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 چکیده

های فارس و لرستان جداسازی شد. جدایه باکتری از درختان گردو آلوده به بلایت باکتریایی از استان 22، 5321-5325های طی سال

، BOX با استفاده از آغازگرهای rep-PCR ی وهای فیزیولوژیکی، بیوشیمیائمنظور بررسی خصوصیات فنوتیپی و ژنوتیپی، آزمونبه

ERIC  وREP های مورد بررسی، گِرم منفی، هوازی اجباری، اکسیداز منفی، کاتالاز مثبت، قادر به هیدرولیز انجام گردید. سویه

ها تفاوت کمی در سوربیتول بودند. جدایهمانوز و دیاز سیستئین و استفاده از قندهای گلوکز، سوکروز، دی S2H آسکولین، تولید

های آلانین داشتند. همچنین آزموندرصد و استفاده از قند ال 3طعام ، هیدرولیز نشاسته، تحمل به نمک01هیدرولیز توئین 

 جفت بازی با آغازگر 253زایی و تکثیر قطعه ها انجام شد. براساس خصوصیات فنوتیپی، بیماریبیوگرام روی جدایهزایی و آنتیبیماری

rev_seq در واکنش PCR ،عنوانهای مذکور بهجدایه Xanthomonas arboricola pv. juglandis  تشخیص داده شدند. بر پایه آنالیز

با استفاده از  rep-PCR اساسها بردرصد شباهت داشتند. سویه 00همگن و بیش از  ها تقریباًخصوصیات فنوتیپی جدایه عددی

ها از نظر خصوصیات فنوتیپی و ژنوتیپی مشابه بودند و استفاده از ار گرفتند. در مجموع سویهآغازگرهای مذکور در دو گروه اصلی قر

rep-PCR ها را براساس منشاء جغرافیایی از هم تفکیک نماید. همچنین این اولین گزارش از بیماری باکتریایی بلایت نتوانست سویه
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 مقدمه

بیماری بلایت گردو نخستین بار در دنیا توسط  بریتطل گطزارش    

باکتری عامل بیماری را جداسازی و اثبات . سپس پیرس گردید

نامیطد،   Pseudomonas juglandis نام آن رازایی نمود و بیماری

بندی آن های بعد بر روی طبقهدر سال(. Pierce, 1901) پیرس

ا و محققططین مختلطط  آن ر  ات بیشططتری انجططام شططد  مطالعطط

Bacterium juglandis ،Phytomonas juglandis ،

Xanthomonas juglandis  وXanthomonas campestris pv. 

juglandis  ،و  دای ؛وناوسط د ؛و همکطاران  رگیب ؛تاسمینامیدند
 ,Smith, 1905; Bergey et al., 1930; Dowson) همکطاران 

1939; Dye et al., 1980  .)    در نهایطت واتطورین آن را در گونطه

قطرار داد.   Juglandis عنطوان پطاتووار  و به X. arboricola جدید

ای شطکل، هطوازی   گطرم منفطی، میلطه   عامل بیماری یک باکتری 

اجباری، دارای یک تاژك قطبی، اکسیداز منفی، کاتالاز مثبت و 

بیمطاری  باشطد کطه سطبی ایجطاد     تولید زانتامونادین مطی  قادر به

های مختل  درخت در این بیماری قسمتشود. بلایت گردو می

مانند جوانه، برگ، دمبرگ، دمگل، سرشطاخه، شطاتون، مطادگی،    

هطای  گیرد و در آلودگید حمله قرار میمور چه و مغز گردومیوه

و  گراسیندرصدی محصول می گردد،  11شدید سبی خسارت 

 ;Garcin et al., 2001) و همکططاران بلیسططاریو ؛همکططاران

Belisario, et al., 1997 .)دا ططط هطا، ابت ماری در بطرگ ططعلائم بی

باشد، کطه پطس از توسطعه،    سوخته میصورت نقاط کوچک آببه

 آرك کند،ای میمتری بافت مرده زوایهمیلی 2-2های ایجاد لکه

(Ark, 1944) های در حال رشد اتفاق و چنانچه آلودگی در برگ

محمطدی و همکطاران،   گردد )گطل لی برگ میبیافتد سبی بدشک

صورت نقاط بسطیار ریطز   ها، ابتدا به(. علائم روی سرشاخه5305

نیمه شفاف و آبسوخته است که با توسعه بیماری حالت شطانکر  

های جوان و در حال رشد به این بیماری حساس گیرند. انداممی

 تطر مطی شطوند،   و با بالغ شطدن نسطبت بطه ایطن بیمطاری مقطاوم      

ارقطام مختلط  گطردو نسطبت بطه       .(1997، همکاران و بلیساریو)

باشند، اما بیماری بلایت باکتریایی از نظر حساسیت متفاوت می

 دونطاتی و  تطامپونی  هیچ گونه ارقام مقاومی یافطت نشطده اسطت،   
(Tamponi and Donati, 1990.) 

