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 چکیده
. استهای مهم درختان گردو  یکی از بیماری Brenneria nigrifluens( با عامل .Juglans regia Lبیماری شانکر پوستی گردوی ایرانی )

جدایه از درختان دارای  91آن دارد. در پژوهش حاضر،  ریناپذ جبرانهای  موقع عامل بیماری، نقش مهمی در جلوگیری از خسارت تشخیص به

های فنوتیپی و بیوشیمیایی به دو گروه تقسیم شدند. با  ها بر اساس ویژگی آوری شدند. جدایه علائم بیماری، از مناطق مختلف استان کرمان جمع

از عوامل همراه با  B. nigrifluensهای متعلق به گونۀ  جفت باز، جدایه 299به طول  DNAای از  ی اختصاصی و تکثیر قطعهآغازگرهااستفاده از 

ها، بخشی  های نارس گردو ارزیابی شد. جهت شناسایی مولکولی برخی جدایه ی میوهبر رو ها هیجدازایی  عامل بیماری، تفکیک شدند. بیماری

، در مناطق ملاحظه قابلنتیکی با تنوع ژ B. nigrifluensیابی شد. نتایج نشان دادند که باکتری  تکثیر و توالی ها آناز اپران ریبوزومی نیز در 

 علائمتوانند در ایجاد یا تشدید  نیز می Gibbsiellaآن، عوامل دیگری از جنس  افزون برکاری استان کرمان گسترش داشته و  مختلف گردو

 ی دیگری است.ها پژوهشبیماری دخالت داشته باشند که نیازمند 
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ABSTRACT 
Walnut is one of the important nuts with a high economic value. Shallow bark canker, caused by Brenneria 

nigrifluens, is one of the most dangerous diseases of the walnut trees. Early detection of the causal agent has an 

important role in preventing economic and irreparable losses caused by this disease. In this study, 57 bacterial strains 

were isolated from walnut trees with the typical lesions of the shallow bark cankers from different regions of Kerman 

province. These isolates were divided into two groups, based on phenotypic and biochemical characteristics and then, 

amplification product of the expected size (255 bp) was obtained with genomic DNA using specific pair primers in B. 

nigrifluens isolates. Pathogenicities of the isolates were assessed on immature walnut fruits. To identify the causal 

and the associated bacteria molecularly, a part of 16s rDNA gene sequence was analyzed. Results showed that B. 

nigrifluens with a significant genetic diversity spread over different regions of Kerman province. In addition, the 

genus Gibbsiella can probably contribute to the increase of the disease severity, which requires further studies. 
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 مقدمه

