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 چکیده

هایی است که باعث  گردد، از بیماری ایجاد می فاشینس برنریا رابریبیماری شانکر عمیق پوستی که توسط باکتری   سابقه و هدف:

شود. این مطالعه با هدف شناسایی باکتری شانکر عمیق پوستی بر اساس ویژگی های ریخت  کاهش کمیت و کیفیت گردو می

 انجام گردید. فاشینس رابری های مداخله کننده در تولید رنگدانه زایی و استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن شناسی، بیماری

توصیفی بر روی درختان گردو دارای علایم شانکر در استان لرستان انجام شد. پس  -صورت مقطعی این پژوهش بهمواد و روش ها: 

تر و ردیابی مستقیم  منظور بررسی دقیق ها انجام شد. به سازی، شناسایی باکتری ها بر مبنای ویژگی های فنوتیپی جدایه از خالص

زایی باکتری بر روی  استفاده گردید. همچنین ویژگی های بیماری GSP2F/GSP2Rو  2BrIF/2BrIRعامل شانکر از آغازگرهای 

 نهال و میوه گردو مورد ارزیابی قرار گرفت. 

 PCRها در آزمون  شناسایی شد. این جدایه فاشینس برنریا رابریعنوان باکتری  جدایه به 14بر اساس ویژگی های فنوتیپی ها:  یافته

صورت لهیدگی و سیاه شدن بافت در محل  زایی علایم به جفت بازی را تکثیر کردند. در آزمون بیماری 282و  171قطعه مورد نظر 

 های شناسایی شده در بانک ژنی داشتند. درصدی با دیگر جدایه 78و  77تلقیح مشاهده شد. دو جدایه در آنالیز فیلوژنی سطح تشابه 

برنریا های اختصاصی یک روش سریع، کاربردی و بسیار حساس در شناسایی باکتری  و استفاده از آغازگر PCRآزمون گیری:  نتیجه

ها در این پژوهش و بروز  زایی جدایه باشد. با توجه به بررسی توان بیماری های تشخیصی می نسبت به سایر روش فاشینس رابری

 کند. علایم روی نهال، بیمارگر در شرایط مساعد بیماری خسارت شدیدی به درختان وارد می

 شانکر عمیق، عوامل بیماری زایی.فاشینس،  برنریا رابری واژگان کلیدی: 

 71اردیبهشت ماه پذیرش برای چاپ:      79اسفند ماه دریافت مقاله: 

 پازشاکای. *( آدرس برای مکاتبه: لرستان، دانشگاه لرستان، دانشکده کشااورزی، گاروه گایااه

 v.amirsardari@yahoo.comپست الکترونیک:   27112814718تلفن:    

 م دمه     

کشور ایران سرزمینی است حاصلخیز با اکوسیستمی متنو  و                                                             

های وسیع گردو را در دنیا شامل                                 وسیع که قسمتی از رویشگاه                        

شود. این تنو  اقلیم و اکوسیستم را در سایر نقا  جهان                                                       می  

های       عوامل مختلفی مانند بیماری                         (.      1      توان یافت           کمتر می       

قارچی، فیزیولوژیک و باکتریایی سلامت گردو را تهدید                                                  

توان به بیماری شانکر عمیق                               ترین آنها می              کنند که از مهم                می  

(. این بیماری در دما و رطوبت با  باعث                                       2پوستی اشاره نمود                    

شود و در شرایط                  کاهش کمیت، کیفیت و تولید گردو می                                

مطلو  رشد بیماری و ح ور میزبان حساس خسارت                                           

باکتری بیمارگر روی                    . سازد      ای به باغات گردو وارد می                          گسترده      

های گردوی فارسی و گردوی سیاه ایجاد                                      رقم از گونه             94

های       (. خسارت در ابتدا به صورت شکاف                              3کند         خسارت می        

عمودی بر روی تنه و شاخه گردو قابل مشاهده است که با                                                    

ای تا سیاه رنگی                   ها شیراب  قهوه                گرم شدن هوا از محل شکاف                       
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درختان آلوده دارای  ع                             . ( 4  کند       همراه با باکتری تراوش می                        

 (.      9ها هستند              عمومی، پژمردگی و خشکیدگی سرشاخه                               

، حساسیت             ado a d Gard  های کادو وگاردن                   طبق بررسی         

میزبان نسبت به عامل بیماری به زمان آلودگی، وجود زخم و                                                       

 عامل بیماری یکی                     (.  1میزان تلقیح اولیه بستگی دارد                                

از مهمترین بیمارگرهای گیاهی گرم منفی متعلق به خانواده                                                       

( و      i  so است  و اولین بار توسط ویلسون                                  انتروباکتریاسه              

 فاشینس          رابری         اروینیا       شناسایی و تحت نام                         همکاران       

سپس در سال            .     ( 7      گزارش شد        (                           

  فاشینس        برنریا رابری            و  نام            (                برنریا      در جنس          1778

 .   ( 8برای آن انتخا  شد                                               
در پژوهشی محققین با استفاده از ویژگی های بیوشیمیایی،                                                      

زایی و آزمون ا یزا باکتری یاد شده را برای اولین بار در                                                          بیماری      

زایی نشان             های بیماری            اسپانیا و اروپا گزارش و با انجام آزمون                                      

دادند که باکتری عامل بیماری در مدت زمان چهار سال پس از                                                        

سانتی متر در تنه درخت                         82تا      22هایی به عمق               آلودگی زخم          

