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 زایی باکتری  جداسازی و شناسایی مولکولی باکتری شانکر پوستی گردو و بررسی بیماری
 روی نهال و میوه نارس گردو در استان لرستان

 2، حسین میرزایی3*نیا ، مصطفی درویش4وحید امیرسرداری

دانشجوی 3پزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان،  استادیار، گروه گیاه2پزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان،  کارشناس ارشد، گروه گیاه 4
 پزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد. دکتری، گروه گیاه

 چکیده

های اخیر  ایجاد می گردد. این بیماری در سال برنریا نیگری فلوئنسبیماری شانکر پوستی گردو توسط باکتری  سابقه و هدف:

شود. این مطالعه با هدف جداسازی و  افزایش داشته است و در شرایط مناسب تهدید جدی برای درختان گردو محسوب می

 زایی باکتری روی میوه نارس گردو انجام شد.  شناسایی مولکولی باکتری شانکر پوستی گردو در استان لرستان و بررسی بیماری

درخت گردو دارای علایم شانکر پوستی در  501توصیفی بر روی تنه و شاخه های -صورت مقطعی این پژوهش بهمواد و روش ها: 

ها مورد بررسی قرار گرفت. سپس نتایج این   استان لرستان انجام شد. پس از خالص سازی و جداسازی، خصوصیات فنوتیپی جدایه

 باکتریایی، از روش واکنش  سویهآنالیز شد. به منظور شناسایی دقیق تر   Ntsys-pc version 2.02افزار  خصوصیات توسط نرم

ها بر روی میوه نارس و  زایی آن جدایه باکتری به عنوان نماینده انتخاب و بیماری 1زنجیره ای پلی مراز استفاده گردید. همچنین 

 نهال گردو بررسی شد.

تشخیص داده شدند. همچنین آنالیز عددی  برنریا نیگری فلوئنسها به عنوان  بر اساس خصوصیات فنوتیپی جدایهها:  یافته

جفت بازی در  211، قطعه PCRها را به چهار گروه تقسیم نمود. در واکنش  درصد، جدایه 49خصوصیات فنوتیپی در سطح تشابه 

 رنگ همراه با ترشح شیرابه روی میوه ظاهر شدند.  صورت نقاط سیاه زایی، علایم به  تمامی جدایه ها تکثیر گردید. در آزمون بیماری

زایی بر روی میوه نارس گردو و استفاده از آغازگرهای اختصاصی،  های فنوتیپی افتراقی، آزمون بیماری آزموننتیجه گیری: 

ترین روش برای تشخیص عامل بیماری است. مطالعه حاضر اولین گزارش وقوع این بیماری در استان لرستان و  ترین و مطمئن سریع

   باشد. روی میوه گردو در ایران میبرنریا نیگری فلوئنس زایی باکتری  از اثبات بیماری
 .  برنریا نیگری فلوئنسشانکر باکتریایی، گردو،  واژگان کلیدی:

 43خرداد ماه پذیرش برای چاپ:     43فروردین ماه دریافت مقاله: 

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

 mdarvishnia44@yahoo.comپست الکترونیک:   04566656300تلفن:    

 م دمه     
در ایران و دیگر کشورهای اروپایی، آسیایی،                                          درخت گردو                   

گردو از محصو ت                .     آمریکای شمالی و جنوبی کشت می شود                                

مهم خشکباری دنیا به شمار می آید و در بع ی کشورهای                                                   

 عنوان یک درخت روغنی بسیار مهم محسوب                                       صنعتی به        

ترین عوامل کاهش تولید، کمیت و کیفیت                                       از مهم        (.  5می گردد           

این محصول، می توان به بیماری شانکر پوستی باکتریایی با                                                       

( اشاره         renneri  ni ri   ens       برنریا نیگری فلوئنس                   عامل        

شدت شیوع دارد و                   در منا ق مر وب و پرباران به                           نمود.       

. همچنین این              سازد      خسارت هنگفتی به باغات گردو وارد می                                  

های تولید الوار و میوه با ت عی  درختان گردو                                               بیماری در با              

علایم شانکر پوستی گردو                       (.      2شود         سبب ایجاد خسارت می                  

ای      هایی بدون شکل هندسی، به رنگ قهوه                                  صورت لکه          ابتدا به        
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های       های خارجی پوست تنه و شاخه                           متمایل به تیره در قسمت                      

کند و پس از مدتی این علایم در سطح اپیدرم                                           اصلی بروز می            

 شوند.         پدیدار می         

ای شدن          های عفونی، قهوه                 ها و شاخه           با تراشیدن اپیدرم تنه                     

گردد. در تابستان با                       های خارجی پوست کاملا  آشکار می                               بافت    

ها شکاف برداشته و از                        پیشروی بیماری، پوست از محل لکه                              

گردد و سرانجام                  رنگ خار  می             ای تا سیاه            ای قهوه         آنجا شیرابه           

عامل بیماری برای اولین بار                            (.      3  کند       حالت شانکر پیدا می                  

  اروینیا       ای از جنس             و همکاران گونه                 i son (توسط ویلسون             

) r ini            فلوئنس          نیگری         اروینیا       به نام 

) r ini  ni ri   ens                9گذاری گردید                 شناسایی و نام    .)

