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  فهرست شکل ها

  صفحه                                                                                                                                              عنوان

  50.....................علائم لکه برگی، سوختگی و خشکیدگی بوته ها در مزارعه اي در شهرستان خنداب استان مرکزي -1-3شکل 

  50...................................جاورسیان استان مرکزي  -علائم پژمردگی بوته هاي لوبیا در مزرعه اي در روستاي ایجان -2-3شکل  
  51....ظهور لکه هاي آبسوخته همراه با هاله اي زرد روي برگ هاي بوته لوبیاي مبتلا به بیماري لکه برگی باکتریایی -3-3شکل 

  51...................................................لکه هاي آب سوخته ریز روي غلاف لوبیا از مزرعه اي در خنداب استان مرکزي -4-3شکل 

  52............................................................دانه هاي لوبیاي جمع آوري شده از بوته هاي مبتلا به لکه برگی و پژمردگی -5-3شکل 

 ترشحات خارج شده از دم برگ هاي داراي علائم) ب. خارج شده از ساقه (ooze)ترشحات باکتریایی) الف -6-3شکل 
 53.........................................................................................................................................................رگیبآلودگی پژمردگی و لکه 

  III...................................................................................................................56و  I ،IIتصویر کلنی جدایه هاي گروه  -7-3شکل 
  58..................................روز پس از تلقیح با سوسپانسیون حاوي باکتري 20در بوته لوبیا  Iبیماري زایی جدایه گروه   -8-3شکل 
  I (.............................58جدایه گروه (Tو ) شاهد مثبت(Xapز پس از تزریق جدایه  غلاف هاي لوبیاي سبز پنج رو  -9-3شکل 
  I...59به عنوان جدایه گروه  XA1(B)و جدایه  (A)) شاهد مثبت(Xapتصویر مربوط به اوج جذب باکتري هاي  -10-3شکل 
  61................................................ولید ملانینروي محیط حاوي تیروزین جهت مشاهده ت Iکشت جدایه هاي گروه  -11-3شکل 

توسط جفت  Iجدایه هاي گروه  bp730براي تکثیر قطعه  PCRمربوط به واکنش  TBE 2/1%تصویر ژل آگارز -12-3شکل 
  X4c-F/X4e-R...............................................................................................................................................................65آغازگر 

  I...........................65در بین جدایه هاي گروه . Xffوباند تکثیر شده براي باکتري   TBE 2/1%تصویر ژل آگارز  -13-3شکل 

  66.......................................در بانک ژن FO681495توالی جدایه با  XA1نتایج حاصل از بلاست توالی جدایه  -14-3شکل 
  FO681495........................................................................66با جدایه   XA1مقایسه توالی نوکلئوتیدي جدایه  -15-3شکل 

  68......................................................................................روي بوته لوبیا II بیماري زایی جدایه هاي باکتریایی گروه -16-3شکل 
 69.......................................به غلاف لوبیا IIتصویر بیماري زایی سوسپانسیون تزریق شده حاوي جدایه هاي گروه  -17-3شکل  

  72.....تصویر سمت راست(NASو ) سمت چپ تصویر(NBYروي محیط   IIبه کلنی هاي گروه تصویر مربوط -18-3شکل 
  CB11............................................73(C)و  Xap(A) ،CA1(B)تصویر مربوط به اسپکتروفتومتري نمونه هاي  -19-3شکل 

 

هاردهچ
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در بین جدایه هاي  Cffبراي شناسایی باکتري هاي  PCRمربوط به واکنش  TBEبا بافر  2/1%تصویر ژل آگارز  -20-3شکل 
  76..............................................................................................................................................................................................گروه دو

  77...............................................در بانک ژن CB11و  CA1 ،CB10نتایج حاصل از بلاست توالی جدایه هاي   -21-3شکل 

موجود در  Cffبا توالی هاي مربوط به باکتري  CB11و  CA1 ،CB10همردیف سازي توالی جدایه هاي  -22-3شکل 
 AJ307051...........................................................................................77و  AJ307048 ،AJ307050بانک ژن با شماره ژن 

  80................................................................................روي بوته و غلاف لوبیا PO17تصویر بیماري زایی جدایه ي  -23-3شکل 
  81.............................................................روي غلاف لوبیا سبز شش روز پس از تزریق PO17بیماري زایی جدایه  -24-3شکل 
  NAE..................84روي محیط هاي PK10و  PO17 ،PA1 ،PO18تصویر مربوط به کلنی هاي جدایه هاي  -25-3شکل 

