
 1397 تابستان، 2شماره  41)، جلد يكشاورز ي(مجله علم ياهپزشكيگ

 Xanthomonas arboricolaباكتري  rep-PCRالگوي هاي  ژنوتيپي وبررسي ويژگي

pv. juglandis ،عامل بلايت باكتريايي گردو در استان كهگيلويه و بوير احمد  

  
   *2پورو گيلدا نجفي 1پورسيده هاجر بانو موسوي

  

  جهرم، جهرم، ايران، دانشگاه آزاد اسلامي واحد گروه گياهپزشكي، دانش آموخته كارشناسي ارشد بيماري شناسي گياهي -1

، g_najafipour@jia.ac.irجهرم، ايران ( رم،دانشگاه آزاد اسلامي، واحد جه ،گروه گياهپزشكياستاديار، : نويسنده مسوول* -2

gilda_najafi@yahoo.com( 

 

 23/02/97تاريخ پذيرش:     26/05/95 دريافت:تاريخ 

  چكيده

يكي از مهمترين ،  Xaj ( Xanthomonas arboricola pv. juglandis( ناشي از گردوباكتريايي بلايت  بيماري    

 وارد مي كنـد.  ، خسارت زيادي را به گردواست كه در حضور رطوبت و دماي مناسب هاي درخت گردوبيماري

از باكتريـايي   نمونه ي برگ و ميوه ي گردو، مشـكوك بـه بيمـاري بلايـت    تعدادي ، 1139و 0139 هايطي سال

در مجموع  مورد بررسي قرار گرفت. در آزمايشگاه جمع آوري شده وكهگيلويه و بويراحمد مناطق مختلف استان 

و كاتالاز مثبت  منفي ، اكسيدازنسبتاً برجسته و زرد رنگ، هوازي اجباريهاي ريز،  پرگنهجدايه ي گرم منفي با  25

قـادر بـه    هـا كليه ي جدايه هاي تكميلي روي آن ها انجام شد.تلقي و آزمون Xajجداسازي و بطور اوليه بعنوان 

هاي زرد رنـگ ايجـاد نمودنـد.     پرگنه YDCاز سيستئين بوده و روي محيط كشت  H2Sهيدروليز نشاسته و توليد 

وجـود  هاي بيوشيميايي و فنوتيپي و نيز آزمون اثبات بيماريزايي روي ميـوه گـردو،   از آزموننتايج بدست آمده 

 ايـن  محرز نمود. اين اولين گزارش از وجود بيمـاري مـذكور در   كهگيلويه و بويراحمد را در استان Xajباكتري 

ها جدايه ،NTsys-Pcو با استفاده از نرم افزار  rep-PCRدر بررسي خصوصيات ژنوتيپي در واكنش استان است. 

اما گروهبندي خاصي براساس منطقـه جغرافيـايي ميزبـان، در     ؛درصد در دو گروه قرار گرفتند 73در سطح تشابه 

در مناطق مختلف استان، داراي منشـا   Xajهاي نتيجه نشان ميدهد احتمالا جدايه اين ميان آنها قابل مشاهده نبود.

  يكساني هستند. 
 

   Xaj ،rep-PCRايران، بلايت باكتريايي گردو،  تنوع ژنوتيپي،  :هاكليد واژه
  

  مقدمه
هـاي  كشـورهاي معتدلـه كـه تابسـتان     اغلب در گردو

در ايـران، بـه    اشته باشند پرورش داده مي شـود. ملايمي د

كهگيلويه و  هاي فارس، همدان، كردستان وترتيب استان

هاي اول تا چهـارم از لحـاظ ميـزان    بويراحمد داراي مقام

. از )Behdad, 1981( هســتندتوليــد گــردو در كشــور 

مهمترين عوامل كاهش كميت و كيفيـت ايـن محصـول،    

يكـي از مهمتـرين   اسـت.   ها و آفـات مختلـف آن  بيماري

ناشـي   هاي گردو، بيماري بلايت باكتريايي گردو بيماري

  Xanthomonas arboricola pv. juglandis از
باشد. اين بيمـاري در اكثـر منـاطق گـردو خيـز جهـان       مي

وجود دارد و در صورت مسـاعد بـودن شـرايط محيطـي،     

-درصـد محصـول مـي    80تا  50سبب ايجاد خسارتي بين 

  (Belisario, et al., 1997).شود

ــردو   ــايي گ ــت باكتري ــاري بلاي ــرگ،   ،بيم ــه، ب جوان

چه و مغز  دمبرگ، دمگل، سرشاخه، شاتون، مادگي، ميوه

هاي آبـدار جـوان   دهد. بافت گردو را مورد حمله قرار مي

ترند. باكتري از طريق منافذ ها حساسنسبت به ساير بافت
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هـاي زخمـي بـه درون ميزبـان     ها و بافت طبيعي مثل روزنه