های  ترین گونه یکی از قدیمی (.Juglans spp)گردو 

که از دوران سوم  استزمین  ةگیاهی در کر

شناسی وجود داشته و از نظر چوب و میوه  زمین

 یها شگاهیران دارای رویشور اک. شده استاستفاده 

و  البرز، زاگرس کوه هرشت یها وسیع گردو است. دامنه

ان، تفرش، خوانسار و مناطق وسیعی کسریتو شهرهای

شور ک یگردو کارز عمده کرمان از مراکاز استان 

. استان کرمان مقام اول سطح زیر کشت گردو هستند

را در کشور دارد. درختان گردو، مورد حمله عوامل 

 مهمگیرند. یکی از دلایل  زای متعددی قرار می بیماری

بیماری ، تولید، کمیت و کیفیت این محصولکاهش 

. شیوع این بیماری در استشانکر پوستی باکتریایی 

تر بوده و خسارت زیادی  بیش پربارانمناطق مرطوب و 

با تضعیف درختان  ساخته وهای گردو وارد  را به باغ

 ,.Saccardi et al)شود  گردو سبب ایجاد خسارت می

 نامنظم یشانکرهات صور . علائم این بیماری به(1998

شود و  ها دیده می در پوست تنه و شاخه عمق کمو 

بیماری در فصل تابستان، پوست از  یشرویپگاهی با 

 رنگ رهیتای  قهوه ۀها، شکاف برداشته و شیراب محل لکه

شود  های کوچک زیر پوست خارج می از محل شکاف

(Moretti et al., 2007) . به علت  یماریب یۀاولمراحل

ه اغلب کمتورم در سطح پوست  یجود آمدن نواحبه و

 یمشهود نبوده ول ،هستند یرنگ بافت سطح هم

ه به حالت مجتمع بوده، پاره کنقاط متورم  ،مرور به

رون تراوش یبه ب یرنگ رهیت یا قهوه ۀرابیشده و ش

علائم بیماری در اکثر موارد محدود به ناحیه  ند.ک یم

 یبرا یماریامل بع. (Scortichini, 1999)پوست است 

 (Wilson et al., 1957)از کالیفرنیای آمریکا ن بار یاول

، (Rahimian, 1989)از ایران  بیبه ترت ازآن پسو 

 ,.Morone et al) ، ایتالیا(Lopez et al., 1994)اسپانیا 

1998; Saccardi et al., 1998; Scortichini, 1999)  و

ه است. در گزارش شد (Menard et al., 2004)فرانسه 

و  (Rahimian, 1989)اولین بار از ساری و نکا  ،ایران

 & Harighi)از سایر مناطق استان مازندران  ازآن پس

Rahimian, 1997)کرمان ، (Baradaran & Ghasemi, 

، فارس و کهگیلویه (Harighi, 2006)، کردستان (2004

گیلان و  (Yousefikopaei et al., 2007)و بویراحمد 

و لرستان  (Jamalizadeh et al., 2009)گلستان 

Amirsardari et al., 2015) گزارش شد. در ایران این )

بیماری محدود به مناطق مرطوب و پرباران نبوده و در 

مناطقی که بارندگی متوسطی دارند نیز شیوع دارد. 

یک تهدید جدی برای  عنوان بهاین بیماری  ازآنجاکه

و درختان بالغ محسوب ها  گیاهان موجود در نهالستان

های سریع شناسایی دارای اهمیت است  گردد، روش می

(Moretti et al., 2007) با توجه به اینکه تنها یک .

گزارش از وجود این بیماری در استان پهناور کرمان که 

های گردوی ایران را دارد، وجود داشته و بیشترین باغ

اطلاعات دقیق و کامل دیگری در خصوص وضعیت 

ی گردو کاری آن در مناطق عمدة شرویپیماری، شیوع و ب

این استان، وجود ندارد، بررسی و شناسایی دقیق بیمارگر 

آوری اطلاعات  نخستین قدم در جمع عنوان به

گزارش بیماری از  تاکنونشناسی، ضروری بود.  بیماری

استان کرمان مربوط به شهرستان بافت بوده و در 

در دست نیست. مشاهده  خصوص سایر مناطق اطلاعاتی

علائم بیماری در دیگر مناطق استان، ضرورت انجام 

تر پژوهش را ایجاب نمود. هدف این پژوهش،  گسترده

بررسی وضعیت بیماری و عامل آن در مناطق مختلف 

 ی استان کرمان بوده است.گردو کار

 

 ها مواد و روش
 ها برداری و جداسازی باکتری نمونه

از تمام مناطق عمدة  1931و  1939در بهار و تابستان 

های اطراف شهرهای بافت، ی استان کرمان )باغگردو کار

بردسیر، زرند، جیرفت، شهربابک، رفسنجان و کرمان( 

آوری و جهت بررسی  های مشکوک به بیماری، جمع نمونه

های آلوده پس از  به آزمایشگاه منتقل شدند. بافت

غذایی ی سطحی، بر سطح محیط کشت آگار ضدعفون

درجۀ  81ساعت در دمای  11مخطط گردیده و به مدت 

پس از  .(Schaad et al., 2001)سلسیوس نگهداری شدند 

سازی شده روی محیط کشت  های خالص واکشت جدایه

تولید جلای فلزی  ،(EMB-Agar)ائوزین متیلن بلو آگار 

 بررسی شد. ها آنسبز توسط 

 

 ها سازی و نگهداری جدایه خالص

 رنگهایی با  خالص، کلنی یباکترآوردن دستبرای به
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 NASروی محیط کشت  مجدداًو شکل متفاوت، 

ها،  داری جدایه نگه منظور بهمخطط گردیدند. 