-Ps-for/Psبا استفاده از جفت آغازگر عمومی IIIه جدایه هاي گروه توالی هاي تکثیر شد  -26-3شکل 

rev.....................................................................................................................................................................................................85  
  87.........................................................................................در بانک ژن PO17نتایج حاصل از بلاست توالی جدایه  -27-3شکل

  88...........................................................................................در بانک ژن PA1نتایج حاصل از بلاست توالی جدایه  -28-3شکل 

  LPPA 264......88و  K8/A1پس از همردیف سازي با توالی جدایه  PO17مقایسه توالی نوکلئوتیدي جدایه ي  -29-3شکل 

  IARI HHS1- 33-1...............................89و  CL-07با جدایه هاي   PA1مقایسه توالی نوکلئوتیدي جدایه   -30-3شکل 
استفاده از نرم افزار IARI HHS1- 33-1و  CL-07با جدایه هاي   PA1مقایسه توالی نوکلئوتیدي جدایه   -31-3 شکل
CLC براي هم ردیف سازي(Alignment) توالی نوکلئوتیدي جدایه هاي ،PA1  با توالی جدایه هايIARI HHS1-33-1  و

CL-07...............................................................................................................................................................................................90  
  

اي لوبیاي در نمونه ه Cffمربوط به باکتري  Cff-For2/Cff-Rev4باندهاي هاي تکثیر شده با جفت آغازگر  -32-3شکل
 Xap...................................................................................................................................92و  Cffمشکوك به آلودگی همزمان با 

شده مشکوك به آلودگی  مربوط به نمونه هاي انتخاب X4c-F/X4e-Rقطعات تکثیر شده با جفت آغازگر  -33-3شکل 
  93................................................................................................................................................................................................مخلوط

ز عصاره حاوي تراوشات باکتریایی آب مربوط به جفت آغازگرهاي اختصاصی قطعات باندهاي تکثیر شده ا -34-3شکل 
  Duplex PCR................................................................................................................94در واکنش   Xapو  Cffباکتري هاي 

پس از  Duplex PCRدر   Xapو  Cffجفت آغازگر هاي اختصاصی باکتري هاي  بانداي هاي تکثیر شده با -35-3شکل 
  NB...........................................................................................................94از باکتري هاي رشد کرده در محیط  DNAاستخراج 

پانزده

 



17 
 

       
 

  Cff-For2/Cff-Rev4...............98در رقت هاي مختلف با جفت آغازگر  CA1ایه توالی هاي تکثیر یافته جد -36-3شکل 

  X4c-F/X4e-R............................98در رقت هاي مختلف با جفت آغازگر  Xapتوالی هاي تکثیر یافته جدایه  -37-3شکل 

با استفاده از جفت  Xapو  Xapدر رقت هاي متفاوت دو باکتري  Duplex PCRتصویر مربوط به  -38-3کل ش
  X4c-F/X4e-R..........................................................................................................99و  Cff-For2/Cff-For4آغازگرهاي 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

شانزده



18 
 

  فهرست جداول

  صفحه                                                                                                                                              عنوان

  Xap.....................................................................40و  Xffمشخصات آغازگرهاي مورد استفاده براي شناسایی  -1-2جدول 

  Xf1/Xf2..............................................................................40مربوط به جفت آغازگر  PCR اجزاي واکنش -2-2جدول 

 Xf1/Xf2......................................................................41و  X4c/X4eبرنامه دمایی مربوط به جفت آغازگر  -3-2جدول 

  43.......................................مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده براي شناسایی عمومی باکتري هاي سودوموناس -4-2جدول 

 Ps-rev.............................................................................43و  Ps-forاجزاي واکنش مربوط به جفت آغازگر  -5-2جدول 

  Pseudomonas..................................................................................44برنامه دمایی مربوط به جفت آغازگر  -6-2جدول 

 Cff.....................................................................44مشخصات آغازگر هاي مورد استفاده براي شناسایی باکتري  -7-2جدول 

 Cff........................................................................................................45برنامه دمایی مربوط به جفت آغازگر  -8-2جدول 

 Duplex PCR....................................46در واکنش  Xapو  Cffمربوط به آغازگرهاي  PCrاجزاي واکنش  -9-2جدول 

 Duplex PCR.....................................47در واکنش  Xapو  Cffبرنامه دمایی مربوط به جفت آغازگر هاي  -10-2جدول 

مربوط به گروه  یالوب یو پژمردگ یمبتلا به لکه برگ يبه دست آمده از نمونه ها یاییباکتر يها یهمشخصات جدا -1-3جدول 
I.........................................................................................................................................................................................60  

