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   نهال و بذر  ينژاد مجله به
1389، سال 4 ، شماره 26-1جلد   

  
اي و   در شرايط درون شيشهRalstonia solanacearumزميني در برابر باكتري  ارزيابي مقاومت ارقام سيب
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  چكيده
 

زمينـي در برابـر بـاكتري         ارزيـابي مقاومـت ارقـام سـيب       . 1389 .تپـه، ا     و محمـدي گـل     .بخـش، م    شـمس .،، عليزاده، ع  .، مظفري، ج  .خاني، ك   مسلم
Ralstonia solanacearum501 - 515: 26-1 نهال و بذر نژادي  مجله به .گلخانهاي و   در شرايط درون شيشه. 

  
ارزيابي  )in vitro(اي  درون شيشه و اي گلخانه روش دو بازميني   سيبسيزده رقم تجاري واكنشدر اين تحقيق 

 در  فيانا و ميلوا، سانته، آگريا، هرتا، مارفونا، ديامانت سانتانا، ارقام پيكاسو، راجا،.و كارايي اين دو روش مقايسه شد
كاسموس، اي در ارقام  در شرايط درون شيشه. هاي مختلف بيماري را نشان دادند هر دو روش ارزيابي درجه

 هاي اين ارقام باكتري در بافت يا علائم ظاهر شده خفيف بود ولي خسارت بيماري مشاهده نشد  و بولستاالس
ولي  ظاهر نشد و يا بسيار خفيف بودم كاسموس  نيز علائم بيماري روي رقاي  در ارزيابي گلخانه.شدرديابي 

 ها  در آنبيمارگر نيز مقاوم بودند و كاملاًاي  در شرايط گلخانه دو رقم الس و بولستا .باكتري در آن شناسايي شد
 تفاوت اي و گلخانهاي   درون شيشه شرايطدر نشان داد كه ارزيابي مقاومت نتايج اين بررسي .نشد رديابي
 روش مطمئن، كم تواند  مي شده در اين بررسي،استفاده اي درون شيشه روش بنابراين هم نداشتند،با داري  معني

  .باشد  R. solanacearum  باكتري بهزميني  ارقام سيبهزينه و سريعي براي ارزيابي مقاومت
  

ــدي  واژه ــاي كليـ ــت،     : هـ ــشه اي، مقاومـ ــابي درون شيـ ــايي، ارزيـ ــي باكتريـ ــي، پژمردگـ ــيب زمينـ   سـ
 Ralstonia solanacearum.  
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  مقدمه

زميني يكي از محصولات مهم غذايي و         سيب
اي  كـشوره   از  درصـد  79اقتصادي است كـه در      

پس از نظر ميزان مصرف     شود و      كشت مي  جهان
  جهـان  ذرت و برنج در جايگاه چهـارم      از گندم،   
زمينـي معمـولاً    سيب). FAO, 2000( 1قرار دارد 

به طريقه غيرجنسي با كاشت قطعات غده يا غده         
  اغلـب  ، ايـن روش تكثيـر     شـود   مـي كامل تكثيـر    
 ازسالي به سال ديگر     عوامل بيماريزا باعث انتقال   

  شـــود و از يـــك نقطـــه بـــه نقطـــه ديگـــر مـــي 
(Kelman, 1981).  

 پژمردگــي باكتريــايي يــا پوســيدگي بيمــاري
 مهـــمهـــاي باكتريـــايي   از بيمـــاري اي قهـــوه
هـاي    به راحتي از طريق غده كهاستزميني     سيب

ــه ظــاهر ســالم منتقــل شــده و  ــوده ب  خــسارت آل
ــه  ــسير و نيم ــاطق گرم ــي را در من ــسير  فراوان گرم

ــار ).Kelman, 1981(كنــد  ايجــاد مــي  اولــين ب
بهـار و دانـش     وجود اين بيماري در ايران توسط       

(Bahar and Danesh, 1991) ــزارع  از مـ
هــاي اصــفهان و چهــار محــال و بختيــاري  اســتان