و همکاران              a   n (سپس عامل شانکر پوستی توسط هابن                                

 (.    1ت ییر نام یافت                  برنریا نیگری فلوئنس                     به جنس        

اولین گزارش از                   544و همکاران در سال                      oron (مورون       

  وجود و پراکندگی بیماری شانکر پوستی گردو را با عامل                                                  
(. در کشور            6در ایتالیا ارائه نمودند                             فلوئنس          نیگری         اروینیا       

صورت پراکنده بر روی تنه و                             هایی به         مجارستان تراوش              

های درختان آلوده در شهر زالن، در نزدیکی دریاچه                                                  شاخه    

بالتون و در دیگر نقاط مجارستان مانند بوداپست، گیور و                                                      

تاتابانیا مشاهده شد. بر اساس خصوصیات فنوتیپی و                                                

بیوشیمیایی سویه ها، برای اولین بار از کشور مجارستان                                                     

 (.     را گزارش نمودند                     فلوئنس        نیگری     (   اروینیا           برنریا      باکتری        

نخستین بار وجود شانکر پوستی تنه گردو در ایران در                                                  

(   ari hi . حریقی           (  شهرهای ساری و نکا گزارش گردید                                 

وجود گسترده و فراوان باکتری عامل                                     Rahimian(    و رحیمیان         

( در استان مازندران                     فلوئنس          نیگری         برنریا      شانکر پوستی گردو                    

در تحقیقی که بر روی اتیولوژی شانکر گردو                                           .( 4ارائه دادند               

انجام شد، محققین علاوه بر توصی  علایم بیماری و                                              

های درختان گردو، با                       جداسازی باکتری عامل از تنه و شاخه                                 

زایی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی،                                   های بیماری            انجام آزمون           

فلوئنس            نیگری         برنریا      عامل بیماری شانکر تنه درختان گردو را                                      

عنوان اولین مورد از باکتری یاد شده در                                         شناسایی کردند و به                    

 (.    50استان کرمان گزارش نمودند                            

های کردستان،                های اخیر این بیماری در استان                              چنین در سال             هم  

  ( 55و گیلان و گلستان                       فارس، کهگیلویه و بویراحمد                         

بر اساس           فلوئنس          نیگری         برنریا      شده است. شناسایی                    گزارش     

های بیوشیمیایی،                   جداسازی مستقیم از بافت آلوده، آزمون                                   

زایی استوار می باشد. به دلیل                                فیزیولوژیکی و آزمون بیماری                          

اهمیت ردیابی سریع بیمارگر برای رعایت بهداشت زراعی و                                                     

های سریع و مطمئن به                       پایش شیوع بیماری، استفاده از روش                                

منظور افزایش صحت و دقت تشخیص بیمارگر حائز اهمیت                                                 

های تاثیر گذار به                     مسئول انتقال پروتئین                       rc     (. ژن     52است       

درون سلول میزبان گیاهی است و برای رشد باکتری یاد شده به                                                         

های       درون گیاه و ایجاد علایم بیماری ضروری است. ژن                                           

های موثر مربوط به آن                        دستگاه ترشحی نوع سوم و پروتئین                              

های       دهند. با انتقال پروتئین                         را تشکیل می               rp مجموعه ژنتیکی               

اثر گذار باکتریایی به درون سلول میزبان، انتقال سیگنال درون                                                            

سلول و سایر فرآیندهای سلولی دچار اختلال می گردد. از این                                                        

  . شود     رو باع  افزایش پر آزاری باکتری روی میزبان حساس می                                                 

های دیگر            های فاقد این ژن ممکن است متعلق به گونه                                        جدایه     

باشند که در ارتباط نزدیکی با گیاهان زندگی                                           برنریا        جنس     

کنند. اما علایم بیماری آشکاری بر روی میزبان ایجاد                                                    می  

 (.  53  کنند        نمی   

جداسازی و شناسایی مولکولی باکتری                                  هدف از این مطالعه،                      

 در         rc بر اساس ح ور ژن                 شانکر پوستی گردو                  

زایی باکتری روی میوه نارس                             استان لرستان و بررسی بیماری                           

 گردو بود.         
 

