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  هاي بذري سنجي غدهزميني با سلامتمديريت بيماري پژمردگي باكتريايي سيب

   يجواد مظفر و ����يخانمسلم يبرك

   كرج سازمان تحقيقات،آموزش و ترويج كشاورزي،سسه تحقيقات ثبت و گواهي بذر و نهال، ؤم و استاد استاديار

  08/04/1394: تاريخ پذيرش       19/11/1393: تاريخ دريافت

. هاي بـذري سنجي غدهبا سلامت ينيزمبيس ييايباكتر يپژمردگ يماريب تيريمد. 1394. ج يمظفرو . ك يانخمسلم

 .62-75 ):1(5ياهي گ شناسي بيماري دانش

  چكيده

ترين بيمارگرهاي گياهي است كه باعث كاهش كمـي و  يكي از مهم  Ralstonia solanacearumباكتري 

  وسـيع آن در   انتشـار رزه با اين باكتري به دليـل دامنـه ميزبـاني گسـترده و نيـز      مبا .شودزميني ميكيفي محصول سيب

در . بسيار مشـكل اسـت   ،هايي كه آلودگي پنهان دارند آبياري و غده آب هاي مناطق مختلف و انتقال آن از طريقخاك

اي به عنوان خطري گي قهوهباكتري در اكثر نقاط ايران پراكنده شده است و با ايجاد پژمردگي و پوسيداين حال حاضر 

 و گواهي شده موثرترين روش سالم بذريهاي غدهكاشت تهيه و . كندزميني كشور را تهديد ميبالقوه، محصول سيب

ي پـراكنش و شـيوع بيمـاري    مديريت موفق بيماري، مستلزم داشتن دانش كافي در مورد نحوه. مديريت بيماري است

  هـاي جديـد رديـابي بـاكتري بـراي      هاي نـوين علمـي در مـورد بيمـاري، روش    در اين مقاله ضمن شرح يافته. است

  . اندزميني معرفي شدههاي بذري سيبسنجي غدهسلامت

   Ralstoniaغده، گواهي،  زميني،پژمردگي، سيب: هاي كليدي واژه

  مقدمه

شـود   يشت مكجهان  يشورهاكدرصد  79ه در كاست  يو اقتصاد يياز محصولات مهم غذا يكيزميني  سيب

. قـرار دارد  گاه چهارميپس از گندم، ذرت و برنج در جا از نظر توليد )FAO(طبق آمار سازمان خوار و بار جهاني  و

ل دارا ير بوده و به دليپذ انكام يطيط محيع با شرايت تطابق وسيل قابليمختلف به دل مناطقدر  ينيزم بيار سكشت و ك

طبـق   .در جهـان دارد  ييار بـالا ي، مصـرف بس ـ يها و مـواد معـدن   نيتاميها، و نييفراوان از جمله پروت ييبودن مواد غذا

 325302445 از اين سطح وهكتار بوده  19327731 در دنيازميني  سيبسطح زير كشت  2007در سال  FAOگزارش 
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شور حـدود  ك ينيزم بيسشت كسطح  1390سال آمارنامه كشاورزي كشور بر اساس . تن محصول برداشت شده است

 ينيزم بيس .تن در هكتار بوده است 30 آن و عملكرد متوسط ون تنيليم 5.6حدود و ميزان توليد آن تار كهزار ه 186

بيمارگرهاي ر باعث انتقال يثكن روش تيابد، اي ير ميثكامل تكا غده ياشت قطعات غده كبا  يرجنسيقه غيمعمولاً به طر

ه ك ييها زا را درون غدهيماريعوامل ب يگذران شود و زمستان يگر ميد نقطه به نقطه يكگر و از يبه سال د يازسالگياهي 

 يپژمردگ ـ ،كند يمكه خسارت زيادي ايجاد زميني  سيبمهم  يها يماريباز  .سازد يم، ممكن روند ير ماكر بيثكجهت ت

در  است كه   Yabuuchi et al. ) Smith( Ralstonia solanacearumبا عامل يا قهوه يدگيپوس يا ييايتركبا

كشور جهان بالغ  80در خسارت اين بيماري  .(Elphinstone 2005) وع داردير شيگرمس مهير و نيثر مناطق گرمسكا

