1/ P3.1(502bp و جفت آغازگرهاي مرحله دوم ) P5.2/ P3.2(450bp) 

M نشانگر .DNA (Ladder plus ،)PSSB (، 2و 1هاي  )چاهکBHB26  (، 4و  3)چاهههک هههايBHB91  (، 6و 5)چاهههک هههاي

BHB78  (8و  7)چاهک هاي 

Fig 5. Partial amplification of the phaseolotoxin gene cluster from isolates of Pseudomonas savastanoi 

pv. phaseolicola using nested-PCR with primer pair P5.1/P3.1 (first round) followed by primer pair 

P5.2/P3.2 (second round) 

M. DNA marker, PssB (1&2), BHB26 (3&4), BHB91 (5&6), BHB78 (7&8) 
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 Pseudomonasدو سویه نماینده  rpoD و  gyrBترسيم شده بر اساس توالي هاي بهم پيوسته ژن هاي خانه دار   درخت فيلوژني. 5شكل 

savastanoi pv. phaseolicola (Psp26 وPsp91 جداشده از استان هاي جنوبي ایههران )تههوالي هههاي بهههم پيوسههته در مقایسههه بهها  

gyrB-rpoD  سویه هاي نزدیک بهمPseudomonas spp.  بدست آمده ازNCBI توالي .P. fluorescens  به عنوان خارج از گههروه

 استفاده شد.

Fig 5. Phylogenetic tree based on concatenated gyrB and rpoD sequences of two representative strains 

of Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp26 and Psp91) isolated from southern provinces of 

Iran with the gyrB-rpoD sequences of closely related strains of Pseudomonas spp. retrieved from NCBI 

database. Sequence of P. fluorescens was used as an outgroup. 
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 بحث

 
های بیماریزای گیاهی قادراد در بهذر بسیاری ا  باهتری

گیاهان  لوده بهاقی مااهده و پهس ا  رشهد گیاهچه  و طهی 
باع  ایجاد بیماری در میزبان خهود شهواد.   ،شرایط مساعد

 اهاسا گاری ای  عوام  بیمارگر با شرایط اقلیمی و تک یر  ا
های هوایی تها سهط   سهتاا  ایجهاد در سط  مرطوب اادام
 Hiranoها اقش اساسی دارد )رر  نبیماری، در برو  خسا

& Upper 1983  علایمهی 1400تها  1398های (. طی سا ،
ای لوبیها در سهط  هال مهاب  با بیماری باهتریایی سوختگی

های های ارفاان مهاهده شد ه  ب  شک  لک فروشیسبزی
های لوبیاسبز جل  توجه  مهی ههرد. روی غلاف   بسوخت 

منهاطق جنهوبی  هه  ا   های سهبزعلایو بیماری در ای  لوبیا
ههور مااند شارهای بندرعبا ، میناب، ها رون و جیرفت 

ههای اسهفند و در مهاه  ،ارهفاان وارد شهده بوداهد  با ار  ب 
در ماه های دیگر سا    .فراواای قاب  ردیابی بودفروردی  ب 

، چنهی  (تابسهتان) و حتی در مزارع لوبیای اسهتان ارهفاان
 . ا  هههای لوبیاسههبز وجههود اداشههتعلایمههی روی غههلاف

و ایز برگاای متص  ب  بعضی ا   ااا    سبزهای غلافاموا 
هلنهی باهتریهایی یه  اهوع    هاله  ای، بسوختگی  با علایو  

روی محهیط   شک  بها حاشهی  مضهر راگ و دوهیشیری
NA  هههای  بههی ههه  توااههایی تولیههد راگدااهه رشههد هههرد

روی محهیط را    Pyveredinاحتمان ا  اوع    ،هنندهفلورسنت
KB داشت  (Ackerley 2011 &Owen  ). 

های جدای  باهتریایی بدست  مده ا  اظر   مون  81هم   
سهاعت، القها   48های لوبیا طی  ایجاد  بسوختگی در غلاف

ساعت و   24همتر ا     درحساسیت روی توتون  واهنش فو 
 نش لاااههدنتولیههد لههوان، م بههت بوداههدا ولههی اتههایج واههه

هها منفهی  مینی، اهسیدا  و هیدرولیز اهاست  برای  نسی  
ار یابی شد. ب  لحاظ خصوریار بیوشیمیایی، واهنش ایه  

نهتهو ،   هربوهیهدراتاایها برای مصرف اسکولی  و  جدای 
هههالو ، سههوهرو ، سههوربیتو ، تههری ،بیههو ، رافینههو  ملههی

