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گياهيبيماري ۲۶۳-۲۷۷: ۱۳۹۰سال / ۳شماره / ۴۷جلد  /هاي

۲۶۳

جدايه Brenneria nigrifluens*هايشناسايي

IDENTIFICATION OF Brenneria nigrifluens ISOLATES

چرخابي فلاحي شمس۱نرگس مسعود رحيميان**۱بخش، اله حشمت خدايگان۲، پژمان ۳و

دريتار( تار۲۶/۷/۱۳۸۹: افتيخ پذي؛ )۲۶/۹/۱۳۸۹:رشيخ

دهيچك
ايراني گردوي پوستي عامل) .Juglans regia L(زخم Brenneriaبا nigrifluensشـاخه و تنـه پوسـت در شانکر ايجاد قطـورسبب هـاي

بيماري. شودمي)مسن( سريع و دقيق است،تشخيص بيماري خسارت کاهش و کنترل در مهمي حاضـر. عامل بررسي از۵۹در بـاکتري جدايـه
جمع۱۱۴ زخم علائم داراي استاننمونه از شده جداسازيهآوري کرمانشاه و کرمان گلستان، مازندران، عـلاوه. شداي اسـتان۱۰بـه از جدايـه

جدايه با مقايسه براي کردستان استان از جدايه يک و بويراحمد و کهگيلويه استان از جدايه يک جمعفارس، شـدهاي بـرده کـار بـه شده . آوري
ويژگيجدايه براساس بهها بيوشيميايي و فيزيولوژيکي گروههاي گونهB. nigrifluensدو شـدندو تقسيم آن به نزديك الگـوي. هاي بررسـي

جدايه نمودپروتئيني تأييد را بندي تقسيم اين نيز دي. ها قطعه اختصاصي آغازگرهاي از استفاده حـدود) DNA(اانبا طـول به انتظار ۲۵۵مورد
در باز .Bجدايه۲۴جفت nigrifluensکه شد شدندن+PCRتکثير مايه. اميده زمان از هفته هشت گذشت از نهالپس جدايهزني با گردو -هاي

روندهلکه+PCRهاي پيش زخم و آبسوخته سرشاخههاي روي مايهاي که حالي در شد، ايجاد جدايـهها بـا علائـم¯PCRهـايزني نتوانـست
سرشاخه روي را مايهبيماري کندهاي ايجاد شده تعيين. زني منظور جدايهبه گونه اختـصاصيدقيق آغازگرهـاي فراگيـري و کارايي بررسي و ها

ناحيه شده، جدايه16S rDNAاستفاده جدايه+PCRيک سه ترادف¯PCRو تنها که داد نشان نتايج شد، ترادف تعيين و 16S rDNAتکثير
گونه+PCRجدايه با بالايي ح. داشتB. nigrifluensشباهت تحقيق نتايج پايه آزمونبر آزمـوناضر انجـام همـراه بـه فنـوتيپي متـداول هاي
آزمونبيماري يا و زنجيرهزايي واکنش مانند مولکولي تکميلي قطعـيهاي تـشخيص بـراي اختـصاصي آغازگرهـاي از اسـتفاده با پليمراز .Bاي

nigrifluensاست .ضروري

اختصاصي، : يديكليهاواژه آغازگر گردو، پوستي S rDNA۱۶زخم

پايبخش :* كشاورزي،بهشدهارائه،اولنگارندهارشدکارشناسينامهانياز تهرانمدرستربيتدانشگاهدانشكده ،
الكترون:** پست مكاتبات، shamsbakhsh@modares.ac.ir :يكيمسئول
کارشناسي .١ سابق دانشجوي ترتيب بيماريبه دانشيار مدرسگياهيشناسيارشد، تربيت دانشگاه کشاورزي، دانشکده تهران، ،
گياه. ۲ زراعي،پزشکي،  استاد علوم ساريدانشکده طبيعي منابع و کشاورزي علوم دانشگاه
بيماري. ۳ رفسنجاناستاديار عصر ولي دانشگاه کشاورزي، دانشکده گياهي، شناسي
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۲۶۴

مقدمه
زخم از) شانکر(بيماري ناشـي گـردو سـطحي يـا پوسـتي

Brenneria nigrifluens (Erwinia nigrifluens)
(Wilson) Hauben et al. 1998شـايع از تـرينيکـي

ميبيماري محسوب گردو بـراي. شـودهاي بيمـاري عامـل
توسط بار همكاراناولين و ).Wilson et al. 1957(ويلسون

جنس  گونه از نامErwiniaاي Erwinia nigrifluensبه

نام و گرديد   شناسايي توسـط.گذاري عامـل باکتري سپس
ــاران همکـ و ــابن Hauben(هـ et al. 1998 (ــه بـ

B. nigrifluensبـاغ در بيمـاري اين يافت نام هـايتغيير
ايجـاد سـبب گـردو درختـان تضعيف با ميوه و الوار توليد

مي خـارج. شودخسارت از بيمـاري اوليه مراحل در علائم
بـرقاب و متـورم حالت پوست و نبوده مشاهده پيـدال آمـده
لکه. کندمي صورت به مرده بافت نواحي ابتدا گـرددر هاي

زخـم و يافتـه توسـعه بعـداً کـه شـده ظاهر هـايکوچکي
مـي تشکيل را مشخصي شکل بدون علائـم. دهنـدگسترده

پوسـت ناحيـه بـه محـدود مـوارد اكثـر در اسـتبيماري
)Scortichini 1999; Saccardi et al. 1998; Loreti 

et al. 2004; Mazzaglia et al. 2006  .(از پس بيماري
کاليفرنيـــا ايـــرانWilson et al. 1957)(ايالـــت از

)Rahimian 1989( اســپانيا ،)Lopez et al. 1994( ،
Morone(ايتاليا et al. 1998; Saccardi et al. 1998; 

Scortichini 1999; Carella et al. 2003 (فرانـسه و
)Menard et al. 2004 (اسـت شـده ايـران. گـزارش در

نکا و ساري از بار آن) Rahimian 1989(اولين از پس و
ــدران مازن ــاطق من ــاير س Harighi(از  Rahimian 

