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  چكيده
هاي گياهي  زميني استان اردبيل، نمونه از انبارها و مزارع سيب 1391زميني، در سال  سياه سيب ور شناسايي عامل بيماري پوسيدگي نرم و ساقبه منظ

هـاي   هـا از نظـر ويژگـي    زايـي، جدايـه   پس از اثبات بيماري. جدايه باكتري پكتوليتيك جداسازي شد 53آوري و  سياه و پوسيدگي نرم، جمع با علايم ساق
هاي مورد بررسي تعيـين گرديـد و درصـد آلـودگي هـر       شدت لهانندگي جدايه. هاي استاندارد مقايسه گرديدند فنوتيپي، مورد بررسي قرار گرفته و با جدايه

هـا در   براساس اين نتايج جدايه .داد ها نشان جدايه ميان را بالايي ،تنوعهاي فنوتيپي افتراقي ويژه انتروباكترهاي پكتوليتيك نتايج آزمون. منطقه برآورد شد
ــه   ــف طبقـ ــروه مختلـ ــش گـ ــدند  شـ ــدي شـ ــه. بنـ ــي   جدايـ ــاس ويژگـ ــروه اول براسـ ــاي گـ ــه    هـ ــه گونـ ــي بـ ــيميايي و افتراقـ ــاي بيوشـ    هـ

Pectobacteriumcarotovorum subsp. carotovorumــه ــروه دوم بـ ــه ، گـ ــه  Pectobacteriumwasabiaeگونـ ــوم بـ ــروه سـ ، گـ
نتايج شناسايي فنـوتيپي بـا كـاربرد    . شبيه بودند Dickeyachrysantemiگونه هاي گروه چهارم به و جدايه Pectobacteriumatrosepticum گونه

 هـاي  هـا، حدواسـط گونـه    هـاي ايـن جدايـه    گروه پـنجم شـامل دو جدايـه بـوده و ويژگـي     . گونه، مورد تاييد قرار گرفت آغازگرهاي اختصاصي براي سه
Pectobacteriumcarotovorum subsp. carotovorumوDickeyachrysantemi گروه ششم كه فقـط دربرگيرنـده يـك جدايـه بـود،      . بود

 Pectobacteriumwasabiaeو  Pectobacteriumcarotovorum subsp. carotovorumهاي فنـوتيپي بـه هـر دو گونـه      براساس ويژگي
هاي پكتوليتيـك،   ترين ميزان آلودگي را به باكتري ، بيش75/18ران با در بررسي درصد آلودگي، منطقه كلخو. شبيه بوده و بينابين اين دو گونه قرار گرفت

  . برداري شده داشت در بين مناطق نمونه
  

  زميني، شناسايي پوسيدگي نرم، ديكيا، سيب اردبيل، پكتوباكتريوم، :هاي كليدي واژه
  

    3 2 1 مقدمه
ــيب ــي ســ ــكزمينــ ــاهي يــ ــا  ، گيــ ــاله، بــ ــامعلمســ  ينــ

Solanumtuberosum ة تيربه  و متعلقSolanaceae  باشـد   مـي .
كـه تعـداد محـدودي از    ي زيادي بـوده  ها داراي گونه 4سولانومجنس 

توليـد  ). 4( نماينـد  توليد غده ميS.tuberosumي گونهها از جمله  آن
ويـژه در   ميليون تـن بـوده و كشـت آن بـه     325تر از  زميني بيش سيب

كشور ايران  .سرعت در حال افزايش است كشورهاي در حال توسعه به
 و آب بودن دارا بااردبيل  استان. باشد داراي مقام چهاردهم در توليد مي

 ديتول از صددر 8/14 محصول نيا كشت يبرا سازگار و مناسب يهوا
 برابـر  يركشتيز سطح با و داده اختصاص خود به را كشور ينيزم بيس
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4-Solanum 

هاي مهمي  آفات و بيماري). 3(باشد  مي برخوردار كشور در ينيزم بيس
كيفيـت و كميـت ايـن محصـول      بر و زميني را تهديد نموده گياه سيب

هـا يكـي از    هاي گيـاهي، بـاكتري   از ميان بيمارگر .باشند تأثيرگذار مي
هاي متعلق به  بعضي از جنس .)39(زا هستند  ترين عوامل خسارت مهم

ي اينتروباكترياسـه از بيمارگرهـاي مهـم باكتريـايي محسـوب       خانواده
زميني پوسـيدگي   شوند كه در تعداد زيادي از گياهان از جمله سيب مي

 Pectobacteriumهـــاي  زيرگونـــه .كننـــد نـــرم ايجـــاد مـــي

carotovorum subsp. carotovorum(Pcc) ،P.c. subsp. 

brasiliensis،  هــــاي گونـــهP. atrosepticum(Pa),P. 

wasabiae(Pw)وDickeya spp. سـياه و   عنـوان عوامـل سـاق    به
). 35و  31، 17،20(انـد   زمينـي گـزارش گرديـده    پوسيدگي نـرم سـيب  

هاي مولد پوسيدگي نرم پراكنش جهاني داشته و قادر به ايجاد  باكتري
پـس از   هاي گياهي، در طول فصل رشـد و  آلودگي در بسياري از گونه