منفی بهود،   و  و همچنی  ماایت  اریتریتو    ،اینوسیتو ، نهتو 
ها توااستند قنهدهای گلهوهز، سهوهرو ،  رابینهو  و ولی  ن

سلوبیو  را مصرف اماینهد. ایه  خصورهیار بیوشهیمیایی 
مطابقت داشهت هه  به    Pspها با مهخصار باهتری  جدای 

ای لوبیها گهزارش شهده هاله عنوان عام  بیماری سوختگی
 (.Schaad et al. 2001, Lelliott et al. 1966است )

ه  هنهو  ههو اهام قهدیمی عامه  بیمهاری با وجود ای 
( P.syringae pv. phaseolicolaای لوبیها )سوختگی هاله 

شهود ولهی براسها  در بعضی ا  مناب  علمی مههاهده مهی
پاتوار ،  Pseudomonasهای جنس بندی جدید باهتریطبق 

P.syringae pv. phaseolicola  ا  گهروهsyringae  جهدا
منتق  شهده اسهت. بنهابرای   P.savastanoiب  گوا  شده و  
ب  عنهوان  P.savastanoi pv. phaseolicolaحاهر در حا  

شهود. طبهق ای لوبیا شناخت  میعام  بیماری سوختگی هال 
بهه  اهه  گواهه  ژاتیکههی   P.syringaeبنههدی،  ایهه  طبقهه 

(Genomospeciesگروه )هها ه  در بی   ن  است  بندی شده
P.syringae pv. savastanoi  وجهههود اهههداردا بلکههه

P.savastanoi  ای مجههزا بهها پاتوارهههای بهه  عنههوان گواهه
phaseolicola،savastanoi ،glycinea  وtabaci   شهههناخت

(. بهر  2019et al. 1992, Nobel et alGardan .شهود )مهی
مهورد   ههایبندی، فهرض شهد هه  جدایه اسا  ای  طبق 

های بیوشیمیایی به  بررسی در ای  پژوهش ب  لحاظ   مون
تفهاور   P.syringaeگواه     باتر هستند و  ازدی   Pspگوا   
 داراد.  

 اگههاری ژاتیکههی جدایهه  هههای منتخهه  بههاااگهههت

اهان داد ه  ایه    BOX-PCRو    ERIC-PCR    مون های 
کسان هستند ی DNA باادی تک یر الگویب  لحاظ جدای  ها 

مهی باشهند )شهک  ا  اظر ژاتیکی مهاب  یکدیگر مان  و احت
ای  یکنواختی پروفی  ااگهت اگاری ژاتیکی در   مون   .(3

ERIC-PCR    وBOX-PCR     برای جدای  هایPsp   بدست
( ایهز گهزارش شهده .Vigna radiata L مده ا  گیاه ماش )

حدود  DNAتک یر ی  قطع   (.Nobel et al. 2020است. )
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جدای  های منتخ  با جفت  غها گر در    اوهلئوتیدی  1500
( و 27F/1492Rها )پروهاریور 16S rDNAعمومی ااحی  

 شهاخ  در جدایه تک یر شده    DNAتوالی یابی بخهی ا   
Psp26    به    9/99ایه  بهاهتری در حهد%هه   مهخ  امود
در بااهه  ژن جاههاای  Pseudomonasس هههای جههنجدایهه 

(BLAST)  ای  شناسایی جهنس جدایه  هها بها شبی  است .
بها   PCRههای  در واههنش  DNAتک یر قطعار مورد ااتظار  

استفاده ا  جفت  غا گرهای اختصاری توری  شهده بهرای 
Pseudomonas sp.  شههام  جفههت  غا گرهههایPA-GS-

F/PA-GS-R (bp618)  وPS-F/PS-R  (bp 1018 تاییههد )
 شد.  

غا گرههای ها با جفهت  جدای   nested-PCRدر   مون  
تولید باادهای مورد   ،های فا ئولوتوهسی هننده ژنشناسایی

)مرحله    3.1P/5.1Pبها جفهت  غها گر    bp502ااتظار حهدود  
)مرحلهه  دوم(  3.2P/5.2Pبهها جفههت  غهها گر  bp450او ( و 

 .P. savastanoi pvها ب  پاتووارامود ه  ای  جدای  علومم

phaseolicola  حهدود  یابی قطعتعلق داراد. توالی  bp502 
محصهو  تهوالی  اهان داد ه     nested-PCRدر مرحل  او   

PCR  هها بها دو بهاهتریایه  جدایهP. savastanoi pv. 

phaseolicola  وP. savastanoi pv. actinidia  شهباهت
هه  هیهوی به  عنهوان میزبهان دارد. با توج  به  ایه   100%