در کشور           2211(. این بیماری در سال                      7کند         گردو ایجاد می             

هزار        71اسپانیا به صورت اپیدمی  اهر شد و باعث نابودی                                              

 (.    12های گردو در این کشور شد                             هکتار از جنگل             

زا و موثر بر روی چو                         همچنین در بررسی عوامل بیماری                            

برای اولین بار در                     فاشینس        برنریا رابری            درختان گردو، باکتری                     

در بافت           فاشینس        برنریا رابری            باکتری        (.      11ایتالیا گزارش شد                    

کند که          می      فاشینس          های قرمزی به نام رابری                        گیاه تولید رنگدانه                  

 (.    12ها در بیماری زایی پاتوژن نقش دارند                                        این رنگدانه           

در پژوهشی محققین برای اولین بار با جداسازی این رنگدانه از                                                           

از درختان گردو، نحو  استخرا ،                                 فاشینس        برنریا رابری            

مشخصات و مکانیسم عمل  جلوگیری از انتقال الکترون در                                                    

  (.  13میتوکندری ها( رنگدانه را بررسی و توصی  نمودند                                                 

های       ای از پژوهشگران عقیده دارند که رنگدانه                                        همچنین عده          

ها بر سر            باکتری بیمارگر در پدیده رقابت با سایر میکروارگانیسم                                                   

مواد غذایی و همچنین استقرار در بافت میزبان حساس نقش                                                     

(. با توجه به اینکه مکانیسم تولید رنگدانه                                           14دارند         

برنریا        فاشینس به طور اختصاصی متعلق به باکتری                                         رابری     

های موثر در تولید این رنگدانه                                 باشند، ژن           می    فاشینس        رابری     

تواند به عنوان یک ویژگی یا نشانگر ژنتیکی مناس  برای                                                       می  

های آلوده مفید                  از بافت         فاشینس        برنریا رابری            تشخیص اختصاصی               

   (.  19واقع شود            

  معمو            گیاهی         بیمارگر           های     باکتری          از      ناشی        بیماری های              کنترل     

  ارگانیسم            شناسایی صحیح                آن      دنبال         به      و     دقیق        تشخیص         نیازمند       

  نوکل یک اسید                بر      مبتنی         روش های           که      است       بیماری          عامل    

  دامنه         حا ر        حال       در  (.      11  دارند           را      زمینه         این       در      کافی        حساسیت      

واکنش           از      استفاده           با      گیاهی         بیمارگر           باکتری های              از      وسیعی     

 (.  17  اند       شده     متعدد شناسایی               های     میزبان        پلی مراز در             زنجیره ای         

های مختلفی از بروز علایم                           با توجه به مشاهدات و گزارش                          

ای در         شانکر عمیق پوستی گردو در استان لرستان تا کنون مطالعه                                                    

 رابطه با بررسی ویژگی های عامل بیماری انجام نشده است.                                                      

هدف از این مطالعه جداسازی و تشخیص عامل بیماری شانکر                                                     

های فیزیولوژیکی،                    عمیق پوستی گردو بر اساس آزمون                             

زایی و مولکولی با استفاده از طراحی                                      بیوشیمیایی، بیماری                  

های تولید کننده رنگدانه                           های اختصاصی بر اساس ژن                        آغازگر      

فاشینس و آنالیز فیلوژنیکی عامل بیماری بر اساس ترادف                                                       رابری     

 بود.               ناحیه       

 ها    مواد و رو           

در      برداری، جداسازی و نگهداری عامل بیماری:                                        ال ( نمونه          

از مناطق عمده کشت                     1379و     1374فصول بهار و تابستان سال                         

درختان گردو در استان لرستان بازدید شد و از درختان دارای                                                         

هایی از تنه، شاخه و سرشاخه                              علایم شانکر پوستی، نمونه                       

های مجزا به آزمایشگاه منتقل شد.                                   آوری و در پاکت                جمع   

منظور جداسازی باکتری، قطعاتی در مرز بین بافت سالم و                                                       به  

   دعفونی و             9سدیم          آلوده هر نمونه تهیه و توسط هیپوکلریت                                    

با آ  مقطر استریل شسته شدند. سپس قطعات درون پتری                                                  

وسیله تی  اسکالپل                     حاوی آ  مقطر استریل انداخته شد و به                                   

 ساعت شیکر شدند.                   24مدت       استریل خرد گردید و به                       

سوسپانسیون باکتری بر روی محیط کشت نوترینت آگار  مر ،                                                      

درجه        28آلمان( کشت داده شد و در انکوباتور در دمای                                           
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 ساعت قرار گرفت.                   24-48سلیسیوس به مدت                

 های سفید رن  انتخا  و بر                            پس از این مدت، پرگنه                    

    B    ،)  C  های ا وزین متیلن بلو                          روی محیط          

    as     rac      ros  Ca ci m-Car o a    ar         ، مر  )

 ساعت با دمای                72آلمان( کشت و در گرمخانه به مدت                                

هایی سبز            درجه سلیسیوس قرار داده شدند. سپس پرگنه                                        28

که      B  دارای جلای فلزی  متالیک( بر روی محیط کشت                                         

بودند،          C  قادر به تولید رنگدانه قرمز بر روی محیط کشت                                            

برای بررسی بیشتر انتخا  و خالص سازی گردیدند. به منظور                                                       

ها، سوسپانسیونی از آنها در آ  مقطر سترون                                            نگهداری جدایه             

