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 Ralstoniaدر بررسی تنوع ژنتیکی باکتری  rep-PCRاستفاده از نشانگر مولکولی 

solanacearum زمینی در استان کرمانمولد پژمردگی باکتریایی سیب 
 

Genetic Diversity of Ralstonia solanacearum Infecting Potato in Kerman Province 

Using rep-PCR Analysis 
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 دهیچک

 ختاوااد  متتفتگ ایتااع اات  اا ایااتاع ارااتع    حلتع  تام  03بتر  DNAبتاغ   قادر استت Ralstonia solanacearumباکتری 

امینتع پممرداتع باکتریتایع ستیبای مهت  اتیکتع اا بیمتاریفروگع، بادوجاع   بادام امینع را آغاد  وماید. ااجهامینع، تاتاع، سیب

اای پممرد  ارقام متتفگ ساقهاا  TTCکلت محیطبا استفاد  اا  .دیآع جاد مبه Ralstonia solanacearum یبا د که در اثر باکترمع

تعدادی استترین غاع اار   صالاغهکاری استاع کرماع  ام  جیرفت، سارد ئیه، امینعسیباا مناطق امد  آ ری  د  جمعامینع سیب

اایتع بیماری اای بیا یمیای تعیین بیا ار  آاماعاا با استفاد  اا استرینجداساای، سپس این  Ralstonia solanacearum اا باکتری

اتا استترینتناع ژوتیکتع  BOX، ERIC   REP ثابت  د. پس اا آع با استفاد  اا آغاااراای Red Cloudفروگع رق  ااجهآوها بر ر ی 

اتا در استرین، NTSYSpc2.0افزار ورممراا بررسع اردید. براساس درخت فیفاژوتیکع ترسی   د  با ای پفعاوجیر اای  اکنشبا ر ش 

 یرتااد   د. به احتمال ایاد  جاد تنتاع ژوتیکتع باکتتتر   ویز تناع ملتاای ار ارینتاستن تع قرار ارفتند که در بیتد  ار   ژوتیک

R. solanacearum  اای بذری آغاد  اا سایر منابع آغاد  به این استاع است.غد کاری استاع کرماع وا ع اا  ر د امینعسیبدر مناطق 

 Ralstonia solanacearum ، عکیتناع ژوت،  rep-PCR، عنیامسیب یعایباکتر عپممردا :یدیکل یهاواژه
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 مقدمه

 Ralstonia solanacearumبیماری پممرداع باکتریائع با اام  

E. F. Smith ًدر جنس  که قبلاPseudomonas  ،قرار ارفته باد

که طاریبهبا د معاای باکتریائع پاتاژعترین یکع اا مه 

. در تمام جهاع  د  است اای اقتصادی ایادیخسارتبااث 

صارت یک بیماری اودمیک در اغفب مناطق بهاین باکتری 

 ,Janse) جاوز با دمعدر تمام دویا  ارمسیریویمهارمسیری   

ی  سیع دامنهطار غیرمعمال دارای به. این باکتری (1996

ی ایااع ملااد  خاوااد  93باد  که بر ر ی بیش اا  عمیزباو

.  جاد تناع ایاد در (Hayward, 2000) ایاارد  د  است

   آع را دچار ملک  ی ژوتیکع این باکتری مدیریتضمینه

 .Rاختلافات فناتیپع   ژواتیپع در ااوه  کند.معواساع 

solanacearam  اای میزباعممکن است وا ع اا تناع ایاد

ی  سیع دامنهاا در میزباعایااع این پاتاژع با د. این 

اود. براساس ارفتهجغرافیایع    رایط محیطع ااواااع قرار 

بندی تقسی فع دامنه میزباوع، این ااوه را به وماداای متتف

اای متاباغیسمع ویز بااث فعاغیتکنند. اختلاف در مع

 اد. ارتباط معبندی این ااوه به بیا اراای متتففع تقسی 

 2در بیا ار  0وماد ملتصع بین وماد   بیا ار  جاد ودارد، اما 

 ایرد.معقرار 

اای متتففع ر شای این باکتری ااوهبرای بررسع در ع     

   اه بیا یمیایعی میزباوع، خصاصیات دامنهچاع بررسع 

 جاوز ، آواغیز اسیداای چرب(He et al., 1983امکاراع )

