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  استاد گروه گياهپزشكي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري3دانشگاه تربيت مدرس، 

 14/12/87:  ؛ تاريخ پذيرش13/5/87: تاريخ دريافت

  
  1چكيده

منظـور بررسـي     بـه .  در ايران شيوع پيدا كـرده اسـت        وهاي اخير بيماري شانكر پوستي گرد      در سال 
از اوايل تابـستان تـا اواسـط پـاييز سـال      ، هاي گلستان، مازندران و گيلان  پراكنش اين بيماري در استان    

هـاي درختـان گـردوي داراي علايـم شـانكر             نمونه گياهي مشكوك از تنه و شاخه       100 بيش از    1383
هاي جدا    باكتري .هاي آلوده جدا گرديد     ايه باكتري از بافت    جد 60در مجموع   . ندآوري شد  پوستي جمع 

هـاي   رغم تفاوت در پروفيل پروتئينـي سـلول        شده كم و بيش خصوصيات فنوتيپي مشابهي داشتند و به         
هـاي جـدا     اساس مشخصات مورفولوژيك، بيوشيميايي و فيزيولوژيـك بـاكتري        ها، بر   تعدادي از جدايه  

اين اولين گزارش از وقـوع  .  تشخيص داده شدند Brenneria nigrifluensهاي بيمار، شده از بافت
  .باشد هاي گلستان و گيلان مي اين بيماري در استان

  

  Brenneria nigrifluens گيلان، مازندران، گلستان، :هاي كليدي واژه
  
 

                                                 
  shamsbakhsh@modares.ac.ir:  مسئول مكاتبه*

 گزارش كوتاه علمي
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  مقدمه
نطقـه  از م  سـپس ) 1957ويلـسون و همكـاران،      ( از كاليفرنيـا     اولين بار بيماري شانكر پوستي گردو     

 اسـپانيا    جمله ازساير نقاط جهان    از  بيماري   از آن    پس . گزارش گرديد  )1989رحيميان،   (ساري و نكاء  
) 2004منـارد و همكـاران،      (و فرانـسه    ) 1998ساكاردي و همكاران،    ( ايتاليا   ،)1994لوپز و همكاران،    (

 عامـل  Xanthomonas arboricola pv. pruniاين بـاكتري همـراه بـا بـاكتري      .گزارش گرديد
هاي اخير اين بيماري از      چنين در سال   هم). 1997سوتو،  (غربالي هلو و آلو در كره شناسايي شده است          

و فـارس و كهگيلويـه و       ) 2006حريقـي،   (، كردسـتان    )2004بـرادران و قاسـمي،      (هـاي كرمـان      استان
 .نيز گزارش شده است) 2007كاران، كوپائي و هم يوسفي(بويراحمد 

هاي بيروني پوست تنه و      اي روشن تا تيره در لايه      شامل نواحي نكروزه به رنگ قهوه     علايم بيماري   
صورت نقاط تاول مانند كروي به قطـر حـدود يـك           انشعابات اصلي درخت بوده كه در مراحل اوليه به        

ترين لايه پوسـت تـشكيل       در زير خارجي  متر در ناحيه كورتكس و        ميلي متر و بلندي تقريبي يك     سانتي
اي رنگـي از آن      ها با يك روزنه يا شكاف پاره شده و شيرابه قهـوه            در فصل تابستان اين جوش    . دش مي

ثير قرار گرفته   أت ها سطح وسيعي از پوست تحت      با توسعه آلودگي و ازدياد تعداد جوش      . شود خارج مي 
بـرگ،  (هـا   مم بيماري روي ساير انـدا ي علا.شود  مينماياناي  صورت گسترده اي به هو ترشح شيرابه قهو   

ويلـسون و  (گزارش نشده و حتي با تزريق نيز علايم روي بـرگ ايجـاد نـشده اسـت        ) ها و ميوه   جوانه
 ميـسر   همنـاطق آلـود     عامـل و    دقيق كنترل بيماري بدون شناخت   اين كه    با عنايت به   ).1957همكاران،  

پوستي درختان گـردو    شانكر   عامل بيماري    شناسايي دقيق  تعيين پراكنش و     منظور به  اين تحقيق  نيست،
  .گرفتانجام  گلستان، مازندران و گيلانهاي  در استان

  
  ها مواد و روش

 100بـيش از     ،1383  سـال  اسط پـاييز   تابستان تا او   از ابتداي : سازي عامل بيماري  برداري و جدا   نمونه
ف منـاطق مختل ـ   داراي علايم شانكر پوستي   گردوي  درختان  هاي   نمونه گياهي مشكوك از تنه و شاخه      