( بطا بررسطی بیمطاری بلایطت     5305و همکاران ) محمدیگل    

های مرکطزی و شطمالی   پوسیدگی مغز گردو )استانباکتریایی و 

کشور( و تعیین تعدادی از خصوصطیات فنطوتیپی، بیمطاریزایی و    

هطا از  های سلولی، نشان دادند که این جدایهالکتروفوزر پروتئین

سکورتیچینی ا باشند. همچنینلحاظ این خصوصیات همگن می
دو، از درختططان گططر  (Scortichini et al., 2001) و همکططاران

هطای  هطای بیمطاری  المللی و آزمایشگاههای کشت بینکلکسیون

 .X. arboricola pv جدایه باکتریایی 15گیاهی از سراسر جهان 

juglandis  منظططور بررسططی تنططوع ژنتیکططی از  آوری و بططهجمطط

استفاده نمودنطد. در   REPو  BOX ،ERIC مجموعه آغازگرهای

وه بططزرگ از ای وجططود سططه گططرایططن بررسططی آنالیزهططای خوشططه

درصطد   01کطه دو گطروه اول دارای    هطا را نشطان دادنطد   استرین

درصد شطباهت   00که گروه سوم شباهت ژنتیکی بودند. درحالی

 .(2001) و همکاران اسکورتیچینیبا دو گروه دیگر را نشان داد، 

با توجه بطه اهمیطت اقتصطادی و مشطاهده علائطم مشطابه بطا            

های فارس و لرستان، هدف از این بیماری بلایت گردو در استان

تحقیق ردیابی، تشطخیص و بررسطی تنطوع فنطوتیپی و ژنتیکطی      

 باشد.   عامل بیماری می

 

 هامواد و روش

 برداری و جداسازینمونه

هطای  ، از منطاطق مختلط  اسطتان   5321-5325هطای  طی سطال 

های مشکوك به آلطودگی بلایطت گطردو از    فارس و لرستان نمونه

منظطور  آوری گردیطد. بطه  میوه و شطاخه جمط   های برگ، قسمت

کننطده  های آلوده بطا مطای  سطفید   ، اندامجداسازی عامل بیماری

وشطو داده  ضدعفونی و در آب مقطر استریل شست %51تجارتی 

قطعات آلوده در آب مقطر سوسپانسیون تهیه و  شدند. سپس از

بطه   NA (Nutrient Agar) کشطت یطک لطوا از آن روی محطی    

خطالص   NA کشتها در محی کشت گردید. پرگنهروش خطی 

جدایه زانتوموناس جدا گردیطد. همچنطین    22و در نهایت تعداد 

عنطوان  یک جدایه استاندارد ایتالیا و یک جدایه از زنجطان بطه   از

های بعدی مورد استفاده قرار گرفت. مشخصات شاهد در بررسی

 آورده شده است. 5ها در جدول جدایه

 

 شیمیایی و فیزیولوژیهای بیوآزمون

هططای بیوشططیمیایی، فیزیولططوژی و جدایططه براسططاس آزمططون 21

ای زیر با هطم مقایسطه شطدند. واکطنش گطرم،      خصوصیات تغذیه

هطوازی، فطوق حساسطیت در    اکسیداز، کاتالاز، رشد هوازی و بطی 

هیدرولیز ، YDC توتون، آرژنین دهیدرولاز، تولید رنگ زرد روی

ز سیستئین، تولید رنگدانه فلورسنت، ا S2H آسکولین، تولید گاز

 )لیپطاز(، رشطد در   01تولید اندول، لوان، هیدرولیز تطوئین   ازاوره

درصطد،   3و  1/2، 2گراد، تحمطل نمطک طعطام    درجه سانتی 31

هطای آلطی در محطی     استفاده از قندها، اسیدهای آمینه و الکطل 

ریبطوز، دی  شطامل گلطوکز، سطوکروز، سطلوبیوز، دی     Ayersپایطه  

مططانوز، ال والططین، ال ربیتول، ال رامنططوز،، دی مططانیتول، دیسططو

، ال ایزولوسین، ال آلانین، ال آرابینوزهیستیدین، ال سرین، دی

و  شططادبیططوز، ال آرابیتططول،  آسططپارژین، ال آلانططین، دی ملططی 
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 ؛هططوگ و لیفسططون ؛کططاوواکس ؛همکططاران و سوسططلاوهمکططاران، 
و کلمنطت   ؛ترونلطی  ؛دهطایوار  ؛فهی و پارسلی ؛و همکاران لیلیوت