مربوط به گروه  یالوب یو پژمردگ یبرگمبتلا به لکه  يبه دست آمده از نمونه ها یاییباکتر يها یهمشخصات جدا -2-3جدول 
II.......................................................................................................................................................................................71  

  II......................................................................................................75گروه  يها یهجدا یوشیمیاییمشخصات ب -3-3جدول 

مربوط به گروه  یالوب یو پژمردگ یمبتلا به لکه برگ يبه دست آمده از نمونه ها یاییباکتر يها یهمشخصات جدا -4-3جدول 
II........................................................................................................................................................................................83  

  Duplex PCR............................................................96آزمون روش  يانتخاب شده برا يمشخصات نمونه ها -5-3جدول

 

هفده



19 
 

       
 

  چکیده

. بـه حسـاب مـی آیـد    پروتیئن و انرژي،  بعد از غلات و سیب زمینی از مهمترین محصولات کشـاورزي   بالايلوبیا به دلیل داشتن مقادیر 
ــا     ــولی لوبی ــوختگی معم ــر س ــایی نظی ــاي باکتری ــاري ه ــه دار ل )(Xanthomonas axonopodis pv. phaseoliبیم ــوختگی هال ــا ،س وبی

)Pseudomonas savastonoi pv. phaseolicola(   ــا ــایی لوبی ــی باکتری  .Curtobacterium flaccumfaciens pv)و پژمردگ

flaccufmaciens)  بیماریهـاي   در سالهاي اخیـر،  . می باشنددر دنیا  لوبیاکشت در بسیاري از مناطق  این محصولاز عوامل محدود کننده تولید
خسارات زیادي را به این محصول وارد کرده است که بـه ظـن باکتریـایی    مزارع لوبیاي استان هاي لرستان و مرکزي،  لکه برگی و پژمردگی در

جهت تعیین عوامل بیمارگر باکتریایی احتمالی در این مزارع، از گیاهان لوبیـاي  . ضروري بودبودن، تشخیص عوامل ایجاد کننده این بیماري ها 
از کشت نمونه هاي مزبور در محیط هاي کشت عمومی . دگی درمزارع مختلف استانهاي مزبور نمونه برداري شدواجد علایم لکه برگی و پژمر

با توجه به خصوصیات مورفولوژیکی، سرولوژیکی و مولکـولی در سـه گـروه    جدایه هاي مزبور . به دست آمدجدایه باکتریایی  57و اختصاصی
کـه بـر اسـاس خصوصـیات      گرم منفی بوده  وکلنی هاي زرد شفاف مایل به لیمویی داشـتند  Iوه گر باکتریایی جدایه هاي. قرار متفاوت گرفتند

جفـت  این جدایه ها  با . تشخیص داده شدندXanthomonas axonopodis pv. phaseoli(Xap) بیماري زایی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی
به دلیل ناتوانی در تولید رنگدانه ملانین . را تکثیر نمودند Xap مربوط به  bp730باند یکPCRواکنش در X4c-F/X4e-Rآغازگر اختصاصی 

 Xanthomonas fuscans، هیچ کدام از این جدایـه هـا   Xf1/Xf2با جفت آغازگر اختصاصی  bp450در محیط کشت و نیز عدم تکثیر باند 

subsp. fuscansجدایه هاي باکتریایی گروه . ، تشخیص داده نشدندII وي محیط آگار غذایی گرم مثبت بوده و ر(NA)   کلنی هاي زرد مایل
 (Cff)، تعلـق ایـن جدایـه هـا بـه بـاکتري      IIهاي بیمـاري زایـی و بیوشـیمیایی جدایـه هـاي گـروه       -با انجام آزمون. به کرم و یا صورتی داشتند

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccufmaciens    همچنـین، ایـن جدایـه هـا در     . عامل پژمردگی باکتریایی لوبیـا معلـوم گردیـد
توالی یابی نوکلئوتیدي این باند و همردیف . تکثیر نمودند bp306، یک باند Cff-For2/Cff-Rev4اختصاصی با جفت آغازگر  PCRواکنش 

موجـود بانـک ژن را مشـخص     Cffدرصـدي تـوالی ایـن جدایـه هـا بـا جدایـه هـاي          97سازي آن با توالی هاي موجود در بانـک ژن، شـباهت   
جدایـه هـاي باکتریـایی    . کاروتنوئیـدي داشـتند   و صورتی کلنی هاي زردNBYبه دست آمده در این بررسی روي محیط  Cffجدایه هاي .ردک