ب معمـولي و سـپس دو بـار بـا آب            آ با   ها نمونه . شد آوري جمعهاي گلستان، مازندران و گيلان       استان
بافت بيمار و سالم در داخل يك ست تنه و شاخه از حد فاصل و قطعاتي از پ. شسته شدندطر سترونمق

  لـوپ از   يـك  دقيقـه    30 تـا    20پـس از    .  پتري حاوي چند قطره آب مقطـر اسـتريل خـرد شـد             تشتك
 گـرم عـصاره     5ر گليسرول و    تلي  ميلي 10( "اي ام بي آگار   " يافته تغيير طسوسپانسيون حاصله روي محي   
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 بـه مـدت     گـراد  سانتي درجه   28  در دماي  ها تشتك.  گرديد كشت) "اي ام بي  "  محيط يتر ل  هر مخمر در 
گـار  آروي محـيط    سـازي    خالصمنظور   ا و به  دهاي سبز متاليك ج    تك كلني .  روز نگهداري شدند   3-2

 از كشت خـالص بـاكتري كـه         .كشت داده شدند  ) ي در ليتر  ي گرم آگار غذا   23 گرم سوكروز،    5(غذايي  
 ساعت روي محيط آگار غذايي رشد كرده بودند، سوسپانـسيون غليظـي در آب مقطـر                 24-48مدت   به

  .هاي بعدي نگهداري شد گراد براي استفاده  درجه سانتي4استريل تهيه و در دماي 
آميـزي گـرم     براي رنـگ   يافته هر جدايه باكتري       ساعت رشد  24-48هاي   از پرگنه : نوتيپيفهاي   آزمون

ساسـلو  ( استفاده شد كسيد پتاسيم    درصد هيدرو  3محلول  و واكنش در مقابل     ) 2001شاد و همكاران،    (
بـه روش شـاد و       "واي دي سـي   " روي محـيط     دانـه صـورتي     آزمون توليد رنـگ    .)1982و همكاران،   

ليتـر از سوسپانـسيون      ، يك ميلي  زمون تحريك فوق حساسيت    آ  انجام براي . انجام شد  )2001 (همكاران
كلمنـت  (هاي توتون و شمعداني تزريق شد        در پارانشيم تحتاني برگ    cfu/ml 109-108 باكتري حاوي 
هاي باكتريايي، حداكثر دماي رشد و درصد تحمل نمـك           فعاليت پكتوليتيك جدايه  ). 1964و همكاران،   

  ).2001 شاد و همكاران،( تعيين گرديد هاي متداول روشبه طعام 
 بـا قـرار دادن      اكـسيداز آزمـون    ،)1953(سن   هوازي به روش هيو و لايف      آزمون رشد هوازي و بي    

 هيدروكلرايد آمين دي ديتترا متيل پارافنيل درصد  1/0 روي كاغذ آغشته به محلول باكتري اي از گستره
بـراي  . انجام گرفت  )1960( تورنلي يدرولاز با استفاده از روش    ه دي آزمون آرژنين    و) 1956كواكس،  (

 درصد در آب مقطر تهيه و سـه روز          2محيط كشت آماده به مقدار       توليد استوئين     و متيل رد هاي   آزمون
كـوان،  (ها بررسي گرديد  هاي مربوطه واكنش با افزودن معرفها به محيط كشت،  زني جدايه  پس از مايه  

هاي بـاكتري     درصد نشاسته به محيط آگار غذايي هيدروليز نشاسته توسط جدايه          2/0دن  با افزو  ).1974
  .انجام شد) 2001(شاد و همكاران ها به روش  ساير آزمون). 1974كوان،  (شدبررسي 

 درصـد و    5 كننـده  راكمـدر ژل مت ـ  ) 1970( با استفاده از سيستم نا پيوسته لملي          پروتئين الكتروفورز
آميـزي بـا     رنـگ . آمپـر انجـام شـد       ميلـي  25 درصد پلي اكريل آميد با شدت جريان         10 كنندهژل متمايز 

 درصد اسيد اسـتيك     10 درصد آب و   45 درصد متانول،    45محلول يك درصد كوماسي بلو در مخلوط        
بـرداري از ژل      و عكس  انجام) فاقد رنگ (وسيله مخلوط فوق     هبري ب  رنگ. به مدت يك شب انجام شد     

  .)1987و همكاران، آسوبل  (صورت گرفت
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  نتايج
 نمونه مشكوك از استان   15،  مازندران نمونه مشكوك از استان      74 وع مجم در: سازي عامل بيماري  جدا