درجه سلیسیوس قرار داده شد. برای                                   4تهیه و در دمای                

نگهداری طو نی مدت، از کشت جوان هر جدایه خالص شده                                                  

درصد تهیه و در دمای                       19سوسپانسیون غلیظی در گلیسرول                             

 (.  18درجه سلیسیوس نگه داری گردید                                 -72

 ( بررسی خصوصیات فنوتیپی و بیوشیمیایی جدایه ها:                                                 
آوری شده از درختان گردو مناطق مختل                                        های جمع         جدایه     

های سبز متالیک بر روی محیط                              استان لرستان که دارای پرگنه                           

ای سفید و کروی بر روی محیط                              و پرگنه         B  کشت     

و قادر به ایجاد واکنش فو  حساسیت روی                                         C  کشت   

های       شمعدانی و توتون بودند، به عنوان نماینده انتخا  و آزمون                                                      

های آمینه و آلی و تولید                           های استفاده از اسید                     تکمیلی و آزمون              

 یک گرم آمونیوم                   y r اسید از قندهای مختل  از محیط پایه                                   

گرم سولفات              2 2کلورپتاسیم،               2 2هیدروژن فسفات،                  دی  

لیتر آ  مقطر                میلی      1222گرم برم تیمول بلو و                       228 2منیزیم،         

با روش                شناسی گیاهی انجام                     های متداول در باکتری                      سترون(  

 (.  17شد      

آزمون       زایی روی نهال و میوه گردو:                               ( آزمون بیماری               

های دو ساله انجام گرفت. برای این                                    زایی بر روی نهال                  بیماری      

 m c/  منظور سوسپانسیونی با غلظت                           
  9 1 چگالی نوری               812

( از      ico   sa  اسپکتروفتومتر مدل                   -نانومتر         122در طول مو             

ها بر روی محیط آگار غذایی در آ                                    ساعت باکتری             48کشت     

میکرولیتر             42مقطر استریل تهیه شد. با استفاده از سرن  سترون                                               

های جوان تزریق گردید.                         از سوسپانسیون باکتری در سرشاخه                              

وسیله خلال دندان                   باکتری نیز به                 بر آن مقداری از پرگنه                       علاوه      

زنی       صورت مستقیم مایه                  برداشته و در بافت همان سرشاخه به                                

وسیله نوار              ها حاصل از خلال دندان به                         گردید و محل زخم               

زنی       (. چهار جدایه باکتری برای مایه                              22پارافیلم پوشانده شد                       

های       زنی گردید. در نهال                    کار رفت و هر جدایه به دو نهال مایه                                    به  

شاهد از آ  مقطر سترون به عنوان مایه استفاده گردید.                                                    

زنی به مدت سه ماه مورد بازبینی قرار گرفتند.                                               های مایه          نهال    

  فاشینس        برنریا رابری                  برای انجام آزمون بیماریزایی سه جدایه                                    

ساعته جدایه               48روی میوه نارس گردو انتخا  شدند. از کشت                                        

 c  /mهای         باکتری سوسپانسیونی با غلظت                          
   c  /mتا    812

212  

اسپکتروفتومتر               -نانومتر         122در طول مو               3 2 چگالی نوری             

( در آ  مقطر سترون تهیه و با استفاده از                                         ico   sa  مدل     

سوزن استریل سطح میوه را خراش داده  سه سورا  در میوه(،                                                       

میکرولیتر از سوسپانسیون تزریق                                 92درون هر سورا  مقدار                     

گردید. برای هر غلظت از سوسپانسیون باکتری، یک شاهد                                                   

 تلقیح شده با آ  مقطر استریل در نظر گرفته شد. سپس                                                  

درجه سلیسیوس، رطوبت                       22میوه ها درون ژرمیناتور با دمای                                

ساعت روشنایی به مدت                       12درصد و دوره نوری                    72نسبی      

 (.  21دوازده روز نگهداری شدند                           

های عامل شانکر پوستی عمیق                             د( شناسایی مولکولی جدایه                        
با استفاده از روش لیز قلیایی صورت                                        استخرا              گردو:     

ساعته هر            24گرفت. بدین منظور سوسپانسیون کدری از کشت                                         

میکرولیتر آ  مقطر تهیه گردید. جهت تجزیه                                           922جدایه در          

درصد        12حجم پتاس            1 2ها به هر سوسپانسیون به میزان                                سلول    

دقیقه در آ  جوش قرار داده                             12ها به مدت             ا افه و نمونه             

های       شدند. شفاف شدن سوسپانسیون نشانه تجزیه شدن سلول                                              

دقیقه با سرعت                 7ها به مدت             باکتری تلقی گردید. سپس نمونه                            

دور در دقیقه سانتریفیوژ گشته و محلول رویی حاوی                                                  13222

مراز استفاده شد                   طور مستقیم در واکنش زنجیره ای پلی                                   به       

و پپتید سنتاز از                      منظور تکثیر ژن اتوایندوسر سنتاز                                 به      (.  22  

. این دو          ( 23  (     1پرایمرهای اختصاصی آنها استفاده شد  جدول                                         

واکنش           در تولید رنگدانه رابری فاشینس نقش دارد.                                       ژن    

میکرولیتر از                2میکرولیتر شامل                  22مراز در حجم               ای پلی        زنجیره      
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،   ((  4 8 اسیدیته            PCR       C -    m   C    ris     بافر      