ــام      ــا انجـ ــاري بـ ــل بيمـ ــد و عامـ ــزارش شـ گـ
ــايش ــيميايي و    آزم ــو ش ــوژيكي، بي ــاي فيزيول ه

ــژاد  ــاريزايي نـــ ــوار 2بيمـــ ــاكتري3 و بيـــ    بـــ
R. solanacearum  مبـارزه  . تـشخيص داده شـد 

ميزباني گسترده و نيز    با اين باكتري به دليل دامنه       
هــاي منــاطق   پراكنــدگي وســيع آن در خــاك  

هـايي    مختلف و انتقال آن از طريق آبياري و غده        

 .كه آلـودگي پنهـان دارنـد بـسيار مـشكل اسـت            
ــرد   ــوايي س ــرايط آب و ه ــل ش ــواملي از قبي   وع

شـوند كـه      هاي دير هنگـام موجـب مـي        آلودگي
 در بافــت، علائــم عامــل بيمــاريعليــرغم تكثيــر 

هاي بذري بـه      استفاده از غده  . ري ظاهر نشود  بيما
ــشار    ــب انتــ ــالم، موجــ ــاهر ســ   ي بــــاكترظــ

R. solanacearumو آلـودگي   به نقاط مختلف 
  . شود  ميخاك هاي زراعي

هـاي    غـده  كاشـت در حال حاضـر عـلاوه بـر         
 ، و رعايـت بهداشـت خـاك مـزارع          سـالم  بذري

ــايي در    ــرل بيمــاري پژمردگــي باكتري ــراي كنت ب
ــيب ــتف  س ــي اس ــاوم زمين ــام مق ــار اده از ارق  راهك

 بـه   در كشور مـا    .آيد  مناسب ديگري به شمار مي    
نـــژادي   بـــه كامـــلدليـــل نبـــودن يـــك برنامـــه

  تـاكنون  زميني، تهيـه و توليـد ارقـام مقـاوم          سيب
دليل مشكلات اقتصادي موجود    ه  عملي نبوده و ب   

پذير    امكان  نيز دسترسي به اين ارقام براي زارعين     
 تاكنون رقمي با مقاومـت      كه ويژه اين ه   ب .نيست،

بالا و پايدار در تمام شرايط آب و هوايي  نسبت           
ــايي ســيب   ــاري پژمردگــي باكتري ــه بيم ــي  ب زمين

بـا  ). Tung et al., 1990( اسـت  نـشده  معرفـي 
توانـد تـا حـد       وجود اين، مقاومت نسبي ارقام مي     

زيادي از شدت بيمـاري بكاهـد و باعـث كنتـرل            
ــاطق  ــسياري از من ــاري در ب ــبيم ــسير ه نيم و  گرم

 در  زميني  مناطق اجراي طرح استمرار توليد سيب     
، ارزيابي مقاومت چند    1378در سال   . ايران شود 
زميني به بيمـاري پژمردگـي باكتريـايي          رقم سيب 
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  بيمــاري، تحمــل بعــضي از ارقــام تجــاري مــورد در ايران نشان داد كه بـر اسـاس ارزيـابي علائـم             
1. Available on: www.http://fao.org 

كشت در ايران مانند مـورن، فاموسـا و آئـولا در            
 بـيش  R. solanacearum بـاكتري  3مقابل نـژاد  

از ارقــام كوزيمــا، مارفونــا و اطلــس بــوده اســت 
ــشده  ( ــشر ن ــزارش منت ــماواتيان، گ ــام ). س در ارق

متحمل عليرغم آلودگي غده، خسارتي مـشاهده       
شود و به همين علت در صورت اسـتفاده بـه             نمي

هــاي بــذري، باعــث انتقــال و انتــشار  عنــوان غــده
در مطالعـه ديگـري مقاومـت       . شوند  آلودگي مي 

  زمينــــي بــــه   دوازده رقــــم تجــــاري ســــيب  
ــرايط   ــايي در شــ بيمــــاري پژمردگــــي باكتريــ