 100تـا   50اين بيماري در مواردي باعـث كـاهش   . (Floyd 2007)رش شده است ميليون دلار در سال گزا 950بر 

در حال حاضـر   محصول، بين وقوع بيماري و ميزان كاهشبر اساس وجود رابطه خطي . درصدي محصول شده است

  شـود  يم ـيـاد   كننـده توليـد  در كشـورهاي  زمينـي   سـيب  يبـذر غـده  بـراي توليـد    جـدي  به عنـوان تهديـدي  از آن 

. (Priou et al. 1998) يآلـودگ  و سرد ييط آب و هوايل شراياز قب يعواملو  ل استكار مشيبس يتركبا مبارزه با

استفاده از اينگونـه  . ظاهر نشود يماريب هاينشانهدر بافت،  بيمارگرر يثكرغم تيه علكشوند  ير هنگام موجب ميد يها

 زراعـي  يهـا  خـاك و آلـودگي   بـه نقـاط مختلـف    يتركبا اين سالم، موجب انتشارولي به ظاهر آلوده  يبذر يها غده

ي كـاهش پـراكنش و   بـرا زمينـي   سـيب سـالم   يبـذر غده اين داشتن يك سيستم توليد، گواهي و توزيع بنابر ،شود يم

  .باشد يمناپذير ت بيماري و افزايش توليد محصول با كيفيت و مقرون به صرفه امري ضروري و اجتنابخسار

  اكتري عامل بيماريب-1

بـادام زمينـي از   ز سيب زميني، توتون، گوجه فرنگـي و  بيماري پژمردگي باكتريايي اولين بار در قرن نوزدهم ا

 يمتعلـق بـه سلسـله    بـاكتري ايـن   بنـدي آرايـه از نظـر   (OEPP/EPPO 2004) .شدو آمريكاي جنوبي جدا  آسيا

Proteobacteriaيه، رد Neisseriaeــته ــرهو  Burkholderiales ي، راس ــ Ralstoniaceae يتي ــد يم  باش

 (Pastrik et al. 2002).  بيماريزا است كه از نظر دامنـه ميزبـاني، پـراكنش جغرافيـايي،      سويهصدها  دارايباكتري

معـادل بيـوار دو    سـه كـه تقريبـاً    نـژاد  آن مختلـف  يااز بين نژاده .ندهست  متفاوتخصوصيات بيوشيميايي و ژنتيكي 

و برخـي از   جان، فلفلم، گوجه فرنگي، بادينيزم بيس نواحي گرمسير، نيمه گرمسير و حتي معتدل به در غالباً باشد يم
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و باعـث ايجـاد بيمـاري     كنـد  يم ـحملـه   گياه تلخ و شيرين و  تاج ريزي مانند Solanaceae يتيره هرز يها علف

 و  زمينـي  سـيب  بالاترين قـدرت بيمـاريزايي در  اين نژاد . مانديم اقيپنهان ب صورت به هاآن بيماري اغلبكه  دشو يم

براي اولين بار  ايراندر  ).Pradhanang et al. 2000( دارد رادر مناطق مختلف جغرافيايي  انتشارتوانايي  بيشترين

هـاي  سپس با انجـام آزمـون   .اصفهان و چهار محال و بختياري مشاهده شد يها استاندر مزارع بيماري  1362در سال 

ه دش ـگـزارش   R. Solanacearum بـاكتري  3نـژاد   ، 2فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و بيماريزايي عامل بيماري بيوار 

 ،همدان خوزستان،گلستان، البرز، ، كرمانخراسان،  يها استان  زابيماري ر ياخ يهادر سال ).1367و دانش  بهار( است

و  خـاني مسـلم ، 1379 و تقوي باقري ،1387و همكاران  ايراندوست(شده است  گزارشنيز و فارس  يشرقجانيآذربا

  ). 1383 و همكاران معقولي ،1384 همكاران

  گيرشناسيهمهو  شناسيزيست -2

) سانتي متـر  75بيش از (عميق خاك  يها هيلادر  كه كزاد استخابيمارگر يك  R. solanacearumباكتري 

رد، صـدمة  يگ يم صورت مق زخياه از طريگ يآلودگ .دطولاني در خاك بقا ياب دت نسبتاًم و قادر است شود يممستقر 