شيوع بيماري  (Belisario, et al., 1997).كند  نفوذ مي

بــا ميــزان بارنــدگي در طــي چهــار هفتــه ابتــدايي بعــد از  

ــاط مســتقيم دارد. شــكوفه ــم بيمــاري در  دهــي، ارتب علائ

كـه  اسـت  نقاط كوچك آبسوخته  برگها، ابتدا به صورت

ميليمتـري بافـت مـرده     2-4هاي  پس از توسعه، ايجاد لكه

. آلــودگي در  )Bradbury,1986كنــد (  اي مــي  زوايــه 

شــود  حــال رشــد منجــر بــه بدشــكلي مــي  هــاي دربــرگ

)Golmohammadi et al., 2002 علائــم در روي .(

ها، ابتدا به صورت نقاط بسيار ريز نيمه شـفاف و   سرشاخه

ــانكر     ــت ش ــعه بيمــاري حال ــا توس ــت كــه ب آبســوخته اس

انـد ممكـن    هايي كه كـاملاً چـوبي نشـده    گيرند. شاخه مي

ــس    ــي پ ــد، ول ــرار گيرن ــه بيمــاري ق از اســت مــورد حمل

آلودگي شوند.  شدن از مقاومت كافي برخوردار مي چوبي

ادي گـردد و  تواند منجر به خسارت شـديد اقتص ـ ميوه مي

 ).Lang and Evans, 2010( منجر به ريزش ميوه شود

بيماري بلايت باكتريايي گردو براي اولين بار از اسـتراليا      

) Bradbury,1986.(Pierce  )1901گــزارش گرديــد (

زايـي آن را   عامـل بيمـاري را جداسـازي و بيمـاري    باكتري 

ــام آن را    Pseudomonas juglandisاثبــات نمــوده و ن

به عنوان يك بـاكتري هـوازي     ،سپس عامل بيماري .نهاد

اي اجباري، گرم منفي، زرد رنگ، كاتـالاز مثبـت و ميلـه   

). در آخــرين Bradbury, 1986( شــدشــكل توصــيف 

ــاس   رده ــنس زانتومون ــدي ج ــت    بن ــاري بلاي ــل بيم ، عام

 .Xanthomonas arboricola pvباكتريـايي گـردو   

juglandis )Xaj ( ناميــــده شــــد. همچنــــين براســــاس

هــاي ، آزمــونDNA-rRNA ،DNA-DNAهمولــوژي 

ــيدهاي    ــاي اس ــوزرپروتئين، آناليزه ــرولوژيكي، الكتروف س

هـار همولـوژي   چرب و خصوصيات فنـوتيپي، در گـروه چ  

براسـاس   فـازي، پلـي بنـدي   قرار گرفت. در رده  زانتوموناس

هـاي زانتومونـاس در   گونـه  خصوصيات فنوتيپي و ژنوتيپي،

بيست گروه همولوژي قرار گرفتند، كـه گونـه مـذكور در    

 ,.Vauterin et al( قـرار گرفـت  چهار گروه  همولوژي 

1995( .  

پژوهنـدگان مختلفـي، بيمـاري بلايـت باكتريـايي       در ايران،    

 گردو را در مناطق مختلف كشور مورد ارزيابي قـرارداده انـد.  

-ي نمونـه  با مطالعات اوليـه 1326در سال اسفندياري اولين بار 

 هاي مشكوك كه از بابل، آمل و رشت جمع آوري شده بود،

  Pseudomonasراعامـل آن  و  شناسـايي را مذكور  بيماري

juglandis  ناميد )Behdad, 1981( . 

Amani )1974 1977, بــا بررســي باغــات گردوكــاري (

هـاي بيمـاري را    قزوين و تاكسـتان از فارسـجين قـزوين نمونـه    

مورد بررسي قرار داد. وي براسـاس خصوصـيات بيمـاريزايي،    

ــاري را  ــل بيم ــوتيپي، عام ــيميايي و فن  Xanthomonasبيوش

juglandis (Pierce) Dowson 1939 .گزارش نمود  

Mahsoul et al. )1989 (   آلودگي به بلايـت باكتريـايي

ــا     ــزارش و ب ــدران گ ــتان مازن ــه در اس ــد منطق ــردو را از چن گ

هـاي بيوشـيميايي و   آزمـون  ،جداسازي پـاتوژن عامـل بيمـاري   

روي آن ها انجام داد. در نهايت براساس را  اثبات بيماري زايي

ايي، فنوتيپي و بيوشيميايي، بـاكتري عامـل   خصوصيات بيماريز

 Xanthomonas campestris pv. juglandisرا

Dowson 1937   د.تشخيص و گزارش نمو  

Golmohammadi et al. )2002 بيمـــاري بلايـــت (

غربــي، هــاي در اســتانرا باكتريــايي و پوســيدگي مغــز گــردو 

ــرار داده و برخــي  مركــزي و شــمالي كشــور  ــه ق ــورد مطالع  م

هـاي   و الكتروفـوزر پـروتئين   خصوصيات فنوتيپي، بيمـاريزايي 

  .سلولي عامل بيماري را گزارش نمودند

Soltani and Alizadeh )2002   ضمن بررسـي اثـرات (

ــر بــاكترياســانسضــد باكتريــايي  تنــوع ، Xajهــاي گيــاهي ب

ژنوتيپي گردوي استان همـدان در واكـنش بـه بـاكتري عامـل      

  نمودند.بلايت گردو را نيز بررسي 

ــتان،     ــاكنون از تاكس ــردو ت ــايي گ ــت باكتري ــاري بلاي بيم

ــدان، لرســـتان      ــدران، همـ ــرش، گـــيلان، مازنـ ــزوين، تفـ  قـ

)Mohammadpour, 2004(   زنجان، گلسـتان، آذربايجـان ،

 ,.Azadbakht et al( شــرقي، تهــران، مركــزي و اردبيــل

گزارش شده اما از وجود بيماري در استان كهگيلويـه   )2006

ســطح  بــا توجــه بــه. و بويراحمــد اطلاعــي در دســترس نيســت

زيركشت بالاي گردو در استان كهگيلويه و بوير احمـد و نيـز   
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يـابي و مطالعـه   ، ردبلايت گردوئم مشابه با بيماري مشاهده علا

بـا  د. تحقيـق حاضـر   يرس ـضروري به نظر مـي بيماري در استان 

تنوع احتمالي   نيز مطالعه ي و بيماري در استان هدف تشخيص

انجـام   rep-PCRبا اسـتفاده از روش   Xaj هاي سويه ژنوتيپي

  شد.  

  

  هامواد و روش
درختـان   1391و 1390 هـاي بهار و تابسـتان سـال   طي

گردو در مناطق مختلف اسـتان كهگيلويـه و بـوير احمـد     

 داراي علائم  ي و از برگ و ميوه همورد بازديد قرار گرفت

 نمونـه بـرداري صـورت گرفـت    مشابه بلايـت باكتريـايي   

هـاي كاغـذي و سـپس    . نمونـه هـا درون كيسـه   )1(شكل 

و در شـرايط خشـك و    گرفتـه هاي پلاستيكي قـرار  كيسه

جهت جداسازي عامل  خنك به آزمايشگاه منتقل گرديد.

 روان، بخـوبي ها توسـط آب  ها و ميوهابتدا برگ بيماري،

تجاري به مدت دو دقيقه درهيپو كلريت سديم  وشستشو 

توسط آب مقطـر سـترون   سپس و  شده %  ضد عفوني5/0

هـايي از  . قسـمت )Schaad etal., 2001( شستشو شدند

هاي داراي علائم در حد فاصل بـين ناحيـه   ها و ميوهبرگ

شـد.   عصـاره گيـري  سـترون  مقطـر  بيمار و آلوده در آب 

، در شـــرايط اســـتريل، يله يـــك لـــوپســـپس بـــه وســـ

) Nutrient agarهـاي ( روي محيط كشـت  سوسپانسيون

NA   وYDC (Yeast extract-dextrose-CaCO3 

agar) درجــه  28هــا در دمــاي تشــتك .كشــت داده شــد

باكتريـايي نگهـداري   هـاي  پرگنـه  سانتي گـراد تـا ظهـور   

هـاي ريـز و    سـاعت، تـك پرگنـه    48-72گرديد. پس از 

سـازي   نسبتاً برجسته و زرد رنگ انتخاب و جهت خـالص 

ــيط كشــت   ــاكتري، مجــدداً روي مح ــورت  NAب ــه ص ب

ي گـرم   جدايـه  25در مجمـوع  مخطط كشـت داده شـد.   