بويراحمــد)1997 و کهگيلويــه و فــارس ،)Yousefi

Kopaei et al. 2007( کرمــان ،)Baradaran & 

Ghasemi 2004(کرد گـيلان) Harighi 2006(ستان، و
گلستان شد) Jamalzade et al. 2009(و .گزارش

ازB. nigrifluensشناسايي مـستقيم جداسـازي پايـه بـر
آزمون آلوده، آزمـونبافت و فيزيولوژيکي بيوشيميايي، هاي

استبيماري استوار از.  زايي زيـادي تعـداد که جايي آن از
زخـمگونه از باکتريـايي مـيهـاهاي جـدا گـردو شـوندي

)Moretti et al. 2007(ــون آزم از ــلاوه ع ــه ب ــاي، ه
نمي تنهايي به افتراقيبيوشيميايي آزمون يک عنوان به توان

نمود Moretti(استفاده et al. 2007 (اهميـت علـت به و
پايش و زراعي بهداشت رعايت براي بيمارگر سريع رديابي

روش از اسـتفاده بيماري، سـريشيوع درهـاي مطمـئن و ع
حـائز بيمـارگر تـشخيص دقـت و صحت افزايش راستاي

است Loreti(اهميت et al. 2008.(
ويژگي حاضر مطالعه بـاکتريدر فنـوتيپي هـايهـاي

مختلـف منـاطق از گردو درختان پوستي زخم از شده جدا
جدايه و تعيين گرفتنـدکشور قـرار عمـده گـروه دو در . ها

اين پروتئيني الگوي راجدايهبررسي نتيجـه همـين نيـز هـا
کردأت گونـه. ييد دقيق تشخيص منظور B. nigrifluensبه

بيماري زنجيرهآزمون واکنش و اززايي استفاده با پليمراز اي
اختصاصي Loreti(آغازگرهاي et al. 2008 (شـد . انجام

ويژگـي کارآمـدي بررسي منظور الگـويبه فنـوتيپي، هـاي
ــره زنجي ــنش واک ــي، ازپروتئين ــتفاده اس ــا ب ــراز پليم اي

بيماري آزمون و اختصاصي شناسـاييآغازگرهاي در زايـي
از16S rDNAتـوالي،B. nigrifluensيگونه تعـدادي
شدجدايه ترادف تعيين و تکثير نماينده عنوان به .ها

بررسي روش
بردارينمونه
ماه سـالدر خـرداد و ارديبهـشت ۱۱۴حـدود۱۳۸۷هاي
گيـاهينمونه وي تنـه از زخـم علائـم داراي و مـشکوک
استانشاخه از گردو درختان مناطقهاي شامل گلستان هاي

مازنـدران کردکـوي، و بنـدرگز مينودشـت، دلنـد، گرگان،
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چرخابي همکارانفلاحي جدايه: و Brenneria nigrifluensهايشناسايي

۲۶۵

کرمان کلا، رستم و نکا بادله، ساري، مناطق ) بافـت (شامل
کرمانشاه درونجمع) صحنه(و جداگانه صورت به و آوري

بهکيسه پلاستيکي شدهاي منتقل جدايـه. آزمايشگاه يـازده
ــع ــتانجم اس از ــده ش وآوري ــه کهگيلوي و ــارس ف ــاي ه

يــک) Yousefi Kopaei et al. 2007(بويراحمــد و
کردســتان اســتان از بــراي) Harighi 2006(جدايــه نيــز

جدايه با جمعمقايسه کـشورهاي مناطق ساير از شده آوري
شد .دريافت

بيماري عامل جداسازي
شـستهنمونه مقطـر آب بـا سـپس و معمولي آب با ابتدا ها
فاصـل.  شدند حد بافت از قطعاتي باکتري جداسازي براي

آب حاوي سترون تشتک يک داخل در بيمار و سالم ناحيه
از پـس و شـده خرد سترون در۳۰مقطر نگهـداري دقيقـه

بـر حاصـل سوسپانـسيون از لـوپ يـک آزمايشگاه شرايط
ائوزين کشت محيط آگـارروي بلو ، )EMB-Agar(متيلن

مخمـرميلي۱۰حاوي عـصاره گـرم پـنج و گليـسرول ليتر
گرديد دمـاي. مخطط در نگهـداري روز سـه تـا دو از پس

C°۲۸شــدپرگنــهتــک جــدا متاليــک ســبز ايــن.  هــاي
ــه ــيجداي بررس در ــتفاده اس ــور منظ ــه ب ــا ــديه بع ــاي ه

ســـاکاروز حـــاوي غــذايي آگـــار محــيط ) NAS(روي
ليتـرگ۲۰( در ساکاروز گرم پنج و غذايي آگار کـشت) رم

شدند .داده

جدايهخالص نگهداري و هاسازي
خالص آگـاربراي محـيط روي دوبـاره جدايـه هـر سازي،

پرگنـه و شد مخطط دوبـارهغذايي و انتخـاب منفـرد هـاي
مخطــط محــيط همــين نگهــداري. دندشــروي منظــور بــه

آنهاجدايه از کدري سوسپانسيون سـترونها، مقطر آب در

ــاي دمــــ در و ــه ــدC۴°تهيــــ شــــ ــداري نگهــــ
)Lelliot Stead کدريهم). 1987 سوسپانسيون چنين

در باکتري آن۶۰۰از به و تهيه سترون مقطر آب ميکروليتر
مخلـوط۴۰۰ از پـس و شـده اضـافه گليـسرول ميکروليتر

فريزر در شد-C۷۰°کردن . نگهداري

ويژگي فنوتيپيبررسي هاي
بيوشــيميايييژگــيو و فيزيولــوژيکي مورفولــوژيکي، هــاي

جدايه گرديدتمامي بررسي در. ها حلاليـت بـا گرم آزمون
روش) KOH(پتاس بـه درصـد همکـارانسـه و ساسـلو

)Suslow et al. 1982 (و ــوازي ه ــد رش ــون آزم و
ــي روشبــ ــه بــ ــوازي ــنهــ ســ ــف لايــ و ــو هيــ