 ها      مواد و رو           

در این مطالعه                 برداری و جداسازی عامل بیماری:                               ال ( نمونه          

نمونه گیاهی مشکو  و دارای علایم زخم از تنه و                                               501

های درختان گردو از منا ق عمده گردوکاری استان                                                شاخه    

آوری گردید.               جمع     5343لرستان در فصول بهار و تابستان سال                                   

های پلاستیکی به                  صورت جداگانه درون کیسه                        نمونه ها به           

 درصد،         0 آزمایشگاه منتقل و با استفاده از الکل اتیلیک                                             

 ضد عفونی و توسط آب مقطر سترون شسته شدند.                                          
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 سپس از بافت آلوده سوسپانسیون تهیه و روی محیط                                              

  C    as  و         osin    hy  n      کشت های         

   rac      ros  Ca ci m-Car ona                      مر ، آلمان( کشت 

درجه سیلیسیوس قرار داده شد.                                2و درون گرمخانه با دمای                        

پس از سه روز پرگنه های سبز متالیک بر روی محیط کشت                                                   

   C  ای سفید و کروی بر روی محیط کشت                                و پرگنه            

 برای بررسی های بیشتر انتخاب و خالص سازی گردیدند.                                                  

  آب      آنها در           سوسپانسیونی از                  ها،     نگهداری جدایه                 منظور         به  

درجه سیلیسیوس قرار داده                           9سترون تهیه و در دمای                          مقطر    

ها از کشت جوان                  مدت باکتری            شدند. برای نگهداری  و نی                        

    51شده، سوسپانسیون غلیظی در گلیسرول                                    هر جدایه خالص             

 گردید.        درجه سیلیسیوس نگهداری                       -0 در دمای         تهیه و        

  25تعداد         ب( بررسی ویژگی های فنوتیپی و بیوشیمیایی:                                        

آوری شده از درختان گردو منا ق مختل  استان                                             جدایه جمع         

های سبز متالیک روی محیط کشت                               لرستان که دارای پرگنه                     

که       C  ای سفید و کروی روی محیط کشت                             و پرگنه            

قادر به ایجاد واکنش حساسیت زیاد روی شمعدانی بودند، به                                                       

های فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی                               عنوان نماینده انتخاب و آزمون                            

شناسی گیاهی               های استاندارد باکتری                      ای بر اساس روش                و ت ذیه       

 (.  59روی آنها انجام شد                     

به منظور          :         فلوئنس          نیگری         برنریا           ( شناسایی مولکولی باکتری                         

یک لوپ از پرگنه های باکتری رشد یافته بر                                              استخرا          

برداشته شد و                نوترینت آگار  مر ، آلمان(                         روی محیط کشت              

میکرولیتر آب مقطر سترون حل گردید. نمونه ها در                                                 500در    

دقیقه جوشانده و                   50یک ظرف حاوی آب جوش به مدت                           

 بلافاصله به مدت چند دقیقه بر روی ی  قرار داده شدند.                                                    

دقیقه         3دور در دقیقه به مدت                       53000در ادامه نمونه ها در                      

   PCRسانتریفیوژ شدند. روماند برای انجام آزمون                                          

 که       rc ژن    تکثیر         منظور       به  استفاده گردید.                

 در سیستم ترشحی نوع سوم باکتری یاد شده دخالت                                             

 از پرایمرهای اختصاصی این ژن با توالی                                    دارد      

      CC  C CC      CC    C C   -          و  
C  )1 - CC       C     C  C     -     

ای      واکنش زنجیره            .     ( 51 شرکت پیشگام ایران( استفاده شد                                  

میکرولیتر مستر                  1 52میکرولیتر شامل                  21مراز در حجم               پلی   

میکرولیتر آب مقطر                     1  میکس رد  شرکت پیشگام ایران(،                              

میکرولیتر از هر آغازگر                          5ژنومی،             میکرولیتر             3استریل،         

پیکومول( انجام شد. از آب مقطر استریل به عنوان                                                 50 غلظت       

 کنترل منفی استفاده گردید.                           

در دستگاه ترموسایکلر  بایورد، آمریکا(                                         PCRدر ادامه واکنش                

 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                  3با شرایط دمایی                

چرخه شامل واسرشت                    30درجه سیلیسیوس و در ادامه                            46

دقیقه، اتصال در                   5درجه سیلیسیوس به مدت                        49شدن در دمای             

درجه سیلیسیوس به مدت یک دقیقه، گسترش در                                           16دمای      

ثانیه و در نهایت                    91درجه سیلیسیوس به مدت                        2 دمای      

دقیقه         1درجه سیلیسیوس به مدت                        2 گسترش نهایی در دمای                     

درصد        1 5برای انجام الکتروفورز، ژل آگارز                                 انجام گردید.              