ور باري و كاتالاز مثبت جداسـازي و بط ـ منفي، هوازي اج

. ايـن جدايـه هـا بـه منظـور      دتلقي گردي Xajاوليه بعنوان 

ر دايي، يفنـوتيپي، ژنـوتيپي و بيوشـيم   هاي تكميلي آزمون

 .ندنگهـــداري شـــد ، درون آب مقطـــر ســـترونيخچـــال

ــون ــوق     آزم ــيداز، ف ــون اكس ــامل آزم ــوتيپي ش ــاي فن ه

هوازي، توليد لوان  حساسيت، كاتالاز، رشد هوازي و بي

ــوژيكي و و ســاير آزمــون ــر اســاس هــاي فيزيول بيوشــيميايي ب

 ,.Schaad et alهاي استاندارد باكتري شناسي گياهي (روش

   .انجام شد )2001

هـاي  روي ميـوه  ه هـا، سـوي  زاييبيمارياثبات آزمون 

 24ابتدا از كشت  به اين منظور، سالم گردو انجام گرديد.

 CFU 108ي با غلظت تقريبـي ساعته باكتري، سوسپانسيون

ها با استفاده از  روي ميوه و تهيه) 600OD=1( ليتر بر ميلي

 . پـس از آن هاي ريزي ايجاد گرديدزخم ،سوزن استريل

هـا قـرار   روي زخـم  ميكروليتر از سوسپانسيون باكتري 50

ــوه ــد. مي ــه داده ش ــاي ماي ــه ه ــده درون جعب ــي ش ــاي زن ه

بـه منظـور تـامين     .ندپلاستيكي درب داري قرار داده شـد 

 سـترون  آغشـته بـه آب مقطـر   هاي استريل رطوبت از پنبه

اري درجه سـانتيگراد نگهـد   25در دماي ها ميوهاستفاده و 

هـاي شـاهد، بـا همـين روش و بـا آب مقطـر       ميـوه  .ندشد

سترون تلقيح شده و در شرايط مشابه بـا تيمـار نگهـداري    

از  ي شاهد و تيمـار، هاميوه ،زنيده روز بعد از مايه شدند.

مـورد ارزيـابي قـرار     ،بيمـاري  علائـم  يـا عـدم   ايجـاد نظر 

  گرفتند.

  بيوتيكآزمون سنجش حساسيت به آنتي
هــا از آنتــي در آزمــون حساســيت بــه آنتــي بيوتيــك 

هاي مختلفي استفاده شد. ايـن آنتـي بيوتيـك هـا     بيوتيك

ميلي گرم در ديسك)، كانامايسين  10شامل جنتامايسين (

ميلـي   5ميلي گـرم در ديسـك)، سيپروفلوكساسـين (    30(

ــرم در  ــرم در  30ديســـك)، كلرامفنيكـــل (گـ ــي گـ ميلـ

ميلــي گــرم در ديســك)،    30ديســك)، تتراســايكلين ( 

ميلـــي گـــرم در ديســـك)، پنـــي  10ســـيلين (آموكســـي

 30ميلــي گــرم در ديســك)، كلوكساســيلين (  30ســيلين(

ــين(   ــك)، سفالوس ــرم در ديس ــي گ ــرم در   5ميل ــي گ ميل

ميلـــي گـــرم در ديســـك) و  10ديســـك)، آميكاســـين (

ــوئي ــك) بــود.    30ن (نيتروفورانت ــرم در ديس ــي گ در  ميل

وجود هـر گونـه هالـه ي بازدارنـده بعنـوان      بررسي نتايج، 

ــوان    ــاد آن بعن ــك و عــدم ايج ــي بيوتي ــه آنت حساســيت ب

  مقاومت تلقي گرديد.



 ٧۶ ... rep-PCRهاي ژنوتيپي و الگوي پور: بررسي ويژگينجفيو  پورموسوي

  هابررسي خصوصيات ژنوتيپي جدايه

   ي سوسپانسيون باكترياييتهيه
ــت    ــور از كشـ ــن منظـ ــه ايـ ــاكتري،   24بـ ــاعته بـ سـ

) تهيـه   cfu/ml108 )OD600=1غلظـت   سوسپانسيوني به

بـه   و بلافاصله دقيقه در حمام بن ماري10شده و به مدت 

ــدت ــس از آن     م ــت. پ ــرار گرف ــخ ق ــه روي ي ــك دقيق ي

ــه مــدت   ــه در دور  5سوسپانســيون حاصــله ب  rpm دقيق

سانتريفيوژ شده و از فاز رويي آن مسـتقيما جهـت   12000

  ).Yaish, 2006استفاده گرديد ( PCR آزمون انجام

 rep-PCRآزمون 

از روش ،  Xajهـاي   جهت بررسـي تنـوع ژنتيكـي جدايـه    

rep-PCR  ــاي ، REP1/REP2و آغازگرهــــــــــــــــــــ

ERIC1/ERIC2  وBOX )Versalovic et al., 1997 (

اسـتفاده   rDNAبراي تكثير قطعات، بين نواحي محافظت شده 

 rep-PCRترادف آغازگرهاي مورد استفاده در روش  گرديد.

