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  چكيده
درخت ترشح شيره از تنه و  يچوب مركز يدگيپوس كه باعث در درختان چوب سخت است ييبيماري باكتريايك بيماري چوب خيس 

 از يبخش در سطح شهر مشهدساقه درختان توت و پالونيا  درچوب خيس  لائمي ميكروارگانيسمهاي همراه با عيمنظور شناساه ب .ميشود

نشان داد كه مقايسه توالي بدست آمده با بانك ژن نتايج  شد. يتوال نييتعمانند سازي و ه سپس وپرگنه ها جداسازي  16SrDNA ژن
  د.ندار Bacillus mojavensis و Bacillus pumilus يادي به باكتري هايشباهت زپرگنه هاي جداسازي شده 

  
   فيلوژنيچوب خيس،  : كلمات كليدي

  
  مقدمه 

چوب  در يدگيپوس كه باعث درختان چوب سخت استغير عادي در  بيمارييك  كف آلود چوب يدگيپوسيا  بيماري چوب خيس
، توت، زبان گنجشك، صنوبر، بلوط، افرا ر چنار،ينظ يه دار و جنگليسارختان . اين بيماري در دامنه وسيعي از دميشود درخت يمركز

عمده علائم  مشاهده ميشود. درخت . علائم بيماري در تنه، ساقه هاي مسن يا ريشه)4( بازدانگان مشاهده ميشود نارون، بيد، صنوبر، و
ن مناطق مقدار زيادي يدرا .)7و4( است يدگيو پوس يسيتنه درخت است كه توام با حالت خ ررنگ چوب بخصوص درمركزييتغ بيماري

اين بيماري در بافتهاي جوان يا چوب نرم وجود ندارد.  .)7و4( شوديشده كه همراه با ترشحات كف آلود از بافت خارج م ديتول گاز
بيمار آبسوخته، تيره رنگ و بدبو هستند بافتهاي  آوند چوبي در گياهان مبتلا به عارضه تيره تر بوده و مايع آوندي به چوب نرم نفوذ ميكند.

كه سطح زخم و تنه درخت را ميشود از محل زخمها ترشحات تيره يا سفيد رنگي ترشح  )7و4( و توسط بافت سالم احاطه ميشوند.
بيماري وجود  بافت كامبيوم تخريب شده و امكان توليد كالوز در محل زخم و بهبود ترشح شده پوشش ميدهد. به علت اسيديته پائين شيره

 .)7و4(مي شود  زردي و پژمردگي شاخساره و خشك شدن سرشاخه ها نيز مشاهدهديگري از جمله . در درختان آلوده علائم )7و4( ندارد
 ، Bacillus ، Lactobacillus ، Entrobacterاز گونه هاي باكتري هاي  يك بيماري باكتريائي در چوب درختان زنده است. خيسوب چ

Erwinia ، Pseudomonas ، Xanthomonas  وClostridium  معمولا يك خيس بيماري چوب . )8و6ند (داسازي شده اجاز گياهان بيمار
 .)4( در جنگلها و صنايع چوب اهميت اقتصادي زيادي دارد كنشود ليعارضه كشنده نيست هر چند كه باعث زوال تدريجي درخت مي

براي تعيين عوامل همراه با عارضه  .ميشود در سطح شهر مشهد مشاهده ياو پالون توت درختان مشابه با بيماري چوب خيس در يعلائم
  ريبوزومي آنها انجام شده است. .اي ان. .دي، تعيين ترادف قسمتي از چوب خيس در مشهد پس از جدا سازي
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  مواد و روش ها 
لي را صتان توت و پالونيا كه علائم ترشح شيره از تنه ااز ساقه درخي ميكروارگانيسمهاي همراه با عارضه چوب خيس يمنظور شناساه ب 

ه و درجه سانتي گراد قرار داده شد 28و در دماي گار غذايي كشت آدر محيط  يسطح يازضدعفون پسنمونه ها  ونمونه برداري  داشتند
 وشده  استخراج ييايقل زيل روش به ها هيازجدا يتعداد دي. ان. اي. باكتري ييشناسا منظور به رگنه هاي ايجاد شده خالص سازي شدند.پ

