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  چكيده
 در گسـترش بيمـاري از  مطـرح هسـتند،    براي شروع بيماري در فصل بهـار  ،منابع مهم كه به عنوان بيماري آتشك، علاوه بر اين پنهانهاي آلودگي

 Erwinia بيمـارگر  آلـودگي درونـي   حاضر به بررسي وجود ةمطالع. نمايندايفا مينقش به سزايي نيز هاي آلوده ر شونده رويشي و نهاليطريق مواد تكث

amylovora هاي تشخيصي بهينه سازي شده و قابل اطمينـان  كرج و دماوند با استفاده از روشهاي ستانهاي سيب شهردر درختان مادري و نهالستان
باكتري عامل بيماري آتشك از هـيچ يـك   . پرداخته استهاي مولكولي مبتني بر تشخيص اسيد نوكلئيك كشت روي محيط انتخابي، سرولوژيكي، آزمون

 Red romeسه رقم  هايجوانهاين باكتري درون  نيز كرجباغات سيب مورد ارزيابي در شهرستان در . هاي ارزيابي شده در دماوند رديابي نگرديداز نهال
 ،Janathan3 هـا در  رسد اين نوع آلودگيبه نظر مي. شدمشاهده نها در آنكه هيچ نوع علائمي از بيماري آتشك  گسترش يافته در حالي ،و گلاب كهنز

 ،مـادري  باغاتها و لذا گواهي سلامت نهالستان ،در شروع بيماري نقش موثري داشته باشندعنوان اينوكلوم اوليه  بهتوانند شرايط مساعد آب و هوايي مي
 .در كنترل و جلوگيري از گسترش بيماري موثر است

  
   Erwinia amylovora ،ارقام سيب، آلودگي دروني :كليدي هاي واژه

  
    1 مقدمه

ترين  كي از خطرناكي   E. amylovoraبيماري آتشك با عامل
. اسـت ها روي سيب، گلابي و بسياري از اعضاء خانواده رزاسه بيماري
سـال اخيـر روزافـزون اسـت و عامـل       20بيماري آتشك طـي   ةتوسع

اي بـه منطقـه ديگـر     طقـه متفاوت و موثري از من هايروشبيماري از 
خصـوص آلـودگي   گزارشـات متعـددي در   ) 15و  14(شود پراكنده مي

ها بدون ظهور علائـم وجـود دارد    ها و يا زخم درختان از طريق شكاف
صورت اندوفيت و  هكه ب علاوه بر اين E. amylovoraباكتري  .)11(

درون گياه  نيز صورت سيستميك هب داشته،فيت در گياه ميزبان بقاء  اپي
 ،از آن جايي كه در صـورت رخنـه پـاتوژن بـه گيـاه     . يابد گسترش مي

لـذا محافظـت گيـاه از وقـوع و      .كنترل بيمـاري بسـيار دشـوار اسـت    
 .Eهـاي  جدايـه حتـي  . باشـد گسترش بيماري حائز اهميت زيادي مي

amylovoraتواننـد در بافـت درختـان    ي، با شدت بيماريزايي بالا م ـ
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سيب و گلابي بدون ايجاد علائم توسعه يابند و باكتري به مدت بيش 
هـا،  در نهالسـتان . باشـد قادر به بقاء تحـت ايـن شـرايط مـي     ،ماه 6از 
نيز وقوع اين  هاي تازه احداث و يا باغاتي كه مديريت مناسب دارند باغ

گزارشـات   .)7(هـاي بـدون علائـم گـزارش شـده اسـت       نوع آلودگي
محققين نشان داده كه اين باكتري به سرعت از طريق آوند آبكش در 

هاي آلوده بلكه  و اين توسعه نه تنها در شاخه يابدگياه آلوده توسعه مي
شـرايط محيطـي   در صورتي كـه  . )11(ها نيز رديابي شده است  تا پايه

بـا   مواد تكثيـر شـونده رويشـي    ، انتقالراي ظهور بيماري مهيا نباشدب
هاي آلوده به ظاهر سالم به نقاط مختلف نهال نيز و هاي پنهانآلودگي

باعـث گسـترش بيمـاري    مي توانـد   ،كشور و يا حتي كشورهاي ديگر
  ) .9(گردد 
لذا ارزيابي آلودگي نهفته در درختان فاقد علائم و داشتن گـواهي   
ها مي تواند در كنترل و ممانعـت از  مت درختان مادري و نهالستانسلا

بـراي تشـخيص   . اي داشـته باشـد  توسعه بيماري آتشك نقش ارزنـده 
هاي مختلف ، ابزار و روش Erwinia amylovoraآلودگي باكتري 