ــيناژن ــران)،  -(محصــــــــول شــــــــركت ســــــ ايــــــ

ــامل:  و  )IIIICGICGICATCIGGC  )REP 1Rشـــــ

ICGICTTATCIGGCCTAC )REP 2(  درREP-PCR، 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC )ERIC1R ( و
(ERIC2) AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG   

و   ERIC-PCR در

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG )BOX A1R (

  .)Versalovic et al., 1997( بود BOX-PCRبراي 

يك  :شاملوش مورد استفاده در اين ر يچرخه دماي

و به  ºC 95سيكل با دماي واسرشتگي اوليه در دماي 

به  ºC 94 سيكل با دماي واسرشتگي 35دقيقه؛  3مدت 

دقيقه و  1دقيقه، چسبيدن آغازگرها به مدت  1مدت

براي  ERIC ، ºC 42براي آغازگرهاي ºC52 دماهاي

، امتداد BOXبراي آغازگر ºC 50 و  REPآغازگرهاي

 امتداد نهايي نهايتا يك سيكل و ºC 72دقيقه در دماي  2

مقدار مواد  انجام شد.  ºC 72دقيقه در دماي  4به مدت 

 5/2: ميكروليتري شامل 25مورد نياز در واكنش 

ميكروليتر  PCR buffer 10X ،25/1 ميكروليتر 

MgCl2 (50mM) ،5/0  ميكروليترdNTPs (10µM)، 

،  Taq DNA Polymerase (5U/µL)ميكروليتر 5/0

 Primer F (10µM)ميكروليتر از هريك از  1

ميكروليتر سوسپانسيون  Primer R (10µM) ،3و

ميكروليتر آب مقطر سترون 25/15جوشانده ي باكتري و 

  بود.

% 1ز وژل آگـار ،  PCRبراي بررسي نتـايج واكـنش   

ــورز  محصــولات بدســت آمــده، وتهيــه  شــدند الكتروف

)Sambrook et al., 1989.(   ،ــور ــن منظ ــه اي  10ب

 رنگ پيشـرو، ميكروليتر از  2با  PCRميكروليتر محصول 

جهــت تخمــين هــا ريختـه شــد.   مخلـوط و درون چاهــك 

ي تكثير شده، از مـاركر اسـتاندارد    DNAاندازه قطعات 

آلمـان)، كـه بـه     ،Fermentasجفت بازي ( شركت 100

اري شـده بـود اسـتفاده شـد.     همراه نمونه ها در ژل بارگذ

انجـام   70الكتروفورز به مدت يك ساعت در ولتاژ ثابت 

 Gelبــا اســتفاده از دســتگاه ، شــد. پــس از الكتروفــورز

documentation  عكسبرداري گرديد. ژل از 

  ژنوتيپي هاي آناليز داده
 Numerical Taxonomyبا اسـتفاده از نـرم افـزار    

and Multivariate Analysis System (Ntsys-pc 

 ,Rohlfفاصله ژنتيكي جدايـه هـا رسـم گرديـد (     (2.02

). فاصله يـا شـباهت ژنتيكـي بـين افـراد بـر اسـاس        2000

ماركرهاي مولكولي، به صورت وجود يا عدم وجود نوار 

در ژل مشـخص شــد. تجزيـه خوشــه اي بـر اســاس روش    

ــي ( ــراي  Hierachical Techniqueمراتب ــام و ب ) انج

ــله و ــي فاصــ ــترها از روش  بررســ ــان كلاســ ــي ميــ اقعــ

)UPGMA (Unweighted Pair-Group method 

using Arithemtic Average  و ضريب تشابه جاكارد

)J .استفاده گرديد (  

  

 نتايج

علائم سـوختگي   هاي درختان بيمار باو ميوه رگاز ب

با حاشيه زرد رنگ روي برگ و سياه شـدگي روي ميـوه   

 گــرم منفــي،  جدايــه باكتريــايي  25تعــداد  )،1(شــكل

بــراق روي محــيط  و ، مــدوررنــگ بــا حاشــيه صــافزرد
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مشخصـات جدايـه هـا در    جداسازي گرديد.  NAكشت 

هوازي اجباري،  هاجدايه آمده است.كليه ي  يك جدول

هاي حـاوي نمـك   رشد در محيطكاتالاز مثبت و قادر به 

ز نشاسـته،  بودند. همچنين قادر به هيدروليدو درصد  طعام

و ذوب ژلاتـين بودنـد.    80تـوئين  توليد لـوان، تجزيـه ي   

هاي گيـاه شـمعداني قـادر بـه ايجـاد      جدايه ها روي برگ

واكنش فـوق حساسـيت بودنـد. هيچكـدام از جدايـه هـا       

قدرت توليد رنگدانـه فلورسـنت بـر روي محـيط كشـت      

KB  .است. ثبت شده 2در جدول نتايج ساير را نداشتند  

  

  حساسيت به آنتي بيوتيكآزمون سنجش 
ها براساس وجـود يـا   در آزمون حساسيت به آنتي بيوتيك

ها در دو گروه حسـاس و مقـاوم بـه    عدم هاله بازدارنده، جدايه

هـاي  ها به آنتي بيوتيـك ر گرفتند. تمام جدايهآنتي بيوتيك قرا

ميلـي   30ميلي گرم در ديسـك)، كانامايسـين (   10جنتامايسين (

ميلــي گــرم در ديســك)،  10گــرم در ديســك)، آميكاســين (

 30ميلي گرم در ديسـك)، كلرامفنيكـل (   5سيپروفلوكساسين (

ــايكلين (   ــك) و تتراس ــرم در ديس ــي گ ــرم در   30ميل ــي گ ميل

ــاس و   ــك) حس ــدول   ديس ــد (ج ــاوم بودن ــايرين مق ــه س ).3ب

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 علائم بيماري بلايت باكتريايي گردو بر روي ميوه و برگ گياه آلوده در سي سخت  -1شكل 

Figure 1. Walnut bacterial blight symptoms on leaf and fruit of diseased plant in Seesakht. 

 

 

  گردو آزمون اثبات بيماريزايي روي ميوه
زايـي روي گـردو بعـد از ده روز    در آزمون بيماري

هـا  ها ظاهر گرديد. لكـه هاي سياه مدوري روي ميوهلكه

ابتدا به صورت نكروز همـراه بـا ترشـحات سـياه رنگـي      

هـا گسـترش   روي ميوه ظاهر گرديدند، سپس ايـن لكـه  

هاي سياه بزرگي مدوري بـر روي  و به صورت لكه يافته

ميوه ظاهر گرديدند. طـي همـين مـدت در گيـاه شـاهد      

  ).2علايمي مشاهده نگرديد (شكل 

  بررسي خصوصيات ژنوتيپي
ــتيب ــنجو  س ــجدا پ ــاس   هي ــه براس ــايي ك ي باكتري

هـاي بيوشـيميايي، فنـوتيپي و بيمـاريزايي بعنـوان      آزمون

Xaj، ،در آزمون  شناسايي شده بودندrep-PCR   مـورد

  ).5تا  3هاي (شكل استفاده قرار گرفتند

 ،Xajهـاي  آناليز عددي خصوصيات ژنوتيپي جدايه
ــا اســتفاده از ســه آغــازگر  ــا BOXو  REP ،ERICب ، ب

بطـور   Ntsys-pc version 2.02استفاده از نـرم افـزار   

  جداگانه و نيز تركيبي انجام شد. 