سوسپانسیون غلیظ از کشت جوان هر جدایه در دمای 

داری  سلسیوس و همچنین برای نگه ۀدرج 1

ها در محیط آبگوشت غذایی  ، باکتریمدت یطولان

 ۀدرج -15د گلیسرول، در دمای درص 05حاوی 

ها از لحاظ  سلسیوس قرار گرفت. تمامی جدایه

 و های فیزیولوژیکی، مرفولوژیکی و بیوشیمیایی ویژگی

شناسی بررسی  های مرسوم باکتری روش بر اساس

 .(Schaad et al., 2001) شدند

 
 زایی آزمون بیماری

 15های نابالغ گردو با قرار گرفتن در محلول الکل  میوه

مدت پنج دقیقه ضدعفونی و روی کاغذ درصد، به

صافی استریل خشک شدند. سوسپانسیون غلیظ از 

بافر  در cfu/ml151 کشت تازه باکتری، به غلظت

( تهیه گردید. Phosphate Buffered Saline)فسفات 

سوسپانسیون باکتری به دو روش به مزوکارپ میوه 

اکتری گردو تزریق شد. در روش اول سوسپانسیون ب

 ،روش دومدر توسط سرنگ به میوه تزریق شد و 

در  متر یسانتشکاف مثلثی شکل با عمق حدود یک 

از  تریکرولیم 05میوه ایجاد شده و سپس 

ها  سوسپانسیون باکتری توسط سرنگ در این شکاف

شاهد استفاده  عنوان به استریلوارد شد. از بافر فسفات 

 زنی شده ههای مای میوه ،گردید. جهت حفظ رطوبت

و در انکوباتور  استریلدرون دسیکاتور حاوی آب مقطر 

سلسیوس قرار داده شدند. ظهور  ۀدرج 85با دمای 

روزانه  صورت بهروز  15علائم روی میوه به مدت 

از مشاهده علائم، جداسازی مجدد  پس. شدبررسی 

 انجام شد EMBAها بر روی محیط کشت  باکتری

(Moretti & Buonaurio, 2010). 

 

 ها های ژنوتیپی جدایه بررسی ویژگی

کلروفرم، -روش معمول فنلها به جدایه کینوکلئ دیاس

 ,Habibi & Khodaygan) شدبا اندکی تغییر استخراج 

 ، واکنشB. nigrifluens ۀبرای تشخیص گون. (2015

PCR با استفاده از  تریکرولیم 80حجم نهایی  در

 انجام شد.( 1)جدول  C3و  F1اختصاصی  یآغازگرها

 

ها با  ژنومی جدایه DNA یاثرانگشتالگوی  ۀمقایس

 rep-PCR ینشانگرهااستفاده از 

ژنومی  اثرانگشت، الگوی ها هیجدابررسی شباهت  منظور به

-BOXو  ERIC-PCRی آغازگرهاها با استفاده از  آن

PCR روش  بر اساس، 1، با توالی موجود در جدول

Versalovic et al. (1991) مقایسه شد. ترسیم  تهیه و

 انجام شد. NTSYS افزار نرمها با استفاده از  دندروگرام

 

 16s rDNA ژنتعیین ترادف 

یک روش  عنوان بهو  ها شناسایی جدایه دییتأ منظور به

در سه جدایه  16s rDNA ۀ، بخشی از ناحیاستاندارد

عامل و دو جدایه همراه با بیماری، با استفاده از 

تکثیر و  1در جدول  ذکرشده 1387r و 63f یآغازگرها

روی  PCRتعیین توالی شدند. الکتروفورز محصولات 

ولت  15ثابت  لیپتانس اختلافژل آگارز یک درصد در 

جفت بازی  1555همراه با نشانگر وزن مولکولی 

انجام شد. ژل  Thermo fisherمحصول شرکت 

آمیزی و  رنگ red Safe آشکارسازرنگ  ۀوسیل به

 .شد یربرداریتصوتگاه ژل داکیومنت دس ۀلیوس به

 
 در این پژوهش مورداستفاده یآغازگرها .1جدول 

Table 1. Primers used in this study 

Reference The length of expected band Sequence Primer name 

(Loreti et al., 2008) 255bp 
5´-CCTGCGCCATGTTGCCAGATCGCTAT-3´ F1 

5´-ACCTGAGTAGCAGTTTCGACTATTT-3´ C3 

(Versalovic et al., 1991) 
- 5´-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3´ ERIC1R 

- 5´-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3´ ERIC2 

(Versalovic et al., 1991) - 5´-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3´ BOX 

(Marchesi et al., 1998) 1500bp 
5´-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3´ 63f 

5´-GGG CGG WGT GTA CAA GGC-3´ 1387r 
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 های همراه با بیماری بررسی نقش احتمالی جدایه

های همراه با بیماری در ایجاد علائم بر روی  توان جدایه
در بند قبل بررسی  ذکرشدهبافت گردوی تازه به روش 

بررسی احتمال اثر آنتاگونیستی  منظور به، ازآن پسشد. 
های همراه با عامل بیماری، از روش متفاوتی  جدایه

های همراه با بیماری و تعدادی جدایه  ایهاستفاده شد. جد
ی درختان میوه و از ها سرشاخهاز  قبلاًفیت که  اپی

 گونه چیهی شده و جداسازمناطق مختلف استان البرز 
یی روی گردو نداشتند، بررسی شدند. در زا یماریبفعالیت 

ی از رشد در بازدارندگروش متداول غربالگری، بررسی 
انجام شد.  دوطرفهکشت صورت  محیط کشت جامد به

ها  زنی باکتری ظهور هالۀ بازدارنده تا یک هفته پس از مایه
لیتر  میلی 8های در  بررسی شد. در روش دوم، جدایه

 18به مدت  LB (Luria-Bertani)محیط کشت مایع 
، کشت داده rpm 185ساعت در انکوباتور گرداننده با دور 

اگونیست از های آنت ی باکتریجداساز منظور بهشدند. 
 دشدهیتولهای  یابی به متابولیت و دست محیط کشت