(Janse, 1991) ، دریستیک   دیاوس رخ پر تئینعوی (Dianese 

and Dristig, 1994)  .ماوند عماغکاغاای ر ش ...  جاد دارد 

،   AFLPولاوگر  ،RFLPوگر ، ولا16S rRNAمقایسه تااغع 

 ,.Van der Wolf et al  امکاراع )  اودر  غگ rep-PCRر ش 

نه ک  تناع یبا صرف  قت   ازتااع معکه  ارایه  د ز یو( 1998

اای تکراری در رادفتسری یک .وماد عرا بررس یباکتر عکیژوت

ر  یکع اا بهترین ایناا  جاد دارد، اا میکر ارااویس ژوام تمام 

تعدادی اا  .اای تکراری استرادفتاا سفالن یالتصات م

ی امهاا )وه باکتریاای تکراری در ژوام رادفتقطعات این 

اای رادفتاا( پیدا  د  است. ارچند که امفکرد دقیق این آع

اا ملتص ویست اما حضار این پر کاریاتتکراری در ژوام 

کار ارفته  هبرای چندین کاربرد ژوتیکع بتااود معاا رادفت

 (فراداای تکراری  ام : ترادفJتخاوااد  اا این سه   اد.

REP (Repetitive extragenic palindromic اتی 

(Palindromic unit) PU   جفت باا،  03تا  09 ام

 ERIC (Enterobacterial repetitive intergenicرادفت

consensus )یا (Intergenic repeat unit) IRU تا  920   ام

جفت باا مطاغعه  990 ام   BOX رادفجفت باا،   ت 922

ع طراحع  د  است که ر  اا رادفتبراساس این .  د  است

 آغاااراایعکند یعنع معرا تکثیر  رادفژوام مابین این د  ت

سپس با     ادمعاای تکراری سنتز رادفتمطابق با این 

را بین تااع تفا ت مع این قسمت تکثیر  د    PCR استفاد  اا

وام این  اطلااات تعیین کرد. براساس این اای متتفگجدایه

 اد معخااود   ERIC-PCR ،REP-PCR   BOX-PCR ر ش

وگاری اوگلت  اد.معافته  rep-PCR که در مجماع به آع

در کاربرداای متتفگ دست آمد  تاسط این ر ش دارای هب

چگاوگع کنترل این  مطاغعات اپیدمیاغاژیکع خصاصاً

 با دمعصنعت  اا در بتش پز کع، کلا رای  کر ارااویس می

ادف . (Lupski and Weinstock, 1992)  ینستاک   غاپسکع

 زاعیدر ملااد  م rep-PCRر ش  کاربرد عبررس اا این مطاغعه

ی امد دست آمد  اا مناطق بهاای جدایهتناع ژوتیکع 

 امینع استاع کرماع باد.سیب

 

 هاروش مواد و

 برداری و جداسازینمونه

د اا ی، ضمن بااد9019تا  9013اای ارااع سالدر طال 

منطقه  02کاری استاع کرماع اا امینعسیبمناطق امد  

برداری وماوهاار   صاغاع لاغهجیرفت، سارد ئیه،  یاا هرستاع

با  یعایباکتر عپممردا یماریملکاک به ب یااوماوه   اوجام  د

ای  داع حفقه آ ودی امرا  قها    ع، کاتاغگعمردا  پمیالا

د    یاردآ ری جمعبا تر حات باکتریایع امرا  با ملتصات 

با آب  آغاد  ابتدا کاملاً یااغد به آامایلگا  منتق   دود. 

آوها  عسطحاای آغاداع   یلا ا  ستلا داد   دود تا 

د  یارد ک درصد ضدافاوعیت یپاکفریحذف  اود سپس با ا

با تی   یاا غد  در مح  حفقه آ ود عقطعات یجداساا ی  برا

اسکاغپ  استری  به آب مقطر استری  منتق  اردید سپس یک 

کلت محیطصارت خطع بر ر ی بهقطر  اا آب حا ی باکتری 

تری فنی  -9، 0، 2 یحا کلت محیط) TTCافتراقع 

اراد ساوتعدرجه  03تتراا غیام کفراید(کلت اردید   در دمای 

 اای ارد وامنظ ،پرانهک ر ا ،ت 0یا  2وگهداری  د. پس اا 

برای تکثیر مجدد  با مرکز صارتع روگ اوتتاب  د   دار  غعاب

 CPG (Casamino acidکلت محیطاا به ر ی پرانهاین تک 

pepton glucose) .منتق  اردیدود 
 

  DNAاستخراج 

وکاباتار در در ا کلت اردید   CPGابتدا باکتری در محیط 

 04اذ ت اراد قرار ارفت. پس اا ساوتعدرجه  03 دمای
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با  غیتری منتق   د  میفع 9/9ی غاغه، این محیط به ساات