حاصل از تكثير قطعـات  نقوش الكتروفورزي در آناليز 

و در  REPآغـازگر   با اسـتفاده از ،بين نواحي حفاظت شده

 93هاي باكتريايي در سطح تشابهجدايه ،rep-PCRآزمون 

- . گروه يك شـامل جدايـه  درصد به دو گروه تقسيم شدند

  ،Y1 ،Y2 ،C1 ،C8 ،C9 ،Y6 ،Y4، C2 ،B1 ،B2هاي 



 ٧٨ ... rep-PCRهاي ژنوتيپي و الگوي پور: بررسي ويژگينجفيو  پورموسوي

B3 ،Y4 ،C3 ،D3 ،D4 ،Y5 ،C6 ،C7 ،B5 ،Y3 ،

D1  وC4 هــاي گــروه دوم شــامل جدايــه وB4 ،D2  و

C4  6بودند (شكل.(  

ها در سطح تشابه ، جدايهBOXبا استفاده از آغازگر 

درصد به دوگروه تقسـيم شـدند، كـه در گـروه يـك       89

، Y1  ،Y2 ،C1 ،C8 ،C9 ،Y6 ،Y4 ،C2هــاي  جدايــه 

B1 ،B2 ،B3 ،Y4 ،C3 ،D3 ،D4 ،Y5 ،C6 ،C7 ،

D2 ،C4 ،B5 ،Y3 ،D1  وC4 ي جدايهوB4   به تنهـايي

  ). 7در گروه دوم قرار گرفت (شكل 

  
  

جدا شده از بـرگ و ميـوه درختـان گـردو     ، Xanthomonas arboricola pv. juglandisهاي مشخصات جدايه -1جدول 

  استان كهگيلويه و بويراحمد
Table1. Characteristics of Xanthomonas arboricola pv. juglandis, isolated from walnut′s leaf and 

fruit in Kohgilouye and Boyer Ahmad province 

Location of 

sampling  
Plant tissue Code of isolate  

Yasouj   Leaf  Y2  
Yasouj Fruit Y5  

Yasouj Fruit  Y6  
Seasakht  Leaf  C4  

Seasakht Leaf  C2  
Dehdasht Leaf D1  

Bahmaee Leaf  B2  

Bahmaee Fruit  B4  

Bahmaee Fruit  B3  

Bahmaee Leaf B1  

Yasouj Fruit  Y4  

Seasakht Leaf  C3  

Seasakht Leaf  C1  

Dehdasht Leaf D2  

Seasakht Fruit  C7  

Dehdasht Fruit  D3  

Dehdasht   Leaf D4  

Yasouj  Leaf Y1  

Seasakht  Fruit C6  

Seasakht  Fruit C5  

Seasakht  Leaf C8  

Seasakht   leaf C9  

Yasouj  leaf Y3  

Yasouj  Fruit Y7  

Bahmaee   Leaf B5  

  



 1397 تابستان، 2شماره  41)، جلد يكشاورز ي(مجله علم ياهپزشكيگ

 
 

٧٩ 

عامل سوختگي باكتريايي گردو در  Xanthomonas arboricola pv. juglandisهاي خصوصيات فنوتيپي جدايه -2جدول 

  استان كهگيلويه و بويراحمد
Table 2. Phenotypic characteristics of Xanthomonas arboricola pv. juglandis isolates, casual agent of 

walnut bacterial blight in Kohgilouye and Boyer Ahmad province. 

Result *  Test name  Result  Test name  

-  Gram reaction(3% 
KOH)  

-  3% NaCl 
tolerance  

+  Oxidative growth  +  Starch hydrolysis  

-  Oxidase reaction  -  Endol production  

+  Xanthomonadin 
production  

+  Levan production  

+  catalase  +  Glucose  

+  lecitinas  -  D-alanine  

+  H2S production 
from cystein  

-  L- arabinose  

+  Gelatin 
hydrolysise  

+  L- asparagines  

-  Arginine 
dehydrolase  

+  Cellobiose  

+  Tween hydrolysis  +  D- rhibose  

+  Asculine 
hydrolysis  

-  D- sorbitol  

+  Geranium 
hypersensitive  

-  L-rhamnose  

-  urease  -  D- mannitol  

+  Growth at 35ºC  +  L- serin  

-  Fluorescent on 
KB 

+  D- melibiose  

+  Yellow pigment 
on YDC  

+  L- arabitole  

+  2%NaCl tolerance  +  Sucrose  

+  Swarming 
movement  

+  Mannose  

  عدم واكنش -توليد واكنش؛ *+ 
*+ Reaction was seen; - reaction was not seen 

  

ها در سـطح تشـابه   ، جدايهERICبا استفاده از آغازگر 

درصــد در دو گــروه قــرار گرفتنــد كــه در گــروه يــك  73

، Y1  ،Y2 ،C1 ،C8 ،B4 ،Y6 ،Y4 ،C2هـــاي جدايـــه

B1 ،B2 ،B3 ،Y4 ،C3 ،D3 ،C5 ،D4 ،Y5 ،C6 ،C7 ،

D2 ،C4 ،B5 ،Y3 ،D1  وC4   و در گـــروه دوم جدايـــه

C9  8قرار گرفت (شكل.(  

  

  

ــا ســه آغــازگر    ــوتيپي ب ــاليز  تركيبــي خصوصــيات ژن آن

REP ،BOX  وERIC ــه  82هــا را در ســطح احتمــال جداي

، Y1  ،Y2درصد در دو گروه قرار داد كه گروه يك شامل 

C1 ،C8 ،C9 ،Y6 ،Y4 ،C2 ،B1 ،B2 ،B3 ،Y4 ،C3 ،

D3 ،D4 ،Y5 ،C6 ،C7 ،D2 ،C4 ،B5 ،Y3، D1   وC4 

  ).9در گروه دو قرار گرفت (شكل  B4بود و تنها جدايه 
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جداشده از مناطق مختلف  Xanthomonas axonopodis pv. juglandisهاي يهسوبيوگرام نتايج آزمون آنتي -3جدول

  كهگيلويه و بويراحمد استان
Table 3. Antibiogram results of Xanthomonas arboricola pv. juglandis isolated from various area in 