تـرين   زميني از عمده سياه و پوسيدگي نرم سيب ساق. باشند برداشت مي
هـا در ايـران و    هـاي ناشـي از ايـن بـاكتري     زاترين بيمـاري  و خسارت

گرمسيري و  معمولاً در نواحي نيمه Pccةزيرگون. كشورهاي ديگر است
 ترين دامنـه ميزبـاني را در   معتدله انتشار وسيعي داشته و احتمالاً وسيع

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان  نشريه
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 ةدامن ـ. باشـد  دارا مـي  پكتوباكتريومهاي جنس  ها و زيرگونه ميان گونه
ــ ــاني گون ــه    Paة ميزب ــيري، ب ــه و سردس ــاطق معتدل ــولاً در من معم

گـردد، سـاق    زميني محدود شده و علامتي كه بيشتر مشاهده مي سيب
ــت ــياه اس ــ. س ــاً در  Dickeyachrysanthemi(Dch) ةگون عموم

معتدلـه، روي طيـف وسـيعي از     گرمسـيري و  نواحي گرمسيري، نيمـه 
يي  ها زا بوده و بيماري بيماري) زينتي، زراعي و باغي(هاي گياهي  گونه

در سـيب  . كنـد  ها ايجـاد مـي   چون پوسيدگي نرم و پژمردگي را، در آن
گيـرد و   هـاي بـذري نشـأت مـي     طور معمول از غده زميني، آلودگي به

وبـت نقـش   عوامل محيطي چون درجه حرارت، ميـزان اكسـيژن و رط  
اهميت خسـارت   ).38(اساسي در تظاهر و توسعه علايم بيماري دارند 

زميني باعث شده اسـت، در   هاي سيب ها در ايجاد بيماري پكتوباكتريوم
هاي آلوده بـه ايـن    اي براي ورود غده بعضي كشورها شرايط قرنـطينه

هـا    زميني لذا توليدكنندگان اين نوع سيب. بيمارگرها در نظر گرفته شود
همواره درصدد آن هستند كه از بروز و شيوع ايـن بيمـاري در مـزارع    
خــود جلــوگيري نماينــد تــا بتواننــد از محــدوديت قرنطينــه صــادرات 

اطلاعـات آمـاري   . زمينـي، عبـور نماينـد    كشورهاي خريدار بذر سـيب 
هاي مولد پوسيدگي نرم در كشـور   مشخصي از ميزان خسارت باكتري

هـاي   هـاي متعـدد از اسـتان    توجه به گـزارش منتشر نشده است، اما با 
زمينـي، ذرت و   ها در سيب مختلف كشور، خسارت اين گروه از باكتري

 اردبيـل افـت   اسـتان  در ).6و  2، 1(باشد  گياهان زينتي قابل توجه مي
 و كشاورزان كاهش درآمد در زيادي تأثير زميني سيب كيفيت و كميت

ايـن   وسـيع  دليـل كشـت   بـه . دارد بازار در آن قيمت افزايش چنين هم
 هـاي  غـده  عـدم كشـت   چنـين  هم و آلوده كننده   مايه وجود محصول،

 سـياه   سـاق  و نـرم  هاي پوسـيدگي  بيماري شده، گواهي و سالم بذري
هاي پر  خصوص در سال موارد، به از بسياري در و شيوع فراواني داشته

تشـخيص دقيـق و   . نمـوده اسـت   وارد قابـل تـوجهي    باران، خسـارت 
 .باشد هاي كنترل ضروري مي طمئن عامل بيماري براي اعمال روشم

هـاي فنـوتيپي،    در اين پژوهش سعي شده است تا با استفاده از آزمـون 
سياه و پوسيدگي  بيوشيميايي و مولكولي، عوامل دخيل در بيماري ساق

  .شود  شناساييدر استان اردبيل زميني  سيب نرم 
  

  ها مواد و روش
  داسازي برداري و ج نمونه

ــاه ــان ســال    در م ــرداد و آب ــر، م ــرداد، تي ــاي خ ــزارع 1391ه ، م
سـاميان، كلخـوران،   (زميني واقع در نواحي مختلف استان اردبيل  سيب

نيار، آراللو، شام اسبي، پيراقوم، بابلان و مزرعـه تحقيقـات كشـاورزي    
زمينـي   هاي سيب زميني بازديد گرديده و ساقه و انبارهاي سيب) اردبيل

هـاي   چنـين غـده   هـا و هـم   سياه و پژمردگيدر بـرگ  لايم ساقداراي ع
هاي كاغذي بـه   آوري شده و در پاكت پوسيده مظنون به آلودگي، جمع

جهت جداسازي باكتري، پس از شستشـوي  .آزمايشگاه منتقل گرديدند

هاي آلوده با آب معمولي،به كمك تيغ سترون، قطعات كـوچكي   بخش
بـه   درصـد  70م و آلوده جدا و در الكل ها از مرز بين بافت سال از نمونه

اين قطعات دوبار با آب مقطر شسـته  . ثانيه ضدعفوني گرديد 30مدت 
هاي حاوي آب مقطر سترون خرد گرديده و بعد از  شده و در داخل لوله