 شـانكر پوسـتي     نمونه آلوده به   9 و12،  39 تعداد   ترتيب به نمونه مشكوك از استان گيلان       14و   گلستان
. دست آمـد   به)  جدايه از سه استان    60مجموع  در  (بوده و همين تعداد جدايه باكتري از هر استان          گردو  

  . آمده است1جدا شده در اين بررسي در جدول   B. nigrifluensهاي استرين انتشار طقامن
  

 از درختان گردوي مدهدست آ به Brenneria nigrifluensهاي  شماره داده شده به جدايه و آلوده مناطق -1جدول 
  .هاي مازندران، گيلان و گلستان استان

  شماره جدايه  آوري محل جمع  جدايه   شماره  آوري محل جمع  جدايه  شماره  آوري محل جمع
 *Bn41  )ساري(بادله  ×Bn21 )املش(آباد  حاجي  *Bn1  )چالوس(اشكاردشت 

 Bn42  )ساري(بادله  Bn22 )ساري(لايم  *Bn2  )ساري(بادله 
 Bn43  آباد علي Bn23 )آستانه(دو سيدان  *Bn3  رشت -آستانه
 Bn44  آباد كتول علي Bn24  )بهشهر(كلا  رستم *Bn4 لشام
 Bn45  كردكو *Bn25  چابكسر Bn5  رشت -آستانه
  *Bn46  كردكوي *Bn26  رودسر *Bn6 )بهشهر(پاسند 
 Bn47  )گركان(آباد  فاضل Bn27  شهر قائم Bn7  )بهشهر(پاسند 
 *Bn48  بندر گز *Bn28  جويبار Bn8  )بهشهر(كلا  رستم

 Bn49  آباد كتول علي *Bn29  )ساري(زاغمر  *Bn9  )ساري(بادله 
 *Bn50  گز غربيبندر Bn30 بابل  Bn10  )چالوس(اشكاردشت 

 Bn51 )كتولآباد علي(جلين   Bn31  )جويبار(محله  بايع *Bn11  )بهشهر(آباد دشهي
 Bn52  گزبندر Bn32  شهر قائم *Bn12  )ساري(كلا  داراب

 Bn53  گزبندر Bn33  جويبار *Bn13  )تنكابن( شهيدآباد
 Bn54  گزبندر Bn34  شهر قائم *Bn14  )ساري(كلا  داراب

 *Bn55  )ساري(بادله  *Bn35  شهر قائم *Bn15  نوشهر -چالوس

 *Bn56  )ساري(بادله  *Bn36  جويبار Bn16  )جويبار(محله  بايع

 Bn57  )ساري(بادله  *Bn37  جويبار *Bn17  )جويبار(محله  بايع
 Bn58  رامسر  *Bn38  شهر قائم Bn18  نوشهر -چالوس
 Bn59  )بابلسر(بهنمير  *Bn39  )تنكابن(هريس  Bn19 )املش(آباد  حاجي

 Bn60 لاهيجان *Bn40  )تنكابن(كوه  معلم *Bn20  نوشهر -چالوس
  .هاي سلولي هاي پروتئين كار برده شده در بررسي الگوي هاي به جدايه*
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يـك از    هـيچ . فلورسـانت بودنـد   و غير   منفـي  گـرم شـكل،    اي ميلـه ها   جدايهتمام  : هاي فنوتيپي  ويژگي
 اكثـر  .توليـد نكردنـد  واي دي سـي   محـيط  ويردانـه   رنگها لوان روي محيط حاوي ساكارز يا         جدايه
. نبودنـد و توليـد انـدول   بوده ولي قادر به احياي نيتـرات       اسكولين نين و  آرژ ها قادر به هيدروليز    جدايه

 در هـا  هـاي جدايـه   سـاير ويژگـي  . ي مثبت بـود   واكنش فوق حساسيت در توتون منفي ولي در شمعدان        
  . خلاصه شده است2جدول 

 
شده از   جداBrenneria nigrifluensهاي  جدايهاي  كي، بيوشيميايي و تغذيهخصوصيات مرفولوژي -2جدول 

  . گلستان وهاي مازندران، گيلان درختان گردوي استان

  واكنش جدايه  واكنش  خصوصيات
  اكنش جدايهو  واكنش  خصوصيات  استاندارد

  استاندارد
      :اسيد از توليد  -  -  واكنش گرم
  +  +  آرابينوز و رامنوز  -  -  اكسيداز
  +  +  رافينوز و سلوبيوز  +  +  كاتالاز