باکتری رساب داد   دقیقه 9در مدت  د ر 90333ساوتریفیاژ 

   امکاراع اامزاا اا ر ش یاا باکتر DNA د. برای استتراج 

(Gomes et al., 2000 )ت یت   کمیفیک .دیاستفاد  اردDNA 

 د   د.یسنج یبا اسپکتر فتامتر

 

 و الکتروفورز rep-PCRآزمون 

 ,.Kumar et al)   امکاراع کاماراا ر ش  rep-PCRاوجام  یبرا

تر یکر غیم 03ه یته یط مناسب برایدر  را .استفاد   د (2004

تر آب مقطر د بار یکر غیم 2/22 مقدار rep-PCRاا محصال 

 0(، pmol/µl 30) تر اا ار آغاااری غکریم 2/9ر، یتقط

 تر متفاطیکر غیم PCR 10X ، 4/3تر بافریکر غیم

mM)10dNTP( ،2/9 2تر یکر غیمMgCl mM) 1.5( ،0/3 

 Taq DNA Polymerase  (5 U/µl)  0  یتر آوزیکر غیم

 تااغع .دی( استفاد  اردng/µl 20وماوه ) DNAتر یکر غیم

 rep-PCRکتر فارا محصال اغ آمد  است. 9آغاااراا در جد ل 

 1Xدر بافردرصد  9 غت در ژل آاارا  993ثابت با  دت  غتاژ 

TBE  1د )یام بر مایدیت باود با استفاد  اا اتیاوجام  د. ر 

µg/ml  ) دستگا   با استفاد  ااGel document صارت ارفت. 
 

 

  PCR-repآغاااراای استفاد   د  درآاماع  :9جد ل 
Table 1: Primers used in rep-PCR test 

 ترادف آغااار 3′→5′
Primer sequence 5′→3′ 

 آغااار
Primer 

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG BOX A1R 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC ERIC 1R 

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG ERIC 2 

IIIICGICGICATCIGGC REP1R-I 

ICGICTTATCIGGCCTAC REP2-I 

 

 ج وبحثینتا

اا  Ralstonia solanacearum یکتربا یپس اا جداساا

تفقیح  د که  TTCکلت محیطاا ر ی باکتریآغاد  اای غد 

دار غعاباای پرانهاا آع یکع اا د  واع پرانه  ک  ارفت،

 یگریی سفید باد   د حا یهوامنظ    با مرکز صارتع 

 DNAاای خلک ارد کاچک با روگ قرمز تیر  باد. پرانه

 rep-PCR انااع اغگا در آاماعبهست آمد  دبهاای جدایهتمام 

 BOX ،ERIC   REPاستفاد   د. وقاش حاص  اا آغاااراای 

یا  اود.  جاد   د ولاع داد   0  2، 9ی اا ک ترتیب در به

صارت صفر   یک بهاا جدایهدر  DNAادم  جاد وااراای 

در  BOX ،ERIC   REPاای حاص  اا داد براساس ترکیب 

تجزیه   تحفی   UPGMAبا ر ش  NTSYSpc2.0ی بروامه

. کلاستر ا ل  ام  (0  ک ) اردید   درخت فیفاژوع رس   د

 R 101 ،R 103 ،R 109 ،R 121 ،R 204   R 207اای جدایه

جداساای  د  اا مناطق جیرفت   سارد ئیه   کلاستر د م 

 R 209 ،R 215 ،R303 ،R 405، R 410 ،Rاای جدایه ام  

418 ،R 503   R 600    اا مناطق سارد ئیه، جیرفت   صاغاع

 بادود.