 1492Rو 27F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)عمومي يآغازگرها لهيوس هب  16SrDNA ژن از يبخش

(ACGGTTACCTTGTTAGGACTT) ترادف بدست آمده به  شد. يتوال نييپس از خالص سازي تعواكنش  محصول و )10( شد ريتكث
ترادف نهايي حاصل از خوانش دو رشته بدست آمد. ترادف بدست آمده بوسيله نرم افزار بررسي و  DNASTAR Ver5.00وسيله نرم افزار 

BLAST  با ترادفهاي موجود در بانك ژن مقايسه شد. ميزان شباهت ترادفهاي بدست آمده با ايزوله هاي مشابه بانك ژن بوسيله نرم افزار
SDT ) آناليز فيلوژني جدايه ها بروش5محاسبه شد .( neighbor- joining  توسط نرم افزارMEGA 5.1 ) 9انجام شد .(  

 
  نتايج

 ها سرشاخه و شود. ازمنافذ يا تركهاي موجود در تنهيم مشاهده آنها پوست و خطوط تيره رنگ در بوده يجيتدر داراي زوال ماريب درختان
از چوب  .)7و4()1پخش ميشود (شكل كه بروي تنه درخت  بود يجار رنگسياه يا شيري آلود  كف ترشحات و زخمهاي ناشي از هرس

 و سفيد رنگ منشعب شكل، رشته اي از پرگنه ها بروي محيط آگار غذاييرخي جداسازي شد. ب دو تيپ كلونينمونه هاي كشت داده شده 
الونيا از مناطق بودند. پرگنه هاي مشابه از چوب درختان توت و پ با حاشيه نامنظم و تيره رنگ چروكيده بودند در حاليكه ساير پرگنه ها
 سلولهاي باكتري همانند سازي شد. 16SrDNA جفت بازي از 1500در واكنش زنجيره اي پلي مراز قطعه مختلف مشهد جداسازي شد. 

 Bacillus و Bacillus pumilusبه باكتري هاي شباهت زيادي بدست آمده  يدينوكلئوت هاييتوالنتايج آزمون بلاست نشان داد كه 

mojavensis پرگنه هاي رشته اي، منشعب و سفيد رنگ. ددار Bacillus pumilus  در حاليكه پرگنه هاي چروكيده با حاشيه نامنظم و تيره
 شباهت درصد 6/97-2/90با ساير جدايه هاي بانك ژن  B.pumilus جدايه 16S rDNA. )8( شناسايي شدند Bacillus mojavensis رنگ

پرتغال، اسپانيا، كره، تايوان و بعضي از ايزوله هاي هند در يك گروه قرار در دندروگرام ترسيم شده اين جدايه با جدايه هاي داشت. 
-7/88 نيز B.mojavensisجدايه  بود. درصد 98,1گزارش شده از ايران  B.pumilusديگر  جدايهشباهت اين ايزوله با  .)2شكل ( گرفتند

در  B.mojavensisدر دندروگرام ترسيم شده ترادف حاصل همراه با ساير ايزوله هاي  ي بانك ژن تشابه داشت.درصد با جدايه ها 2/90
 Bacillus گونه هاي ).2( )3(شكل  جدا شدند B.subtilisو B.axarquiensisيك شاخه قرار گرفتند و از گونه هاي نزديك به آنها همچون 

 B.mojavensisو  B.pumilus ). همچنين هر دو گونه8و6خيس پيشتر نيز جداسازي شده اند ( درختان با علائم چوب ازLactobacillus و 
  )9گياهان متعددي جداسازي شده اند (از  1به عنوان باكتري هاي اپي فيت يا محرك رشد

                                                            
1 Plant growth prompting rhizobacteria (PGPR) 
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خالص سازي (د)  Bacillus mojavensis) و (ج Bacillus pumilus: علائم بيماري چوب خيس در توت (الف) و پالونيا (ب). مرفولوژي پرگنه هاي  1شكل 