)Hugh Leifson ــت) 1953 گرف ــون. صــورت آزم
گسترهاکسيد دادن قرار با صـافياز کاغذ روي باکتري از اي

دي پارافنيل تترامتيل درصد يک محلول به ديآغشته -آمين

گرفـت صـورت آزمـون). Kovacs 1956(هيدروکلرايـد
روش بـــه زمينـــي ســـيب همکـــارانلهيـــدگي و شـــاد

)Schaad et al. 2001 (حـساسيت فـوق آزمون ) HR(و
روش ــه ب ــمعداني ش و ــون توت ــارانکلدر همک و ــت من

)Klement et al. 1964 (شــد رنگدانــه. انجــام توليــد
محيط روي رويKing’s Bفلورسنت صورتي رنگدانه و

ــيط ــيYDCمحـ ــدبررسـ ــون. شـ ــينآزمـ آرژنـ ــاي هـ
روشدي ــه ب ــدرولاز ــورنليهي و) Thornely 1960(ت

روش بـه نشاسته انجـام) Cowan 1974(کـوانهيدروليز
اورهآزمـون. شد توليـدH2Sتوليـدآز،هـاي سيـستئين، از

چهـار حـاوي کـشت محيط روي رشد لوان، توليد اندول،
طعـام نمک انجـام) NaCl(درصد اسـکولين هيـدروليز و

توليـد. گرفت و آلي اسيدهاي از استفاده توانايي آزمون در
ــر آي ــه پاي ــيط مح از ــدها قن از ــيد ــت) Ayer(اس غلظ و

مـورد۳/۰تا۲/۰ آلـي اسـيد يـا قنـد اسـتفادهدرصد نظـر
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۲۶۶

Schaad(شد et al. 2001.(

سلولي پروتئين الگوي مقايسه
محـيطبـاکترييهاجدايه غـذاييروي دادهآگـار كـشت

از پس و آب٢٤شدند در آنهـا از سوسپانـسيوني سـاعت،
مـوج طـول در آنها نوري جذب و تهيه نـانومتر٦٠٠مقطر

شد تنظيم يک با يـکسلول. برابر کـردن اضافه با دهـمها
سولفات دودسيل سديم نمونه، و١٠(SDS)حجم درصد

نمونـه و شده پاره جوش آب حمام در نگهداري دقيقه پنج
مدت در١٠به سانتريف١٣٠٠٠دقيقه دقيقه در شديدور . وژ

پـروتئين عنـوان بـه حاصل رونشين بـراياز سـلولي هـاي
استفاده ناپيوسـته. شـدالکتروفورز سيـستم در الکتروفـورز

و (Laemmli 1970)يلمل درصد پنج کننده متراکم ژل با
ــايزژل ــده  متمـ ــان١٠کننـ جريـ ــدت شـ در و ــد درصـ

انجامميلي١٨ثابت بلـوشدآمپر فنل برم رنگ رسيدن با و
ــذيرفت پـ ــان پايـ ژل ــاي انتهـ ــه ــول .بـ محلـ در ژل

حاويرنگ بلـو،١٢/٠آميزي بريليانت كوماسي ٥٠درصد
و متانول اسي١٠درصد شـبدرصد يک مدت به استيك د

شد داده قرار شيكر محلول. روي در متـانول٥٠ژل درصد
رنگ١٠و استيك اسيد گرفتـهدرصد عکـس آن از و بـري

.شد

بيماري زاييآزمون
هيپوكلريـت درصـد پنج محلول در ايراني گردوي بذرهاي

مدت به بـار۱۵سديم دو و شده سطحي ضدعفوني دقيقه
شست سترون مقطر آب شدندبا دمـاي. ه در و آب در بذرها

مدت به نگهداري۱۰تا۷اتاق ريشهشروز خروج با و ده
گلدان در كاشـتهاوليه سـترون سـبك خاك ليتري سه هاي

نهالمايه. شدند روي شـدزني انجام ماهه شش تا پنج . هاي
کشت از باکتري۴۸سوسپانسيوني محـيطهـايساعته روي

سترو مقطر آب در غذايي كـدريآگار و شـد تهيه بـهن آنهـا
در۰۱/۰ سـلول۱-۵ × ۱۰۶معـادل( نـانومتر۶۰۰واحد

ميلي در شد) ليترزنده سـترون. تنظيم سـرنگ از اسـتفاده با
در۵۰ بـــــــاکتري سوسپانـــــــسيون از ميکروليتـــــــر

گرديدسرشاخه تزريق جوان از. هاي مقـداري آن بر علاوه
بر دندان خلال وسيله به نيز باکتري بافـتپرگنه در و داشته
مايه مستقيم صورت به سرشاخه گرديـدهمان محـل. زنـي

پـارافيلمزخم نـوار وسـيله بـه دندان خلال از حاصل هاي
شـد Loreti(پوشـانده et al. 2004 .(حفـظ منظـور بـه

ــدان گل اوليــه، ــت مــدترطوب ــه ب در۷۲هــا ســاعت
در كيـسه برداشـتن از پـس و شده داده قرار نايلوني كيسه

جدايه. دندشنگهداري)C°۲۹-۲۰( گلخانهشرايط چهار
مايه براي دستباکتري جدايه هر و رفت کار به بـهزني کم

شـد زني مايه نهال نهـال. دو مقطـردر آب از شـاهد هـاي
گرديدسترون استفاده مايه عنوان مايهنهال. به شدههاي زني

قـرار بـازبيني مـورد روزانـه صـورت بـه مـاه دو حدود تا
.ندگرفت

زنجيره پليمرازواکنش )PCR(اي
دي اسـتخراج منظور آگـارانبه محـيط روي جدايـه هـر ا،

از پس و شده کشت مخمر عصاره حاوي ۴۸تـا۲۴غذايي
نيمه،ساعت ميليسوسپانسيون يک در باکتري از ليترکدري

و شد تهيه سترون مقطر پتاس۱۰۰آب ) KOH(ميکروليتر
گر اضافه آن به درصد شـدن.  ديدپنج ليـز منظور به سپس