  +  +  زايلوز و سوكروز ،رايبوز  +  -  توليد لوان
  -  -  آدونيتولو لاكتوز  -  -  توليد رنگدانه فلورسانت

      :استفاده از  +  +   درصد5تحمل نمك 
  -  -  تارتارات - ال و آلانين- دي ال  -  -  روليز ژلاتينهيد

  -  -  گالاكتورونات  وپروپيونات  +   درصد+91  هيـدروليز اسكولين
  -  -  فورمات  -   درصد-95  رجي نين دي هيدرولازآ

  -  -  بنزوات  -  -  هيدروليز نشاسته
  -  -  پروپانول  -  -  20هيدروليز توئين

  +  +   و لاكتاتاتسوكسين  +  +  گراد  درجه سانتي36رشد در 
  -  -  سرين - ال  -  -  گراد  درجه سانتي39رشد در 
  -  -  سوربوز  +   درصد+95   از پپتونS2H توليد

  +  +  مانيتول  +  +  اوره آز
  -  -  دولسيتول  -  -  زميني هاي سيب لهانيدن ورقه

  -  -  اريتريتول  -   درصد-85  احياء نيترات
  +  +  گليسرول  -   درصد-85  توليد اندول

  -  -  لوسين - ال  -  -   صورتيدانه گتوليد رن
  -  -  سيترات  -   درصد+MR(  95(واكنش متيل رد 

  -  -  تارتارات -دي  -  -  كننده از سوكروز ءمواد احيا
  -  -  اگزالات  +  +  شمعداني روي حساسيت فوق واكنش

  -  -  اتانول  -  -  واكنش فوق حساسيت روي توتون
 .دندداده يا قادر به استفاده از تركيبي بومثبت يا منفي نشان هايي كه واكنش  درصد استرين

  واكنش منفي: -،   واكنش مثبت+: 
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 كـه براسـاس   B. nigrifluens جدايـه از  30هاي سـلولي   الگوي پروتئين: ها هاي جدايه الگوي پروتئين
با جدايه استاندارد مقايـسه  آوري و اختلاف در برخي خصوصيات فنوتيپي انتخاب شده بودند            مناطق جمع 

  ؛به شرح زيررديفي باندها،  اساس هم، بر گروه6در  پروتئيني هاي اساس شباهت نقشبرها  جدايه. شد
   Bn20 ،Bn21 ،Bn55هاي  جدايه: گروه اول
   Bn2، Bn3، Bn4هاي  جدايه: گروه دوم
  Bn1، Bn12هاي  جدايه: گروه سوم

  يه استانداردو جدا Bn6 ،Bn17 ،Bn28 ،Bn29 ،Bn40 ،Bn46 ،Bn56هاي  جدايه: گروه چهارم
   Bn26 ،Bn35 ،Bn36 ،Bn37 ،Bn38هاي   جدايهBn25: گروه پنجم
 Bn9 ،Bn11 ،Bn13 ،Bn14 ،Bn15 ،Bn39 ،Bn48 ،Bn50 ،Bn41هـاي   جدايـه : گروه ششم

  .تفكيك شدند
  

  بحث
 از درختـان    دسـت آمـده    جدايـه هـاي بـه     خصوصيات بيوشيميايي، فيزيولوژيكي و مورفولـوژيكي       

ياري ـوازي اخت ـ ـه ـ داز، بي ـش گرم و اكسي   ـ شامل منفي بودن واكن    تيـنكر پوس م شا يدوي داراي علا  گر
ت بـودن   ـو مثب ـ ب   -نگـط كي ـروي محي  تـدانه فلورسن  وليد رنگ ـالاز، عدم ت  ـبت بودن كات  ـبودن، مث 

شـاد و همكـاران،    (ند مطـابق داشـت  Brenneria nigrifluensش اوره آز با خصوصيات گونه ـواكن
هاي  در آزمون سرعت رشد بيشتري داشتند،       و هاي اوليه رنگ ارغواني    كه در كشت  هايي   جدايه ).2001

  .ها نداشتند بيوشيميايي و فيزيولوژيكي اختلافي با ساير جدايه
، عـدم توليـد مـواد       20 تـوئين     عدم هيدروليز ژلاتين، نـشاسته و      ها از جمله    جدايه هاي  خصوصيت