میلی        d  Ps   ،2میلی مو ر           2 2پیکومول از هر آغازگر،                         19

  a واحد        29 1الگو و             میکرولیتر             C    ،2  2مو ر      

Po ym ras                  )در دستگاه ترموسایکلر مدل                                 سیناژن، ایرانBio 

R d   S                .سازی اولیه در                 واسرشت            انجام گردید 

دقیقه صورت گرفت.                    4درجه سلیسیوس به مدت                       79دمای      

ژنومی در دمای                    چرخه شامل واسرشت سازی                         32سپس     

درجه سلیسیوس به مدت یک دقیقه، اتصال آغازگرها به                                                   73

ثانیه         49درجه سلیسیوس به مدت                       12و     12رشته الگو در دمای                   

،   GSP2F/GSP2Rو     2BrIF/2BrIRبه ترتی  برای آغازگرهای                         

 درجه سلیسیوس                72در دمای             گسترش رشته جدید               

 ثانیه و در پایان گسترش نهایی در دمای                                        49به مدت        

 (.  24دقیقه انجام شد                    2درجه سلیسیوس به مدت                       72

قطعه          و آنالیز فیلوژنتیکی:                                  ناحیه     ه( تعیین ترادف                

r         S            های       برای جدایهBR       وBR                    با استفاده از

(.    1تکثیر گردید  جدول                    R  2       و   F2   های     آغازگر      

و همکاران              Po a مراز توسط پوزا                  شرایط واکنش زنجیره پلی                      

جفت بازی تکثیر شده با                         1922(. قطعه         29توصی  شده است                 

 سیناژن، ایران( و بر اساس                                استفاده از کیت استخرا                         

دستورالعمل شرکت سازنده از ژل آگاروز استخرا  و برای                                                    

کره جنوبی ارسال گردید.                            تعیین ترادف به شرکت ماکروژن                           

های خانواده انتروباکتریاسه                              های همولو  مربو  به گونه                          ترادف     

 CBI   a io a  I  orma io  C    r  or از سایت         

Bio  ch o o y                    دریافت و با ترادف      s r          های       جدایه

BR       وBR                      افزار         با استفاده از نرمG   oc            هم ردی

با        G  افزار         شد. درخت فیلوژنتیکی نیز با استفاده از نرم                                         

و آزمون صحت                  i h or- oi i   الگوریتم اتصال مجاور                      

 تکارار باررسای گردیاد.                        1222باا          Boo s ra  i ها      شاخااه      

 یافته ها        

 طبق نتای  به دست آمده                       ال ( جداسازی عامل بیماری:                           

  14شناسی، در مجمو                    های استاندارد باکتری                      و بر اساس آزمون               

های       از اندام          فاشینس        برنریا رابری            جدایه به عنوان باکتری                       

 های       مختل  درخت گردو شناسایی شد. مناطق انتشار سویه                                             

 آمده است.           2جدا شده در این بررسی در جدول                              

ای:        ( ارزیابی ویژگی های فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و ت ذیه                                                    
های شناسایی شده عامل شانکر پوستی در این پژوهش                                                 جدایه     

  33هوازی، رشد در دمای                      دارای رشد در شرایط هوازی و بی                             

درجه سلیسیوس و قادر به تولید رنگدانه سبز متالیک در محیط                                                         

و     C  ، رنگدانه قرمز تا صورتی رن  در محیط                                     B  کشت     

ها توانایی              بودند. جدایه              i   B رنگدانه صورتی در محیط                       

درصد را داشتند. اما نتوانستند روی محیط                                          9تحمل تمک طعام               

نتای  برخی ویژگی های مهم                              درصد رشد کنند.                1نمک طعام          

 دیگر شامل واکنش گرم، اکسیداز، لوان و احیای نیترات،                                                    

 زمینی،          های سی          واکنش متیل رد، کاتا ز، لهیدگی ورقه                                  

از پپتون و توانایی استفاده از سیترات و                                           S2توانایی تولید گاز                   

ها توانایی هیدرولیزآرژنین،                              مانیتول بود. هی  کدام از جدایه                              

 (.    3ژ تین و نشاسته را نداشتند  جدول                                 

 پرایمر توالی پرایمر طول قطعه )جفت باز(

171  ’-CGGGATCCATGTTAGAAATATTCGATGTC-3’ 2BrIF 
 ’-TCAGCTGTCAAGCCTCTTCCTTTTTG-3’ 2BrIR 

282  ’-CATTACTGTTTCTCCTCGCTAATC-3’ GSP2F 
 ’-GATGTAAATTAGCCATACACGGAATG-3’ GSP2R 

1922  ’-AGAGTTTGATCMTGGCTCA-3’ 16F27 
 ’-TTCTGCAGTCTAGAAGGAGGTGWTCCA-3’ 16R1525 

پرایمرهای مورد استفاده در مطالعه.: 1جدول   

بافت 
 گیاهی

محل 
 آوری جمع

 جدایه
بافت 
 گیاهی

محل 
 آوری جمع

 جدایه

 BRU2 آباد خرم تنه BRU17 دورود تنه

 BRU4 آباد خرم تنه BRU22 دورود تنه

 BRU5 آباد خرم تنه BRU26 دورود تنه

 BRU10 آباد خرم شاخه BRU29 دورود شاخه

 BRU12 آباد خرم تنه BRU30 الشتر شاخه

 BRU13 آباد خرم شاخه BRU35 آباد خرم شاخه

 BRU14 آباد خرم شاخه BRU39 آباد خرم شاخه

 جدایه های باکتری عامل شانکر پوستی گردو در استان لرستان.: 2جدول 
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در آزمون          زنی شده:            های مایه           ( علایم بیماری روی نهال و میوه                              