پـس از انجـام آزمـون هـاي     . از بقیـه مجـزا شـدند    King’s Bتولید ماده فلئورسنت در محـیط   گرم منفی بودن و به واسطه IIIموجود در گروه 
و سایر جدایه هـا نیـز کـه توانـایی بیمـاري       به دست آمد P.viridiflavaبا باکتري براي یکی از جدایه ها  بیوشیمیایی شباهتبیشترین  ،مختلف

این جدایـه بـا جفـت آغـازگر     16S rDNAناحیه پس از تکثیر قسمتی از . از دور آزمایشات حذف شدند زایی در غلاف و بوته لوبیا را نداشتند
Ps-For/Ps-Rev طعه آن معلوم شد که این جدایه ها به لحاظ ترادف نوکلئوتیدي نیز با جدایـه  و توالی یابی قP.viridiflava    مشـابهت کامـل

بـه  به عنوان عوامل اصلی لکه برگی و پژمردگی در مزارع لوبیاي استان هاي لرستان و مرکـزي،   CffوXapپس از تایید وجود دو باکتري . دارد
، Multiplex PCRاز روش  ،همزمان دو باکتري  در بذرهاي آلـوده  براي ردیابی س و کم هزینهبه دست آوردن یک روش سریع، حسامنظور 

استفاده  شد که به ترتیب منجر  ،)Cff-For2/Cff-Rev4) Cffو  Xap(Xf1/Xf2)جفت آغازگرهاي اختصاصی باکتري هاي با به کارگیري 
می تواند یک روش کارآمد، سریع و کم هزینه براي  Multiplex PCRد که به این ترتیب معلوم ش. گردید bp730و  bp306به تکثیر باندهاي 

 .در بذر لوبیاي آلوده باشد Xapو Cffردیابی همزمان باکتري هاي 

  PCR  ،Multiplex PCRواریانت صورتی، واریانت زرد، حساسیت لوبیا، : کلمات کلیدي
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اولفصل   

  مقدمه و بررسی منابع

  

  

  

 معرفی محصول -1-1

وبات ازجمله محصولاتی هستند که ارزش غذایی زیادي داشته و بذرهاي خشک و رسیده آنها به لحاظ حب     
به علت این گیاهان . ]3، 11[روندقابلیت نگهداري، از مهمترین منابع غذایی سرشار از پروتیین به شمار می

کلسیم و آهن در تامین  درصد کربوهیدرات و میزان قابل توجهی  53-65درصد پروتئین،  18- 32دارابودن  
به لحاظ زراعی نیز، حبوبات در تقویت و حاصل خیزي خاك . باشندمی اي انسان داراي اهمیتنیازهاي تغذیه

 5/12با  2000-2007ي سطح زیرکشت و تولید جهانی حبوبات طی دوره .]25، 8، 10[نقش ارزشمندي دارند
قاره ي آسیا باسطح کشتی . یلیون هکتار رسیده استم 3/73میلیون هکتار به حدود  5/65درصد افزایش از 

درصد از کل سطح زیر کشت حبوبات در جهان را در انحصار خود  50میلیون هکتار بیش از  37معادل 
در ایران، در حدود یک میلیون هکتار از اراضی زراعی به کشت حبوبات اختصاص دارد که معادل . ]8[دارد
استانهاي لرستان ، مرکزي، چهارمحال و بختیاري ، فارس، زنجان ،  .هزار تن محصول تولید می کند 500

  .]3، 4[اصفهان و آذربایجان شرقی مهمترین مناطق کشت این محصولات می باشند
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به لحاظ وسعت کشت و مصرف غذایی جهانی از اهمیت بیشتري برخوردار است در بین حبوبات، لوبیا     
لوبیا گیاهی است  .]8، 4[انی حبوبات را به خود اختصاص داده استمیلیون تن از تولید جه 5/25ومقدار 

، که گونه هاي مختلف آن از  2n=22علفی، یکساله، داراي ساقه بندبند، خود گشن و از نظر کروموزومی 
لوبیا با اسم . نظر شکل بوته، طول، غلاف، تعداد دانه در غلاف و اندازه ي دانه بایکدیگر متفاوت می باشند

، خانواده ي Rosalesاز راسته ي  commonbeanو با نام انگلیسی  .Phaseolus vulgaris Lعلمی 
Fabaceae و زیر خانواده يPapilionidae اي با اي، بوتهمی باشد و از نظر الگوي رشدي به چهارتیپ بوته

و در  1رت دوستلوبیا گیاهی است حرا.]9،14[کمک پیچ، نیمه رونده خوابیده و کاملا رونده تقسیم می شود
با این حال، این محصول در  .نماید مناطق داراي آب و هواي گرم مانند آمریکاي جنوبیبه خوبی رشد می