ــلول س ــر ــوببهت ميکروتي ــاکتري ب ــاي ــاويه ح ــاي ه
گرفتند قرار جوش آب در دقيقه پنج مدت به . سوسپانسيون
دقيقـه پنج مدت به مذکور سوسپانسيون سانتريفيوژ از پس

واکــنش۱۳۰۰۰در در رونـشين محلــول از دقيقـه، در دور
PCRشــد ــصاصي. اســتفاده اخت آغازگرهــاي F1)5از -

CCTGCGCCATGTTGCCAGATCGCTAT-3 (
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C3)5و -ACCTGAGTAGCAGTTTCGACTATTT-3 (
ــايي شناسـ ــراي ــدB. nigrifluens بـ شـ ــتفاده اسـ

)Loreti et al. 2008.(
زنجيره حجمواکنش در پليمراز و۲۰اي ميکروليتـر

نهايي آغـازگر،۱۵غلظت هـر از مـولارميلـي۲پيکومـول
منيــزيم واکــنشMgCl2( ،۲(کلريــد بــافر ميکروليتــر

X۱۰)500 mM KCl, Tris-HCl)۱۶/۰،))۴/۸اسيديته
تريميلي نوکلئوتيد دزوکسي دو)dNTPs(فـسفاتمولار ،

دي از وانميکروليتر ژنومي پلـي۲۵/۱ا آنـزيم مـرازواحـد
)Taq Polymerase()ايــران دســتگاه) ســيناژن، در و

اپنـــدورف  ,Eppendorf gradient(ترموســـايکلر

Germany (شد .انجام
دمايواسرشته در اوليه سلـسيوس۹۶سازي درجـه

گرفت صورت دقيقه سه مدت شـامل۳۰سپس. به چرخه
ديواسرشته دمـايانسازي در ژنومي مـدتC°۹۴ا بـه ،

دمـاي در الگـو رشـته بـه آغازگرهـا اتصال دقيقه؛ ۵۶يک
جديـد رشته گسترش دقيقه؛ يک مدت به سلسيوس، درجه

د مدتC°۷۲مايدر پايـان۴۵به در و شـده انجـام ثانيه
دماي در نهايي انجـامC°۷۲گسترش دقيقـه پـنج مدت به

.شد

ناحيه ترادف فيلوژنيکي16S rDNAتعيين آناليز و
معرفـي آغازگرهـاي فراگيـري و کـارايي بررسي منظور به

توسط همکـارانشده و Loreti(لورتي et al. 2008 (بـا
آ از ــتفاده ــاياســــــــــ 16F27)5غازگرهــــــــــ -

AGAGTTTGATCMTGGCTCA-3 (16وR1525)5 -
TTCTGCAGTCTAGAAGGAGGTGWTCCA

GC-3( 16ترادفS rDNAجدايـه از جدايـه هـاييک
PCR+جدايه سه شد  ¯PCRو Poza-Carrion(تکثير et

al. 2008; Hauben et al. 1997 .(بـــر عـــلاوه

ــازگر آغــــــــ دو پيــــــــــشين، ــاي آغازگرهــــــــ
Bn16SF)5 -AGGCAGCAGTGGGGAAT-3 (

Bn16SR)5و -TACTCGTAAGGGCCATGATGA-

ترادف) 3 اساس تـرادفبر از آمـده دست به بـاهاي يـابي
بـا16R1525و16F27آغازگرهاي برنامـه  و از اسـتفاده

oligo 5و شد سنتز سيناژن شرکت توسط و برايطراحي
قطعه مياني بخش ترادف بـرده16S rDNAتعيين کـار به

.شد
از۱۵۰۰قطعات اسـتفاده بـا شـده تکثير نوکلئوتيدي

دي اســتخراج بــر) Fermentas, Lithuania(اانکيــت و
اسـتخراج آگاروز ژل از سازنده شرکت دستورالعمل اساس

شرکت به ترادف تعيين براي کـرهMacrogeneو کـشور
ــد گردي ــال ارس ــوبي ــرادف. جن ــهت ناحي ــوگ همول ــاي ه

16S rDNAــه گونـ ــه بـ ــوط ــمربـ ــانوادههـ خـ اي
Entrobacteriaceaeــايت ســ NCBI)Nationalاز

Center for BiotechnologyInformation (
)http://www4.ncbi.nlm.nih.gov (ــا بــ و دريافــــت

بـاM5وF7،G5،KE4هايجدايه16S rDNAترادف
افــزار نــرم از شــدGenDocاســتفاده درخــت. همرديــف

ا ــرم ن از اســتفاده ــا ب نيــز ــاTreeConفــزارفيلــوژنتيکي ب
مجاور اتصال شـد) Neighbor- joining(الگوريتم رسم
شاخه صحت آزمون از(Bootstrapping)هاو اسـتفاده با

افزار شد۱۰۰۰باMega 4نرم بررسي .تکرار

بحث و نتايج
جداسازينمونه و برداري

ــه پرگنـ ــازي ــيطجداسـ محـ روي متاليـــک ــبز سـ هـــاي
EMB-Agarبر براي و شد رويرسـيانجام بعـدي هـاي

غذا آگار شدنديحاوييمحيط کشت اسـاس. سوکروز بر
آزمون جدايهنتايج مقدماتي منفـي،هاي اکسيداز و گرم هاي
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بي رشد توانايي واکـنشداراي ايجـاد توانايي عدم هوازي،
و زمينـي سـيب لهانيـدن و توتون برگ در حساسيت فوق

محــيط روي فلورســنت رنــگ توليــد   وKing’s Bعــدم
محــيط روي صــورتي ــه ــرايYDC،۷۱رنگدان ب ــه جداي

شـدندبررسي انتخـاب بيشتر زمـان. هاي و محـل اسـامي،
جدايهجمع درآوري است۱جدولها . آمده

بيوشيمياييويژگي و فنوتيپي هاي
جدايه از کدام ژلاتينهيچ هيدروليز اندول، توليد توانايي ها
دي آرژنين توليد نداشتندو را آزمون.  هيدرولاز هـاينتيجه