به         در نهایت قطعه               واجد اتیدیوم بروماید تهیه گردید.                                  

ترانس لومیناتور  یو وی دا ، انگلستان(                                           کمک دستگاه            

جفت بازی نشان دهنده                       211تکثیر قطعه            عکسبرداری شد.               

 مثبت بودن واکنش می باشد.                        

زایی باکتری               : در این مطالعه اثبات بیماری                            زایی      د( آزمون بیماری               

برای اولین بار در ایران بر روی میوه                                       فلوئنس          نیگری         برنریا      

های نارس گردو                 نارس گردو انجام گرفت. برای این منظور میوه                                         

ساله در           30تا      20قبل از سخت شدن پوسته گردو از درختان                                     

آوری گردید. پنج جدایه از                            جمع     43اواخر بهار و تابستان سال                          

های بیوشیمیایی و                    باکتری شناسایی شده با استفاده از آزمون                                      

برای انجام آزمون                    فلوئنس،           نیگری         برنریا      مولکولی به عنوان                  

 روی میوه نارس گردو انتخاب شدند. از کشت                                              بیماریزایی          

 های     ساعته جدایه باکتری سوسپانسیونی با غلظت                                         9

c   m      50               در  ول مو               1 5 چگالی نوری 

  c   m   250( تا    nico   sa اسپکتروفتومتر مدل                   -نانومتر         600

نانومتر(  در آب مقطر                        600در  ول مو               3 0 چگالی نوری             

استریل تهیه و با استفاده از سوزن استریل سطح میوه خراش                                                       

 داده شد  سه سورا  در میوه(. درون هر سورا  مقدار                                               

میکرولیتر از سوسپانسیون تزریق گردید. برای هر غلظت از                                                        10
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سوسپانسیون باکتری، یک شاهد تلقیح شده با آب مقطر                                                 

 استریل در نظر گرفته شد. سپس میوه ها درون ژرمیناتور                                                    

درصد و          40درجه سیلیسیوس، ر وبت نسبی                             20با دمای         

 روز نگهداری                ساعت روشنایی به مدت                       52دوره نوری           

 .   ( 56  شدند      

های دو ساله گردو انجام گرفت.                                زایی روی نهال               آزمون بیماریی             

   c   m      50    سوسپانسیونی با غلظت                   برای این منظور                

   کشت       از  نانومتر(            600در  ول مو               1 5 چگالی نوری             

  مقطر        آب      در      غذایی         محیط آگار             روی       ها    باکتری          ساعته          9

  از      میکرولیتر             10    سترون         سرنگ        از      استفاده           شد. با          تهیه        استریل      

گردید.          تزریق         جوان        های     در سرشاخه             باکتری          سوسپانسیون          

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

زنی       مایه        مستقیم          صورت      به      سرشاخه          بافت همان             در      و     برداشته       

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

زنی به          (. پنج جدایه باکتری برای مایه                              5پارافیلم پوشانده شد                       

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

های       شاهد از آب مقطر استریل به عنوان مایه استفاده شد. نهال                                                     

صورت روزانه تا حدود دو ماه مورد بازبینی                                           مایه زنی شده به               

 قرار گرفتند.            

 افزار         با استفاده از نرم                   ها:     ه( آنالیز داده              
  sys- c v rsion  .       m rica   a onomy and 

    ivaria    na ysis  ys  m     )                          فاصله یا شباهت فنوتیپی و

ها رسم گردید. برای بررسی واقعی میان                                       بیوشیمیایی جدایه                

 -n  i h  d Pair (های غیر وزنی                ها از روش داده                گروه    

 ro      hod  sin   ri h m ic av ra                   و ضریب تشابه

(.           5استفاده گردید                     im    ma chin (تطابق ساده            

های یک  برای ویژگی های                          صورت کد         ویژگی های فنوتیپی به                    

افزار         مثبت( و صفر  برای ویژگی های منفی( برای این نرم                                              

تعری  گردید. بر پایه ویژگی های فنوتیپی و بیوشیمیایی                                                     

جدایه مورد بررسی                    25تعری  شده، دندروگرام مربوط به                               

های موجود             افزار رسم گردید. درصد تشابه بین جدایه                                       توسط نرم        

ها بر اساس تمامی ویژگی های موجود در این پژوهش                                                 در گروه       

 محاسبه گردید.             