 گهههزارش P. savastanoi pv. actinidiaااحصهههاری  

بنههابرای    (،Sawada  &Fujikawa 2019اسههت )شههده 
 هههای لوبیههای مههورد   مههایش بهه  عنههوانتهههخی  جدایهه 

P. savastanoi pv. phaseolicola رسهد. منطقی ب  اظر می
های تولیدهننده فا ئولوتوهسی  قادر ب  ه  جدای جاییا   ن

 Rico et al. 2003, Marqes etمصرف قند ماایتو  ایستند )

al. 2000لهی جدایه  ههای فاقهد ژن تولیهد هننهده ایه  ( و
 .Rico, et al) توهسی  توااایی استفاده ا  ماایتو  را داراهد

را به    ههای ایه  پهژوهشجدایه   (، بنابرای  می توان2003
  ،ا  مههاایتو  بهه  عنههوان منبهه  هههرب  لحههاظ عههدم اسههتفاده

. در اظر گرفهتتولیدهننده فا ئولوتوهسی     Pspهای  جدای 

اتایج درخت فیلوژاتیکی بهر مبنهای تهوالی ههای  ،  همچنی
ایز تایید امود ه  جدایه   rpoDو   gyrBاوهلئوتیدی ژااای  

 شهناخت  شهده  پژوهش با اژادهایای   های بدست  مده در  
Psp     دو در مجاورر  ی  خوش  واحد تهکی  می دهند ه

ا  . دقهههرار دار P. savastanoiو  P.amygdaliخوشههه  
هه   شهده اسهتار فیلوژاومی  مهخ   با مطالع   اجائیک 

 P. savastanoi و  P. ficuserectae, P. meliaeگوا  های 
، (Gomila et al. 2017) مهی باشهند P. amygdali مترادف

 P.amygdali  به  گواه   Psp  ای  رابط  ازدی  جدای  ههای
   . دور ا  ااتظار ایست

فا ئولوتوهسهی  ههای  های واجد ژنه  جدای دلی  ای ب 
توااند باع  اپیهدمی در شرایط محیطی خن  و مرطوب می

 ای لوبیها در سهط  وسهیعی بههوادهاله بیماری سهوختگی
(2017 , Mitchell 1978 .et alAguilera   خسارر قاب ، )

های اسهفند لوبیاهای سبز در شرایط باراای ماه ب   Pspتوج   
 باشهد. یو فروردی  مناطق جنهوبی هههور قابه  توجیه  مه

و   Pspشهده به   توان گفت  لودگی اولی  بذرهای هاشهت می
 .Taylor et alفهراهو بهودن شهرایط خنه  و مرطهوب )

1979b, Nobel et al. 2019) باراهدگی ههای    همه به
(، 1400تها    1398فصلی )اسفند تا اردیباههت سها  ههای  

توااست  است برو  اپیدمی بیماری سوختگی هاله  ای لوبیها 
 اطق جنوبی ههور تسای  اماید.را در من

می توااهد به    Pspطی ای  تحقیق معلوم شد ه  باهتری  
مدر بیش ا  یکسا   بر روی بذر های  لوده بهاقی بمااهد. 
هرچند فررت هافی برای ادامه    مهایش وجهود اداشهت، 
 ولی مااهدگاری بهیش ا  یکسها  بهاهتری روی بهذر ههای 

ی طهونای مهدر  لوده در ای  تحقیق می توااد فرهی  بقها
Psp ( روی بذرSchwartz et al. 2005 را تقویت هند. در )

رورر قبو  ای  فرهی  و تایید مهاهدار مبنی بر اپیهدمی 
شدن بیماری بلایت هال  ای لوبیا در منطق جنهوبی هههور 

ههای اسهفند و فهروردی  توام با بارادگی) ماه  ماه هایطی  
فاده ا  تهوان گفهت هه  در رهورر اسهت(، می1400-1398
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شهدن اپیهدمیدر سا  های  ینده ایز  ،  Pspبذرهای  لوده ب   
های معتد  و پهر بهارش در ماه  بیماری بلایت هال  ای لوبیا

به  ایه  لحهاظ،   مناطق جنوبی ههور، دور ا  ااتظار ایست.
تلاش برای دستیابی ب  روش های دقیق، سری  و هو هزین  

برای پایش بذرهای مورد هاشت  ارعی  در جاهت اعمها  
قراطین  خارجی و داخلی برای پیههگیری ا  ااتههار عامه  
بیماری می توااد در هاهش گسترش بیماری لکه  هاله  ای 

   لوبیا ب  مناطق جدید هم  اماید. 
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