 ـنما يم كمك يجه بروز آلودگيو در نت غده در يتركبه نفوذ با يشاورزكل يله نماتدها و وسايشه به وسيوارده به ر . دي

ن اسـت در  كمم يباكتر. شود يم كوارد خا يترك، باها ن غدهياشته شدن اكابد و بعد از ي ير ميثكت ،غدهداخل  زادمايه

دليل بقاي  .ندكخود را حفظ  يافته و بقاير يثكهرز، ت يها علفاز  عضيا بيزبان و ياه ميگ فراريشهطول فصل رشد در 

 دليـل اصـلي   .)Hansen et al. 2003( بيـان شـده اسـت    ،ك، توانايي ورود به مرحله خوابطولاني باكتري در خا

 يا حـاره  مـه ينحـاره و   يآلوده در نـواح هاي غده .باشد يآلوده م هايغدهحمل و نقل  R. solanacearumنش كپرا

 ياز آلـودگ  يناش يمارين بيا يو جهان يا منطقهنش كپرا كبدون ش .در سطح جهان شده است يماريباعث گسترش ب

با وجود زميني  يبس برخي ارقامدر ). 1384 ي و همكارانخانمسلم ،Denny 2006(است  ينيزم بيس يها پنهان غده

بـه  ايـن گونـه ارقـام     ،شود ينماز ظهور بيماري مشاهده  اينشانه آوندي،  يها بافتدر  باكتريگسترش يافته جمعيت 

 نقش به سزايي در گسـترش جهـاني بيمـاري    ،آلودگيانتقال از طريق  توانند يمو  شوند يمعنوان ارقام متحمل معرفي 

در سـطح غـده،    R. solanacearum كـه  نـد اهشـان داد ن هـا پـژوهش ). 1389 و همكاران خانيمسلم(داشته باشند 

هـا بـه درجـه حـرارت      ن قسمتيدر ا يتركبا يپنهان وجود دارد و بقا ياهان با آلودگيگ يو در بافت آوند ها عدسك
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 و شـود  يم ـ يمـار يش شـدت ب يافـزا گراد باعث يدرجة سانت 30-35 نيش دما بيافزا يلكطور ه ب .دارد يبستگ محيط

در واقع مقاومت به دما و . دهنديت نشان حساسممكن است،  دما شيمقاوم هستند با افزا ،ط معتدليه در شراك ياهانيگ

لـوده  آ يهـا  ، غـده ياهي ـگ يايبقاخاك آلوده،  ).1389 و همكاران خانيمسلم( استوابسته  بيمارگر بيماريزاييقدرت 

 يهـا  پناهگاه عنوان بههرز  يها وعلف سطحي يها آب، زبانياهان ميگ فراريشه، كق خايعم يها هي، لا)اركپنهان و آش(

  ).Denny 2006( اندهشد  معرفي R. solanacearum يحفظ و بقا يمناسب برا

  سالم يبذرهاي غده تفاده ازو اس توليدبه روش  مديريت بيماري -3

با توجه  صوصاًخ .است يماريب روش مديريت نيتربهگواهي شده عاري از بيماري  يبذر هايغدهاستفاده از 

سـطحي   يهـا  يماريب بلكه شوند يممنتقل از گياه والد به نتاج آوندي  يها يماريبنه تنها  ،ينيزم بيسبه تكثير رويشي 

ارزيابي  ،قال قطعي بيماري از والد به نتاجلذا با توجه به انت. شوند يمجديد منتقل  يها غدهنيز به جرب باكتريايي مانند 

 ينش جهـان كعامـل پـرا   نيتـر  مهـم  .)1393خـاني  مسلم( بذري از اهميت به سزايي برخوردار است يها غدهسلامت 

 يجمله عـوامل  از .باشد يم نشانهبدون  ينيزم بيسبذري  يها غده يبافت آونددر  استقراردر  بيمارگر ييتوانا ،يماريب

  توانـد بـدون    ياه م ـي ـسـرد گ  ييط آب و هـوا يدر شـرا  -1: عبارتند ازشود  يم پنهان صورت به يماريجاد بيه باعث اك

از  يبه نقاط عار بيمارگردر انتقال  ياهان نقش مهمين گيد شدة ايتول يها غده .باشد بيمارگرحامل  يمارياز ب يانشانه