 یا ته ها        

جدایه از اندام های مختل                             25در این پژوهش در مجموع                       

درخت گردو از منا ق مختل  استان لرستان بر اساس مجموعه                                                      

برنریا        ویژگی های فنوتیپی و بیوشیمیایی به عنوان باکتری                                                

(. در آزمون             5شدند  جدول              تشخیص داده              نیگری فلوئنس            

PCR                             و       با کمک جفت آغازگر اختصاصیC              قطعه قابل

 (.  5جفت بازی تکثیر گردید  شکل                             211انتظار          

هوازی اختیاری،                    ای شکل، گرم منفی، بی                        ها میله        تمامی جدایه           

هوازی،            اکسیداز منفی، کاتا ز مثبت، قادر به رشد در شرایط بی                                                  

های         های سفید و کروی و فاقد پرگنه و رنگدانه                                          دارای پرگنه           

ها قادر به                بودند. تمامی جدایه                    C  قرمز روی محیط کشت                   

ایجاد واکنش فو  حساسیت بر روی گیاه شمعدانی و تولید گاز                                                        

ها توانایی تولید                      از پپتون بودند. هیچکدام از جدایه                                     

ها به           اندوسپور و هیدرولیز ژ تین را نداشتند. نتایج آزمون                                                 

 آورده شده است.                2صورت خلاصه در جدول                   

های منا ق مختل  بر                      جدایه باکتری از میزبان                        25میزان شباهت             

اساس ویژگی های فنوتیپی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی تعیین و                                                          

ها به چهار گروه عمده تقسیم بندی شدند. گروه اول                                                  جدایه     

آباد، بروجرد و یک جدایه                           های مربوط به شهر خرم                      شامل جدایه          

های متفاوت قرار                   مربوط به شهرستان الشتر بود که در زیر گروه                                         

شهر بروجرد، شامل                    C  4استثنای جدایه                 گروه دوم به                 گرفتند.       

با ت 
 گیاهی

محل 
 آوری جمع

کد 
 جدایه

با ت 
 گیاهی

محل 
 آوری جمع

کد 
 جدایه

 3C3 آباد خرم تنه  5C  بروجرد تنه

 4C3 آباد خرم تنه  6C  بروجرد تنه

 6C1 آباد خرم تنه  8C  بروجرد تنه

 7C1 آباد خرم تنه  C   آباد خرم شاخه

 11C2 الشتر تنه  C   آباد خرم شاخه

 12C1 الشتر شاخه  5C  آباد خرم شاخه

 14C1 الشتر شاخه  6C  آباد خرم شاخه

 15C1 الشتر تنه  C 4 دورود تنه

 16C1 الشتر شاخه  C 5 دورود تنه

 17C3 الشتر تنه  59C دورود شاخه

 24C1 بروجرد تنه   

عامل شاناکار پاوساتای  نیگری فلوئنس  برنریاجدایه های باکتری :  5جدول 

 گردو  در استان لرستان.
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جفت بازی، بقیه ستون ها نمونه های مثبت از نظر ح ور  500( مارکر   . rc نتایج الکتروفورز حاصل از تکثیر ژن : 5شکل 

 جفت بازی(. 211 تکثیر قطعه   rc ژن 

 آزمون واکنش آزمون واکنش

 گرم - تولید گاز از گلوکز -

 اکسیداز - تولید انداسپور -

 کاتالاز + تولید اسید از: 

 لوان +** رایبوز، زایلوز، سوکروز +

  وق حساسیت روی شمعدانی +  کتوز و آدونیتول -*

 هیدرولیز ژلاتین - آرابینوز و رامنوز +**

 هیدرولیز اسکولین +** رافینوز و سلوبیوز +**

 باکتری swarmingحرکت  + استفاده از: 

 تولید اندول - فورمات -

 31هیدرولیز توئین  - بنزوات -

 هیدرولیز نشاسته - پروپانول -

 واکنش متیل رد +** سوکسینات و  کتات +

 از پپتون S2Hتولیدگاز  + اتانول -**

 سلیسیوسدرجه  23رشد در  + اگزا ت -

 سلیسیوسدرجه  23رشد در  - تارتارات-دی -**

 درصد 5تحمل نمک  + لوسین-ال -

 اوره آز +** مانیتول +

 YDCتولید رنگدانه روی محیط کشت  - دولیستول -

 EMBتولید رنگدانه سبز متالیک روی  + گلیسرول +**

 زمینی های سیب لهانیدن ورقه - سیترات -

 مواد احیاکننده از سوکروز - سرین-ال -

 O/F + ال آ نین و دی ال تارتارات-دی -

 احیای نیترات - مالونات -

 جدا شده از درختان گردو. برنریا نیگری فلوئنسای سویه های  ویژگی های مورفولوژیکی، بیوشیمیایی و ت ذیه: 2جدول 

هایی مربوط به منطقه کهمان شهرستان الشتر بودند که در                                                       جدایه     