ها دو بار درون سانتریفیوژ  توسط هر جدایه، سوسپانسیون
سانتریفیوژ شدند. جهت اطمینان از  rpm11555 با دور

از فاز  تریکرولیمهای باکتریایی، چند  عدم حضور سلول
بر سطح محیط کشت آگار غذایی مخطط  نیرونش

در  B. nigrifluens مارگریبانسیون باکتری گردید. سوسپ
تهیه شد. برای  cfu/ml 159غلظت ، با LBمحیط کشت 

 مارهایتای الایزا استفاده شد.  خانه 39سنجش، از پلیت 
و متابولیت  مارگریبشامل مخلوطی از سوسپانسیون 

خالص و  LB، محیط کشت مارگریبها،  آنتاگونیست
ای هر تیمار سه تکرار در متابولیت هر آنتاگونیست بود. بر

ساعت در  81مدت های الایزا به نظر گرفته شد. پلیت
قرار داده شدند و  rpm 155انکوباتور گرداننده با دور 

سپس میزان کدورت هر چاهک که بازتابی از رشد 
در سه  اسپکتروفوتومترباکتری بود، توسط دستگاه 

 گیری شد. اندازه نانومتر 955و  005، 105 موج طول
 

 نتایج و بحث
جدایه از مناطق مختلف استان و از  01در این پژوهش 

آوری شدند.  بیماری، جمع علائمدرختان گردوی دارای 
های فنوتیپی و ژنوتیپی  ویژگی بر اساسها  جدایه

ی اختصاصی( به دو گروه آغازگرها)استفاده از جفت 
های همراه با عامل بیماری  عامل بیماری و جدایه

ی اختصاصی سبب آغازگرهاشدند. کاربرد  بندی تقسیم
جدایه گردید. این  95جفت بازی در  800تکثیر قطعۀ 

ها، گرم و اکسیداز منفی و کاتالاز مثبت بودند. همه  جدایه
هوازی اختیاری بوده و توان تولید کلنی  ها، بی این جدایه

 یو القا EMBبا جلای سبز فلزی در محیط کشت 
کدام  دانی را داشتند. هیچحساسیت در شمع واکنش فوق

تولید آنزیم پروتئاز، لستیناز و آمیلاز نکرده و در تولید 
صورتی  دانه رنگو  King’s Bرنگ فلورسنت روی محیط 

های  ناتوان بودند. نتایج سایر آزمون YDCروی محیط 
اند. ذکر شده 8ها در جدول  بر روی این جدایه شده انجام
بیماری روی میوه  معلائجدایه توان ایجاد  95این 

یی شناسادستورالعمل  بر اساسگردوی نابالغ را داشتند و 
 دییتأکه مورد  (Moretti et al., 2007) این بیمارگر

را متعلق به  ها آنتوان  سازمان قرنطینه اروپا است، می
 دانست. B. nigrifluensگونۀ 

مراز با  ای پلی جدایه که در واکنش زنجیره 81
 B. nigrifluensگرهای اختصاصی گونۀ استفاده از آغاز

گروه دوم یعنی  عنوان بهباندی نداشتند  گونه چیه
در های همراه با عامل بیماری در نظر گرفته شدند.  جدایه

بیمارگر از بافت  افزون برهایی که  جدایه خصوص
های زیر محتمل و  جداسازی گردیدند، یکی از فرضیه

جه قطعی بیشتر نتی به دست آوردنلازم بود تا برای 
یا  تیساپروفتوانند  های همراه می بررسی شود. جدایه

ی بر بیماری یا ریتأث گونه چیههایی باشند که  فیت اپی
آن ندارند. این فرضیه با بررسی  علائمکاهش و گسترش 

 81های نارس گردو بررسی شد.  در میوه علائمتوان ایجاد 
های نابالغ  علائمی بر میوه گونه چیهجدایه توان ایجاد 

گردو را نداشته و بیشتر بررسی نشدند. هشت جدایه توان 
ی نارس گردو را ها وهیمایجاد شبه علائمی بر روی 

های فنوتیپی هشت جدایه بررسی شدند  داشتند. ویژگی
 اند.آمده 9که نتایج در جدول 

 آغازگر واسطه بههایی که  های فنوتیپی جدایه ویژگی
 B. nigrifluens ۀگون عنوان بهو  ی شدهابیرداختصاصی 

در بررسی  شده اعلامگردیده بودند، با نتایج  دییتأ
نقاط ایران توسط  گریددر  B. nigrifluensهای  جدایه

Harighi & Rahimian (1997) ،Baradaran & 

Ghasemi (2004) ،Yousefikopaei et al. (2007) ،
Jamalizadeh et al. (2009)  وAmirsardari et al. 