اا اوجام  د که اا بین جدایهبر ر ی تمام  rep-PCRآاماع     

جدایه با تنااع که ولاع دادود اوتتاب اردیدود.  90 آوها تعداد

وقاش آع با استفاد  اا  rep-PCRپس اا اوجام آاماع 

افزایش  برای دست آمد.به BOX، ERIC   REP آغاااراای

دست آمد  با امدیگر بهی وقاش مجمااهاختصاصع بادع کار، 

درخت فیفاژوع آع  NTSYSpc2.0ی بروامهترکیب  د   در 

اا جدایه. بر این اساس (2004  امکاراع،  کامار) رس  اردید

کلاستر کفع قرار ارفتند در داخ  د  کلاستر ویز  در د 

 R 121اای جدایها ل طاری در کلاستر بهاایع ایجاد  د ار  

  R 204  اای جدایهدر یک ار     در کلاستر د مR 215 ،R 

303   R 405 ،R 410  اای جدایهاای جداااوه   ار  با ا  در

R 209 امرا  بهR 503   R 600  .در یک ار   قرار ارفتند

)ار د  اا صاغاع( ویز در  R 503ی   جدایه R 600 یجدایه

 د.یک ردیگ قرار ارفتن
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: BOX ،Mبا استفاد  اا آغااار  Ralstonia solanacearumباکتری  2 جدایه منتتب بیاار 90تکثیر  د  در  DNAاغگای  :9  ک 

 :  ااد منفع99وردباع ژوامع یک کیفاباای، 
Fig. 1: DNA fingerprinting of 14 selected isolates of biovar 2 Ralstonia solanacearum by using BOX primer, M: DNA 

ladder 1kb (Fermentase), 15: Negative control 
 

 
: ERIC ،Mبا استفاد  اا آغااار  Ralstonia solanacearumباکتری  2 جدایه منتتب بیاار 90تکثیر  د  در  DNAاغگای : 2  ک 

 :  ااد منفع99وردباع ژوامع یک کیفاباای، 
Fig. 2: DNA fingerprinting of 14 selected isolates of biovar 2 Ralstonia solanacearum by using ERIC primer, M: DNA 

ladder 1kb (Fermentase), 15: Negative control 
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: REP ،Mبا استفاد  اا آغااار  Ralstonia solanacearumباکتری  2 جدایه منتتب بیاار 90تکثیر  د  در  DNAاغگای  :0 ک  

 :  ااد منفع99یفاباای، وردباع ژوامع یک ک
Fig. 3: DNA fingerprinting of 14 selected isolates of biovar 2 Ralstonia solanacearum by using REP primer, M: DNA 

ladder 1kb (Fermentase), 15: Negative control 
 

ااوه تنااع ملااد  ایچ صاغاعاای جدایهدر ارتباط با     

یکساوع را ایجاد ومادود. به امین دغی   امگع اغگای ولد  

اا مارد آعتنها د  جدایه اا  اای صاغاع حذف  جدایهبقیه 

دست آمد  اا جیرفت   بهاای جدایهاستفاد  قرار ارفت. 

که در ار د  کلاستر قرار طاریبهسارد ئیه دارای تناع بادود 

 IIدر کلاستر  صاغاعاای مرباط به جدایهارفتند.  غع 

 بندی  دود.هطبق

اای قسمتاای باکتری اا جدایهی ملابهع مطاغعهدر     

امینع جداساای اردید. بر سیبی آسیا اا ر ی قار متتفگ 

اایع که متعفق به جدایهبر ر ی  PCR-repاین اساس آاماع 

اا در د  جدایهبادود اوجام ارفت    باکتری 0  وماد  2Nبیاار 

اای ژاپنع   ار   د م جدایه ام  ار   قرار ارفتند. ار   یک 

  امکاراع  ااریتا باداای اندی   فیفیپینع جدایه ام  

(Horita et al., 2005)، اوجام 2001ای دیگر ویز در سال مطاغعه 

امینع در د  سیبجدا د  اا  2Nارفت که براساس آع بیاار 

 ,Horita and Tsuchiya) تساچیا   ااریتا ار   قرار ارفت

ازارش کردود که بیاار  2004ال   امکاراع در س کامار .(2001

حاغت غاغب در اند است، براساس این ازارش طبق آاماع  0

rep-PCR ،کلاستر قرار ارفت 0اای باکتری در جدایه. 
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 افزاربا استفاد  اا ورم UPGMA ر ش یانبر مب Ralstonia solanacearumباکتری  2جدایه منتتب بیاار  90 یاخا هومادار : 0 ک  

NTSYSpc2.0 
Fig. 4: The dendrogram of 14 selected isolates of biovar 2 Ralstonia solanacearum on the base of UPGMA method, 

using NTSYSpc2.0 software 

 

 

منابع:

 جهت مطاغعه منابع به صفحه 90 متن اوگفیسع مراجعه  اد.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 