 بيمـاري  انتشاراز عوامل مؤثر در  يكي يماريب نشانهعدم بروز  ليدل به يماريحمل به بارقام مت -2 .نندك يفا ميا يماريب

عوامل اصـلي بـروز آلـودگي پنهـان در     يكي ديگر از  عنوان به حساس يها زبانيم هنگامر يد يها يآلودگ -3 .باشند يم

شـت  ك بيمـارگر رشـد   يسـاعد بـرا  م ييط آب و هوايدر شرا كه يهنگامپنهان  يها يآلودگبا  ييها غده .ندهست ها غده

 يعار يها خاكبه  بيمارگربه نسل بعد باعث انتقال  ينند و علاوه بر انتقال آلودگك يان ميرا نما يماريب نشانه ،شوند يم

عنوان سالم به  يبذرغده استفاده از  خصوصاًپيشگيرانه  يها روشاستفاده مداوم از  در مجموع. شوند يز مين ياز آلودگ

سيسـتم   يريكارگ بهبذري عاري از بيماري با  يها غدهاستفاده از . كاهش وقوع بيماري است يها راهرترين يكي از موث

بررسـي   .باشـد  يم ـراهكار مديريتي اين بيماري براي جلـوگيري از ورود و انتشـار آن    نيتر مهمگواهي بذر، به عنوان 

صدور گواهي مراحل  يها تياولو از ينيزم بيسبذري  يها غدهمهم  بيمارگر عنوان هب R. solanacearumآلودگي 

بر اساس قانون . در كشور ما موسسه تحقيقات ثبت و گواهي بذر و نهال اين مسئوليت را به عهده دارد. استسلامت 
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مجلس شوراي اسلامي، اين موسسه مسئوليت كنترل  30/2/82ثبت ارقام گياهي و كنترل و گواهي بذر و نهال مصوب 

با استفاده از زميني  سيبافزايش عملكرد  امروزه .دار است توليدي كشور را عهده هايبذر) كيفيتو سلامت (و گواهي 

 يهـا  يمـار يبعـاري از  زميني  سيب بذري يها غدهتوليد و تكثير  .بذر گواهي شده براي كشاورزان شناخته شده است

در افزايش ميانگين  مؤثراز عوامل است كه  وپلاسمايي از اهداف كنترل و گواهي بذرفيتقارچي، باكتريايي، ويروسي و 

توليد شده در چرخه توليد بذر سالم و  هايدر كشور ما به منظور ارزيابي سلامت بذر. باشد يمعملكرد در واحد سطح 

و يك مرحله بررسـي سـلامت    يا مزرعهكه شامل دو مرحله بازرسي  رديگ يمقابل گواهي سه مرحله بازرسي صورت 

كه اگر ميزان آلودگي از اين حدود تجـاوز   وجود دارداستاندارهايي بيماري، نوع بر اساس  .گاه استدر آزمايش ها غده

بذري به طبقـات مختلـف    ينيزم بيس .)1393و همكاران  حسني( شوند ينم دييتأبذر  عنوان بهحاصله  يها غده ،نمايد

  )Basic seed( بـذري مـادري  زمينـي   سـيب ، )Pre basic seed( بـذري زمينـي   سـيب اوليـه   يهـا  هسـته شـامل  

بذري هستند كه در كشور ما عمدتاً از  يها غده ،اوليه يها هسته. شوند يمتقسيم  )Certified seed(و گواهي شده   

بذري مادري كه حاصـل كشـت    يها غده. گردند يممعرفي  Sو تحت عنوان كلاس  شوند يمطريق كشت بافت توليد 

بذري زميني  سيبحاصل از كشت  يها غدهبه  همچنين .باشد يم Eو  SEاوليه است شامل دو كلاس بذري  يها هسته

گـواهي بـذر و   . رنديگ يمقرار  Cو  A ،Bكه در سه كلاس بذري  شود يمبذري گواهي شده اطلاق  يها غدهمادري، 

يايي، قارچي و ويروسي گزارش شـده  باكتر يها يآلودگو درصد  يا مزرعهبر اساس بازديدهاي  ،معرفي طبقات بذري

گاهي، و آزمايش ـ يا مزرعـه  يهـا  يبررس ـيكي از عوامل مهم و مورد توجه در . رديگ يماز مزرعه و آزمايشگاه صورت 