 Schaad et al., 2001; Suslow et) مک فطادین  ؛دای ؛همکاران

al., 1982; Kovacs, 1956; Hugh and Leifson, 1953; 

Lelliott et al., 1966; Fahy and Persley, 1983; Hayward, 

1964; Thornley, 1960; Klement et al., 1964; Dye, 1968; 

Macfadin, 1980.) 

 

 

در استان های فارس و لرستان های عامل بلایت گردومشخصات جدایه :5 ولجد  
Table 1: Characteristics of walnut bacterial blight strains from Fars and Lorestan provinces 

 کد جدایه

Strain code 
 آوریمحل جم 

Region collect 
 استان

Province 
 بافت گیاهی

Plant 

A1 
 الشتر

Alashtar 
 لرستان

Lorestan 
 برگ

Leaf 

A2 
 الشتر

Alashtar 
 لرستان

Lorestan 
 برگ

Leaf 

A3 
 الشتر

Alashtar 
 لرستان

Lorestan 
 برگ

Leaf 

A4 
 الشتر

Alashtar 
 لرستان

Lorestan 
 میوه

Fruit 

K1 
 خرم آباد

Khorramabad 

 لرستان

Lorestan 
 برگ

Leaf 

K2 
 خرم آباد

Khorramabad 
 لرستان

Lorestan 
 میوه

fruit 

K3 
 خرم آباد

Khorramabad 
 لرستان

Lorestan 
 میوه

fruit 

B1 
 بروجرد

Borujerd 
 نلرستا

Lorestan 
 برگ

Leaf 

B2 
 بروجرد

Borujerd 
 لرستان

Lorestan 
 برگ

Leaf 

N1 
 نورآباد

Norabad 
 لرستان

Lorestan 
 برگ

Leaf 

N2 
 نورآباد

Noor Abad 
 لرستان

Lorestan 
 میوه

fruit 

N3 
 نورآباد

Noor Abad 
 لرستان

Lorestan 
 میوه

fruit 

D1 
 دورود

Dorood 
 لرستان

Lorestan 
 برگ

Leaf 

D2 
 روددو

Dorood 
 لرستان

Lorestan 
 میوه

fruit 

S1 
 سپیدان

Sepidan 
 فارس

Fars 
 برگ

Leaf 

S2 
 سپیدان

Sepidan 
 فارس

Fars 
 میوه

fruit 

Ba1 
 بوانات

Bavanat 
 فارس

Fars 
 میوه

fruit 

Ba2 
 بوانات

Bavanat 
 فارس

Fars 
 میوه

fruit 

Ba3 
 بوانات

Bavanat 
 فارس

Fars 
 میوه

fruit 

Ba4 
 بوانات

Bavanat 
 فارس

Fars 
 برگ

Leaf 

E1 
 اقلید

Eqlid 
 فارس

Fars 
 برگ

Leaf 

E3 
 اقلید

Eqlid 
 فارس

Fars 
 برگ

Leaf 

Gh 
 قلات

Ghalat 
 فارس

Fars 
 برگ

Leaf 

Be 
 بهشت گمشده

Beheshte gomshodeh 
 فارس

Fars 
 برگ

Leaf 
IT )ایتالیا )اهدایی دکتر معرفت   

Za )زنجان زنجان )اهدایی دکتر معرفت 

Zanjan 
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 بیوگرامآزمون آنتی

هطا، از  ها به آنتی بیوتیکمنظور تعیین میزان حساسیت جدایهبه

بیوتیططک اسططتفاده شططد. ابتططدا   هططای تجططارتی آنتططی  دیسططک

شکل  Lای ها تهیه و با میلهاز جدایه mlcfu 051/ سوسپانسیون

پخطش گردیطد. سطپس     NAکشطت  طور یکنواخت روی محی به

به کمک یک انبرك سترون بطه فاصطله   بیوتیک های آنتیدیسک

های کشت حطاوی  متر از یکدیگر، بر روی محی سانتی 3حدود 

اساس وجود یطا  ساعت نتایج بر 22داده شد. پس از باکتری قرار 

و قطططر هالططه ( Inhibition zone)وجططود هالططه بازدارنططده  عططدم

 (.2115، همکاران و شاد) بازدارنده ثبت گردید

کار رفته در این آزمون عبطارت بودنطد از:   هبهای بیوتیکآنتی    

 31در دیسططک(، وانکومایسططین )  گططرممیلططی 31آمیکاسططین )