استثنای جدایه                 هایی داشتند. گروه سوم به                          بین خود نیز تفاوت                 

C       های مربوط به منطقه هونام شهرستان                                    آباد، شامل جدایه                  خرم

های شهرستان دورود                     الشتر بودند. گروه چهارم شامل جدایه                                  

درصد گروهی مجزا نسبت به                           40بودند که در سطح تشابه                       

های دیگر ایجاد کردند. این گروه به دلیل تفاوت در برخی                                                        گروه    

از ویژگی های بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی از سه گروه دیگر                                                       

 (.  2متمایز بودند  شکل                   

 درصد 10بیش از : * درصد،  0 بیش از  : **دهنده منفی بودن واکنش،   : نشان-دهنده مثبت بودن واکنش،  +: نشان
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علاوه بر ایاجااد                 برنریا نیگری فلوئنس                     در این پژوهش باکتری                   

های نارس گردو نیز عالایام باه                             زخم بر روی تنه، روی میوه                        

رنگ و نکروزه ایجاد نمود. گاهی در بع ی                                         صورت منا ق سیاه               

رنگی مایال باه                ای    ها از منا ق نکروز شده شیرابه قهوه                                   از نمونه        

(. در آزمون بیماری زایای روی                             3سیاه مشاهده گردید  شکل                        

ها باه         نهال گردو هشت هفته پس از تزریق سوسپانسیون جدایه                                               

هاایای در           های آب سوخته و زخام                      های جوان لکه              سرشاخه      

زنی دیده شد. همچنین هیا  عالاماتای در                                    های مایه          سرشاخه      

 زنی شده با آب مقطر استریل دیده نشد.                                     های مایه          سرشاخه      

 بح    

عمل آمده از باغات گردو منا ق مختل  استان                                            های به        در بازدید         

علایم شانکر پوستی از                       5343لرستان در بهار و تابستان سال                              

منا ق گردوکاری استان لرستان مشاهده گردید. این علایم                                                    

های درختان گردو                   صورت ترشح شیرابه روی تنه و شاخه                                 به  

ظاهر شد. در این تحقیق ویژگی های فیزیولوژیکی و                                               

جدا شده از            برنریا نیگری فلوئنس                     های       بیوشیمیایی جدایه                

ای از         های آلوده جدایه                 درختان گردو بررسی شد. از بافت                             

های گرم منفی، اکسیداز منفی و کاتا ز مثبت جداسازی                                                    باکتری      

های استاندارد                 گردید که بر اساس نتایج حاصل از انجام آزمون                                          

 تشخیص       برنریا نیگری فلوئنس                     شناسی به عنوان                  باکتری      

 داده شد.          

در باکتری                rc در این پژوهش وجود قطعه اختصاصیژن                                  

بررسی شد. به منظور شناسایی باکتری یاد                                       برنریا نیگری فلوئنس                     

استفاده شد.                  C(و            شده از جفت آغازگرهای اختصاصی                              

برنریا نیگری              جدایه که بر اساس ویژگی های فنوتیپی                                      25تعداد       
    تشخیص داده شدند، در واکنش زنجیره پلی مراز قطعه                                              فلوئنس        

جفت بازی را تکثیر نمودند. این یافته با نتایج به دست                                                       211

   200( و همکاران در سال                    or  i آمده در مطالعه لورتی                        

 (.      51مطابقت دارد               

زنی روی نهال و میوه                       در آزمون اثبات بیماری زایی از  ریق مایه                                       

های مایه زنی شده علایم بروز شیرابه                                     نارس گردو، تمامی میوه                     

از پوست گردو و زخم روی نهال را نشان دادند. با توجه به                                                       

زنی شده از              های مایه          نتایج حاصل از این آزمون تمامی جدایه                                   

زایی کاملا  مشابه بودند و هی  گونه تنوعی از                                              لحاط بیماری           

   زایی نشان ندادند.                   لحا  بیماری           

ویژگی های             2005و همکاران در سال                    chadd (چاد       

عامل شانکر یاکتریاایای  برنریا نیگری فلوئنس های بندی جدایه گروه:  2شکل 

پوستی گردو بر اساس مثبت یا منفی بودن واکاناش بایاوشایامایاایای و 

 .   P فیزیولوژیکی بر اساس الگوریتم 

( c( علایم روی تنه،  و  a.  برنریا نیگری فلوئنسعلایم باکتری :  3شکل 

( میوه نارس dمیوه نارس گردو تلقیح شده با آب مقطر استریل  شاهد(، 

گردو تلقیح شده با سوسپانسیون باکتری چهار روز پس از آلودگی در غلظت  

c   m    50 ،  میوه نارس گردو تلقیح شده با سوسپانسیون باکتری هشت )