زایی روی نهال گردو سه ماه پس از مایه زنی علایمی                                                  بیماری      

های آبسوخته و مناطق سیاه رن                                 صورت نقا  نکروزه، لکه                       به  

که در بع ی موارد همراه با ترشح شیرابه بود مشاهده گردید.                                                         

زنی شده با آ                  های مایه          همچنین هی  علامتی در سرشاخه                          

زایی روی            مقطر استریل دیده نشد. در خصو  آزمون بیماری                                          

 m c/  هایی که با غلظت                   میوه نارس گردو، در میوه                       
812  

صورت لهیدگی کامل میوه،                          زنی شدند علا م بیماری به                         مایه    

های مایه زنی                همراه با مناطق سیاه رن  و نکروزه که مانند نهال                                              

شده در بع ی موارد با ترشح شیرابه سیاه رنگی همراه بود                                                      

 (.  1مشاهده شد  شکل                
به    د( شناسایی مولکولی  با استفاده از آغازگرهای اختصاصی:                                                      

های فنوتیپی از واکنش                        منظور تایید نتای  حاصل از آزمون                               

مراز استفاده گردید. در این واکنش قطعه ژنتیکی                                                زنجیره ای پلی             

 جفت باز و               171به طول          اتوایندوسر سنتاز                مربو  به ژن             

جفت باز           282قطعه ژنتیکی مربو  به ژن پپتید سنتاز به طول                                            

 (.    2جدایه تکثیر شد  شکل                       14در    

ها      همچنین اندازه قطعات به دست آمده در مورد تمام نمونه                                                  

یکسان بوده و تفاوتی از این نظر بین آنها مشاهده نشد. در                                                        

کنترل منفی چنین باندی مشاهده نگردید که نشان دهنده                                                   

اختصاصی بودن واکنش و درست عمل نمودن آغازگرها از نظر                                                     

 عدم وقو  واکنش غیراختصاصی بود.                              

تر و اطمینان                منظور شناسایی دقیق                    : به               ه( آنالیز         

،      BRو       BRدو جدایه                S r  بیشتر، توالی ناحیه                  

تکثیر و مشخص شد. به منظور مشخص شدن موقعیت                                           

فیلوژنیکی این دو جدایه در خانواده انتروباکتریاسه، با توالی                                                            

 آزمون واکنش آزمون واکنش

 گرم - تولید گاز از گلوکز -

 اکسیداز - تولید انداسپور -

 کاتالاز + تولید اسید از: 

 لوان - سوکروز و آرابینوز +

 فوق حساسیت روی شمعدانی و توتون + لاکتوز، آدونیتول -

 هیدرولیز آرژنین - سوربیتول و زایلوز -

 هیدرولیز ژلاتین - رایبوز و سلوبیوز -

 هیدرولیز اسکولین + رافینوز  و رامنوز -

  swarmingحرکت  + استفاده از: 

 تولید اندول - فورمات -

 32هیدرولیز توئین  - بنزوات +

 هیدرولیز نشاسته - پروپانول -

 واکنش متیل رد + سوکسینات و لاکتات +

 از پپتون S2Hتولیدگاز  + اتانول -

 درجه سلیسیوس 22رشد در  + اگزالات -

 درجه سلیسیوس 21رشد در  - تارتارات-دی -درصد( 42 71 

 آز اوره - لوسین-ال -

 KBتولید رنگدانه صورتی روی محیط  + مانیتول +

 YDCتولید رنگدانه قرمز روی محیط  + دولیستول -درصد( 97 78 

 EMBتولید رنگدانه سبز متالیک روی  + والین-ال +

 زمینی های سیب لهانیدن ورقه + سیترات +

 درصد 2تحمل نمک طعام  + سرین-ال -

 O/F + ال آلانین و دی ال تارتارات -دی -

 احیای نیترات - مالونات -

 جدا شده از درختان گردو در ایران. فاشینس برنریا رابریای سویه های  ویژگی های ریخت شناسی، بیوشیمیایی و ت ذیه: 3جدول 
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(. نتای           3مقایسه شد  شکل                  CBI های نزدیک موجود در                      گونه    

آباد، از تنه درخت گردو                          که از خرم             BRنشان داد که جدایه                   

،   فاشینس        برنریارابری           گونه         .R   3 2 جدا شده بود با جدایه                      

که از دورود از                     BRدرصد شباهت داشت و جدایه                           77

  G   2 2 .     77  شاخه درخت گردو جدا شده بود با جدایه                                   

 درصد شباهت داشت.                