گطرم در دیسطک(،   میلطی  31) سفتازیدیمگرم در دیسک(، میلی

 311) نیتروفورانتطوئین گرم در دیسطک(،  میلی 51) توبرامایسین

گطرم در دیسطک(،   میلطی  51) سیلینپنیگرم در دیسک(، میلی

 31ین )گططرم در دیسططک(، سفالوسطط میلططی 51سططین )جنتامای

گطرم در دیسطک(،   میلطی  31گرم در دیسک(، کانامایسین )میلی

تططری متططوپریم  گططرم در دیسططک(،  میلططی 5کلوکساسططیلین )

گطرم در دیسطک(،   میلطی  21سیلین )، آموکسیسولفامتوکسازول

 51گططرم در دیسططک(، نورفلوکساسططین )میلططی 5) اوکساسططیلین

گططرم در میلططی 1)سیپروفلوکساسططین ک(، گططرم در دیسططمیلططی

و تتراسطایکلین   گرم در دیسک(میلی 31) ، کلرامفنیکلدیسک(

 گرم در دیسک(.میلی 31)

 

 زاییآزمون بیماری

یکساله گردو در گلخانه انجطام   هایاین آزمون روی میوه و نهال

تهیطه   mlcfu 051/ شد، ابتدا سوسپانسطیون بطاکتری بطا غلظطت    

هایی ایجاد و یک قطره ها زخمزن روی برگبا سو گردید. سپس

منظور تطامین  از سوسپانسیون باکتری روی آن قرار داده شد. به

سطاعت   02مطدت  های پلاسطتیکی بطه  ها، از کیسهرطوبت گلدان

درجطه   21-21ها در گلخانه با دمطای  استفاده شد، سپس گلدان

زنطی  ههایِ مایط داری شدند. بعد از سه هفته نهالگراد نگهسانتی

زایطی  شده مورد بررسی قرار گرفتند. همچنطین آزمطون بیمطاری   

گطردو در شطرای  آزمایشطگاه انجطام گرفطت. در ایطن        روی میوه

وسطیله الکطل اتیلیطک ضطدعفونی و     ها بهآزمون ابتدا سطح میوه

ها داخل ظرف پلاستیکی شطفاف قطرار داده شطدند. سطپس     میوه

یطد و یطک قططره از    هطایی ایجطاد گرد  ها با سوزن زخمروی میوه

هطا قطرار   روی میطوه  mlcfu 151/ سوسپانسیون باکتری با غلظت

های سطترون  مین رطوبت داخل ظرف پنبهأمنظور تداده شد. به

داخل کیسه پلاستیکی در دمای اتطاق   مرطوب قرار داده و ظرف

 داری شد.روز نگه 51مدت به

 

 با آغازگرهای اختصاصی Xajتشخیص باکتری 

 ، rev_seqاز آغازگر Xaj نهایی باکتریبرای تشخیص 
5 ̍-AGCATGACGTCATCGTCT-3 ̍ 

 5 ̍-CAATTATTTAGGGACTCG-3 ̍  
 16S طراحی شطده براسطاس ژن  ( 5302، زاده محمد و معرفت)