بر میوه  ( میزان آلودگی میان ،  c   m    50روز پس از آلودگی در غلظت 

(  ، c   m    250نارس گردو در تلقیح با سوسپانسیون باکتری در غلظت 

بر میوه نارس گردو در تلقیح با سوسپانسیون باکتری در  میزان آلودگی میان

 .c   m   50غلظت  
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 بیوشیمیایی، مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی جدایه های                                                 

را مورد بررسی قرار دادند. نتایج برخی                                          برنریا نیگری فلوئنس                   

مثبت بودن           ،   ویژگی ها شامل واکنش منفی گرم و اکسیداز                                      

مثبت(، توانایی در تولید گاز                                 هوازی اختیاری                   کاتا ز و بی           

سولفید هیدروژن از پپتون و عدم توانایی در تولید اندوسپور و                                                           

تولید گاز سولفید هیدروژن از گلوکز و مثبت بودن آزمون                                                     

همچنین نشان دادند که باکتری یاد شده، توانایی                                              تحر  بود.           

و تولید اندول                 20 زم برای هیدرولیز نشاسته، هیدرولیز توئین                                          

درجه سیلیسیوس و                   36را ندارد. اما قادر به رشد در دمای                                   

ها با نتایج               این یافته             (.  54  درصد است            1رشد در نمک  عام                 

 دست آمده در پژوهش حاضر کاملا  مطابقت دارد.                                             به  

شانکرهایی              546( و همکاران در سال                    i son ویلسون          

تر و شدیدتر از شانکرهای  ایجاد شده توسط                                           معمو   عمیق           

بر روی تنه درختان گردو را گزارش                                 برنریا نیگری فلوئنس                     

کردند و آن را تحت نام شانکر عمیق پوستی گردو و عامل آن                                                       

توصی            ( renneri  r  ri  ciens   برنریا رابری فاسینس                     را    

  C  های این باکتری بر روی محیط کشت                                  کردند. جدایه            

کنند و این  احتمال                      های صورتی تا قرمزرنگ می                         تولید رنگدانه             

زایی پاتوژن نقش                   ها در بیماری              وجود دارد که این رنگدانه                        

     (.  20داشته باشند               

برنریا        های       کدام از جدایه               با توجه به اینکه در این تحقیق هی                                  

تولید رنگدانه                 C  بر روی محیط کشت                     نیگری فلوئنس            

توان برای متمایز کردن                         صورتی نکردند، از این ویژگی می                             

 استفاده نمود.               برنریا رابری فاسینس                     گونه با گونه                این   

و     2009( در سال          has mi ( و قاسمی             aradarn برادران           

نشان        2004( و همکاران در سال                    ama  ad h زاده          جمال    

قادر به لهیده کردن                    برنریا نیگری فلوئنس                     دادند که باکتری                 

ها با نتایج این تحقیق                         زمینی نمی باشد. این یافته                           های سیب         ورقه    

 به  ور کامل منطبق است. اما یوسفی کوپایی                                       

) os  i  o a i                     اعلام کردند که                  200و همکاران در سال 

 ها قادر به ایجاد لهیدگی                           درصد از جدایه               2 59

 (.  25ضعی  بوده اند                 

آز مثبت           درصد باکتری یاد شده در تحقیق حاضر اوره                                        1 

ها فاقد این توانایی بودند. مت یر                                    که بقیه جدایه               بودند. در حالی              

( و     or   i ها با نتایج مورتی                       آز در بین جدایه                 بودن تولید اوره               

درصد از           54(.      22مشابهت دارد                  200همکاران در سال                

مانند تولید لوان، واکنش متیل رد و                                   ویژگی هایی            ها در         جدایه     

ها در هیدرولیز                  درصد از جدایه               50استفاده از اتانول و تقریبا                              

 اسکولین، تولید اسید از آرابینوز و رامنوز و استفاده از                                                       

 دی تارتارات و گلیسرول متفاوت بودند.                                     