دقيقه نگهداري در دماي اتاق، يك يا دو قطـره توسـط لـوپ     30-20
بـه صـورت   )(EMB1وپلاتيني برداشته و روي محيط ائوزين متيلن بل

درجـه   28هـا در دمـاي    پـس از نگهـداري پتـري   . خطي كشـت شـد  
هـايي بـا رنـگ درخشـنده سـبز       روز، پرگنـه  3تا  2مدت  سلسيوس به

سـازي روي محـيط    منظور خالص متاليك و يا بنفش تيره انتخاب و به
ها با رنگ سـفيد   كلون تك. مخطط گرديدند (NA2)كشت آگار غذايي

ها  عنوان يك جدايه جهت انجام آزمون شيري بهمايل به خاكستري يا 
براي نگهداري طولاني مدت، كشـت  . ي تحقيق انتخاب شدند و ادامه

 درصـد  40بـه همـراه   3ها در محيط نوترينـت بـراث   ساعته باكتري 24
هـاي   جدايـه . )36(درجهسلسيوسـقرار داده شـد   -80گليسرول دردماي

برزيـل و اسـكاتلند   هـاي   استاندارد از كلكسيون كشت ميكروارگانيسـم 
هـا مـورد    عنوان شـاهد مثبـت در تمـامي بررسـي     و به) 1جدول( تهيه

 .مقايسه قرار گرفتند
  

  زايي آزمون بيماري
هـاي   ها در ايجاد لهيدگي روي غده منظور ارزيابي قابليت جدايه به
هـا بـا    زميني رقم مارفونا، صد ميكروليتر از سوسپانسـيون جدايـه   سيب

 بــه(OD600=0.1) ميلـي ليتــر در هــر  ســلول بــاكتري 107غلظـت  
 .درصد، تزريق شـد  5/0هاي ضدعفوني شده با هيپوكلريت سديم  غده

زميني رقم مارفونا كـه حساسـتي بـالا     هاي سيب در آزموني ديگر، غده
هـاي رقـم مـذكور كـه      غده. نسبت به اين بيماري دارد انتخاب گرديد

كشـاورزي  گواهي شـده و عـاري از بيمـاري بـود از مركـز تحقيقـات       
 50متر و قطر  سانتي 20هايي با ارتفاع تقريباً  اصفهان تهيه و در گلدان

مخلوط خاك باغچه، ماسه و كـود  (مترحاوي خاك سترون شده  سانتي
سوسپانسيون بـاكتري در بـافر فسـفات    . كاشته شدند )حيواني پوسيده
هـاي   وسـيله سـرنگ بـا غلظـت ذكـر شـده بـه بوتـه         هنمكي تهيه و ب

متـري داشـتند تزريـق     سـانتي  15-20اي در حدود  ه اندازهزمينيك سيب
  .شد

متري  سانتي 5در حدود  زميني محل تزريق، زير پوست ساقه سيب
با چرخه  درجه سلسيوس 20-30ها در دماي  گياهچه .بالاي خاك بود

 ساعت تاريكي و شـرايط بخـارزني آب   8ساعت روشنايي و  16نوري 
 عنـوان   به بافر فسفات نمكي شده با نيز هاي مايه ساقه از. قرار گرفتند

 زني، مايه از پس گياهان واكنش بررسي جهت .استفاده شد منفي شاهد
                                                            
1-Eosin Methylene Blue 
2-Nutrient Agar 
3-Nutrient Broth 



  275    زميني در استان اردبيل سياه سيب شناسايي عامل بيماري پوسيدگي نرم و ساق

   .گرفتند قرار ارزيابي مورد روزانه طور به ها بوته
 هاي استاندارد مورد استفاده در اين تحقيق جدايه -1جدول 

  مركز نگهداري نام جدايه كد جدايه
863 Pectobacteriumcarotovorumsubsp. carotovorum IBSBFبرزيل  

1819 Pectobacteriumatrosepticum IBSBFبرزيل  
488 Pectobacteriumwasabiae SCRIاسكاتلند  
231 Dickeyachrysanthemibv. chrysanthem  IBSBFبرزيل  

  
  هاي فنوتيپي بررسي ويژگي

 هـاي متـداول   هاي بيوشيميائي و فيزيولوژيـك طبـق روش   آزمون
هــا نســبت بــه  بررســي حساســيت جدايـه  .انجـام شــد ) 36و  23، 18(

  .انجام شد) 22(بيوتيك اريترومايسين، به روش كلمنت  آنتي
  

  ها تعيين شدت لهانندگي جدايه
انـدازه و عـاري از    زميني رقـم مارفونـا تقريبـاً هـم     هاي سيب غده
 مورد آزمايش) تهيه شده از مركز تحقيقات كشاورزي اصفهان( آلودگي

هـا   غـده . گيري شده و يادداشت گرديـد  ها اندازه وزن غده. قرار گرفتند
 5/0سـديم   پس از شستشو با آب معمولي و ضدعفوني بـا هيپوكلريـت  