rRNA   هطای بططاکتری روی  یطک لطوا از پرگنططه   .اسطتفاده شططد

میکرولیتطر آب مقططر    511برداشته شد و در  NA کشتمحی 

ها در یک ای، نمونهانمنظور استخراج دیِسترون حل گردید. به

دقیقه جوشطانده و بلافاصطله    51مدت ظرف حاوی آب جوش به

هطا در  مدت چند دقیقه روی یخ قرار داده شدند. سپس نمونطه به

مدت سطه دقیقطه سطانتریفیوژ و از فطاز     به دور در دقیقه 52111

   استفاده گردید. PCRرویی برای انجام آزمون 

میکرولیتر برای هطر   21محلول پایه  PCR ام آزمونبرای انج    

واکنش تهیه گردید کطه شطامل تمطامی مطواد مطورد نیطاز بطرای        

بططود. تکثیططر در دسططتگاه ترموسططایکلر بططا برنامططه  PCR واکططنش

 C22 ،31˚دقیقطه در   2سازی مقدماتی حرارتی شامل واسرشت

ثانیه در  31، اتصال C23˚ثانیه در  31سازی چرخه با واسرشت

˚C12 سنتز یک دقیقه در ،˚C02   دقیقطه در   51و سنتز نهطایی

˚C02    صورت گرفت. مواد و مقدار مورد استفاده بطرای واکطنش

PCR :1/2، شامل  ( میکرولیتر بافر واکطنشPCR buffer 10X ،)

 dNTPsمیکرولیتطططر  MgCl2 (2.5mM) ،1/1میکرولیتطططر  1/5

(10mM) ،21/1  میکرولیتطر Taq DNA polymerase (10U/ 

µl،) 5  میکرولیتر آغازگر رفطت (10µM،) 5    میکرولیتطر آغطازگر

میکرولیتطرآب   21/51و  DNAمیکرولیتطر   3، (10µMبرگشت )

 سترون.

 

 rep-PCRآزمون 

از روش  Xajهطای بطاکتری   جهت بررسی تنطوع ژنتیکطی جدایطه   

rep-PCR  و آغازگرهططایREP1R/REP2I ،ERIC1R/ERIC2  و

BOXA1R  بططرای تکثیططر قطعططات، بططین نططواحی حفاظططت شططده

 ,.Versalovic et al) و همکطاران  ورسطالویک اسطتفاده گردیطد   

 rep-PCR(. ترادف آغازگرهای مورد اسطتفاده بطرای روش   1991

شده است. چرخه حرارتطی واکطنش    آورده 5ترتیی در جدول به

rep-PCR سططازی اولیططه در شططامل دو چرخططه واسرشططت˚C23 

چرخه کطه هطر چرخطه شطامل سطه       31ثانیه،  2و  521مدت به

ثانیططه، اتصططال  31مططدت بططه C22˚سططازی در مرحلططه واسرشططت

و  C22 ،˚C13˚ترتیططی در بططه Boxو  Rep ،Ericآغازگرهططای 

˚C12  و سنتز در˚C02 دقیقه و یطک چرخطه نهطایی     0مدت به

دقیقطه بطود. مطواد لازم بطرای انجطام       0مطدت  به C02˚سنتز در 
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 01/1میکرولیتططر عبارتنططد از:  21در حجططم  rep-PCRواکططنش 

 ؛PCR buffer 10Xمیکرولیتر 1/2 ؛50mM 2MgCl))میکرولیتر 

 Taq DNA میکرولیتطر  2/1 ؛dNTPs (10µM) میکرولیتطر  1/1

Polymerase (5U/µl)میکرولیتر آغطازگر رفطت    2/5 ؛(10µM) ؛

 DNA میکرولیتطر  1/2 ؛(10µM) میکرولیتر آغازگر برگشت 2/5

 .سترون مقطر آب میکرولیتر 01/51 و

 

 های ژنوتیپیآنالیز داده

 Numerical Taxonomy andافطططزاربطططا اسطططتفاده از نطططرم

Multivariate Analysis System (Ntsys-pc 2.02)  فاصططله

له یطا  فاصط (. Rohlf, 2000) رولط  ها رسم گردید، ژنتیکی جدایه

، بطه  اسطاس مارکرهطای مولکطولی   شباهت ژنتیکی بطین افطراد بر  

وجطود بانطد در ژل مشطخص شطد. تجزیطه      صورت وجود یا عطدم 

( Hierachical Technique) ای براسططاس روش مراتبططیخوشططه

 انجام و بطرای بررسطی فاصطله واقعطی میطان کلاسطترها از روش      

(UPGMA )Unweighted Pair-Group method using 

Arithemtic Average  ( و ضططریی تشططابه جاکططاردJ اسططتفاده )

تطر  گر متداولهای دیاستفاده از این روش نسبت به روشگردید. 

است، زیرا خصوصیات همطه اعاطای مربطوط بطه دو کلاسطتر را      

ها، های موجود در گروهدرصد تشابه بین جدایه دهد.پوشش می

براساس کلیه خصوصیات ژنوتیپی انجام گرفته در ایطن تحقیطق،   

 محاسبه گردید.