Kohgilouye and Boyer Ahmad province 
*

 result  Antibiotic  

+  tetracyclin  

+  chloramphenicol  

-  amoxicillin  

-  nitrofurantoin  

+  amikacin 

-  cloxacillin  

+  kanamycin  

-  cephalexin  

+  gentamycin  

+  ciprofloxacin  

-  penicillin  

  عدم جلوگيري از رشد (مقاوم).  -+ جلوگيري از رشد (حساس)،  *:
*+ growth inhabitation (susceptible), - growth as usual (resistance) 

 

  

 
 

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

، جداشده از برگ گردوي سي  Xanthomonas axonopodis pv. juglandisايي سويه نتيجه آزمون بيماريز  -2شكل 

  سمت راست شاهد، سمت چپ تيمار ؛)C1( سخت
Figure 2. Pathogenicity test result of Xanthomonas arboricola pv. juglandis, isolated from walnut leaf 

in Seesakht (C1); right, control; left treatment. 
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 100، ماركر مولكولي  REP: Mبا استفاده از آغازگر  X. arboricola pv. juglandisهاي اثر انگشت ژنتيكي جدايه -3شكل 

؛ C7، 9؛ لاين C2، 8؛ لاين C5، 7؛ لاينC6، 6؛ لاين D3، 5؛ لاين B3، 4؛ لاين B2،3؛ لاينY2، 2؛ لاين Y1، 1جفت بازي؛ لاين

 ، آب مقطر استريل (كنترل منفي).13و لاين  Y7، 12؛ لاين D4،11؛ لاين C8، 10لاين 

Figure 3. Genetic fingerprint of Xanthomonas arboricola pv. juglandis isolates, using REP primers: 

M, 100bp molecular weight marker; lane1, Y1; lane2, Y2; lane3. B2; lane4, B3; lane5, D3; lane6, C6; 

lane7,C5; lane8, C2; lane9, C7; lane10, C8; lane11, D4; lane12, Y7 and lane13, distilled water 

(negative control).  

 

 
، مـاركر مولكـولي   ERIC :Mبا اسـتفاده از آغـازگر     X. arboricola pv. Juglandisهاي اثر انگشت ژنتيكي جدايه-4 شكل

؛ لايـن  D3: 8؛ لاين C5، 7؛ لاين C3، 6؛ لاين B1، 5؛ لاين C1، 4؛ لاين Y3، 3؛ لاين Y2، 2؛ لاين Y1، 1جفت بازي؛ لاين 100

9 :C9 10؛ لاين :C7 11؛ لاين :Y7 آب مقطر استريل ( كنترل منفي).12و لاين :  
Fig 4. Genetic fingerprint of Xanthomonas arboricola pv. Juglandis isolates, using ERIC primers: M, 

100bp molecular weight marker; lane1, Y1; lane2, Y2; lane3, Y3; lane4, C1; lane5, B1; lane6, C3; 

lane7, C5; lane8, D3; lane9, C9; lane10,C7; lane11, Y7 and lane12, distilled water (negative control).  

 

 
 100، مـاركر مولكـولي   Box:Mبا استفاده از آغـازگر   X. arboricola pv. juglandisهاي جدايه تيكياثر انگشت ژن -5شكل

: 9؛ لايـن  C4: 8؛ لايـن  C3، 7؛ لايـن   B4،6؛ لاين D4، 5؛ لاين B1، 4؛ لاين B2، 3؛ لاين C1، 2؛ لاين Y3، 1جفت بازي؛ لاين

C6 10؛ لاين :D3 11؛ لاين ،Y5 12؛ لاين ،Y6  آب مقطر استريل (كنترل منفي).13و لاين ،  
Figure 5. Genetic fingerprint of Xanthomonas arboricola pv. Juglandis isolates, using BOX primer: 

M, 100bp molecular weight marker; lane1, Y3; lane2, C1; lane3, B2; lane4, B1; lane5, D4; lane6, B4; 

lane7, C3; lane8, C4; lane9, C6; lane10,D3; lane11, Y5; lane12, Y6 and lane13, distilled water 

(negative control).  
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آغازگر  استفاده از با rep-PCR در آزمون  Xanthomonas arboricola pv. juglandis هايدندروگرام جدايه - 6شكل

REP آمده است. 1. مشخصات جدايه ها در جدول  
Figure 6. Dendrogram related to Xanthomonas arboricola pv. juglandis isolates using REP primers in 

 rep-PCR test. Characteristics of isolates were shown in table 1. 

 

 

  

 
 ـدندروگرام جدايـه  -7شكل  آغـازگر  اسـتفاده از  بـا   rep-PCRدر روش Xanthomonas arboricola pv. juglandisاي ه

Box آمده است. 1. مشخصات جدايه ها در جدول 

Fig 7. Dendrogram related to Xanthomonas arboricola pv. juglandis isolates, using BOX primers in  

rep-PCR test. Characteristics of isolates were shown in table 1. 
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. ERICآغـازگر  اسـتفاده از  بـا  rep-PCR در آزمـون  X. arboricola pv. juglandisهـاي دنـدروگرام جدايـه   -8شـكل  

  آمده است. 1مشخصات جدايه ها در جدول 
Figure 8. Dendrogram related to Xanthomonas arboricola pv. juglandis isolates using ERIC primers 

in  rep-PCR test. Characteristics of isolates were shown in table 1. 
 

  
 
 

 
 آغازگرهـاي اسـتفاده از  بـا  rep-PCR در آزمـون  X. Arboricola pv. juglandisهـاي جدايهتركيبي دندروگرام  -9شكل

BOX ،ERIC  وREP آمده است. 1. مشخصات جدايه ها در جدول 

Figure 9. Dendrogram related to Xanthomonas arboricola pv. juglandis isolates using BOX, ERIC 

and REP primers in  rep-PCR test. Characteristics of isolates were shown in table 1. 
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  بحث
درختـان   1391و 1390هـاي  طي بهار و تابسـتان سـال  

گردو در مناطق مختلف اسـتان كهگيلويـه و بـوير احمـد     

زديد مورد با دهدشت و بهمعي ياسوج، سي سخت،شامل 

هـاي داراي علائـم  مشـابه    قرار گرفتـه و از بـرگ و ميـوه   

-فت. از بافـت بلايت باكتريايي نمونه برداري صورت گر

جدايـه بدسـت آمـد كـه همگــي      25هـاي مـورد بررسـي    

متحرك، گرم منفي، هـوازي اجبـاري، اكسـيداز منفـي و     

  كاتالاز مثبت بودند. همچنين از قندهاي سلوبيوز، گلوكز 

جدايه هـا قـادر بـه هيـدروليز      و مانوز، اسيد توليد كردند.