در  R. solanacearumاستانداردهاي ميزان آلودگي قابل تحمل به بـاكتري   .بيماري پژمردگي باكتريايي استوجود 

  .آمده است 1هي ايران در طبقات مختلف بذري در جدول و آزمايشگا يا مزرعهشرايط 

  در سيستم گواهي غده بذري سيب زميني R. solanacearumتشخيص آلودگي  هايروش -4

ي صدور گواهي سـلامت، صـرفاً بـه    ها نهيهززميني در ايران به منظور كاهش  در حال حاضر سيستم گواهي بذر سيب

احتمال بروز آلودگي پنهان خصوصـاً تحـت شـرايط آب و هـوايي      كه يحال در كند يمبسنده  ها غدهمشاهدات چشمي 

زميني به منظـور بهينـه   بسياري از كشورهاي توليد كننده بذر سيب در. )Hayward 1991( داردخنك و سرد وجود 

  ي ها انداماسايي و رديابي باكتري در ي آلوده، ابزارهاي قوي براي شنبذرهاي حفاظتي و تشخيص ها روش مؤثرسازي 
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  Ralstonia solanacearumاستانداردهاي حداكثر درصد آلودگي قابل تحمل به باكتري  -1جدول 

  *ي و آزمايشگاهي ايرانا مزرعهدر طبقات مختلف بذري در شرايط 

  كلاس بذري
  بررسي آزمايشگاهي  يا مزرعهبازديد 

  آزمون چشمي        نهايي  اوليه

S (nuclear stock)
1  0  0 0  - 

SE (Super Elite)
2

 0  0  0  - 

E (Elite)
2

 0  0 0  - 

A
3

 5/0 0  0   -  

B
3

 5/0  0 0   -  

C
3

 1 5/0 0   -  

  .باشند يماعداد ذكر شده در جدول به مقياس درصد * 

 ييت بـالا يار برده شده از دقت، سـرعت، اختصاص ـ كب يها كيتكن .گردد يمتكثير شونده، آب و خاك استفاده رويشي 

 يهـا  جنبه ها روشن يبا استفاده از ا نيا برعلاوه  .ندينما يابيرا رد يتركت باين جمعيمترك هستند و قادرندبرخوردار 

 يهـا  روشچندين نكته در خصـوص   .شوند يمشناخته پنهان  يزبان و آلودگيهرز م يها علف، يزبانيناشناختة دامنة م

دوم،  .ه بايد قابل اعتماد باشـد و آلودگيهـاي واقعـي را نشـان دهـد     تشخيصي وجود دارد اول اينكه روش مورد استفاد

اسـتفاده  ) آب، خاك، غده و بافـت گيـاهي   مثلاً(اي از يك روش خاص براي رديابي باكتري از هر نوع نمونه توان ينم

ميـزان و   چهـارم،  ،حساسيت يك روش تشخيصي را تغيير دهـد  تواند يممورد استفاده ) نمونه(ميزان مواد  ،سوم. نمود

كـه تعـداد    ييهـا  شـگاه يآزماو پنجمين نكته اينكـه در   داشته باشد ييسزا به ريتأثدر نتايج  تواند يمداري نحوه نمونه بر

به طور معمول در هر گرم  .كند يمتشخيصي اهميت زيادي پيدا  هزينه روش رنديگ يميادي نمونه مورد ارزيابي قرار ز

 يبـاكتر  (Colony Forming Unit= CFU)كلنـي   دهنـده  واحد تشـكيل  108 بيش از ،بافت گياه آلوده و پژمرده

وز شـيري رنگـي خـارج    سطح بريده شده ساقه اين گياهان ااز به دليل اين غلظت بالاي باكتري،  لذا غالباً ،وجود دارد

امـا رديـابي    ،)Allen et al. 2001( گـردد  يمساده اين بيماري  و همين خصوصيت منجر به شناسايي بسيار شود يم

 صـورت  بـه زيـرا   ،كار دشواري اسـت  ها غدهپايين اين باكتري در خاك و آب و نيز آلودگيهاي پنهان در  يها تيجمع

اسـت و ايـن در   كلني در هر گـرم   دهنده واحد تشكيل 104 معمول جمعيت اين باكتري در خاك يا آب آلوده كمتر از