 

 نتایج

جدایطه   22دادنطد،  لایت را نشان میدرختان گردو که علایم ب از

های زرد، صاف، مدور، بطراق بطا حاشطیه    گرم منفی، دارای پرگنه

جداسازی گردید. سایر خصوصیات  NAکشت منظم روی محی 

 آمده است. 2فنوتیپی در جدول 

 

 

 rep-PCRهای الیگونوکلئوتیدی در توالی آغازگر :2جدول 

Table 2: Primer sequnces used in rep-PCR 
 منب 

Source 

 ('3 -'5توالی )
Sequence 

 آغازگر
Primer 

Versalovic et al., 1991 
 

Versalovic et al., 1991 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 
 

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 

ERIC1R 
 

ERIC2 

Versalovic et al., 1994 CTACGGCAAGGCGACGCTGACG BOXA1R 

Versalovic et al., 1991 IIIICGICGICATCIGGC REP1R 

Versalovic et al., 1991 ICGICTTATCIGGCCTAC REP2I 
 

 

 

 

های فارس و لرستان با آغازگر جدا شده از استان  .juglandis X. arboricola pvهای جدایه PCR: نقوش الکتروفورزی محصول 5شکل 

 rev_seqاختصاصی 

Fig. 1: Agarose gel electrophoresis of PCR-products of X. arboricola pv. juglandis strains isolated from Fars and 

Lorestan provinces with specific primer rev_seq 
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 ERICبا استفاده از آغازگر  X. arboricola pv. juglandis یهایهجدا PCRمحصول  ینقوش الکتروفورز :2شکل 

Fig. 2: ERIC-PCR fingerprint patterns of X. arboricola pv. Juglandis strains 

1:E1. 2:Gh. 3:Be. 4:A4. 5:k2. 6:E3. 7:S1. 8:E2. 9:A1. 10: A2. 11:K1. M:100 base pair 

 

 
 BOXبا استفاده از آغازگر  X. arboricola pv. juglandisهای جدایه PCRنقوش الکتروفورزی محصول : 3شکل 

5 :1Ba ،2 :1Gh ،3 :Be، 2 :1S ،1 :3Ba ،1 :3E ،0 :2E ،0 :2B ،2 :1A ،51 :3A ،55 :1B، M :511 جفت بازی 

Fig. 3: Box-PCR fingerprint patterns of X. arboricola pv. juglandis strains 

1:Ba1, 2: Gh1, 3:Be. 4:S1, 5:Ba3, 6:E3, 7:E2, 8:B2, 9:A1, 10:A3, 11:B1, M:100 base pair 

 

 

 REPبا استفاده از آغازگر  X. arboricola pv. juglandisهای جدایه PCRنقوش الکتروفورزی محصول : 2شکل 

5 :2A ،2 :1B ،3 :2B ،2 :1D ،1 :K2 ،1 :1D ،0 :Gh ،0 :2E ،2 :1E ،51 :3E ،55 :1Ba ،M :511 زیجفت با 

Fig. 4: REP-PCR fingerprint patterns of X. arboricola pv. juglandis strains 

1:A2, 2:B1, 3: B2, 4:D1, 5:K2, 6:D1, 7:Gh, 8: E2, 9:E1, 10:E3, 11:Be, M:100 base pair 

 

5 :1E ،2 :Gh ،3 :Be، 2 :4A ،1 :2K ،1 :3E ،0 :1S ،0 :2E ،2 :1A ،51 :2A ،55 :1K ،M :511 جفت بازی 
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 REPو  BOX ،ERIC با آغازگرهای rep-PCR اساسبر X. arboricola pv. juglandis هایدندروگرام جدایه :1 شکل

Fig. 5: Combined dendrogram of X. arboricola pv. juglandis strains based on rep-PCR 

 

 زاییآزمون بیماری

زنی بطه  زایی، علائم سه هفته بعد از مایهدر آزمون اثبات بیماری

هطا مشطاهده   صورت نقاط نکروزه بطا حاشطیه زرد بطر روی بطرگ    

هطای  زنطی از بطرگ  ، بعد از مایهمنظور اجرای اصول کخگردید. به

برداری و جداسطازی مجطدد بطاکتری صطورت     دارای علائم نمونه

ها بعد از زایی روی میوه، میوهگرفت. همچنین در آزمون بیماری

هططا روز مططورد بررسططی قططرار گرفتنططد کططه علائططم روی میططوه 51

شدگی میوه و خروج تراوشات سفید رنگ از میوه صورت سیاههب

 ید.مشاهده گرد

 