هاي سـرولوژيكي، روش  از جمله كشت در محيط نيمه انتخابي، روش
توسـعه   (PCR)اي پليمـراز  رهو واكـنش زنجي ـ  DNAهيبريداسيون 

ــت  ــه اســـ ــرولوژيكي . يافتـــ  Lateral flowروش ســـ

immunochromatography (LFIC)      بـه عنـوان يـك روش

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  نشريه
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سازي، دقتي  يش غنيتشخيصي سريع و كم هزينه معرفي شده كه با پ
هاي مولكولي به همراه دشته است و قـادر بـه رديـابي    آزمون ةبه انداز
هـاي تشخيصـي دقيـق و    از روش). 1(باشـد  هاي پنهـان مـي  آلودگي

اي پليمراز است كه قادر يا واكنش زنجيره PCRحساس ديگر، روش 
. هاي بسيار پـايين بـاكتري در بافـت گيـاهي اسـت     به رديابي جمعيت

سازي علاوه بر كاهش اثرات  اده از اين روش به همراه پيش غنياستف
 PCR ةانـداز ها در آزمون، دقت اين روش را بـه  منفي ممانعت كننده

حاضـر بـه    ةمطالع ـ ).1(دهـد  ارتقاء مـي  (nested PCR)آشيانه اي 
دادي از ارقام تجـاري  در تع، E. amylovoraآلودگي دروني  بررسي

با استفاده  ،دار سيب فاقد علائم بيماري در كرج و دماوند مهم و شناسه
  .پرداخته است، و مطمئنهاي دقيق  از تكنيك

  
  ها مواد و روش

  هينمونه گيا
برداري از دو منطقه دماوند  نمونه ،90در اواخر بهار و تابستان سال 

هاي دماوند مربوط بـه  برداري از نهالستان نمونه. گرفت و كرج صورت
 Red)، سـيب قرمـز   (Golden Delicious)ارقام گالا، سيب زرد 

Delicious) بـرداري از   همچنـين نمونـه  . ب و فوجي انجام شد، گلا
چنـين كليـه   مستقر در بـاغ كمـال آبـاد كـرج و هم    برخي ارقام سيب 

طرف  4بدين صورت كه از . دار در كرج انجام شد درختان سيب شناسه
برداشت شد و جهت انجام  هاو جوانه هاقسمتي از شاخساره ،هر درخت

هاي تشخيصي در يخدان حاوي يخ به آزمايشگاه سلامت نهال آزمون
و نهـال منتقـل   و مواد تكثيري موسسه تحقيقات ثبت و گـواهي بـذر   

برداري شده در كرج شامل كمپوتي، مشـهد نـوري،    ارقام نمونه. گرديد
گـلاب   ، 2گلاب كهنـز، سـلطاني شبسـتر، مشـهد، اردبيـل حسـاس       

 Janathan 1, 2, 3 ،unidentified IRI 4،Prime اصـفهان، 

gold ،Red Rome ،Impire هاي چند درخت از شاخ و برگ. است
برداري صورت گرفت و به  راي علائم بيماري آتشك نيز نمونهسيب دا

 ـعنوان كنترل مثبت به همراه  هـاي  خـالص بـاكتري در تسـت    ةجداي
 .گرديدتشخيصي استفاده 

  

  هاي تشخيصي آزمون
تـا زمـان انجـام    و در يخچـال   به مدت سه تا هفت روزها  نمونه 

هـا بـه    پس از ضد عفوني سـطحي، نمونـه  . دندآزمايشات نگهداري ش
ميكروليتـر   500سـازي بـا    گيري شدند و به منظور غني تفكيك عصاره

 (Ishimaru and Klos, 1984)مـايع   CCTمحيط نيمه انتخابي 
گـراد قـرار داده   درجه سانتي 25ساعت در دماي  48تركيب و به مدت 

  ). 1( ندشد
عـلاوه   سازي در محيط نيمه انتخـابي،  گيري و غني از عصاره پس

  (LFIC)وسيله آزمـون  ه، وجود آلودگي بCCTبر كشت روي محيط 
Lateral flow immunochromatography  طبق دستورالعمل

همچنـين جهـت رديـابي دقيـق و     . ارزيابي گرديـد  biorebaشركت 
 Polymerase Chain Reactionهــاي تــر از آزمــونحســاس

(PCR)  وnested PCR استخراج  .استفاده گرديدDNA  به روش
در آزمون  Bو  Aاز جفت آغازگر . صورت گرفت) 8(ليوپ و همكاران 