جدايــهاوره در نــشاسته هيــدروليز و لــوان توليــد هــايآز،
بود متفاوت توليدواکنش.  مختلف، سيستئين،H2Sهاي از

طعـام نمـک درصـد چهـار حاوي کشت محيط روي رشد
)NaCl (جدايه کليه در اسکولين هيدروليز بـودو مثبـت ها
ــدول( ــي).  ۲ج ويژگ ــن ــااي ــاه ــصوصياتب ــهخ گون

B. nigrifluensداشت Schaad(مطابقت et al. 2001.(
جدايه از کدام محـيطهيچ روي رنگدانـهYDCهـا

مي ويژگي اين از نکردند، توليد متمـايزصورتي بـراي توان
گونـه از گونه اين نمـودB. rubrifaciensکردن اسـتفاده

)Wilson et al. 1967; Schaad  Wilson 1971 .(
لهيدگي آزمون بررسي     سيبنتايج با شـدهزميني انجـام هاي

قاسـميسـطتـو و  Baradaran & Ghasemi(بـرادران

همکارانو) 2004 و Saccardi(ساکاردي et al. 1998 (
يوسـفي نتـايج بـا ولـي داشت همکـارانتطابق و کوپـايي

)Yousefi Kopaei et al. 2007 (از۲/۱۴کـه درصـد
ضعيجدايه لهيدگي ايجاد به قادر را نمـودهها اعلام انـد،ف

داشت .تفاوت
جدايه از کدام مالونـاتهيچ از اسـتفاده بـه قـادر ها

جدايه. نبودند درهمه ولـي کردنـد اسـتفاده مـانيتول از هـا
لاکتوز، مالتوز، آرابينوز، رافينوز، رامنوز، سوربوز، از استفاده

عمل متغير ساليسين و تارتارات سيترات، فرمات، سلوبيوز،
ويژگي+PCRهايدايهج. نمودند از بسياري يکـساندر ها

از کمتر و چنـد۲۵بوده از باز و اسيد توليد در آنها درصد
داشتند تفاوت کربني آزمـون). ۲جدول(منبع اين هـانتايج

آزمون جز نتـايجبه با سلوبيوز و رافينوز از اسيد توليد هاي
توســط شــده رحيميــاناعــلام و Harighi(حريقــي

Rahimian 1997( ،همکـاران و کوپـايي ) ۲۰۰۷( يوسفي
همکاران و برادران، )Jamalzade et al. 2009(جمالزاده

قاسـمي مطابقـت) Harighi 2006(حريقـيو) ۲۰۰۴( و
کربوهيدرات. دارد از برخي مصرف برخيتوانايي توسط ها

کـشتباکتري اثـر در گيـاهي بيمارگر درهاي مکـرر هـاي
ميمحيط تغيير غذايي Scortichini(نمايدهاي  Rossi 

1995.(
دراوره+PCRهـايجدايـهعمده کردنـد توليـد آز

جدايه بقيه که نداشتندحالي را قابليت اين هـايجدايـه. ها
ــه مطالعــ در ــده شــ ــي ــارانبررســ همکــ و ــورتي مــ

)Moretti et al. 2007 (متغيـر واکنش ويژگي اين در نيز
تما ولي دادند جدايهنشان مطالعـهمي در شـده بررسي هاي
کوپــايي مثبــتاوره) ۲۰۰۶( حريقـيو )۲۰۰۷( يوسـفي آز

اوره. بودند واکنش در جدايهاختلاف شـدهآز بررسـي هاي
جدايه با مقايسه در حاضر پژوهش دردر شده بررسي هاي

مي اخير مطالعه گستردهدو از ناشي منـاطقتواند بـودن تـر
باشدنمونه . برداري

جدايهد آزمون+PCRهاير لـوان،نتايج توليـد هاي
مــالتوز، فرمــات، ســوربوز، از اســتفاده نــشاسته، هيــدروليز
در حــالي در ــود، ب ــي منف ســيترات و ــارات تارت ــوز، رافين

آزمون¯PCRهايجدايه اين بـودنتايج مثبـت نظـر. ها بـه
شناسـاييمي در لوان توليد و نشاسته هيدروليز قابليت رسد

باشندB. nigrifluensگونه . مفيد
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جمع. ۱جدول تاريخ و محل باکترينام، مطالعهآوري اين در شده بررسي هاي
Table 1. Name, source and year of isolation of bacteria utilized in this study