دهد، با این تفاوت که در مناطق گرمسیر  مناطق معتدل و سردسیر نیز قابل کشت بوده و به خوبی محصول می
اصولاً چون لوبیا یک کشت بهاره . ت کردتوان آنرا کش جنوبی بیش از یکبار در سال می مانند آمریکاي

توان آن را کشت  از نظر آب و هوا داراي محدودیت چندانی نیست و در اکثر نقاط کشور می ،باشد می
براي رشد و تکامل  بهینهدرجه سلیسوس و دماي 10-12حداقل دما براي جوانه زدن لوبیا بین . ]8، 10[نمود
  C˚3000تا  C˚1500جموع دماي موردنیاز براي رشد طبیعی آن از درجه سلسیوس بوده و درم28تا 20لوبیا 
ي زایشی تقسیم ي رویشی و پنج مرحلهاصلی شامل پنج مرحله مرحلهمراحل رشد و نمو لوبیا به دو .  باشد می

ي اصلی جوانه زنی، سبز شدن، ظهور برگ هاي اولیه، پیدایش اولین فاز رویشی داراي پنج مرحله. می شود
دهی، اي می باشد و فاز زایشی شامل پنج مرحله ي غنچه دهی، گلچه اي و ظهور سومین سه برگچهسه برگ

  .  ]9[تشکیل غلاف، پرشدن غلاف و مرحله ي رسیدگی است

  آفات و بیماري هاي مهم لوبیا -1-2
ه از هاي مختلفی قرار می گیرد ککشاورزي مورد هجوم آفات و بیماريلوبیا نیز همانند سایر محصولات      

و شته  Bemisia tabaci) (، مگس سفید(Hymelia cilicrura) جمله ي این آفات می توان به مگس لوبیا

                                                 
1-Termophilus 
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 Colletotrichum(عوامل قارچی مهمی نظیر آنتراکنوز لوبیا. ]9[اشاره کرد) Aphis fabaباقلا

lindemathianum(،  پژمردگی آوندي(Fusarium oxysporum fsp. phaseoli)برگی، لکه 
 (.Pythium spp)،مرگ گیاهچه لوبیا)Uromyces appendiculatus(، زنگ (.Alternaria spp)آلترناریایی

، ویروس موزاییک )Bean yellow mosaic virus(مانند ویروس موزاییک زرد لوبیا هایی ویروس و 
این گیاه  Bean common mosaic virus)(و ویروس موزاییک معمولی لوبیا) Alfalfa mosaic virus(یونجه

 .Xanthomonas axonopodis pv) سوختگی معمولی لوبیا .]44، 43[را مورد حمله قرار می دهند

phaseoli)دار لوبیا، سوختگی هاله)Pseudomonas savastonoi pv.phaseolicola( لکه قهوه اي ،
   (Curtobacteriumبیا و پژمردگی باکتریایی لو (Pseudomonas syringae pv. syringae)باکتریایی لوبیا 

 ( flaccumfaciens pv. flaccumfaciens از جمله بیماري هاي باکتریایی می باشند که به محصول لوبیا
  .]103، 44، 36[خسارت زیادي وارد می کنند

  تاریخچه و انواع بیماري هاي مهم باکتریایی لوبیا -1-3
  بیماري سوختگی معمولی لوبیا -1-3-1

ولی لوبیا یک بیماري برگی بوده و باعث ایجاد خسارت روي برگ، ساقه، غلاف و بیماري سوختگی معم     
علائم بیماري به صورت لکه هاي آب سوخته کوچک روي برگ دیده می شود . ]39[این گیاه می شود دانه

. ندکه به مرور زمان به یکدیگر متصل شده و پس از نکروز لکه ها، برگ ها به صورت کامل خشک می شو
بیماري پس از تشکیل غلاف باعث ایجاد لکه هاي آبّ سوخته روي آن می شود که رنگ لکه ها به عامل 

ها روي دانه. مرور زمان تغییر کرده، قهوه اي شده و بعد از مدتی این غلاف ها خشک و چروکیده می شوند
وما به رنگ قهوه اي مایل ها عمنیز بسته به رقم لوبیا تغییر رنگ هاي مختلفی دیده می شود، به طوري که دانه

عامل بیماري روي ساقه نیز باعث ایجاد لکه هاي . ]19[به خاکستري و زرد درآمده و چروکیده می شوند
  .]100، 39[قهوه اي کشیده اي می شود

  

  