PCR هاي بيرونيو از آغازگرAJ75  و AJ76    و جفـت آغازگرهـاي
 nested PCRدر آزمـون  ) PEANT2 )10و  PEANT1درونـي  

در  PCRميكروليتـر از محصـول    15و سـپس   )1جدول ( استفاده شد
آميـزي بـا اتيـديوم     الكتروفورز و پـس از رنـگ   درصد  5/1ژل آگاروز 

  .برومايد بررسي گرديد
  

  تست فوق حساسيت
 .E هاي سوسپانسيون كلني ،تست فوق حساسيت انجام به منظور

amylovora  خالص شده در محيطCCT، 109با غلظت cfu/ml  
(OD 620nm =1) هـاي توتـون   برگ به(Nicotiana tabacum 

cv. Samsun)  و واكنش گياه ) 12(برگي تزريق شد  5-6در مرحله
 .گرديدساعت بعد ارزيابي  24

  
  آزمون بيماريزايي

بـر   E. amylovora ةهاي خـالص شـد  آزمون بيماريزايي جدايه
هاي نارس گلابي پس از  ميوه. شدهاي رقم درگزي انجام روي گلابي

، بـا  درصد 5ني سطحي با محلول هيپوكلريت سديم شستشو و ضدعفو
زني گرديـده و بـه    مايه cfu/ml 108سوسپانسيون باكتري به غلظت 

 60گراد و رطوبت نسبي  ة سانتيدرج 25-27مدت يك هفته در دماي 
  .نگهداري شدند درصد

 

  Nested PCRو  PCRآغازگرهاي مورد استفاده در آزمون  -1جدول 
  نام آغازگر  توالي آغازگر محصول آزمون  منبع
16  PCR  bp900 5’-CGG TTT TTA ACG CTG GG A  
16  PCR  bp900 5’-GGG CAA ATA CTC GGA TT B  
10  Nested PCR  bp 844 5’ CGT ATT CAC GGC TTC GCA GAT AJ75  
10  Nested PCR  bp 844 5’ ACC CGC CAG GAT AGT CGC ATA AJ76  
8  Nested PCR  bp 391 5’ TAT CCC TAA AAA CCT CAG TGC PEANT1  
8  Nested PCR  bp 391 5’ GCA ACC TTG TGC CCT TTA PEANT2 
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 و بحث نتايج

و كشـت   PCR ،Nested PCR ،LFICهاي تشخيصي  آزمون
به همراه غني سازي با موفقيت آلودگي را  CCTروي محيط انتخابي 

در درختان داراي علائم بيماري آتشك و آلودگي پنهان را در درختـان  
  )1شكل (سالم رديابي نمودند  ظاهراً

در برگ توتـون اثبـات   هاي باكتري جدايهواكنش فوق حساسيت 
 ي آلـوده شـده،  هابافت، ساعت در دماي اتاق 24بعد از گذشت . گرديد

در  hrpهـاي   حـاكي از وجـود ژن   HRواكـنش مثبـت   . دندنكروز ش
  ). 12(باشد ميهاي مورد ارزيابي  ايزوله

هـاي نـارس   هاي بـاكتري روي ميـوه  در آزمون بيماريزايي جدايه
روز علائم آبسوختگي و نكروزه شدن بافـت   10گلابي، بعد از گذشت 

  . مشاهده و بيماريزايي جدايه ها مورد ارزيابي محرز گرديد
هـاي سـيب    در ارزيابي صورت گرفتـه روي نهـال   ايج نشان دادنت

ــع در      ــوجي واق ــلاب و ف ــز، گ ــيب قرم ــيب زرد، س ــالا، س ــام گ ارق
 .Eبه باكتري  هيچ گونه آلودگي پنهان يا آشكار هاي دماوند نهالستان

amylovora كه بر اسـاس نتـايجي كـه در     در حالي. نگرديد رديابي
 13 دروني بدون وجود علائم در آلودگيكرج، باغات آمده در  2جدول 
 مشـخص بـا اطمينـان   ) رقـم  23(درختان سيب مـورد ارزيـابي    درصد
  .گرديد

جايي كه اهميـت كنتـرل و جلـوگيري از گسـترش بيمـاري       از آن
هاي اخير حـاكي  خوبي در دنيا مشخص شده است و طغيانه آتشك ب

از اين است كه تا چـه حـد كنتـرل ايـن بيمـاري دشـوار  و گسـترش        
 لــذا درك اپيــدميولوژي بــاكتري خصوصــاً). 8(اري ســريع اســت بيمــ

شناخت منابع آلودگي اوليه و ثانويه و حركـت سيسـتميك بـاكتري در    
در مطالعـه  . گياه آلوده در كنترل گسترش بيمـاري بسـيار مـوثر اسـت    