ــه ــام      گلخانـ ــه ارقـ ــه همـ ــد كـ ــي شـ   اي بررسـ
حساس و نـسبتاً حـساس تـشخيص داده شـدند و            

  هـا يافـت نـشد       رقم متحمل يـا مقـاوم در بـين آن         
( Ahmadvand et al., 2008) .  مقاومــت

مشاهده شده در ارقام مختلف بستگي زيـادي بـه          
ها يـا   زايي و ساختار ژنتيكي جدايه   قدرت بيماري 

هاي باكتري دارد كه پس از مدتي در برابر           سويه
ــي   ــسته م ــد شك ــويه جدي ــود س ــه  . ش ــتيابي ب دس

هـا بـه      برداري از آن    هاي مقاوم براي بهره     ژنوتيپ
اري پـر محـصول و مقـاوم        منظور ايجاد ارقام تج   

ــه    ــم برنام ــداف مه ــي از اه ــه  يك ــاي ب ــژادي  ه ن
ــه شــمار مــي  ســيب ــه. رود زمينــي ب هــاي  در گون

ــيب   ــشي س ــشاوند وح ــد   خوي ــي مانن ــةزمين   گون
S. phureja  منابع مقاومت خوبي در برابر عامـل 

بيمــاري مــشاهده شــده كــه مقاومــت خــود را بــه 
 كننــد  صــورت پايــدار ايجــاد و حفــظ مــي    

.(Bowman and Sequeira, 1982) 

 مقاومـت موجـود در   هايي نيز بـراي انتقـال       تلاش
 و S. tuberosum بــه گونــه S. phurejaگونــة 

مشخص شده است كه ميزان مقاومت متغيري در        
كند كه بستگي زيادي به سازگاري        نتاج بروز مي  
ــته اســــت  و تركيــــب ــدين داشــ   پــــذيري والــ

)Thurston and Lozano, 1968؛  
(Bowman and Sequeira, 1982. 

ــد كــه   بعــضي از محققــين گــزارش كــرده ان
ــه پژمردگــي باكتريــايي ســيب    زمينــي مقاومــت ب

) R. solanacearum(    تحت تاثير دمـاي محـيط
و واكنش به گرماي ارقام قرار داشته و در درجه           

هاي بالا امكـان شكـسته شـدن مقاومـت            حرارت
انتخــاب . (Tung et al., 1990)وجــود دارد 

ــويه مناســــب  ــه  R. solanacearumســ و بــ
سازي و ارزيـابي كارآمـد        كارگيري روش آلوده  

  يكـــي از عوامـــل مـــوثر بـــراي موفقيـــت در     
ــي     ــمار م ــه ش ــدار ب ــت پاي ــزينش مقاوم ــد گ   آي

(Tung et al., 1992) .    مقاومـت بـه پژمردگـي
ژنيـك    زميني بيشتر از نوع پلي      باكتريايي در سيب  

ــري    ــداري كمت ــين حــال از پاي ــي در ع ــوده ول ب
  . استبرخوردار

به علت نهفته بودن علائم بيمـاري پژمردگـي         
باكتريايي و تاثير شديد شرايط محيطي بر ايجـاد         
و توســعة آن، ارزيــابي مقاومــت در گلخانــه و    
ــا در نظــر گــرفتن فنوتيــپ و خــسارت    مزرعــه ب
ظاهري باكتري كارائي لازم را نداشته و از دقت          
كافي برخوردار نيست، به همين دليل ارقامي كـه     
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شـوند    ك بررسي مقـاوم تـشخيص داده مـي        در ي 
ممكن است در يك بررسي ديگر آلودگي نشان        

 در اين تحقيـق     در راستاي حل اين مشكل    . دهند
 يـك روش سـاده و مطمـئن         دستيابي به به منظور   