هاي پلاستيكي سترون قـرار داده   درصد به مدت نيم ساعت، در سيني
شدند، براي هر جدايه، چهار غده با تزريق صد ميكروليتر سوسپانسيون 

عنوان شـاهد بـا آب    و يك غده به) ليتر در هر ميلي سلول 107(باكتري 
ها در اين آزمون مورد ارزيابي  تمامي جدايه. زني شد مقطر سترون مايه

روز و در شرايط ذكـر شـده در بخـش     3ها به مدت  نمونه. قرار گرفتند
پس از پايان آزمايش، بافت آلوده با جريان ملايم . قرار داده شدند قبل،

گيري و با وزن غده قبل از  هاي آلوده اندازه و وزن غدهآب شسته شده 
 SAS محاسبات آماري با استفاده از نرم افزار .زني، مقايسه گرديد مايه

مقايسه ميانگين صفت مورد مطالعه يعني شـدت لهاننـدگي   . انجام شد
 5اي دانكـن در سـطح احتمـال     دامنه ها با استفاده از آزمون چند جدايه

تكـرار   4آزمايش در قالب طرح كاملاً تصـادفي و در  . درصد انجام شد
 ).30(انجام گرفت 

  
  استخراج اسيدنوكلئيك

 آگار غـذايي محيط روزه در  2هاي  از باكتري كدري  سوسپانسيون
واحـد   1/0–2/0بـه  هـا  تهيـه و غلظـت آن  نـانومتر   600 طول موج در

OD1 ، حجـم هيدروكسيدپتاسـيم يـك     1/0هرنمونه به . گرديدتنظيم
با اسـتفاده از روش   نوكلئيك  پس از جوشاندن، اسيد . ال اضافه شدنرم

براي تعيين خلوص و غلظت، . معمول فنل و كلروفرم، استخراج گرديد
درصـد   8/0دو ميكروليتر از اسيدنوكلئيك استخراج شده در ژل آگـارز  

بررســي غلظــت اســيدنوكلئيك كــل . بارگــذاري و الكتروفــورز گرديــد
                                                            
1-Optical Density 

سـه شـدت نـوار حاصـله در مقايسـه بـا مقـدار        استخراج شده بـا مقاي 
  ).9(اسيدنوكلئيك فاژ لامبدا صورت گرفت  مشخصي از

  
 مراز اي پلي با استفاده از واكنش زنجيرهها  جدايه رديابي

ميكروليتـر و بـا    25مـراز در حجـم نهـايي     اي پلي واكنش زنجيره
ــاي ــتفاده از آغازگره ــه  Expccf/Expccrاس ــي گون ــه اختصاص ، ك

Pcc،بــودهADE1/ADE2   كــه اختصاصــي گونــهDch بــوده و
Eca1f/Eca2r كه اختصاصي گونهPa   21، 16(است، انجام گرفـت 

، در ژل آگـاروز يـك   واكـنش الكتروفورز محصولات حاصل از ). 27و 
و ) 2فرمنتاز، سـاخت شـركت  Kb 1(درصد به همراه يك نشانگر وزنـي  

 89مـولار تـريس،    ميلـي  EDTA3 ) ،89بوريك اسيد، -بافر تريسدر
انجـام  ) EDTA ،2/8 ~ pHمولار  مولار اسيد بوريك، دو ميلي ميلي
پس از اختلاط با يـك ميكروليتـر رنـگ    ) پنج ميكروليتر(ها  نمونه. شد

هاي ژل ريخته شده و الكتروفورز در اختلاف پتانسيل  در چاهك 4آماده
رنـگ  ژل بـا  . بلو به انتهاي ژل انجام شد فنل ولت، تا رسيدن برم 100

ــوص ف ــانمخص ــول (5لورس ــر 5محل ــي 100در  ميكروليت ــر ميل ) ليت
  ).9( برداري شد آميزي و از آن عكس رنگ

  
  نتايج

  ها سازي جدايه جداسازي و خالص
زميني با علايـم سـياه شـدن     پانصد و يازده نمونه بوته آلوده سيب

ها و كوتولگي بوته، از مزارع اردبيـل   ساقه و شكستگي، پژمردگي برگ
غـده پوسـيده    200چنين بـيش از   زميني و هم يبو اطراف انبارهاي س

هـاي   كه علايم مشابه با علايم بيمـاري ايجـاد شـده توسـط بـاكتري     
ــتند  ــوليتيكرا داش ــل ،)1شــكل(پكت ــذكور   از داخ ــتان م ــاي اس انباره

بر اساس قابليت توليد رنگ سبز متاليك يـا بـنفش    .آوري گرديد جمع
ليـت لهانيـدن   و نيـز قاب  EMBتيره در روي محيط كشت اختصاصي 

هاي پكتوليتيـك   جدايه .جدايه به دست آمد 53زميني، جمعاً  غده سيب
                                                            
2-Fermentas 
3-Ethylene diaminetetraacetic acid 
4-6X loading dye 
5-Red safe 
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 درجـه  -80گليسـرول در   درصـد  40در محيط نوترينت براث حـاوي  
  .نگهداري شدند سلسيوس تا زمان استفاده،