 .داشتی خوان هم (2015)
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 (استواکنش مثبت  ها، دارای اعداد جدول درصد جدایه) B. nigrifluens های های فنوتیپی جدایه ویژگی .8جدول 

Table 2. Phenotypic characters of B. nigrifluens isolates (Numbers in the table indicate percentages of isolates with 

positive reaction) 
Utilization of  

tartarate 
Utilization of  

cellobiose 
Utilization of  

Lactose Urease Hydrolysis of 
Tween 80 

Hydrolysis  
of Esculin 

H2S Production  
from Cysteine 

Tolerance  
to 4% NaCl Test 

13% 67% 34% 38% 12% 37% 87% 75%  

 

های  وجود تنوع در ویژگی مذکور هایپژوهشدر 

ها ذکر گردیده بود. این تنوع در فنوتیپی جدایه

های استان کرمان نیز  های فنوتیپی جدایه ویژگی

 گرید با پژوهشو از این منظر نتایج این  شدمشاهده 

دارد.  یخوان همدر ایران  شده انجام هایپژوهش

های فنوتیپی  تشخیص این باکتری بر اساس ویژگی

های  . وجود ویژگی(Moretti et al., 2007) دشوار است

 دستورالعمل ۀبه همراه تنوع ژنتیکی بالا، تهی ریمتغ

مناسب برای تشخیص سریع عامل بیماری را پیچیده 

رفت کاربرد جفت  گونه که انتظار می نماید. همان می

سبب گردید تا امکان  C3و  F1اختصاصی  یآغازگرها

فراهم گردد. در  ها ردیابی سریع تعدادی از جدایه

های فنوتیپی،  ویژگی بر اساسای که  جدایه 95 یهمگ

 ۀداده شده بودند، قطع صیتشخ B. nigrifluensۀ گون

اختصاصی تکثیر  یآغازگرهاجفت بازی توسط  800

ترین روش در  رسد سریع می به نظر یرو نیازا. شد

، استفاده از واکنش مارگریبتفکیک و تمایز این گونه 

یابی  مراز است. نتایج با تکثیر و توالی پلیای  زنجیره

 شمارهای )رس بخشی از اپران ریبوزومی سه جدایه

(MH685516-18  یتراز همگردید. نتایج  دییتأنیز 

 155ها تشابه  که این جدایه ندها نشان داد توالی

در  شده ثبت B. nigrifluens های درصدی با جدایه

یک  عنوان بهبانک ژن دارند. روش شناسایی تلفیقی 

استاندارد برای تشخیص این گونه  دستورالعمل

 شود اروپا استفاده می ۀپیشنهاد شده و در اتحادی

(Loreti et al., 2008)دهد که  نتایج نشان می ۀ. مقایس

 یابیردزایی، فنوتیپی و  تلفیق سه روش بررسی بیماری

خوبی  ییکارااختصاصی در تشخیص عامل بیماری 

به گردو  ةزایی روی میو آزمون بیماری دارد. استفاده از

کوتاه بودن زمان بروز علائم و همچنین استفاده  لیدل

ترین روش  ترین و سریع اختصاصی، کوتاه یآغازگرهااز 

 ی. طاستعامل بیماری  موقع بهدر تشخیص سریع و 

خصوص  به یامناطق دن یردر سا شدهانجام هایپژوهش

عامل  های یهجدا در یادیتنوع ز یکا،و آمر یتالیاا

پوست گردو ملاحظه نشده  یشانکر سطح یماریب

 نشان ایرانی های جدایه روی یقدق های یاست. بررس

 یندر ا یا ملاحظه قابل یکیتنوع ژنت کهاست  داده

 Jamalizadeh هایپژوهش یجوجود دارد. نتا ها یهجدا

et al. (2009)تین گزارش از تنوع ژنتیکی این ، نخس

-Fallahi ،پس از نامبردگان .ران استبیمارگر در ای

Charkhabi et al. (2010)  نیز به وجود تنوع ژنتیکی

 ها گزارش. در این اشاره نمودند در ایران، گرراین بیما

وجود تنوع ژنتیکی عامل بیماری  دلیل مشخصی برای

رسد با توجه به اینکه  اما به نظر می؛ ذکر نشده است

از ایران به سایر مناطق درخت گردو بومی ایران بوده و 

 ،دنیا گسترش یافته است، عامل بیماری نیز

گردو و  موازات بههای بومی در ایران دارد که  استرین

اند و به همین دلیل تنوع  ن تکامل یافتهآبا  زمان هم

وجود دارد )رحیمیان، منتشر  ها آندر  یا ملاحظه قابل

 هایپژوهش. اثبات این مدعی نیاز به نشده(

، تنوع یاثرانگشتالگوی  ۀمقایس دارد. تری دهگستر

 B. nigrifluensهای  زیادی را میان استرین نسبتاً

نشان داد. کرمان  از مناطق مختلف استان جداشده

هایی بود که از  در استرین شده مشاهدهترین تنوع  بیش

ترین سطح  منطقه بافت جداسازی گردیده بودند. بیش

ترین انواع  گردو و همچنین بیش کشت ریز

وجود  کرمان گردو در این بخش از استان یوارهایکولت

در این پژوهش نشان  آمده دست بهدارند. نتایج 

از یک  آمده دست بههای  د که اکثر جدایهنده می

گیرند. وجود  های نزدیک به هم قرار می منطقه در گروه

 های مناطق مختلف استان این تفاوت بین جدایه

خوبی  به BOXو  ERICتوسط هر دو نشانگر 

های همراه  . جدایه(0 تا 1های )شکل بود مشاهده قابل

شناسایی این  .داشتند یا ملاحظه قابلبیماری نیز تنوع 

اهمیت  دارایها در بیماری  ها و بررسی نقش آن جدایه

های همراه، متعلق به  فراوان است. برخی از این جدایه
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این احتمال  .هستند Enterobacteriaceae ةخانواد