بهتـر   هـا  نمونـه در مورد اين نـوع  . به همين ميزان يا بيشتر از اين است رست پوده يها يباكترحالي است كه جمعيت 
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 SMSA )Semi-selective medium, Southاست كه عصاره مورد آزمايش روي محيط نيمـه انتخـابي ماننـد    

Africa(  كشت شود)Elphinstone et al. 1996 (ـنما يم ـها ممانعـت  رست پودهشد ساير اين محيط از ر  بـه   دي

يا خاك توانايي رشد در اين محيط را  آب هر گرم جمعيت باكتري در ازكلني  دهنده واحد تشكيل 100-500نحوي كه

  .)Poussier et al. 2002( كنند يمپيدا 

 غالباً ها روشاين  .سرعت و دقت بسيار مناسب هستند ليدل به ها نمونهاوليه غربال سرولوژيكي براي  يها روش

 ـليتـر نمونـه را رديـابي    سلول باكتري در هر ميلي 104 -103 در حد ييها تيجمع ر روش سـرولوژيكي  ه ـ. نـد ينما يم

 يهـا  يبـاد براي مثال آنتـي  . نيز دارند ، مشكلاتياما در رابطه با اختصاصيت يا حساسيت تشخيص يكسري مزايا دارد

مونوكلنـال   يهـا  يبـاد دارنـد در حاليكـه آنتـي     R. solanacearumل توانايي بالاتري در رديابي بـاكتري  پلي كلنا

زنده از  يها سلولسرولوژيكي عدم تمايز  يها روشيكي از مشكلات  .دارد ها هيجدااختصاصيت بيشتري در تشخيص 

 ـدل بـه  ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) روش .)Priou et al. 1998( مرده است  لي

بيشـترين كـاربرد را در بسـياري از     ،هـا  نمونـه هزينه كم، آسان و سريع بودن و همچنين قابليت استفاده آن براي انواع 

-DAS (Double Antibody Sandwich)مسـتقيم و غيـر مسـتقيم و     ELISAروش امروزه . دارد ها شگاهيآزما

ELISA     روش همچنـين . رود يم ـتوسـعه يافتـه و بكـار (NitroCellolose membrane) NCM-ELISA  در

حد  در ELISA يها روشدقت رديابي انواع . رود يمدر مناطق مختلف بكار  بيمارگربسياري از كشورها براي رديابي 

اين دقت را تا حد زيادي بـا اسـتفاده از پـيش     توان يمكه  ليتر عصاره گياه يا خاك استميليسلول باكتري در هر 104

با استفاده از پيش غني تحقيقات نشان داده . ساعت افزايش داد 48به مدت  SMSAبا محيط نيمه انتخابي غني سازي 

و  خانيمسلم( ابدي يمسازي دقت رديابي باكتري در عصاره غده تا يك ميليون برابر و در خاك تا ده هزار برابر افزايش 

 روشبـه   تـوان  يم ـرولوژيكي ديگر كه در رديابي اين باكتري بكار گرفته شده است س يها روشاز  ).1386 همكاران

)Immunoflurescence-Antibody Staining( IFAS  وIFCS (Immunoflurescence Colony 

Staining) ـقابلهمـان   هـا  روشايـن   .اره نمـود اش  را دارد بـا ايـن تفـاوت كـه      ELISAروش و مشـكلات   هـا  تي

در حـد   روشايـن دو  . وجود نداشته باشد ها شگاهيآزماخاصي نياز است كه ممكن است در برخي  يها كروسكوپيم

. )Van der Wolf et al. 2000( كنند يمسلول باكتري را در هر گرم خاك يا عصاره بافت گياهي رديابي  104-102
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به عنوان يك روش تشخيصي سـريع   LFIC( Lateral flow Immunochromatography( روش سرولوژيكي

مولكولي به همراه دشته اسـت و قـادر بـه     يها آزمون ي اندازهسازي، دقتي به و كم هزينه معرفي شده كه با پيش غني

ايـن روش بـراي تشـخيص بـاكتري      )1393 مسـلم خـاني و همكـاران   ( باشـد  يم باكتريايي پنهان يها يآلودگرديابي 

Ralstonia solanacearum  ـك تجاري، يها شركتتعدادي از نيز توسعه يافته است و امروزه  را  LFIC يهـا  تي