  
 هاي فنوتيپي بررسي ويژگي

 منفـي و  اكسـيداز  جدايـه مـورد بررسـي، گـرم منفـي،      53تمامي 
 گـرد،  NAS1محـيط   هـا روي  جدايه پرگنه. اري بودندهوازي اختي بي

 خاكسـتري  به مايل سفيد يا و شيري رنگ و به برآمده اندكي يا تخت
روي گياه توتون و تمـامي  ) جدايه 31(ها  درصد از جدايه 59حدود . بود

اين . حساسيت را القاء نمودند ها روي گياه شمعداني، واكنش فوق جدايه
و از سـيترات توليـد    H2Sاز سيستئين توليد  اء واحي را ها نيترات جدايه

 ها توانايي توليد رنـگ فلورسـنت در محـيط كشـت     جدايه. قليا نمودند
. را، نداشـتند YDC3دانه آبي يا صـورتي درمحـيط    ، و رنگ2كينگز ب

. نشــان داده شــده اســت 2در جــدول  هــاي فنــوتيپي نتــايج بررســي
تراقـي انتروباكترهـاي   هـاي اف  هاي مورد بررسي بر اساس آزمون جدايه

و بينابين  Dickeyaو Pectobacterium هاي پكتوليتيك در جنس
بنـدي   مبناي تقسـيم . گروه متفاوت، قرار گرفتند 6اين دو جنس، و در 

هاي بيوشيميايي و توانايي استفاده از  ها، اختلاف در برخي آزمون جدايه
ايه بـوده و  جد 23هاي گروه اول شامل جدايه .ها بود برخي كربوهيدرات

شـباهت   Pccي هاي بيوشيميايي و افتراقـي بـه گونـه    براساس ويژگي
گـروه  . بودنـد  Pwگونـه   گروه دوم شامل پنج جدايه وشبيه به. داشتند

اعضاي  .شباهت داشتند  Pa جدايه بوده و به گونه 11سوم متشكل از 
شـبيه   Dchجدايه بـود، بـه گونـه     11ها نيز  گروه چهارم كه تعداد آن

ها، حدواسـط   هاي آن گروه پنجم شامل دو جدايه بوده و ويژگي. بودند
گروه ششم كه تنها دربرگيرنده يك جدايه . بود Dchو Pccهاي  گونه

شـبيه   Pwو  Pccهاي فنوتيپي به هـر دو گونـه    بود، براساس ويژگي
  .ها قرار گرفت بوده و بينابين اين آن

  
  زميني زايي روي ساقه سيب آزمون بيماري

ها، علايم با ظهور رنگ تيره و سـياه شـدگي در    زني ساقه در مايه
زنـي مشـاهده    روز پس از مايـه  3-4محل تزريق باكتري روي ساقه و 

نيـز مثبـت ارزيـابي گرديـد      Pccها در جدايه استاندارد  اين نشانه. شد
طـرف پـايين سـاقه     مرور زمان پيشرفت كرده و به علايم به). 2شكل (

چنـين   ها، كلروز و هم مثل پژمردگي برگعلايم فرعي . گسترش يافت
خالي شدن ساقه و در نهايت خشك شدن كل گياه هـم بـا پيشـرفت    

ها، با گذشت سـه هفتـه پـس از     تعدادي از جدايه. شد آلودگي مشاهده
هايي كـه فقـط بـافر فسـفات      در ساقه. زني، علايم را نشان دادند مايه

                                                            
1-Nutrient Agar containing 0.5 percentage of sucrose 

2-Kings B 

3-Yeast Dextrose Chalk 

گونـه علايمـي   عنوان كنترل منفي تزريـق شـده بـود، هـيچ      نمكي به
 .مشاهده نگرديد

  
زايي روي غـده و بررسـي شـدت لهاننـدگي      آزمون بيماري

  ها جدايه
زنـي   روز پس از مايه 2زايي، علائم لهيدگي  در اين آزمون بيماري

پس از روز دوم گسترش لهيدگي با سـرعت  . ها مشاهده گرديد در غده
تريل زنـي شـده بـا آب مقطـر اس ـ     در محـل مايـه  . بيشتري اتفاق افتاد

شـدت  . عنوان شاهد، هيچ گونه علايم پوسـيدگي مشـاهده نگرديـد    به
در .هـاي اسـتاندارد بيشـتر بـود     ها، از بـاكتري  آلايندگي برخي از جدايه

زمينـي، مقـدار بافـت پوسـيده      آزمون بررسي شدت لهيدگي غده سيب
شـكل  (هاي مورد بررسي و در مقايسه باشاهد متغير بود  شده در جدايه

3.( 
  

  رصد آلودگيبررسي د
هاي بدست آمده و  درصد آلودگي هر منطقه با توجه به تعداد نمونه

نتايج نشان دهنـده  . هاي هر منطقه، محاسبه گرديد براي تمامي نمونه
بالاتر بودن درصد آلودگي منطقه كلخوران در مقايسه با ساير منـاطق  

از هاي جداسازي شده از منطقه كلخواران نيـز بـالاتر    تنوع باكتري.بود
ها مربـوط بـه گونـه     بيشترين تعداد جدايه. ساير مناطق ارزيابي گرديد