ــد   ــته و تولي ــيط   H2Sنشاس ــوده و روي مح ــتئين ب از سيس

-جدايه هاي زرد رنگ ايجاد كردند. پرگنه YDCكشت 

؛ Mahsoul et al., 1989( هاي افتراقـي ها براساس آزمون

Golmohammadi et al., 2002 ؛Azadbakht et al., 

؛ Gardan et al., 2000؛  Ashrafi et al., 2010 ؛ 2006

Schaad et al., 2001 ؛Fahy and Persley, 1983( 

كشــت  شـامل عـدم توليـد رنـگ فلورسـنت روي محـيط      

KBهاي لعابي و گنبدي روي محيط كشت ، توليد پرگنه

NASهـــاي گلـــوكز، ، اســـتفاده از قنـــدها و اســـيدآمينه

ــلوبيوز، ال    ــرين، س ــانوز، ال س ــوز، دي م ــوكروز، دي ريب س

بيـوز، ال آرابيتـول و عـدم    آرابينوز، ال آسپاراژين ، دي ملـي 

تول، دي آلانين، دي سوربيتول، ال رامنـوز  استفاده از دي ماني

تشخيص داده شـدند.  در برخـي   Xaj بعنوان  و دي آلانين

بدست آمده در تحقيـق  هايي ميان نتايج آزمون ها تفاوت

هاي ساير پژوهندگان به چشـم مـي خـورد.    حاضر و يافته

  Mahsoulتوسط  هاي انجام شدهال در بررسيبعنوان مث

 et al. )1989 (80 نينشاسته و توئ زيدروليدر ه هاهيجدا 

، در حاليكه در مطالعـه حاضـر،   تفاوت داشتند گريبا همد

 .جدايه ها از اين جهت تفاوتي با يكديگر نشان نمي دادند

  .Golmohammadi et alهمچنــين در پــژوهش   

 نينشاسته، ژلات زيدروليه تيها در قابل هيجدا نيب) 2002(

و  توليتحمـل نمـك طعـام و اسـتفاده از سـورب      ن،يو كازئ

عــلاوه بــراين نتــايج  .تفــاوت وجــود داشــت نيآلانــ -آل

آزمون اكسيداز در تحقيق حاضر منفي ارزيابي شد كه بـا  

) مغاير اسـت.  وي در  Mohammadpour )2002نتايج 

هاي عامـل  د در استان آذربايجان شرقي جدايهبررسي خو

  زارش كرد.بلايت گردو را اكسيداز مثبت گ

در آزمون فوق حساسـيت، سوسپانسـيون بـاكتري بـه     

 24-48هــاي شــمعداني تزريــق شــد. بعــد از  درون بــرگ

ي ايجـاد شـد   و خشـك  هاي سوخته سفيدرنگساعت لكه

كه نشان دهنده مثبت بودن آزمون و در نتيجه تاييـدي بـر   

  هاي مذكور است. زا بودن جدايهبيماري

ها از نشان داد كه كليه جدايههاي فنوتيپي نتايج آزمون    

لحاظ خصوصيات فنوتيپي نسبتا يكنواخت بوده و تنها در 

مواردي اختلافات اندكي در خصوصيات تغذيه اي يا 

اين تفاوتها بسيار ناچيز بوده و موجب داشتند.  بيوشيميايي

  د. نگردي هاي مختلفتمايز جدايه ها به گروه

بـه   همترين آزمـون آزمون بيماري زايي اصلي ترين و م    

هـاي  زا بودن بـاكتري زا يا غير بيماريمنظور تعيين بيماري

باشد. آزمون بيمـاري زايـي   يجداسازي شده از گياهان م

هـاي گـردو انجـام    هـاي مـورد مطالعـه، روي ميـوه    جدايه

ت نقـاط  روز به صـور  10گرفت كه علائم بيماري بعد از 

ايـن   گرديد.هاي گردو ظاهر سياه و مدوري بر روي ميوه

هاي مورد بررسي متعلق بـه  نتيجه نشان مي دهد كه جدايه

ند، زيـرا براسـاس تعريـف    بود X. a. juglandisپاتووار 

اوليه پاتووار، تشخيص قطعـي هـر پـاتووار تنهـا از طريـق      

و اوليـه امكانپـذير اسـت     انجام آزمون روي ميزان اصـلي 

)Dye et al., 1980.(  

ه آنتي بيوتيـك، كليـه جدايـه    در آزمون حساسيت نسبت ب    

هــاي آميكاســين، كانامايســين، هــا نســبت بــه آنتــي بيوتيــك

بودنـد.  كلرامفنيكل، سيپروفلوكساسين و تتراسايكلين حساس 

تـوان  مـي  تلفيقي كنترل بيماري،هاي بنابراين در اجراي برنامه

مـورد   ، ايـن آنتـي بيوتيـك هـا را نيـز     هـا روشدر كنار ساير 

- مـه جدايـه هـا نسـبت بـه آنتـي      در مقابل هد. دااستفاده قرار 

ســــيلين، كلوكساســــيلين،  هــــاي آموكســــي بيوتيــــك

سيلين مقاوم بودند. اكثر اين نيتروفورانتوئين، سفالوسين و پني

هـاي سـنتز ديـواره سـلولي     ها از گروه بازدارندهآنتي بيوتيك

ذهن نبود زيـرا   (لايه پپتيد وگليكان) هستند. اين نتيجه دور از
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 يهـاي گـرم منفـي بـه دليـل داشـتن غشـا       باكتري بسياري از

خــارجي حساســيت كمتــري نســبت بــه ايــن گــروه از آنتــي  

  ).Schaad et al., 2001بيوتيك ها دارند (

در آزمون  Xajدر پژوهش حاضر بيست و پنج جدايه 

rep-PCR  مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد. اســتفاده از ايــن

هـايي  با انـدازه  DNAنشانگرها، منجر به تكثير قطعاتي از 

 مختلف در جدايه ها گرديد. 

ــورزي   ، rep-PCRدر آزمــون      ــاليز نقــوش الكتروف آن

بـا  حاصل از تكثيـر قطعـات بـين نـواحي حفاظـت شـده،       

-، جدايـه  ERICو REP ،BOXهاي آغازگر استفاده از

% 73% و89%،  93هاي باكتريايي به ترتيب در سطح تشابه 

آنـاليز  تركيبـي خصوصـيات    به دو گـروه تقسـيم شـدند.    