  .رسانند يمبه فروش بيمارگر گياهي  يها يباكترو  ها روسيوبراي تشخيص برخي از 

در (بـر پايـه تشـخيص اسـيد نوكلئيـك بـا طراحـي پـروب          R. solanacearumرديابي باكتري  يها روش

توالي هدف در  بر اساس) Polymerase Chain Reaction( ي پليمرازا رهيزنجدر واكنش ر و پرايم) هيبريداسيون

 ،Direct PCR ،Nested PCRماننـد روش   PCRمبتنـي بـر    يهـا  روشانـواع  . رديپذ يمصورت  بيمارگرباكتري 

 Co-operational PCR ،Real time PCR  وMultiplex PCR  براي رديابي باكتريR. solanacearum 

اگر شـرايط  . (Caruso et al. 2003, Umesha & Avinash 2014, Chen et al. 2010) وسعه يافته استت

انتخـاب تـوالي هـدف كـه      .كنـد  يم ـيك سلول باكتري را نيـز رديـابي   باشد اين روش حتي تا  آل دهيا PCRواكنش 

 ستيبا يمتوالي مورد نظر . ر شود از اهميت خاصي برخوردار استپليمريزاسيون تكثي يا رهيزنجدر واكنش  ستيبا يم

وجود ندارد در نظر گرفتـه   ها يباكتراز قسمت حفاظت شده كه متعلق به آن گونه يا زير گونه خاص است و در ساير 

پرايمر طراحي شـده  . در واقع انتخاب صحيح قطعه هدف در اختصاصيت تشخيص اين روش حائز اهميت است. شود

ارزيابي شود تا اطمينان كامـل از توانـايي روش در رديـابي     بيمارگرزيادي از  يها هيسوتا حد ممكن روي  ستيبا يم

سـرولوژيكي   يها روشاز حساسيت و اختصاصيت بالاتري نسبت به  PCRروش  نظرياز نظر . باكتري حاصل گردد

زنده و مـرده بـاكتري قائـل     يها سلول تمايزي بيننيز  PCRاگرچه مانند روش سرولوژيكي، روش . برخوردار است

نسبي يا كامل باعث اختلال در  طور به توانند يمسرولوژيكي عناصر ممانعت كننده  يها روشهمچنين برخلاف . نيست

مواد ممانعـت  زميني  سيببراي مثال در عصاره غده . شوند و منجر به ايجاد واكنش منفي دروغي شوند PCRواكنش 

 معمـولاً اك و آب نيـز  گيـاهي، بـذر، خ ـ   يهـا  عصارهدر . ندينما يمتكثير اختلال ايجاد رايند فكننده قوي است كه در 

 يهـا  كننـده مختلفي براي حذف يا كاهش ممانعـت   يها روش. دمتفاوت و ناشناخته اي وجود دار يها كنندهممانعت 

PCR  رديگ يمو تكثير صورت  رددگ يممنجر به كاهش مواد مزاحم  ها نمونهمعرفي شده است براي مثال رقيق نمودن .
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)Weller et al. 2000 ( راه حل ديگر افزودن موادي مانند پلي وينيل پيروليدون(PPV)  نيبه ودر بافر استخراج و 

مـوثرترين راه   )Denny 2006( را غير فعال نمايند ها كنندهممانعت  توانند يم PCRسرم آلبومين و ترهالوز در بافر 

مختلـف   يهـا  روشبـراي ايـن منظـور    . اسـت  DNAفاده از يك روش مناسب استخراج براي حذف اين عوامل است

تجاري مختلف كه نتايج بسياري از تحقيقات نشان داد  يها تيكدستي و  يها روشاز جمله . اند شدهاستخراج مقايسه 

 & Pastrik( ارنددنيز را  ها كنندهتجاري علاوه بر ساده نمودن مراحل استخراج قابليت حذف ممانعت  يها تيككه 

Maiss 2000,  Poussier et al. 2002 .(    استراتژي مناسب ديگر استفاده از پيش غني سازي بـه منظـور افـزايش

استفاده از پيش . است ها كنندهو رقيق شدن عصاره مورد ارزيابي و به تبع آن كاهش غلظت ممانعت  ها يباكترجمعيت 

بلكه باعث افزايش دقـت روش بـه ميـزان چنـدين      كند يمتنها از فعاليت مواد ممانعت كننده جلوگيري  غني سازي نه