Pcc هـاي سـاقه و    نتايج حاصل از بررسـي نمونـه   ).4و  3شكل ( بود
آوري شده از منـاطق مختلـف اردبيـل حـاكي از      زميني جمع غده سيب

زميني در تمام منـاطق مـورد    سياه و پوسيدگي نرم سيب گسترش ساق
  .مطالعه بود

  
  ها سايي مولكولي جدايهشنا

جفــت  بــراي اطمينــان از صــحت شناســايي بــه روش فنــوتيپي،
هاي شناخته شـده ايـن خـانواده،     آغازگرهاي اختصاصي برخي از گونه

هاي فنوتيپي بـه   هايي كه در آزمون در جدايه. مورد استفاده قرار گرفت
شناسايي شـده بودنـد بـه ترتيـب      Paو  Dch ،Pccهاي  عنوان گونه

ايـن قطعـات در   . جفت بازي تكثيـر گرديـد   690و  550، 420نوارهاي
بـه ترتيـب بيـان     ).5شـكل  ( هاي مورد بررسي تكثير نشد ساير جدايه

هاي مذكور تاييـد   هاي گروه چهار، يك و سه به گونه شده، تعلق جدايه
  .گرديد
  
  بحث

ارتفـاع   و مانند خاكسـازگار بـا زراعـت   شرايط مناسب آب وهوايي 
 ـ ، باعـث گرديـده اسـت تـا، كشـت      )متـر  1350( امناسب از سطح دري

اي برخـوردار   از اهميت و جايگاه ويـژه  زميني در اردبيل محصول سيب
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جـا كـه    از آن. بوده و سطح زير كشت زيادي را به خود اختصاص دهد
خصـوص   هـاي باكتريـايي، بـه    اين منطقه رطوبت زيادي دارد، بيماري

را بـه شـدت تهديـد    سياه ايـن محصـول    بيماري پوسيدگي نرم و ساق

لذا شناسـايي عوامـل ايجـاد بيمـاري و اعمـال روش كنتـرل       . كند مي
  . رسد ضروري به نظر مي

  
  هاي استاندارد هاي مورد استفاده در اين تحقيق در مقايسه با جدايه هاي بيوشيميايي جدايه ويژگي -2جدول

  ها با واكنش مثبتدرصد جدايه

Dch Pw Pa Pcc 
گروه 
 ششم

گروه 
 پنجم

گروه
 چهارم

گروه
 سوم

گروه
 دوم

گروه
 اول

 ويژگي

  فعاليت پكتوليتيكي روي غده 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
  فعاليت پكتوليتيكي روي ساقه  100  100  100  100  100  100  100  100  100  100
 واكنش منفي در آزمون گرم 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
 واكنش منفي در آزمون اكسيداز 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

v
1 v v v 50 50 50 36 40 61 حساسيت روي گياه توتون فوق القا واكنش 

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
حساسيت روي گياه  فوق القا واكنش
 شمعداني

 هوازي رشد بي 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
 احياي نيترات 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
  از سيستئين H2Sتوليد  100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
 توليد قليا از سيترات 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
100 100 v 100 100 100 100 27 60 87 هيدروليز ژلاتين 

v 0 0 0 0 0 73 0 0 5  80هيدروليز توئين  
 درجه سلسيوس 37رشد در دماي 87 20 36 64 50 100 100 0 0 100
  توليد مواد احياء كننده از ساكارز 13 0 100 40 0 0 0 0 0 0
 حساسيت به اريترومايسين 5 0 18 73 0 0 0 0 0  0

 لسيتيناز 9 0 9 73 0 0 0 0 0 100

nd
2 nd  nd nd 0 100 91 9 0 18 پروتئاز 

 سوربوز: يد ازتوليد اس 57 60 9 0 0 0  0 0 0 0
 سوربيتول 53 60 54 27 0 0 0 0 0 0

 رامنوز 0 0 0 0 0 0 100 100 100 100
 زايلوز 53 20 9 18 50 0 100 100 100 100
 آرابينوز 5 20 0 9 0 50 100 100 100 100
  لاكتوز 57 0 9 0 0 0 100 100 0 100
  ترهالوز 18 20 0 27 0 0 100 100 100 0
  پالاتينوز 0 0 73 0 0 0 0 100 0 0
  مالتوز 0 0 64 0 0 0 0 100 0 0
  توليد قليا از دي تارتارات 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

                                                            
1- Variable 
2- Not determined 
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ها در آزمون جدايه
زايي هر جدايه، بر ي

0.97
0.5
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 ها بندي جدايه و گروه جداسازي شده هاي پكتوليتيك هاي گياهي،باكتري تعداد نمونه- 4شكل 

  كمترين جدايه  بيشترين جدايه  ها گروه جدايه هاي پكتوليتيكتعداد جدايه هاتعداد نمونه  برداري منطقه نمونه
  4و  2گروه   1گروه   4، 3، 2، 1 15 101  ساميان