 بح    

 آمده از باغات گردو استان لرستان                                   عمل     های به          در بازدید         

باا  فااشایاناس برنریا رابریهای  الگوی باندهای تکثیر شده  جدایه:  2شکل 

 122( ماارکار  .  GSP2F/GSP2Rو  2BrIF/2BrIRاستفاده از آغازگرهای 

 ( کنترل منفی. جفت بازی، 

برنریا های بیماری، ویژگی هایبیوشیمیایی و بیماریزایی باکتری  نشانه:  1شکل 

:  ، i   B تولید رنگدانه قرمز رن  بر روی محیط  a:.  فاشینس رابری

: نمونه سبز شاهد و نمونه cزمینی و تولید آنزیم پکتیناز،  سی   لهیدگی ورقه

: ایجاد علایم شانکر و dها،  های آمینه و قند زرد واکنش مثبت استفاده از اسید

ایجاد واکنش فو  حساسیت روی گیاه   : بروز شیرابه روی تنه گردو، 

: سیاه شدن بافت و ایجاد پژمردگی در محل آلودگی شاخه نهال  شمعدانی، 

در  فاشینس برنریا رابریگردوی مایه زنی شده با سوسپانسیون باکتری 

 m c/    غلظت
در محل   : سیاه شدن بافت و خرو  شیرابه باکتری .  812

در  فاشینس برنریا رابرینهال گردوی مایه زنی شده با سوسپانسیون باکتری 

  c  /m غلظت
812 .h.لهیدگی میوه، همراه با مناطق سیاه رن  و نکروزه : 

آوری        های مشکو  به علایم شانکر عمیق پوستی جاماع                                        نمونه     

صورت تیره شدن سطح خاارجای                           گردید. علایم این شانکر به                        

صورت خرو  شیرابه از تناه درخاتاان                                  پوست و در تابستان به                    

در مورد علا م                  های سایر محققین                 گردو مشاهده گردید که یافته                          

(.  از اناجاام              27و     21کاناد         شناسی بیماری را ت یید می                        

عاناوان         هایای باه         های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی جدایه                                    آزمون     

هاای کاوان            شناسایی شدند که با توصیا                           رابریفاشینس               برنریا      

 Co a           شاد ،Schaad                             و همکاران در شانااساایای گاوناه )

و هاماکااران در                 Ca    o (. کابلو          28و     17مطابقت داشت               

های ایجاد کننده شااناکار                         با بررسی و مقایسه گونه                        2211سال     

توانایی           فاشینس        برنریا رابری            نشان دادند که باکتری                        برنریا      جنس     

تولید اسید از سوکروز و آرابینوز را دارد. اما توانایی تولید اسید                                                                 

ها باا         از سوربیتول، زایلوز، رافینوز و رامنوز را ندارد. این یافته                                                         

دست آمده در پژوهش حا ر مشابهت دارد. همچنایان                                              نتای  به        

ها اکسیداز مثبت و فااقاد                          آنها مشخص کردند که تمامی جدایه                              

های ماورد باررسای در                     (. اما جدایه            27آنزیم پکتیناز هستند                       

پژوهش حا ر اکسیداز منفی و دارای آنزیم پکتیناز باودناد و                                                       

 توانستند در آزمون پکتیناز با تجزیه پکتین موجود در دیاواره                                                        
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 CBI .های خانواده انتروباکتریاسه موجود در بانک اطلاعات  با برخی از جدایه    BRو    BR، دو جدایه    S r  دندروگرام قرابت ترادف ناحیه : 3شکل 
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 زمینی شوند.               های سی          سلولی موج  لهیدگی ورقه                      

( با بررسی ویژگی های                         o ( و لوپز            Bioscaبیوسکا          

مشخص        برنریا رابریفاشینس                    فنوتیپی و بیوشیمیایی باکتری                           

ها نسبت به آزمون اندول و تولید اسید از                                          کردند  که جدایه               

دست        کتوز و آدونیتول واکنش منفی نشان دادند که با نتای  به                                                     

آمده در این پژوهش مطابقت دارد. اما بر خلاف نتای  پژوهش                                                       

از پپتون و استفاده از                          S2ها قابلیت تولید گاز                       حا ر جدایه          

 (.  23سیترات را نداشتند                     

ها به ترتی  توانایی استفاده از                                  درصد از جدایه               43 11و     92 27

ها فاقد این               دی تارتارات و دولیستول را داشتند. اما بقیه جدایه                                                

توان واکنش متفاوت                     توانایی بودند. دلیل این ت ییرات را می                                     

های       تارتارات و جدایه                  های دورود نسبت به آزمون دی                            جدایه     

الشتر نسبت به آزمون دولیستول دانست. شانکر پوستی گردو                                                      

                             فلو نس        برنریا نیگری            توسط باکتری             

عامل      برنریا رابریفاشینس                    عامل شانکر سطحی پوست و باکتری                               

 (.  32شود         شانکر عمیق پوست ایجاد می                        

و     2219( و همکاران در سال                    mirsardari امیرسرداری              

با بررسی            2212( و همکاران در سال                    ama  ad h زاده          جمال    

 شانکر        فلو نس          برنریا نیگری            ویژگی های فنوتیپی باکتری                          

جدا شده از درختان گردو نشان دادند که هی  کدام از                                                      سطحی(     

تولید         i   B و     C  های باکتری بر روی محیط کشت                              جدایه     

 (.    32و     31رنگدانه نکردند                  

های دخیل در تولید                     در پژوهشی دیگر محققین با بررسی ژن                                 

رنگدانه رابری فاشینس، سعی در انتقال این ژن به سویه های                                                        

                         برنریا سالیسیس              و   فلو نس          برنریا نیگری            

های       داشتند که نهایتا  ژن تولید کننده این رنگدانه در باکتری                                                      

ها قادر به              مورد آزمون بروز پیدا نکرد و هیچکدام از باکتری                                             

 (.    33ایجاد رنگدانه نشدند                       

در پژوهش            برنریا رابریفاشینس                  های باکتری              اما تمام جدایه              