 بیوگرامآزمون آنتی

کار رفته در این آزمطون و چگطونگی واکطنش    های بهبیوتیکآنتی

ثبت شده است. مبنطای   3، در جدول های مختل  باکتریجدایه

ها براساس قطر هاله بازدارنطده  مقاوم و حساس بودن جدایهنیمه

 5-1هطایی بطا قططر هالطه بازدارنطده بطین       که جدایهطوریبود، به

هطا  هایی که قطر هالطه آن ر در گروه نیمه مقاوم و جدایهمتمیلی

 بندی شدند.متر بود در گروه حساس طبقهمیلی 1بیشتر از 

 

 خصوصیات ژنوتیپی

 عامل بلایت گردو با آغازگرهای اختصاصی Xajردیابی 

 ،rev_seqهای نماینده تکثیر شده بطا آغطازگر اختصاصطی    جدایه

شناسطی  هطای بطاکتری  که براساس خصوصطیات افتراقطی آزمطون   

قطعطه   PCR تشخیص داده شده بودند، در واکنش Xaj عنوانبه

 (.2)شکل  جفت بازی را تولید کردند 253قابل انتظار 

 

9-9-٢- rep-PCR 

 rep-PCR جدایه زانتوموناس عامل بلایطت گطردو در آزمطون    21

از  مورد استفاده قرار گرفتند. نتایج نقوش الکتروفطورزی حاصطل  

، ERIC ت بین نواحی حفاظت شطده بطا آغازگرهطای   تکثیر قطعا

Box  وRep نشان داده  3-3و  2-3، 5-3 یهاترتیی در شکلبه

 شده است.

از نتایج حاصل از الکتروفورز محصول آغازگرهطای   با استفاده    

بطا   Xajهطای  ، دنطدروگرام مربطوط بطه جدایطه    rep-PCRواکنش 

د. بر ایطن اسطاس   رسم گردی (j)استفاده از ضریی تشابه جاکارد 

درصد بطه دو گطروه اصطلی تقسطیم      02ها در سطح تشابه جدایه

، 2A ،4A ،1K ،2Kهای جدایهگروه اول شامل  ؛ که(2کرد )شکل 

1B ،2B ،N1 ،N2 ،1D ،2D ،ZA ،1E ،3E ،Be ،1Ba ،2Ba ،3Ba ،

4Ba ،Gh ،1S 2 وS  3و گروه دوم شاملA ،3K ،3N و IT .بودند 

 

 بحث

یات فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و ژنتیکطی  در این تحقیق خصوص

هططای عامططل بلایططت گططردو مططورد بررسططی قططرار گرفططت.  جدایططه

های گرم منفی، هوازی اجباری، اکسیداز منفی و کاتطالاز  باکتری

کططه از درختططان گططردو دارای علائططم جداسططازی شططدند،  مثبططت

شناسی مانند ذوب ژلاتین، های استاندارد باکتریبراساس آزمون

درجطه   31از سیستئین، رشطد در   S2Hیز نشاسته، تولید هیدرول

، KBکشطت  گراد، عدم تولید رنگ فلورسنت روی محطی  سانتی

، تولیطد  EMBکشطت  های سبز متالیطک روی محطی   عدم پرگنه

 SPAو  NASهطای  کشتهای لعابی و گنبدی روی محی پرگنه

، ، سطلوبیوز های گلوکز، سطوکروز و استفاده از قندها و اسیدآمینه

آسطططپارژین، آرابینطططوز، السطططرین، المطططانوز، ال، دیریبطططوزدی

سططوربیتول، آرابیتططول و عططدم اسططتفاده از دی بیططوز، الملططیدی

آلانطین، ال  مانیتول، ال والین، ال هیسطتیدین، دی دیرامنوز، ال

تشططخیص داده  Xajعنططوان پتططووار آلانططین بططهایزولوسططین و دی

 ,.Gardan et alمکطاران ) و ه شطاد  ؛و همکطاران  گطاردان شدند، 
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2000; Sahaad et al., 2001.) 