  5گروه    1گروه   5، 4، 3، 2، 1 18 96  خوارانكل
 برابر  برابر  6، 1 2 28 نيار

 برابر برابر  4، 1 2 55  آراللو

 برابر برابر  4، 3 2 46  پيراقوم

  -  -  4 2 51  اسبيشام
  1گروه   3گروه   3، 1 7 42  بابلان

  -  -  4 1 24 مزرعه تحقيقات كشاورزي اردبيل
  برابر  1گروه   2،  5، 1 4 68 اطراف انبارهاي شهرستان اردبيل

  6گروه   1گروه   - 53 511  تعداد كل
  

  
، Pccهاي اين قطعات با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي گونه. ها بازي تكثير شده در نمايندگاني از جدايه جفت 420و  690، 550قطعات  - 5شكل 
Pa وDchهاي  جدايه: 4تا  1هاي  شماره: ها به ترتيب ستون. اند بارگذاري شده درصد 5/1هاي جداگانه تكثير و در يك ژل آگاروزي  ، در واكنش

E34 ،D9 ،E111  وDch IBSBF231هاي  جدايه: 10تا  5هاي  ، شمارهH21 ،C12 ،E27 ،E84 ،H6 وPa IBSBF181918تا  11هاي  ، شماره: 
جفت بازي  1000نشانگر وزن مولكولي  Mي و ستون كنترل منف Cستون . Pcc IBSBF863و E18 ،C67 ،E6 ،D16 ،C14 ،E78 ،H20هاي  جدايه

 .است

  
براي اين منظور تعدادي از روسـتاهاي شهرسـتان اردبيـل بازديـد     

سـياه و   هاي آلوده به بيمـاري كـه مشـكوك بـه سـاق      شده و از نمونه
تعيين موقعيـت تاكسـونوميكي   . برداري شد پوسيدگي نرم بودند، نمونه

هـاي فيزيولـوژيكي و    بتنـي بـر روش  ها به ميزان زيادي م اين باكتري
به دليل وجود هتروژني قابل توجه در هـر   ).41(بيوشيميايي بوده است 

هـاي فنـوتيپي و    هـا، روش  دو سطح فنوتيپي و ژنوتيپي در اين باكتري

و شـخيص دقيـق   بيوشميايي گاها، قادر به تفكيـك درسـت نبودهـو ت   
بـا بررسـي   . )14( ها را محدود نمـوده اسـت   اين گروه از باكتريسريع 
هـاي مـورد    اي جدايـه  هاي بيوشيميايي، فيزيولـوژيكي و تغذيـه   ويژگي

ها تنوع بالايي نشـان داده و بـا    مطالعه، مشخص گرديد كه اين جدايه
هاي شـناخته شـده در دنيـا و     ها و زيرگونه ها و مشخصات گونه ويژگي

ايـن حالـت بينـابيني    . هـا مطابقـت كـاملي ندارنـد     جداول افتراقي آن
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پـذيري وراثتـي فاكتورهـاي فيزيولـوژيكي و      توانـد ناشـي از تغييـر    مي
چنين مشاهده شـد كـه بخـش اعظمـي از      هم). 19(بيوشيميايي باشد 

درصـد   44حـدود  ( Pccتـرين شـباهت را بـه گونـه      هـا، بـيش   جدايه
را، در منـاطق   Pccبسياري از محققان ديگر نيز، گونه . دارند)ها جدايه

سياه و پوسيدگي نرم   عامل غالب بيماري ساق مختلف ايران، به عنوان
داراي دامنـه   Dchو Pccهاي گونه. )12و  11، 7، 5(اند  معرفي نموده

اند،  ميزباني وسيع بوده و از هر دو دماي معتدل و گرمسير گزارش شده
منـاطق سردسـير كشـت     بـه  تـر محـدود   بـيش Paگونـه  كـه  در حالي

هـا را   اوت در ايـن جدايـه  بنابراين تف ـ). 37و  14(باشد  زميني، مي سيب
عنـوان مثـال    بـه  .ها نيز، نسـبت داد  توان به پراكنش جغرافيايي آن مي
هايي كه دامنه ميزباني محدودتري دارند و از توزيـع   ها و زيرگونه گونه

بر  .باشند گسترده اقليمي برخوردار نيستند، از لحاظ ژنتيكي هموژن مي
تـر از گونـه    تيكي متنوعكه از لحاظ فنوتيپي و ژنPccعكس، زيرگونه 

Paتـري دارد  باشد، پـراكنش جغرافيـايي و دامنـه ميزبـاني وسـيع      مي 
ســياه و پوســيدگي نــرم از طريــق  كــه بيمــاري ســاق جــايي از آن.)10(

در مقيـاس وسـيع قابـل     شـود،  زميني منتقل مـي  هاي بذري سيب غده
هاي متعلـق بـه    توزيع بوده و در نتيجه تفاوت ژنتيكي زيادي در جدايه

يك درصد  بيست و ).8(اطق جغرافيايي مختلف وجود خواهد داشت من
گزارش شد كه Paعنوان گونه   عوامل جداسازي شده در اين تحقيق به

با توجه به آب و هواي مرطوب و سرد اردبيل، وجود اين گونه خالي از 
گونه  . رفت گونه غالب در اين منطقه باشد انتظار نبود و حتي انتظار مي