تولید رنگدانه قرمز                      i   B و     C  حا ر روی محیط کشت                   

فاشینس( کردند. تولید رنگدانه و                                  تا صورتی رن   رابری                   

های       ها یا سیگنال              زایی باکتری در کنترل خودالقاگر                                بیماری      

 .مولکولی و سیستم حساسیت جمعیتی  کروم سنسین ( است                                               

  شامل        که      سلولی         بین       ارتبا           و     هماهنگی           فرآیند          این سیستم         

  پی      در      و     انتشار          قابل        و     سلولی         خار         مولکولی           های     تولید سیگنال            

     (.  34بیماری زایی است                     های     ژن    جمله      از    ها،     ژن    بیان      تنظیم       آن  

           ها       کتون         هموسرین           آسیل        ها    منفی        گرم   باکتری های              در  

   و     هستند         پا ین         مولکولی           وزن       با      خودالقاگرها               ترین        عمده    

(.    39      نمایند          برقرار          را      ای      گونه        داخل        های    ارتبا           توانند          می  

  امکان         این       برسد،         آستانه          حد      به      ها    سیگنال          غلظت        که      زمانی     

  توده        تراکم       برنریا رابری فاشینس                       باکتری های              که      شود       می      فراهم     

های موثر در تولید                     ژن      پاس ،         در      و     در        را      موجود         سلولی     

     (.  31بیان نمایند                 را    رنگدانه       

های تولید رنگدانه، عامل ایجاد                                 ارتبا  سیگنالین  و بیان ژن                          

زایی در باکتری حامل آن                          پاس  فو  حساسیت و بیماری                        

باشد و به عبارتی دیگر دامنه میزبانی بیمارگر را تعیین                                                        می  

ها باعث از بین رفتن                       کند. اختلال و موتاسیون در این ژن                                 می  

 شود       می      زایی و پاس  فو  حساسیت روی میزبان                                   بیماری      

 (.    38و     37  

در بررسی به عمل آمده از ویژگی حا ر برای جداسازی اولیه                                                       

استفاده شد. به منظور                        برنریا      های جنس           گونه با سایر گونه                   این   

ها که بر اساس ویژگی                       اطمینان از تشخیص صحیح تمامی جدایه                                 

شناخته شده بودند از واکنش                             فاشینس        برنریا رابری            های فنوتیپی             

و     2BrIF/2BrIRمراز و آغازگرهای اختصاصی                            زنجیره ای پلی             

GSP2F/GSP2R                      های دخیل در تولید                     طراحی شده بر اساس ژن

جدایه شناسایی                 14فاشینس استفاد شد. تعداد                           رنگدانه رابری             

و     171شده در خصوصیات فنوتیپی، قطعات ژنتیکی به طول                                             

جفت بازی را تکثیر کردند که با اندازه قطعه تکثیر شده در                                                          282

و       cC  a  کلین        و همکاران و مک                 ha a  نتای  تاپا            

 (.  24و     37همکاران مطابقت دارد                       

با توجه به مشخصات اقلیمی نقاطی که بیماری شانکر پوستی                                                      

گردو، برای اولین بار در دنیا از آنجا گزارش شده  ایالت                                                       

کالیفرنیا(، نشان دهند  این مطل  است که درجه حرارت، نقش                                                        

به سزایی درگسترش و محدودیت ج رافیایی این باکتری دارد.                                                       

از ایالت کالیفرنیا، بیماری بیشتر در نواحی                                               در منطق  ساکرامنتو                  

مرکزی این منطقه وجود داشته و گزارش شده که نسبت به بقی                                                         
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مناطق گرمتر هستند.  منا  درصد شیو  این بیماری و اندازه                                                        

ها در مناطق سردتر، با مقدار و شدت کمتری گزارش شده                                                     لکه   

های انجام گرفته در اسپانیا که این                                     (. طبق بررسی            42است       

بیماری از آن نقا  گزارش شده، نقش افزایش دما برای  هور و                                                         

  (.  41گسترش بیماری، ت یید شده است                               

های محیطی             درختانی که به هر طریق در معر  استرس                                   

نامناس ، مانند تنش آبیاری و یا ت ذی  ناکافی قرار می گیرند،                                                            

شوند. همچنین در                   زودتر و بیشتر به این بیماری دچار می                                   

چندین مورد درختانی که در تنه و شاخ  خود، در اثر حمل                                                       

پرندگان، حشرات، انسان یا عوامل مکانیکی دیگر دچار زخم و                                                        

اند، دچار بیماری شانکر عمیق پوستی و                                       تر  خوردگی شده              

 اند.        شانکر قارچی گردیده                  

های پوست تنه و شاخه،                        رسد که ایجاد زخم در بافت                          به نظر می         

های  زم و  روری برای نفو  باکتری و سایر عوامل                                                 یکی از راه          

زا باشد. در همین رابطه محققین با بررسی ویژگی های                                                    بیماری      

شناسی باکتری عامل بیماری نشان دادند که بیمارگر                                                  زیست    

تواند در ارقام مختل  گردو ایجاد آلودگی پنهان کند.                                                     می  

از      فاشینس        برنریا رابری            همچنین مشخص کردند که باکتری                             

ها وارد بافت آوندی به ویژه آوند آبکش                                        طریق زخم و روزنه                