 ، رشـد   درصد 5  طعام زميني، رشد در نمك    هاي سيب  ورقهكننده از سوكروز، عدم توانايي لهانيدن        احياء
نيـز بـا ديگـر      واي دي سـي       محـيط  دانـه صـورتي در     و عدم توليد رنگ   گراد    درجه سانتي  36در دماي   
كمتـر از  ). 2001شـاد و همكـاران،   ( مطابقت داشت B. nigrifluens شده براي گونه هاي ياد ويژگي

 از  S2H عدم توليد لـوان، هيـدروليز اسـكولين، توليـد         ل  ي از قبي  هاي  تها در خصوصي   جدايهدرصد   15
ها فاقد توزيـع   اين تفاوت. پپتون، هيدروليز آرژنين، احياء نيترات، توليد اندول و متيل رد متفاوت بودند         

  .ذير نبودپ هاي متمايز امكان ها يا مجموعه بندي آنها به گروه خاص بوده و لذا طبقه
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تنكـابن، نوشـهر،   بر مناطق  ماري شانكر پوستي درختان گردو علاوهنتايج اين تحقيق نشان داد كه بي      
آباد و نشتارود استان مازندران كـه        بار، زاغمرز، نوكنده، عباس   ، ساري، جوي  كلا، بابلسر   سياوش چالوس،

شـهر، رامـسر،     قـائم  در منـاطق     ، گزارش شده بـود    )1376 (سط حريقي و رحيميان   مطالعات قبلي تو  در  
. يز محـرز شـد    هاي گلستان و گيلان ن     علاوه وقوع اين بيماري در استان      هب. يوع دارد  نيز ش  بهشهر و بابل  

 هـاي  استان در كه اين بيماري     ه است نشان داد  هاي ديگر  انجام شده در استان    هاي  همچنين نتايج تحقيق  
رس و كهگيلويــه و بويراحمــد و فــا) 2006حريقــي، ( كردســتان ،)2004بــرادران و قاســمي، (كرمــان 

ع بيماري  قووروند افزايشي   دهنده   اين نتايج نشان  . نيز گسترش دارد  ) 2007كوپائي و همكاران،     يوسفي(
منظور تعيين منـاطق انتـشار       از اين رو بررسي جامع به     باشد،   در مناطق مختلف توليد گردو در ايران مي       

مقاومـت  هاي محدود كردن گسترش آن و همچنين بررسي وجود منـابع            بيماري در كشور، يافتن روش    
  .باشد  ضروري ميهاي بومي در ميان توده
 هاي شمالي   از مناطق مختلف استان    شده هاي جدا  استرينهاي سلولي    پروتئين ي الكتروفورز الگوي

قابـل تفكيـك     شـش گـروه متمـايز        بـه  از اين نظر  اين تحقيق    اساس نتايج  بر  بوده و  هايي تفاوتداراي  
 )1997( توسط حريقي و رحيميـان       اي استان مازندران قبلاً   ه  پروتئيني سويه  هاي  تفاوت در نقش  . بودند

هـاي فـارس و      هـاي اسـتان    ديگر، تحقيقات انجـام شـده روي جدايـه         از سوي    .نيز گزارش شده است   
 اسـت هـاي سـلولي آنهـا مـشابه          وتئين الكتروفـورزي پـر    هاي   كه نقش   داد  نشان كهگيلويه و بويراحمد  

دليـل تنـوع     بهتواند   ها مي   الكتروفورزي جدايه  هاي  در نقش  تفاوت   .)2007كوپائي و همكاران،     يوسفي(
 اين موضوع، مطالعه تنوع ژنتيكي بـاكتري در سـطح           تر  براي روشن شدن دقيق    . در ايران باشد   اين گونه 

 شـده از منـاطق مختلـف        آوري مـع هـاي ج   هاي مناسب و در سطح نمونه       با استفاده از روش    دي ان اي  
  .رسد كشور ضروري به نظر مي
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Abstract2 

In recent years, shallow bark canker of walnut (Juglandis regia L.) trees has 
become fairly widespread in Iran. To determine the distribution of the disease in 
Golestan, Mazandaran and Gilan provinces, from early summer to mid-fall seasons 
of 2004, more than one hundred bark samples were collected from walnut trees 
showing symptoms of shallow bark canker. Sixty strains of bacteria were isolated 
from the infected tissues. Strains appeared to be more or less similar in phenotypic 
characteristics. In spite of some differences in their electrophoretic profiles of 
whole-cell proteins, on the basis of the results of morphological, biochemical and 
physiological tests the bacterium was identified as Brenneria nigrifluens (Wilson) 
Hauben et al., 1998. This is the first report of shallow bark canker of walnut trees 
in Golestan and Gilan provinces. 
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