  شده از درختان آلوده



 

 ٤

 FJ686825.1-Bacillus pumilus strain NB3-Taiwan

 KF632441.1-Bacillus pumilus strain NJ51-South Korea

 GU585759.1-Bacillus pumilus strain BS-223-India

 KC250164.1-Bacillus pumilus strain BAB-612-India

 KC545834.1-Bacillus pumilus strain TPS-2-India

 GU585759.1-Bacillus pumilus strain BS-223-India

 FJ883626.1-Bacillus pumilus strain P1-71/08C2-Spain

 JN699024.1-Bacillus pumilus strain Bp16-Portugal

 Bacillus pumilus-iran

 EU249561.1-Bacillus pumilus strain DFVB12-Italy

 JN381551.1- Bacillus pumilus strain SRS11-India

 FJ938166.1-Bacillus pumilus strain TiO1-India

 FJ705814.1-Bacillus pumilus strain QMA0239-Australia

 JQ712508.1-Bacillus pumilus strain BA6-3-Tunisia

 GQ398413.1-Bacillus pumilus strain SG2-China

 HQ625388.1-Bacillus pumilus strain RRLKE3-India

 KF853108.1-Bacillus pumilus strain BAB-2864-India

 JX680132.1-Bacillus pumilus strain MCCC 1A08154-China

 GU204959.1-Bacillus pumilus strain Lst1-Iran

 EU780103.1-Bacillus pumilus strain DT83-China

 AY456263.1-Bacillus pumilus strain DSMZ27-Italy

 FJ743437.1-Bacillus pumilus strain VIT BP-India

 AY294325.1-Bacillus pumilus-New Zealand

 EU167543.1-Bacillus pumilus strain ST267-China

 GU084168.1-Bacillus pumilus strain SYBC-W-China

 EU167544.1-Bacillus pumilus strain M267-China

 EU513395-Bacillus licheniformis strain TMPSB-D1

 JQ433875-Bacillus subtillis strain NG 05
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به وسيله  neighbor joiningجداسازي شده از توت با ساير جدايه هاي بانك ژن. رسم دندروگرام به روش  Bacillus pumilus جدايهرابطه : دندروگرام  2شكل 

  .م شده استانجا bootstrapeتكرار در ارزيابي  1000با  MEGA5نرم افزار 
 

 Bacillus axarquiensis strain 264ZY3

 Bacillus mojavensis JF-2 16S

 EF433405.1- Bacillus mojavensis strain BCRC 17124

 KF765925.1- Bacillus mojavensis strain T2 16S

 HF584832.1| Bacillus mojavensis

 Bacillus mojavensis-iran

 DQ993671.1- Bacillus axarquiensis strain LMG 22476

 JX843765.1- Bacillus axarquiensis strain GS3

 |KC250263.1- Bacillus axarquiensis strain BAB-2256

 KF156784.1- Bacillus mojavensis strain CWBI-B1576

 KC788149.1-Bacillus axarquiensis strain 3 ZL-32

 Bacillus subtilis strain DA7 16S

 Bacillus subtilis strain DA6 16S

 Bacillus pumilus-iran

19

18

41

0.05  
به  neighbor joiningجداسازي شده از توت با ساير جدايه هاي بانك ژن. رسم دندروگرام به روش  Bacillus mojavensis : دندروگرام رابطه جدايه 3شكل 

 .انجام شده است bootstrapeتكرار در ارزيابي  1000با  MEGA5وسيله نرم افزار 
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Abstract 
 
Wetwood disease is a bacterial disorder in hardwood trees, induce heart rot and fluxing. To investigate bacteria associated 
with wetwood disease, microflora were isolated from stems of morus and Paulownia trees and partial length of 16S rDNA 
were amplified in PCR and sequenced. Analysis of 16s rDNA sequences indicated presence of Bacillus pumilus and 
Bacillus mojavensis in microflora of diseased trees. 
Keywords: wet wood, gene sequencing, gene bank 