جدايه نام
Isolates

جمع آوريمحل
Source

جمع آوريتاريخ
Date Isolated

جدايه نام
Isolates

جمع آوريمحل
Source

جمع آوريتاريخ
Date Isolated

K1*
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

G15
دلند-گلستان

Golestan-Daland

۸۷ارديبهشت
May 2008

K2*
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

G16*
دلند-گلستان

Golestan-Daland

۸۷ارديبهشت
May 2008

K3*
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

G17
کردکوي-گلستان

Golestan- Kordkuy

۸۷ارديبهشت
May 2008

K4
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

G18
کردکوي-گلستان

Golestan- Kordkuy

۸۷ارديبهشت
May 2008

K5
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷بهشتاردي
May 2008

G19کردکوي-گلستان
Golestan- Kordkuy

۸۷ارديبهشت
May 2008

K6*
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

KE4صحنه-کرمانشاه
Kermanshah- Sahneh

۸۷خرداد
June 2008

K7
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

KE5صحنه-کرمانشاه
Kermanshah- Sahneh

۸۷خرداد
June 2008

K8
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

KE7صحنه-کرمانشاه
Kermanshah- Sahneh

۸۷خرداد
June 2008

K9*
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

KE8صحنه-کرمانشاه
Kermanshah- Sahneh

۸۷خرداد
June 2008

K10
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

KE9صحنه-کرمانشاه
Kermanshah- Sahneh

۸۷خرداد
June 2008

K11
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

KE10صحنه-کرمانشاه
Kermanshah- Sahneh

۸۷خرداد
June 2008

K12
بافت-کرمان

Kerman-Baft

۸۷ارديبهشت
May 2008

KE15صحنه-کرمانشاه
Kermanshah- Sahneh

۸۷خرداد
June 2008

M1*
نکا-مازندران

Mazandaran- 
Neka

۸۷ارديبهشت
May 2008

KE17صحنه-کرمانشاه
Kermanshah- Sahneh

۸۷خرداد
June 2008

M2*بادله-مازندران
Mazandaran- 

Badele

۸۷ارديبهشت
May 2008

KE18صحنه-کرمانشاه
Kermanshah- Sahneh

۸۷خرداد
June 2008

M3
بادله-مازندران

Mazandaran- 
Badele

۸۷ارديبهشت
May 2008

KE19صحنه-کرمانشاه
Kermanshah- Sahneh

۸۷خرداد
June 2008

M4*
بادله-مازندران

Mazandaran- 
Badele

۸۷ارديبهشت
May 2008

M16بادله-مازندران
Mazandaran-Badaleh

۸۳رشهريو
September 2004

M5
بادله-مازندران

Mazandaran- 
Badele

۸۷ارديبهشت
May 2008

M17بهشهر-مازندران
Mazandaran- 

Behshahr

۸۳شهريور
September 2004

M6۸۷ارديبهشتبادله-مازندرانM18۸۳شهريورنوشهر-مازندران
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Mazandaran- 
Badele

May 2008Mazandaran- 
Noshahr

September 2004

M11*
کلا-مازندران رستم

Mazandaran- 
Rostam Kola -

۸۷ارديبهشت
May 2008

M19بابل-مازندران
Mazandaran- Babol

۸۳شهريور
September 2004

M12کلا-مازندران رستم
Mazandaran- 
Rostam Kola

۸۷ارديبهشت
May 2008

M20چابکسر-مازندران
Mazandaran-
Chaboksar

۸۳شهريور
September 2004

M13
کلا-مازندران رستم

Mazandaran- 
Rostam Kola

۸۷ارديبهشت
May 2008

M21تنکابن-مازندران
Mazandaran- 

Toncabon

۸۳شهريور
September 2004

M15
کلا-مازندران رستم

Mazandaran- 
Rostam Kola

۸۷ارديبهشت
May 2008

M22بادله-مازندران
Badele-Mazandaran

۸۳شهريور
September 2004

G1
گرگان-گلستان

Golestan- Gorgan
۸۷ارديبهشت

May 2008

M23بادله-مازندران
Badeleh-Mazandaran

۸۳شهريور
September 2004

G2*
گرگان-گلستان

Golestan- Gorgan
۸۷ارديبهشت

May 2008
F1*

بوانات-فارس
Fars- Bovanat

۸۱بهار
Spring 2002

G3
مينودشت-گلستان

Golestan-
Minoo Dasht

۸۷ارديبهشت
May 2008

F2*بوانات-فارس
Fars- Bovanat

۸۱بهار
Spring 2002

G4
مينودشت-گلستان

Golestan-
Minoo Dasht

۸۷ارديبهشت
May 2008F3*

اقليد-فارس
Fars- Eqlid

۸۱بهار
Spring 2002

G5
شتمينود-گلستان

Golestan-
Minoo Dasht

۸۷ارديبهشت
May 2008F4*

اقليد-فارس
Fars- Eqlid

۸۱بهار
Spring 2002

G6
دلند-گلستان

Golestan-Daland
۸۷ارديبهشت

May 2008
F5*

اقليد-فارس
Fars- Eqlid

۸۱بهار
Spring 2002

G7*
دلند-گلستان

Golestan-Daland
۸۷ارديبهشت

May 2008
F6*

دشتک-ارسف
Fars- Dashtak

۸۱بهار
Spring 2002

G8
دلند-گلستان

Golestan-Daland
۸۷ارديبهشت

May 2008
F7*

دشتک-فارس
Fars- Dashtak

۸۱بهار
Spring 2002

G19
دلند-گلستان

Golestan-Daland
۸۷ارديبهشت

May 2008
F8*

حصارک-فارس
Fars- Hesarak

۸۱بهار
Spring 2002

G10
دلند-گلستان

Golestan-Daland
۸۷ارديبهشت

May 2008
F9*

حصارک-فارس
Fars- Hesarak

۸۱بهار
Spring 2002

G11
دلند-گلستان

Golestan-Daland
۸۷ارديبهشت

May 2008
F10*

منصورآباد-فارس
Fars- Mansour-Abad

۸۱بهار
Spring 2002

G12
دلند-گلستان

Golestan-Daland
۸۷شتارديبه

May 2008KO*
بويراحمد و -کهگيلويه

ياسوج
۸۱بهار

G13
دلند-گلستان

Golestan-Daland
۸۷ارديبهشت

May 2008

Kohgiluyeh-va-
Boyerahmad- Yassuj

Spring 2002

G14*
دلند-گلستان

Golestan-Daland
۸۷ارديبهشت

May 2008
KU

سنندج-کردستان
Kurdistan-Sanandaj

۸۴خرداد
June 2005

قطعهجدايه:* که شد۲۵۵هايي تکثير آنها در بازي .جفت
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باکتريويژگي.۲جدول فنوتيپي مطالعههاي اين در شده بررسي هاي
Table 2. Phenotypic characterization of isolation of bacteria utilized in this study

ويژگي
Characteristic

B. nigrifluensهايجدايه

)PCR+(
B. nigrifluens isolates

(PCR+)

مشابهجدايه هاي
B. nigrifluens)PCR(

B. nigrifluens like isolates (PCR )

گرم
Gram reaction

--

اکسيداز
oxidase

--

هوازي بيهوازي/رشد
Oxidative and facultative anaerobic

++

زميني سيب لهانيدن
Potato rot

--

محيطتو در فلورسنت سبز رنگدانه King’s Bليد

florescent pigment on King’s-B medium
--

رنگدانه محيطتوليد روي صورتي YDCي

Pink pigment on YDC
--

بيماري زاييآزمون
Pathogenicity test

+-

اندول توليد
Indole production

--

گاز سيستئينH2Sتوليد از
H2S from cysteine

++

دهيدرولاز آرژنين
Arginine dihydrolase

--

آزاوره
Urea hydrolysis

) درصد۵/۸۷(+
+ (87.5 %)