از عامل  ها آنبدون شناسایی و تفکیک وجود دارد که 

به اشکالاتی در شناسایی پاتوژن اصلی و اصلی بیماری، 

. علاوه بر آن گرددایجاد آن در مدیریت بیماری  دنبال

در کاهش یا افزایش  ها آنبررسی دقیق نقش احتمالی 

استفاده  .است شدت بیماری نیز، دارای اهمیت فراوان

 یدر صورت مارگریبکلی شناسایی  دستورالعملاز 

های دیگری در  است که باکتری یا باکتری اتکا قابل

، در ها دخالت نداشته باشند ایجاد علائم یا تشدید آن

در دستورالعمل، از  ذکرشدههای  روش صورت نیاغیر 

حساسیت و دقت کافی برخوردار نبوده و به حصول 

 ,.Loreti et al)نجر نخواهد گردید نتیجه مطلوب م

و  یماریب املع ملاحظه قابل. گزارش تنوع (2008

در مناطق مختلف  با این بیماری همراهوجود عوامل 

در و تفاوت آن با سایر مناطق دنیا که بیمارگر  ایران

از تنوع زیادی برخوردار نبوده و عوامل همراه  ها آن

استفاده تا در  گردد اند، سبب می متعددی گزارش نشده

استاندارد شناسایی سریع عامل  از دستورالعمل

لازم بوده و یا ضروری است تا تر  احتیاط بیش بیماری،

های ایرانی  اطلاعات جدایه بر اساساین دستورالعمل 

 زایی بیماری بررسی نتایجسازی گردد.  بازنویسی و بومی

 علائم ایجاد توان ها جدایه اول گروه که ندداد نشان

 ترشح موارد بعضی در و نکروز و یشدگ اهیس صورت هب

 این. دارند را زنی مایه محل از خارج به رنگ رهیت شیرابه

 ژنوتیپی و فنوتیپی های ویژگی بر اساس ها جدایه

 شده داده تشخیص B. nigrifluens ۀگون عنوان به

 روی بر شکاف ایجاد با که زنی مایه دوم روش در. بودند

 بیماری علائم ظهور بود، شده انجام میوه پوست

 از ناشی تواند می مسئله این. افتاد اتفاق تر سریع

 میوه سطحی های قسمت روی باکتری بهتر فعالیت

 با شده قیتزر های میوه عرضی های برش در. باشد

 نتایج. بود مشاهده قابل کاملاً سیاه های رگه نیز باکتری

 اشتد مطابقت مورتی گزارش با زایی بیماری آزمون

(Moretti & Buonaurio, 2010 .)نشان نتایج این 

 زایی بیماری شدت B. nigrifluens های جدایه که ندداد

 با آن ارتباط و مسئله این دلیل بررسی. دارند متفاوتی

 مستقلی پژوهش نیازمند ،ها جدایه ژنتیکی های ویژگی

 زایی بیماری شدت در تفاوت رسد می به نظر. است

 بیماری با همراه های جدایه عملکرد زا ناشی تواند می

 به نیاز نیز موضوع این دقیق بیان گرچه. باشد نیز

 رابطه بررسی در. دارد تری گسترده و جامع پژوهش

 آنتاگونیستی اثر گردو، بیماری و ها جدایه این احتمالی

 آنتاگونیستی احتمالی فعالیت بررسی. نگردید مشاهده

 روش در ها جدایه از کی چیه که داد نشان ها جدایه این

  باکتری رشد مهار توان جامد، محیط روی بررسی

B. nigrifluens از آمده دست به های استرین. ندارند را 

 یجداساز بیماری همراه عنوان به که کرمان استان

 مایع محیط در یکنندگممانعت بررسی در بودند، شده

 های لیتمتابوکه آن . حالندادند نشان خود از قابلیتی نیز

 یربومیغ نواحی میوه درختان فیلوسفر از که استرین 19

 جمعیت کنترل به قادر خوبی به بودند، شده جداسازی

 ممانعت آن رشد از و بوده مایع کشت محیط در مارگریب

 آنتاگونیست، های جدایه این نی. توانمندترآوردندبه عمل 

 الذ. بود گردیده یجداساز البرز استان در گردو برگ از

 تعامل بیماری، با همراه های جدایه از کی چیه

 از برخی اما ندارند بیماری عامل باکتری با آنتاگونیستی

 علائم به شبیه علائمی ایجاد سبب توانند می ها آن

 دو جدایه، هشت میان از. شوند گردو میوه در مارگریب