 (.      42یابد          شود و در آنجا استقرار می                          می  

وقتی که میزبان تحت تاثیر تنش  آبی و خشکی( و ت ییرات آ                                                         

ها تکثیر            گیرد، باکتری ها فعال و داخل آوند                                  و هوایی قرار می               

های خار             ساکارید         ها و پلی          پیدا می کنند و با تولید پکتیناز                               

ها شده و در               سلولی باعث تخری  دیواره سلولی و انسداد آوند                                           

(. برای پیشگیری                 43گذارد           انتقال آ  و مواد غذایی اثر می                             

های آلوده به مناطق غیر آلوده                                بیماری باید از انتقال نهال                          

های سالم دارای گواهی                        بایستی از نهال                جلوگیری کرد و             

 بهداشت به منظور احدا  با  استفاده نمود.                                       

های       های مقاوم و یا متحمل در میان توده                                   همچنین یافتن ژنوتی                    

ها      صورت بروز آلودگی هرس شاخه                         در    بومی  روری است.                 

های عفونی انجام گیرد. تراشیدن                                 تر از محل           متر پایین           سانتی       32

پاشی درختان با                  شانکرهای تنه در محل آلودگی و بلافاصله سم                                       

غلظت مناس  از سموم مسی  اکس کلرورمس یا محلول                                              

ها با چس  باغبانی در دو تا سه                                 و پانسمان محل زخم                     بوردو(،       

روز در جلوگیری از توسعه و تشدید                                   22نوبت به فاصله               

بیماری و به تعویق انداختن مر  درختان بیمار م ثرند.                                                    

 همچنین درختان شدیدا آلوده باید حذف شوند.                                          

شود که بیماری برای همیشه در                               حف  این درختان باعث می                      

های       باغات وجود داشته باشد. شایان یادآوری است که قسمت                                                

تراشیده و هرس شده  نیز باید پس از انجام عملیات هرس                                                    

با توجه به وقو  این بیماری در ایران و                                       سوزانده شوند.               

ترین شر  برای                 پیشرفت آن در استان لرستان و از آنجا که مهم                                          

کنترل بیماری، شناسایی و پی بردن به تنو  ژنتیکی است،                                                       

 رورت پایش بیشتر و انگشت نگاری ژنتیکی سویه های این                                                    

های       باکتری در مناطق مختل  کشور، به منظور شناسایی کانون                                                  

 آلودگی و جلوگیری از گسترش بیمااری وجود دارد.                                            

 

 نتیجه گیری          

 دست آمده در تحقیق حا ر نشان داد که باکتری                                             نتای  به          

علایم مخر  و شدیدتری روی درختان                                  برنریا رابری فاشینس                   

باکتری عامل شانکر                     فلو نس        برنریا نیگری            گردو در مقایسه با                   

های       کند. همچنین تلقیح جدایه                         سطحی پوستی گردو ایجاد می                        

 باکتری روی میوه نارس گردو و ایجاد علایم مشخص کرد                                                 

 توان جایگزین تکنیک تلقیح روی نهال                                     که این تکنیک می               

 بر است بشود و محقق در زمان بسیار کوتاهتری                                           که زمان         

 به نتیجه مورد نظر برسد. در  من شناسایی مولکولی با                                                   

 های اختصاصی طراحی شده بر اساس                                 استفاده از آغازگر                 

های مداخله کننده در تولید رنگدانه روشی سریع و مطم ن                                                       ژن  

 های جنس           برای تفکیک باکتری یاد شده از سایر گونه                                      

 باشد.         می  برنریا        

 

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از آقای ر ا امیرسرداری کارشناس                                                    

آزمایشگاه و همکاران واحد حمایت و حفا ت مرکز تحقیقات                                                     

و آموزش کشاورزی و منابع طبیعی استان لرستان به دلیل                                                    

 همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش کمال امتناان را دارند.                                                        
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Abstract 

Background & Objectives: Deep bark canker is a disease which is caused by Brenneria  

rubrifaciens, and reduces the quality and quantity of Walnut fruits. This study was performed to 

identify the bacterial agent of deep bark canker based on morphological characteristics,  

pathogenicity and using specific primers for the genes involved in rubrifacien pigment production. 

Materials & Methods: This cross-sectional- descriptive study was performed on walnut trees with 

canker symptoms in Lorestan Province. Following purification, bacterial identification was  

performed using the phenotypic characteristics of the bacterial isolates. Further evaluation of the 

canker agent was carried out using 2BrIF/2BrIFR and GSP2F/GSP2R primers. Also, the virulence 

properties of the bacteria were tested on walnut seedling and fruits. 

Results: Based on the phenotypic characteristics, 14 isolates were identified as B. rubrifaciens. 

671 and 280 bp fragments were amplified in the isolates the during PCR test. In pathogenicity test, 

symptoms of a rotted and blackened tissue were observed at the site of inoculation. In the  

phylogenetic analysis, two isolates showed 97% and 98% homology with the bacterial isolates 

identified in the Genbank.  

Conclusion: Comparing other methods, PCR using specific primers is a fast, functional and highly 

sensitive method to detect B. rubrifaciens. Based on our results on the pathogenicity potential of 

the strains and the occurrence of the symptoms on walnut seedlings, the pathogen under favorable 

conditions suffers severe damage to the trees. 
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