) درصد۸۴+ (
+ (84 %)

نشاسته هيدروليز
Starch hydrolysis

-+

اسکولين هيدروليز
Esculin hydrolysis

++

ژلاتين هيدروليز
Gelatin hydrolysis

--

مح در طعامرشد نمک درصد چهار حاوي يط
Tolerance of NaCl 4%

++

لوان توليد
Levan formation

-+

ازتوليد باز يا : اسيد
Acid or base from:

سوربوز
Sorbose

) درصد۹۶(-
- (96 %)

) درصد۸۹(+
+ (89 %)
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مالتوز
Maltose

) درصد۷۹(+-
+ (79 %)

رافينوز
Raffinose

) درصد۷۹(-
(79 %) -

) درصد۸۷(+
+ (87 %)

فرمات
Formate

) درصد۷۹(-
(79 %) -

) درصد۷۵(+
+ (75 %)

تارتارات-ال
L- tartarate

) درصد۹۶(-
(96 %)-

) درصد۵۷(+
+ (57%)

سيترات
Citrate

) درصد۷۶(+-
+ (76 %)

مانيتول-دي
D-Mannitol

++

مالونات
Malonate

--

ساليسين
Salicin

) درصد۹۶(+
+ (96 %)

) درصد۸۹(+
+ (89 %)

رامنوز-ال
L-Rhamnose

) درصد۷۹(+
+ (79 %)

) درصد۸۹(+
+ (89 %)

آرابينوز-ال
L-Arabinose

) درصد۷۵(+
+ (75 %)

) درصد۹۲(+
(92 %)+

سلوبيوز-دي
D- cellobiose

) درصد۹۰(--
(90%)-

لاکتوز
Lactose

) درصد۶۶(--
- (66 %)

پروتئين سلوليالگوي هاي
پـروتئين الگوي کـهمقايسه نمـود مـشخص سـلولي هـاي

نسبتاً  هاجدايه داشـتالگوي نوارهـايندمشابهي در تنهـا و
داشـت وجـود تفـاوت آنها بين اسـاس. معدودي ايـن بـر

شدندجدايه تقسيم گروه دو به نـشده(ها داده نـشان نتايج
دسته) است با جدکه پايـهايـهبندي بـر ويژگـيهـا هـايي

داشت تطابق .فنوتيپي

بيماري زاييآزمون
جدايـــه سوسپانـــسيون تزريـــق از پـــس هفتـــه هـــشت

F7) (PCR+سرشاخه نهـالبه جـوان گـردويهاي هـاي

لکــه ــي ــدهايران رون ــيش پ زخــم و ــسوخته آب ــاي دره اي
مايهسرشاخه شدههاي مـشاهدهوليشد،ديدهزني علائـم

زخ مشابه ميمشده مشاهده طبيعت در که نبـودهايي . شود،
سرشاخه در علامتي مايههيچ جدايـههاي بـا شده هـايزني

G5،KE4وM5(PCR¯)شاهد مـشاهده. نشدديدهو با
جـدا سـترون تيـغ وسيله به بافت از مقداري مذکور علائم
آب قطـره چنـد در مقطـر، آب بـا شستـشو از پس و شده

گرديد خرد جداسـازيسوسپان. سترون بـراي حاصل سيون
شــد كــشت غــذايي آگــار محــيط روي بيمــارگر . مجــدد

ــه کــشتپرگن محــيط روي حاصــل مخطــطEMBهــاي
مايـه بافت از مجدداً بيمارگر باکتري و شـدهگرديدند زنـي
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شــد زخــم). ۱شــکل(جداســازي ايجــاد هــايمــشکلات
ــه ماي در ــب اغل ــارجي ــطخ توس ــوبي چ ــان گياه ــي زن

ماننـدباکتري وB. nigrifluens،B. rubrifaciensهايي
B. quercinaاسـت شـده Gonzalez(مـشاهده et al.

2002; Wilson et al. 1957  .(از ناشـي مـشکلات ايـن
بافت فيزيولوژيکي مايهوضعيت زمان در شـرايطها و زنـي

مـي آن از بعـد .Yousefi Kopaei et al(باشـدمحيطـي

2007  .(

جدايه استفشناسايي با اختصاصيها آغازگرهاي از .Bاده
nigrifluens

ــصاصي اخت آغازگرهــاي .Bاز nigrifluens)F1وC3 (
جدايه همه تشخيص شدبراي استفاده نظـر. ها مـورد قطعه

طول در۲۵۵به باز کـه۲۴جفت شد تکثير +PCRجدايه

قطعــ طــور بــه و شــدند گونــهيناميــده عنــوان بــه
B. nigrifluensجدول۲شکل( شدندييشناسا بـه). ۱و

دارايهايباکتريبيشتررسدمينظر درختـان از شده جدا
زخم وB. nigrifluensعلائم ي )هـا (گونـهاحتمالاً  نبوده

يـا  وزاييبيماريآزمونبراساسکهباشدميآنبهنزديک
قابــلاختــصاصيآغازگرهــايازاســتفاده قــاطع طــور بــه
شـم. انـدتفکيک در شـده انجـام پـژوهش نـواحيدر و ال

باغ ده از ايتاليا زخم۲۸مرکزي بيماري علائم داراي نمونه
جدايه چهار فقط شدهB. nigrifluensپوستي، جداسازي

غيربيمـاري. است منفـي گـرم بـاکتري تعدادي علاوه زابه
ــردو گـ ــاملروي ،Pectobacterium cypripediiشـ

Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum،Pantoea agglomerans،

Pectobacterium rhapontici،Pantoea spp.،
Ralstonia pickettiiديگـر ناشـناخته بـاکتري چند ازو

استزخم شده جدا گردو Moretti(هاي et al. 2007.(

ناحيه ترادف اساس بر فيلوژني 16S rDNAآناليز

ناحيه جدايه16S rDNAترادف ) F7جدايه(+PCRيک
جد سه تعيـين) M5وPCR¯)G5،KE4ايـهو و تکثيـر

جدايـه. شد ايـن فيلوژنيکي موقعيت تعيين منظور دربه هـا
جدايـهترادفEnterobacteriaceaeخانواده بـاايـن هـا