 شدیدنسبتاً  علائم شبه تولید به قادر گروه این از جدایه

 جادشدهیعلائم ا با مشابهعلائم  این. بودند میوه روی

 گردوی. بود B. nigrifluens یها جدایه از برخی توسط

 و شده رنگ یا قهوه ،تزریق محل در شده زنی مایه

 پس زنی مایه محل از. گردید پوسیدگی دچار یآرام به

 از بالایی بسیار جمعیت روز هفت شدن سپری از

 ایجاد توان که ییها جدایه. گردید جداسازی باکتری

 ژنوتیپی یژگیو بر اساس دادند نشان را علائم این

(Accession number MK447935) شباهت بیشترین 

 دیگر جدایه شش. داشتند .Gibbsiella spجنس  به را

 را تزریق محل در زخم از ضعیفی علائم توانستند تنها

 شش این. داشت آرامی بسیار گسترش که نموده ایجاد

 این دخالت دقیق بررسی. نشدند ساییشنا جدایه

 به نظر ضروری آن شدت یا زایی بیماری در عوامل

 بیماری عامل با ها آن سینرژیستی اثر مطالعه و رسیده

 به قادر ،همراه های جدایه سایر. است انجام دست در

 کاملاً تزریق محل و نبوده علائمی گونه چیه تولید

 و سالم کاملاً ،نمکی فسفات بافر تزریق محل با مشابه
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 این از گیری پیش جهت. (9)شکل بود رنگ تغییر بدون

 شیوع کرمان استان در گسترده صورت به که بیماری

 یشرویپ حال در نیز ایران نقاط سایر در و داشته

 کنترل امکان بررسی سالم، های نهال از استفاده است،

 منابع وجود بررسی همچنین و شیمیایی یا زیستی

 اما؛ دارد ضرورت بومی، های توده یانم در مقاومت

 یا عامل دقیق شناسایی رسد، می نظربه آن از پیش

 اولویت در بیماری تشدید یا ایجاد احتمالی عوامل

 در بیماری عامل شناسایی در گرچه. باشد نخست

 اما گردد می مشاهده یا ملاحظه قابل پیشرفت ایران

 ینهم و نبوده آشکار بیماری مختلف ابعاد هنوز

 .نماید می محدود را آن با مقابله امکان تیرگی،

 
 های همراه با عامل بیماری یی جدایهایمیوشیبهای فنوتیپی و  . ویژگی9جدول 

Table 3. Phenotypic and biochemical characteristics of the associated isolates 
Isolates 

Test 
NB26 NB22 NB21 NB20 NB19 NB16 NB8 NB6 

- - - - - - - + Gram reaction 

- - - - - - - - Pigment in KB 
+ + + + + + + - Pigment in EMB 
- - - - - - - - Pigment in YDC 

- - - - - - - + Oxidase 
+ + + + + + + + Catalase 
+ + + + + + + + Growth in aerobic conditions 

+ + + + + + + + Growth in anaerobic condition 
+ + - - - - - - Levan 

- - + + + + + - 4% NaCl tolerance 
+ + + + + + - - Hypersensitive Reaction 

- + + + + + + - H2S production from Cysteine 
- - - - - - - + Arginine dihydrolase 

+ - - + - - - - Hydrolysis of Esculin 
- - + - + + + - Hydrolysis of Tween 80 
- - - - - - - - Hydrolysis of Starch 

- - - - - - - - Hydrolysis of Gelatin 
- - + + + + - - Urease 

Acid production from  

+ + + + + + + - Mannitol 

- + + - + + + + Lactose 
- + + + + + + + Arabinose 
- + - + - - + + Cellobiose 
- - + - + + - + Tartrate 

 

 
و  ERIC-PCR (A) های با استفاده از داده B. nigrifluensهای  شباهت گونه بر اساس شده میترس. دندروگرام 1شکل 

(B) BOX-PCR ،روش  بر اساس شده میترسUPGMA و ضریب تشابه جاکارد 
Figure 1. Dendrogram generated based on the genetic similarity of B. nigrifluens isolates using 

datasets from ERIC-PCR and BOX-PCR, UPGMA analysis, and Jaccard’s coefficient. 