و گلاب   Janathan  ،Red romeحاضر آلودگي دروني در سه رقم 
رديابي گرديد كه در شرايط مناسب بدون مشاهده علائم بيماري كهنز 

ها مي توانند منشاء شـروع بيمـاري در فصـل    محيطي اين نوع آلودگي

در  اسـت كـه   نشـان داده  نيـز  تحقيقـات گذشـته  . رويشي بعدي باشند
از  E. amylovoraانـدوفيت بـاكتري    هـاي  مناطق آلـوده، جمعيـت  

 مچنـين ه). 5و  3. (هاي سـالم سـيب جـدا سـازي شـده اسـت       جوانه
اند كـه  نشان داده ،گلخانه ةدر شرايط كنترل شد ايشات انجام شدهآزم

E. amylovora  هـاي سـالم و    سـال در جوانـه   2قادر است بيش از
هاي قديمي بقـاء يابنـد و قـدرت بيمـاريزايي     شانكر ،بافت هاي مجاور

  ).7(خود را حفظ نمايند 
 اوايلدر  هاي بيماري آتشك در باغات جديد التاسيس گاهاًطغيان
دهد كـه  روي درختان جوان داراي گل و يا فاقد گل رخ مي فصل رشد

هـا  در نهالسـتان  هـا در بسياري از موارد به نظر مي رسد ايـن آلـودگي  
 ،كه عـاملي باعـث بـرانگيختن پـاتوژن نشـود     ي وجود داشته و تا زمان

  ).13(د نظهور نمي كن
هاي رويشـي سـيب    نهرا از جوا E. amylovora) 4(كالزولاري 

مشـاهدات   .رديابي نمود، هاي هلند وارد ايتاليا شده بوداز نهالستان كه
از اين طريق، پتانسـيل انتقـال   محققين مختلف حاكي از آن است كه 

جداسـازي بـاكتري از   . بيماري بـه منـاطق دوردسـت نيـز وجـود دارد     
هاي گياهي داراي علائم آسان است زيرا جمعيت بـاكتري قابـل    نمونه

هاي فاقد علائم معمـولا جمعيـت    حاليكه در نمونهكشت بالا است در 
باشد كه پيش غني سـازي باعـث رفـع    باكتري در حد بسيار پايين مي

هاي  جدايههمچنين تشخيص اين مهم كه  ).1(اين مشكل شده است 
 ؟ها، زنده و بيماريزا هستند يا نه شاخه ها و باكتري رديابي شده از جوانه

كـه   LFICو  PCRهـايي ماننـد    روشاهميت بسيار زيادي دارد زيرا 
تواننـد تعيـين كننـده     هاي زنده از مرده نيستند نمي قادر به تمايز سلول

زنده و قابل انتقـال بـه    ،اين موضوع باشند كه آيا باكتري رديابي شده
لـذا اسـتفاده از روشـي ماننـد كشـت روي       ؟مناطق سالم است يا خير

ي رديـابي شـده كمـك    هـا  جدايـه محيط انتخابي در اثبات زنده بودن 
  .كننده است

  

 
: 3و  2كنترل مثبت، : nested PCR .1و  LFIC ،PCRهايبا استفاده از تكنيكErwinia amylovoraرديابي باكتري  - 1شكل 

  (NC)كنترل منفي : 4 )علائم بيماريبدون ظهور (با آلودگي دروني به آتشك  Janathanو  red romeارقام به ترتيب مربوط به 
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 نتايج ارزيابي آلودگي دروني ارقام مختلف سيب مستقر در كرج به بيماري آتشك بدون ظهور علائم بيماري -2جدول 

  
                   +: Positive reaction; -: Negative reaction  

  
تسـت فـوق    ،رزيـابي حاضـر روش كشـت   كـه در ا  با توجه به اين

استفاده شـده   LFICو  PCRبه همراه آزمون  و بيماريزايي حساسيت
  .قابل اطمينان است هاي زنده و بيماريزا كاملاً نتايج رديابي سلول

جايي كه طبق تحقيقـات صـورت گرفتـه درصـد      در مجموع از آن

آتشـك  هاي سيب ايران نسـبت بـه بيمـاري    بالايي از ارقام و ژنوتيپ
هاي به ظاهر سالم ولي لذا جلوگيري از كشت نهال) 2(حساس هستند 

حامل آلودگي در مناطقي كه هنـوز بيمـاري آتشـك گسـترش نيافتـه      
 .خواهد داشتاي در كنترل بيماري  ت ويژهياهم
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