گونه درترادف موجـود نزديک شـدNCBIهاي . مقايـسه
جدايــه داد نـشان جدايـهF7نتـايج گونــهFJ611884بـا

B. nigrifluensسطح داشـت۸/۹۶در مـشابهت درصد
جداگانـه گـروه در ديگـر جدايـه سه كه حالي قـراردر اي

ترتيــبG5وM5،KE4هــايجدايــه. گرفتنــد ،۴/۹۴بــه
ــه۸/۸۸و۵/۹۰ جدايـ ــه بـ ــد ــهFJ611884درصـ گونـ

B. nigrifluens شباهتي ميزان از كمتر كه داشتند شباهت
قلمـدمي گونـه ايـن به متعلق را آنها بتوان كه كـردباشد اد

مــي). ۳شــکلو۳جــدول( ــشان ن ــه يافت ــن ــهاي ک دهــد
و ــورتي ل توســط شــده طراحــي اختــصاصي آغازگرهــاي

جدايـه) ۲۰۰۸(همکاران رديابي براي را کافي هـايکارايي
B. nigrifluensدارند  .

آغازگرهاي از  B. nigrifluensاختصاصياستفاده

دي از بيمارگر تشخيص دقت و سرعت ي،  ژنوماانصحت،
بافتسلول و باکتري مـيهاي افـزايش را آلـوده . دهـدهاي

روش کــه جــايي آن آزمــوناز بــر مبتنــي هــايهــاي
بيمـــاري و نهـــالبيوشـــيميايي روي گـــردوزايـــي هـــاي

)Schaad et al. 2001 (زمـان بـاکتريبـسيار و بـوده بـر
بافـت از زيادي موارد در جـدابيمارگر علائـم داراي هـاي

عـلانمي بـه اورهشـود، آزمـون از نمـيوه نيـز درآز تـوان
آزمون نمود،مجموعه استفاده افتراقي مـيهاي نظر رسـدبه

محــيطآزمــون روي کــشت شــامل افتراقــي فنــوتيپي هــاي
EMB-Agarآزمون و، هوازي واکنش اکسيداز، گرم، هاي

واکـنش همـراه به نشاسته هيدروليز و لوان توليد بيهوازي،
ازنجيره بـا پليمـراز اختـصاصياي آغازگرهـاي از سـتفاده
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جدايه.۱شکل توسط شده ايجاد از) +F7Brenneria nigrifluens)PCRعلائم پس هفته هشت ايراني گردوي گياهچه جوان سرشاخه بر

.زنيمايه
Fig. 1. Symptoms exhibited eight weeks after inoculation by Brenneria nigrifluens  F7 isolate (PCR+) on Persisan 

walnut seedlings. 

از. ۲شکل حاصل باند گونه+PCRجدايه۲۴الگوي اختصاصي آغازگر جفت از استفاده يک) C3وBrenneria nigrifluens)F1با ژل روي
آگاروز جدايه): N. (درصد منفي، شاملجمعB. nigrifluensهايکنترل مختلف مناطق از شده G؛ )مازندران(M؛ )کرمان(Kآوري

بويراحمد(KO؛ )فارس(F؛ )گلستان( و مولکولي): M(، )کهگيلويه جرم GeneRuler TM(استاندارد 100bp DNA-Ladder.(
Fig. 2. Gel electrophoresis analysis of polymerase chain reaction amplified of 24 PCR+ isolates using specific 

Brenneria nigrifluens primer pairs (F1 and C3) on 1% agarose gel. N: Negative control; K: Kerman; M: 
Mazandaran; G: Golestan; F: Fars; KO: Kohgiluyeh-va-Boyerahmad; M: molecular marker 
GeneRulerTM 100 bp DNA ladder plus (Fermentas, Lithuania). 

bp
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قرابت.۳ جدايه،16S rDNAناحيهترادفدندروگرام جدايه) F7يجدايه(+PCRيک سه از) M5وPCR¯)G5،KE4و برخـي با

خانوادهجدايه اطلاعاتEnterobacteriaceaeهاي بانک در .NCBIموجود
Fig. 3. Dendrogram depicting the estimated phylogenetic relationships among Enterobacteriaceae isolates, based 

on pairwise comparisons of nearly complete 16S rDNA sequences. AJ001190 (Erwinia persicinus);
AJ233417 (Erwinia rhapontici); AM931292 (Erwinia pyrifoliae); AJ233414 (Erwinia mallotivora); Y13250 
(Erwinia tracheiphil); Y13250 (Erwinia tracheiphila); AF373196 (Pantoea agglomerans); GQ332198 
(Pantoea ananatis); GU942726 (Pantoea stewartii); AJ233413 (Erwinia cypripedii); Z96094 (Erwinia 
cyrpipedii); AF373192 (Pectobacterium carotovorum subsp. Odoriferum); NR_026047 (Pectobacterium 
wasabiae); AJ223409 (Pectobacterium cacticidum); AJ233415 (Brenneria  nigrifluens); Z96095 (Brenneria
nigrifluens); F7; FJ611884 (Brenneria nigrifluens); AJ223468 (Brenneria alni); AJ233418 (Brenneria
rubrifaciens); Z96098 (Brenneria rubrifaciens); AF520710 (Dickeya paradisiaca); ESU80210 (Brenneria
salicis); AJ233432 (Serratia odorifera); AJ233436 (Serratia rubidaea); EF534570 (Brenneria quercina);
EU554436 (Brenneria quercina); M5; KE4; G5 
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 F1و C3 بودهکوتاه بيمارگر شناخت براي ممکن راه ترين
کار يـکو در زراعـي بهداشـت رعايـت بـراي را لازم ايي

هم و داردمنطقه بيماري شيوع پايش .چنين
آنجـا تـرادفيياز کـارايي بـراي16S rDNAكـه

ــانواده خ در ــوژني فيل ــي درEnterobacteriaceaeبررس
پـا جـنس اسـتيسـطح بـراي) Naum et al. 2008(ين

جدايـه گونه دقيق ) M5وPCR¯)G5،KE4هـايتعيين
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