 

A B 
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، BOX-PCR (B) و ERIC-PCR (A) های با استفاده از داده ،های همراه شباهت جدایه بر اساس شده میترس. دندروگرام 8شکل 

 و ضریب تشابه جاکارد UPGMAروش  بر اساس شده میترس
Figure 2. Dendrogram generated based on the genetic similarity of the associated isolates using datasets from ERIC-

PCR and BOX-PCR, UPGMA analysis, and Jaccard’s coefficient 

 

 
 :ERIC-PCR. C ی( با آغازگرهاBهای همراه با عامل بیماری ) ( و جدایهA) B. nigrifluensهای  انگشتی گونه. الگوی اثر9شکل 

 بازی  جفت 1555مولکولی  وزننشانگر  :Mکنترل منفی، 
Figure 3. PCR fingerprinting patterns of representative B. nigrifluens and associated isolates obtained 

using BOX primer (A) and Eric primers (B). Lane M: marker (1kb ladder), lane C: negative control 

A B 
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 1555مولکولی  وزننشانگر  :Mکنترل منفی،  :BOX-PCR. C یبا آغازگرها B. nigrifluens یها . الگوی اثرانگشتی جدایه1شکل 

 بازی  جفت
Figure 4. PCR fingerprinting patterns of representative B. nigrifluens isolates obtained using BOX-PCR primer. Lane 

M: marker (1kb ladder), lane C: negative control 

 

 
 1555مولکولی  وزننشانگر  :Mکنترل منفی،  :BOX-PCR. C یبا آغازگرها های همراه با بیماری جدایه. الگوی اثرانگشتی 0شکل 

 بازی  جفت
Figure 5. PCR fingerprinting patterns of associated isolates obtained using BOX-PCR primer. Lane M: marker (1kb 

ladder), lane C: negative control 

 

 
علائم بیماری روی میوه  (B)وش سرنگ، به ر B. nigrifluensزنی با  بیماری روی میوه نارس گردو پس از مایه لائمع (A) .9شکل 

علائم  (E)( و D) شده، زنی مایه برش عرضی میوه (C)، زنی عامل بیماری به روش شکاف در پوست میوه نارس گردو پس از مایه
 (F) و (D) یقیتزرزنی به روش  های همراه با عامل بیماری پس از مایه یکی از باکتری لهیوس بهه نارس گردو ویم یرو جادشدهیا

 های همراه. ی شده با بافر نمکی یا سایر باکتریزن هیمامیوه 
Figure 6. (A) Symptoms on immature walnut fruits inoculated with B. nigrifluens using the syringe technique, (B) 

symptoms on immature walnut fruits inoculated with B. nigrifluens using cracks in the skin of the fruit technique, (C) 
cross-cut of inoculated fruit, (D) and (E) symptoms on immature walnut fruits inoculated with one of associated 
bacteria using syringe inoculation technique, (F) fruits infiltrated with PBS buffer or other associated bacterium. 
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 کلی یریگ جهینت

های  اطلاعات و گزارش نبود یلدلبه پژوهش ینا در

کافی از باکتری عامل بیماری شانکر سطحی گردو در 

تر عامل بیماری،  استان کرمان، به بررسی دقیق

های فنوتیپی،  ویژگی بر اساسها  پرداخته شد. جدایه

 بندی شدند و پس از و ژنوتیپی تقسیم ییایمیوشیب

شناسایی دقیق عامل بیماری به اهمیت و نقش 

رسد این  های همراه پرداخته شد. به نظر می جدایه

ها تا حدودی در افزایش شدت علائم بیماری  جدایه

باشند. دو جدایه که علائم متفاوت بر روی  اثرگذار

میوه ایجاد کرده بودند، بعد از تعیین توالی بخشی از 

تعلق داشتند.  Gibbsiella اپران ریبوزومی به جنس

دو استفاده از ها با  ژنوم جدایه یاثرانگشتبررسی الگوی 

 نسبتاً، تفاوت BOX-PCRو  ERIC-PCR آغازگر

 آمده دست به B. nigrifluens های جدایهبین  را زیادی

با  های همراه از مناطق مختلف استان و نیز بین جدایه

است ها ممکن  نشان داد. این تنوع بین جدایه بیماری

علت اصلی در ناتوانی کنترل بیماری باشد. با توجه به 

اهمیت اقتصادی و ارزش غذایی میوه درختان گردو در 

گردو در  کشت ریزوجود بیشترین سطح کشور و 

در جهت شناسایی دقیق  مؤثراقدامات استان کرمان، 

 ضرورت دارد.عوامل بیماری 
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