ها از لحاظ که کلیه سویه های فنوتیپی نشان دادنتایج آزمون    

یکنواخت بطوده و تنهطا در مطواردی،     خصوصیات فنوتیپی نسبتاً

هطا  ای و بیوشطیمیایی آن اختلافات اندك در خصوصطیات تغذیطه  

محمطدی و  ایج گطل که نتایج این تحقیطق بطا نتط    مشاهده گردید

در  3Kاز نظر آزمون فنطوتیپی جدایطه   . همکاران مشابهت داشت

های دیگر آلانین با جدایه-هیدرولیز نشاسته و استفاده از قند ال

آلانطین  -در استفاده از قند ال IT تفاوت داشت. همچنین جدایه

 های دیگر متفاوت بود.و تحمل نمک طعام نسبت به جدایه

 ها، تقریباًبیوتیکها نسبت به آنتیت جدایهدر آزمون حساسی    

هطا  بیوتیطک ها نسطبت بطه آنتطی   حساسیت و مقاومت اکثر جدایه

هطا و  بیوتیطک استفاده از آنتیتواند ناشی از عدمکه می مشابه بود

در نتیجه عدم ایجاد فشار انتخطاب در کنتطرل بیمطاری مطذکور     

ورفلوکساسطین،  های آمیکاسین، کانامایسین، نبیوتیکباشد. آنتی

کلرامفنیکل، سیپروفلوکساسین و تتراسایکلین دارای بیشطترین  

تطوان در صطورت مقطرون بطه صطرفه      که می اثر بازدارندگی بودند

ها از لحاظ اقتصادی، با مطدیریت صطحیح در تنطاوب بطا     بودن آن

 سموم مسی استفاده گردند.

 شطد زایی روی نهال و میوه گردو انجطام  آزمون اثبات بیماری    

بندی پتووارهطای باکتریطایی بیمطارگر از اهمیطت     که برای طبقه

زایی بندی براساس بیماریبالایی برخوردار است، چون این طبقه

باشطد. در  هطای خطام مطی   روی یک میزبان یا گروهی از میزبان

عنوان یک فنوتیپ مشخص زایی بهعین حال خصوصیت بیماری

ا کافی نیست و تحقیقات به تنهایی برای تفکیک و تمایز پتوواره

 .Xهای زانتومونطاس از قبیطل  مختل  روی پتووارهای دیگر گونه

citri       ،نشان داد، کطه تنطوع ژنتیکطی درون پتووارهطا وجطود دارد

 (.Ngoc et al., 2010) و همکاران نگوك

 rep-PCR های ایجاد اثر انگشطت ژنتیکطی و   از دیگر تکنیک

اری از ینسبت به بسط  ها است، کهبررسی تنوع در میان جمعیت

و همکطاران   لطووس تر اسطت،  تر و مناسیهای دیگر، سری روش

(Louws et al., 1994   همچنطین براسطاس آنالط .)هطای  یز دادهط

REP-PCRآوری شطده بطه دو گطروه اصطلی     هطای جمط   ، جدایه

تقسیم شدند، کطه بطا نتطایج حاصطل از خصوصطیات فنطوتیپی و       

بنطدی انجطام شطده    هبیوشیمیایی تطابق داشطت. همچنطین گطرو   

خوبی تنطوع  توانست به REPو  BOX ،ERICتوس  آغازگرهای 

هططای مططورد بررسططی نشططان دهططد، کططه بططا نتططایج را بططین جدایططه

مطابقطت داشطت. طبطق ایطن      (2001) اسکورتیچینی و همکاران

هطای  تحقیق مشخص شد، این تکنیطک بطرای تفکیطک اسطترین    

اری از تحقیقطات  باشد. البته بسطی مناسی می Xajمختل  پتووار 

های دیگطر پتطووار   دیگر که در زمینه بررسی تنوع درون استرین

باکتریایی انجام شده بود، نیز مشخص کرده بود، که این تکنیک 

است. تنوع موجود در بطین   آبرای بررسی تنوع در حد پتووار کار

پلاسم گطردو و  تنوع در ژرمتوان به های این بیمارگر را میجدایه

طورکلی میان اثر انگشت هنسبت داد. ب فیایی مختل جغرا ءمنشا

بطرداری  بطا منطقطه نمونطه    rep-PCRهطا در روش  ژنتیکی جدایه

های استان فارس و لرستان( ارتباط خاصی مشطاهده  )شهرستان

هطا را از نظطر   نشد و استفاده از این آغازگرهطا نتوانسطتند جدایطه   

 جغرافیایی تفکیک نماید. ءمنشا

 

 

 

 
 

 

 

 

 مناب :

 متن انگلیسی مراجعه شود. 52-53های جهت مطالعه مناب  به صفحه
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