در بازدید به عمل آمده از باغات گردو استان لرستان، علایم                                                        

صورت تیره شدن سطح خارجی پوست و در                                     شانکر پوستی به              

صورت خرو  شیرابه از تنه درختان گردو مشاهده                                              تابستان به          

 ( و حریقی           Roshan arهای روشنگر                گردید که با یافته                 

   ari hi          در مورد شناسایی علایم بیماری                               2004( در سال

 (.  23مطابقت دارد               

ها      های فنوتیپی، پراکندگی جدایه                             با توجه به آنالیز عددی ویژگی                            

فنوتیپی بود. در                 ویژگی های           بر اساس تنوع در تعدادی  از                            

های فنوتیپی حداقل میزان شباهت بین افراد یک گونه                                                   بررسی     

دست       (. بنابراین نتیجه به                    29شود         درصد در نظر گرفته می                      0 

های مورد مطالعه در                      دهد که سویه             آمده در این پژوهش نشان می                         

دست آمده از یک                  های به        یک گونه قرار دارند که اکثر جدایه                                

 هم قرار دارند.                های نزدیک به              منطقه، در یک گروه و یا گروه                           

در مطالعه حاضر آزمون اثبات بیماری زایی بر روی میوه و نهال                                                           

زایی        گردو انجام گرفت. با مقایسه نتایج هر دو آزمون بیماری                                                   

شود که استفاده از روش بیماری زایی بر روی میوه                                                 مشخص می       

زایی روی نهال دارای مزایایی                               گردو نسبت به روش بیماری                       

مانند کوتاه شدن زمان بروز علایم بیماری و نیز وسعت کمتر                                                       

،   2050در سال              (     or   i باشد. مورتی                 محدوده آزمایش می                

زایی روی میوه گردو تاکید بر                               در مورد آزمون بیماری                    

اختصاصیت و تکرار پذیری با ی این روش داشت و با مایه                                                    

دیگر ثابت               باکتری          چندین     و       برنریا نیگری فلوئنس                   زنی باکتری            

کرد که علایم بروز شیرابه روی میوه گردو به  ور اختصاصی                                                      

 (.    21آید         توسط این باکتری به وجود می                          

توان معالجه نمود، قطع                         از آنجایی که درختان بیمار را نمی                                

های خشکیده درختان بیمار کمی                               ها و قسمت           ها، پاجوش           شاخه    
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های عفونی، تراشیدن شانکرهای تنه و                                     دورتر از محل            

ها در پاییز و بلافاصله                         های اصلی بعد از ریزش بر                           شاخه    

درصد و پانسمان                  2 5پاشی درختان با مخلوط بر روی                               سم  

ها با چسب باغبانی در جلوگیری از توسعه و                                           محل زخم       

 تشدید بیماری و به تعویق انداختن مر  درختان بیمار م ثرند.                                                        

 

 نتیجه گیری          

های فنوتیپی افتراقی و آزمون                               رسد آزمون           به نظر می           

زایی بر روی میوه نارس گردو به همراه واکنش زنجیره                                                    بیماری      

برنریا        ترین راه ممکن برای شناخت باکتری                                   پلی مراز کوتاه              

موقع          می باشد و کارایی  زم برای تشخیص به                                    نیگری فلوئنس            

را دارد. برای پیشگیری از بیماری شانکر پوستی گردو یافتن                                                        

های بومی ضروری است. همچنین                              منابع مقاومت در میان توده                         

های سالم و بدون آلودگی جهت                              گردد که از نهال                 پیشنهاد می          

 احدا  با  استفاده شود.                      

 تشکر و قدردانی              

 نویسندگان این مقاله از جناب آقای دکتر مسعود شمس                                                 

 به دلیل در اختیار گذاشتن جدایه استاندارد کمال امتنان                                                      

 را دارند.         
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Abstract 

Background & Objectives: Bacterial canker in walnut is caused by Brenneria nigrifluens. The 

prevalence of this disease has been increasing in recent years and it is a serious threat to walnut 

tree in the appropriate conditions. The aim of this study was to isolate and identify the prevalence 

bacterial walnut canker in Lorestan and to determine their pathogenesis in the raw walnut.  

Materials & Methods: This cross-sectional study was carried out on 105 branches and trunk bark 

walnut trees  suffering of the symptoms of shallow bark canker. After purification and isolation of 

the disease agents, the bacteria were identified based on phenotypic characteristics. Next, the  

results were analyze by Ntsys-pc version 2.02 software. The PCR reactions were performed for 

more accurate identification of the isolates. Overall, five bacterial isolates were selected to study 

their pathogenesis on the walnut fruits and trunks.  
Results: According to the results of phenotypic characteristics of isolates, these strains were  

classified as B. nigrifluens. Furthermore, based on numerical analysis of the strains with 94%  

similarity, these isolates were classified into four groups. All isolates produced an expected 255 

bp band in the PCR reaction. These strains caused necrotic area on fruit with reddish brown ooze.  
Conclusion: The differential phenotypic tests, the pathogenicity test on the raw fruits and specific 

primers are reliable methods for diagnosis of the etiology of this disease. In our knowledge, the 

present study is the first report regarding the occurrence of this disease in Lorestan province and 

also first report of the pathogenicity of B. nigrifluens on fruit in Iran. 

Keywords: Bacterial canker, Walnut, Brenneria nigrifluens. 
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