زنده در عصاره خاك  يها سلولحسن ديگر پيش غني سازي اين است كه قابليت رديابي . گردد يمبرابر روش معمول 

كه دقت و حساسيت تشخيص را  PCR يها روشاز ساير  ).1384خاني و همكاران مسلم( گردد يمغده و گياه فراهم 

 Realروش . (Pradhanang et al. 2000)اسـت   دقيقـي است كه روش بسـيار   nested PCR دهد يمافزايش 

time PCR  غـده  از عصاره پيش غني سازي شـده   تريل يليمدر هر باكتري واحد تشكيل كلني  10-30قادر به رديابي

 10نيز به همراه پيش غني سازي قادر به رديـابي   PCRروش . (Ozakman & Schaad 2003)است ي زمين سيب

  ).1384خاني و همكاران مسلم(است عصاره غده و خاك  تريل يليمواحد تشكيل كلني باكتري در هر 

هـدف اسـت    RNAست بر اساس تكثير زنده باكتري معرفي شده ا يها سلولروش ديگري كه براي رديابي 

 NASBA (Nucleic acidايـن روش تحـت عنـوان    . گـردد  يم ـبه سرعت تجزيه  ريزجانداربا مرگ  RNAزيرا 

sequence based amplification)  16و قسـمتي از   شـود  يمشناختهS rRNA    ـبـاكتري را رديـابي   ـنما يم  دي

)Bentsink et al. 2002 .(يروش مولكول (Loop-mediated isothermal PCR) LAMP ييشناسا نيز در 

 ـازمز. موفق بوده است R. solanacearum يباكتر  PCRو  يسـرولوژ  يهـا  روشنسـبت بـه    LAMP يت هـا ي

 يهـا چرخـه از بـه  ي ـدرجه و بـدون ن  65 يدر دما DNAمورد نظر از  يتوال ير اختصاصيآن در تكث يي، توانامعمولي

واحد تشكيل كلنـي بـاكتري    106تا  104قدرت تشخيص اين روش بين . باشد يمتجهيزاتي چون ترموسايكلر  و ييدما

در  يبـاكتر  DNAرا در  يه ژنيناح 6كه  يمر اختصاصيپرا 4ن روش از يدر ا. تخمين زده شده است تريل يليمدر هر 
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 ييع در شناسايك روش ساده و سريبه عنوان ن روش يا. شود يماستفاده  ،كند يمر يو تكث ييشناسامدت زمان كوتاهي 

م محصـول واكـنش   ين روش امكان مشاهده مستقيگر ايد يها تيمزاز . عمل كرده است ها سميارگانبسياري از ميكرو 

  .)Kubota et al. 2008( ر مسلح قابل مشاهده استيمواد حاصل واكنش با چشم غ يزيكه با رنگ آم باشد يم

  گيري   نتيجه

بيشتر مناطق كشت اين گياه در  از، كه  R. solanacearumزميني  ناشي از بيماري پژمردگي باكتريايي سيب

هـاي  از طريـق غـده  يماري اين ب. كندوارد ميدر دنيا محصول  به اينسالانه خسارت قابل توجهي ايران گزارش شده، 

توان ميبنابراين . است شدهب گسترش بيماري در سطح وسيع در كشور د و همين موضوع سبيابمي انتشار بذري آلوده

كمـي و كيفـي    بهترين روش مديريت بيمـاري و افـزايش  عنوان  به گواهي شده را  سالم يبذرهاي غده تهيه و كاشت

   .كرد پيشنهادزميني محصول سيب
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Abstract 

Ralstonia solanacearum is an important phytopathogen which reduces quantity 

and quality of potato. Due to its wide distribution and broad host range and in soil of 

different regions through irrigation water or latent infected tubers. It is generally 

difficult to control the damage of this bacterium. It has widely distributed in most of 

potato growing regions of Iran and by causing wilt and brown rot disease of potato, is a 

serious treat for cultivation of this crop in the country. Providing and sowing the healthy 

and certificated seed tubers is the most effective method of controlling the disease. For a 

successful strategy of disease management, a clear understanding of mode of disease 

distribution and epidemiology of causal agent is necessary. In this paper, recent 

scientific findings on this disease are described and new methods of bacterium detection 

and health assay of seed tubers are introduced. 
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