Pa  سياه در منـاطق معتـدل مثـل نـواحي كانـادا،       مهم ساقاز عوامل
گونه ديگري كه در اين . باشد ي آمريكا و غرب اروپا مي ايالات متحده

عمده خسارت ايـن  . بودDchپژوهش مورد شناسايي قرار گرفت، گونه
محققين ديگري نيز در  .شود گونه در مناطق گرم و خشك مشاهده مي

ر ايـران اشـاره داشـته و بـاكتري     مطالعات خود، به حضور اين گونـه د 
و  13، 12، 2، 1( انـد  مذكور را از محصولات مختلف جداسازي نمـوده 

هـاي   احتمالاً وارد شدن اين گونه به ايران از طريق تبـادل غـده  . )34
 ـ هي ـاول منبـع  كـه   ني ـا بـه  توجه با .زميني بوده است سيب  بـذر  نيمأت

 يياروپـا  يكشـورها  راني ـا در بـذر  دي ـتول چرخـه  جهـت  ين ـيزم بيس
ــا گســترش احتمــال ،)40( باشــند يمــ  مختلــف منــاطق در گونــه ني
د و قبلاً هم توسط محققين گـزارش  دار وجود رانيا يكار  ينيزم بيس

بـرخلاف جـنس پكتوبـاكتريوم، سـاختار كلـي جـنس       . گرديده اسـت 
Dickeya  طـور كامـل مشـخص     و دامنه ميزباني اين جنس هنوز بـه

در شناسـايي دقيـق ايـن جـنس      ابهامات فراواني). 35(نگرديده است 
هـاي ژنـوتيپي و فنـوتيپي     د دارد كه به دليل عـدم توانـايي روش  وجو

هـا و در نتيجـه    استفاده شده در شناسايي ماهيت مختلف اين بـاكتري 
). 33(باشـد   هاي جديـد و غيرمعمـول مـي    عدم توانايي شناسايي گونه

بـه   Pwزميني با عامـل   سياه و پوسيدگي نرم سيب وقوع بيماري ساق
ش بوده و در خيلي از كشورها گزارش گرديده مرور زمان در حال افزاي

زمينـي در ايـالات    از روي سـيب  هم اين بيمارگر 2001در سال  .است
، )32( و بعداً از كشورهاي نيوزلند) 24( ي آمريكا جدا شده است متحده
كانـادا   ،)28و  25(آفريقاي جنوبي و زيمباوه  ،)26(، سوريه )12(ايران 

سـي وشـش درصـد    . ه اسـت گـزارش گرديـد   )29(و قاره اروپـا   )15(
هـا در   ايـن جدايـه  . بودندPwهاي شناسايي شده متعلق به گونه  جدايه
چنـين در مـورد اسـتفاده از     و هم درجه سلسيوس رشد كرده 37دماي 

ها تطابق كاملي با جدول تطابقي انتروباكترها  قندها هيچ يك از جدايه
 مشابه بـود  ر،دست آمده در تحقيقات ديگ اين نتايج با نتايج به. نداشتند

توســط محققــين  Pwفعاليــت پكتــوليتيكي گونــه ). 13و  12، 11، 2(
فعاليــت پكتــوليتيكي  Pwبررســي شــده و مشــخص شــده كــه گونــه

زمينـي نسـبت بـه گيـاه ترپچـه ژاپنـي دارد و        تري در گياه سيب بيش
 Pcc زميني نسبت بـه  چنين فعاليت پكتوليتيكي اين گونه در سيب هم

دست آمده از  هاي به پكتوليتيكي جدايه فعاليت ).33و  25( است بيشتر
 2013در سـال   )13(زميني روي غده توسط بقـايي و همكـاران    سيب

مورد بررسي قـرار گرفتـه و مشـاهده شـد كـه مقـدار بافـت پوسـيده         
هـاي اسـتاندارد و      تـر از جدايـه   هـاي كاشـمر بـيش    ي جدايـه  وسيله به
در مـورد  . باشـد  دست آمده از مناطق ديگر مـي  هاي به چنين جدايه هم

ــاكتري   ــودگي ب ــد آل ــي و درص ــاطق   فراوان ــك در من ــاي پكتوليتي ه
تعـداد   آوري شـده و  هـاي جمـع   بـرداري، براسـاس تعـداد نمونـه     نمونه
دست آمده از مناطق مختلف، مشخص شد كـه   ي پكتوليتيك به جدايه

ترين ميزان آلـودگي را   درصد آلودگي، بيش 75/18منطقه كلخوران با 
درصد آلودگي اين منطقـه نسـبت بـه    . توليتيك داردهاي پك به باكتري

با توجه به آبياري زيادي كه در  .درصد بود76برداري  كل مناطق نمونه
بـا توجـه   . باشد شود، اين برآورد دور از انتظار نمي اين منطقه انجام مي

هـا،   به گسترش اين بيمارگرها و ميزان خسارت ايجاد شـده توسـط آن  
يتي براي كنترل بيماري ضـروري بـه نظـر    هاي مدير استفاده از روش
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