، ERICو  REP ،BOXسه آغـازگر  هر با  ،Xajژنوتيپي

درصـد در دو گـروه    82ها را در سطح احتمـال  نيز جدايه

  قرار داد. 

-repنقوش حاصل از واكـنش   دقت دربا  ،در مجموع    

PCR  ــزاري آن هــا ــرم اف ــاليز ن ــالا ،و آن ــان ي يتشــابه ب مي

نتايج حاصله نشان داد كه با استفاده د. مشاهده شها جدايه

ــه    ــه گان ــاي س ــايي   rep-PCRاز آغازگره ــه تنه ــا ب و ي

از  Xajهـاي مختلـف   بصورت تركيبي، جداسـازي سـويه  

يكــديگر در اســتان كهگيلويــه و بويراحمــد امكــان پــذير 

-تيجه گرفت كـه جدايـه  بر همين اساس مي توان ننيست. 

از لحاظ خصوصيات  ،كورذمدر استان  Xajهاي مختلف

ــاس   ــوتيپي براسـ ــاي  rep-PCRژنـ ،  REPو آغازگرهـ

ERIC  وBOX   ايـن نتيجـه بـا    . تنوع بسيار پـائيني دارنـد

 ت دارد. بعنـوان مثـال  غـاير هاي برخـي پژوهنـدگان م  يافته

Scortichini et al. (2011)   سويه باكتري  61با مطالعه

 كـه  دريافتنـد  كه از سراسـر دنيـا جمـع آوري شـده بـود،     

هاي متمـايزي دسـته   ه گروهسويه ها ب rep-PCRبراساس 

. شوند كه با منطقه جغرافيايي آن هـا تطـابق دارد  بندي مي

كه احتمالا در اين مناطق  گيري نمودندآن ها چنين نتيجه

همـين  ه هاي محلي توليد و استفاده شده است و بگياهچه

انـد  خاصـي بـا ايـن گياهـان تطـابق يافتـه       هـاي ويهدليل س

)Scortichini et al., 2001.(  ،25در تحقيقي ديگر نيز 

منـاطق  هاي مختلف در ميزبانكه از  X. c. citriي جدايه

 rep-PCRشرقي مالزي جداسازي شده بود با اسـتفاده از  

به كلاسترهاي مختلفي تقسيم بندي شـدند كـه بـا منطقـه     

   ).Arshadi et al., 2013( جغرافيايي آن ها تطابق داشت

هـاي  ي پـژوهش حاضـر بـا يافتـه    طرف ديگر، نتيجه از    

و  Xajي روي پژوهنـدگان ايران ـ هـاي  پژوهشتعدادي از 

 Saeediتطابق دارد.  Xajهاي نزديك باپاتووارها و گونه

Madani et al. )2010( ،37 ــه  .X. aيجدايـ

malvacearum هـاي  اسـتان  پنبـه در  هـاي بوتـه  را كه از

-repآوري شـده بـود بـا آزمـون     سمنان و گلسـتان جمـع  

PCR       مورد مطالعه قـرار داده و اذعـان نمودنـد كـه هـيچ

-لاف ژنتيكي معنـي داري ميـان جدايـه   گروهبندي يا اخت

 25در تحقيقـي ديگـر    .اين دو استان وجود نداشـت هاي 

هـاي فـارس، هرمزگـان،    از اسـتان  X. c. citriي جدايـه 

ــا    ــتان ب ــتان و بلوچس ــان و سيس ــابي  rep-PCRكرم ارزي

هاي سيستان آن ها نيز نشان داد غير از جدايهنتايج  شدند.

نـد، سـاير   گرفتو بلوچستان كـه در گروهـي متمـايز قـرار     

جدايه ها با يكديگر اختلاف ژنتيكي چنداني نداشته و در 

آن هـا علـت جداشـدن    . گرفتنـد يك كلاستر واحد قرار 

شـرايط  هـا را  سيستان و بلوچستان از ساير سويه هايسويه

 ,.Rezaei et alاقليمي خاص اين استان عنوان نمودند (

 هـاي و پـژوهش تحقيـق  هاي اين يافتهبا توجه به  ).2012

، مي توان چنين نتيجه گيري نمـود عليـرغم توانـايي    مشابه

rep-PCR هاي مختلف براي جداسازي سويهXaj  كه از

كشورهاي مختلف جمع آوري شده انـد، اسـتفاده از ايـن    

منطقـه  متعلق به يـك   هايبراي تمايز سويه احتمالا روش

مناسـب بنظـر نمـي    جغرافيايي خـاص ماننـد يـك اسـتان،     

   رسد.
 

  قدرداني
بدينوسـيله از حمايـت و    ،نويسندگان مقالـه ي حاضـر       

هاي معاونت محترم پژوهشي و فناوري دانشـگاه  همكاري

فراهم نمودن شـرايط  از جهت  اسلامي واحد جهرم،آزاد 

  .نمايند ژوه سپاسگزاري ميرمناسب براي انجام اين پ
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Abstract 

Background and objective 

Walnut bacterial blight, caused by Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj) is one of the 

most important diseases, causing severe damage at the presence of moisture and the optimal 

temperature for the development of the disease. The aim of this study was walnut bacterial 

blight detection, in Kohgiluye and Boyer- Ahmad province and evaluation of genetic 

diversity of Xaj strains using rep-PCR.  

Materials and methods 

During 2011-1012, several samples of walnut′s leaf and fruit, showed bacterial blight 

symptoms, were collected from Kohgiluyeh and Boyer- Ahmad province of Iran. Bacterial 

isolates were studied with bacteriological standard methods. Moreover, genetic fingerprint of 

Xaj strains were evaluated and phylogenetic tree of them was drawn.  

Results 

Twenty five isolates of Xaj were showed small, relatively prominent with yellow colony. All 

isolates were oxidative, Gram and oxidase negative but catalase positive. They hydrolyzed 

starch and able to produce H2S from cystein and formed yellow colonies on YDC medium.  

Discussion  

On the basis of biochemical, phenotypical and virulence test, presence of Xaj in Kohgiluyeh 

and Boyer- Ahmad province, was revealed. This is the first report of walnut bacterial blight 

disease in Kohgiluyeh and Boyer-Ahmad province. Genotypic characterization of isolates 

also was assayed with rep-PCR. All isolates were similar at 73% similarity level, but any 

relationship among clusters and geographic area were not observed. 
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