  R. solanacearumبـراي ارزيـابي مقاومـت بـه     
 ارزيـابي    اسـتفاده از   زميني، امكـان   در ارقام سيب  

در برابـر ايـن    اي  ن شيـشه   درو مقاومت در شرايط  
در اين بررسي   . بيماري مورد بررسي قرار گرفت    

ــف آلــوده  ــازي در شــرايط   از دو روش مختل س
ــشه ــين. اي اســتفاده شــد درون شي ــون  همچن آزم

NCM-ELISA   بــراي ســازي  همــراه بــا غنــي
ــدازه ــر   ان ــزان تكثي ــري مي ــاري گي ــل بيم  در عام
 و امكان اسـتفاده از آن       هاي مختلف گياهي   بافت
 جــاي روش معمــول ارزيــابي ظــاهري علائــم بــه

  .بررسي شد بيماري
  

  ها مواد و روش
ــده ــوپراليت    غــ ــة ســ ــذري طبقــ ــاي بــ   هــ

 ،  (Santana)انازمينــــي ســــانت ارقــــام ســــيب
، (Diamont) ، ديامانـــت (Marfona)مارفونـــا
، (Els)، الـس  (Milova) ، ميلوا (Bolesta) بولستا
 ، آگريــا (Casmus)، كاســموس (Raja)راجــا

(Agria)ــا ، (Phiana) ، فيانـــــا(Herta) ، هرتـــ
ــو ــانتو (Picaso) پيكاس ــش (Sante) ه س از بخ

  تحقيقـات زمينـي و پيـاز مؤسـسة      تحقيقات سـيب  
  .شد نهال و بذر كرج تهيه هاصلاح و تهي

 ارزيـابي مقاومـت،     هـاي   براي انجام آزمـايش   
هـاي نـوري،      هر رقم براي توليـد جوانـه       هاي  غده

. ار داده شـدند    نور قر  در مقابل به مدت چند روز     

دار شده ارقام در قالب يك        هايي پيش جوانه    غده
 در   در گلخانه  طرح كاملاً تصادفي در پنج تكرار     

. شـدند  كاشـته  متـر    سـانتي  20هايي با قطـر       گلدان
  شش هفتـه پـس از كاشـت، گياهـان بـا بـاكتري             

R. solanacearumزنــي شــده و بــراي     مايــه
  . دارزيابي مقاومت مورد استفاده قرار گرفتن

   بــــاكتريجدايــــة خــــالص شــــدةهــــشت 
R. solanacearum ــاري ــروه بيم ــي   از گ شناس

هاي كشاورزي شيراز و ساري دريافـت         دانشكده
  شـده از   آوري   جمـع  يهـا   هجداي ـ كـه شـامل   شد  

اراك، گرگان، شيروان، اقليـد و منـاطق اطـراف          
 هـاي دريـافتي روي محـيط    هجداي ـ. بودندشيراز 

TZC (Tetra Zolium Chloride)  ت شده كش
 به صـورت گـرد، قرمـز        ي اين باكتري  ها و كلني 

رنگ با حاشية سفيد و نامنظم همراه با مواد لـزج           
 قـدرت  .(Kelman, 1954)رشد كردنـد  فراوان 

ــا انجـــام آزمـــون   زايـــي جدايـــه بيمـــاري   هـــا بـ
بيمـــــاريزايي روي رقـــــم حـــــساس مارفونـــــا 

(Moslemkhani, 2001) انجام شد و در مراحل 
  .د استفاده قرار گرفتها مور بعدي آزمايش

  آزمون الايزا بر روي غشاء نيترو سلولزي

ــاهد      ــده و شـ ــوده شـ ــان آلـ ــصاره گياهـ   عـ
  بــه منظــور افــزايش تعــداد    ) بــدون آلــودگي (

  ســـــلول بـــــاكتري در عـــــصاره، در محـــــيط
SMSA (Selective Medium Southern Africa) 

ــايع  ــد  48م ــاعت كــشت داده ش  15مقــدار .  س
ــسيون  ــر از سوسپان ــشاء ميكروليت حاصــله روي غ

سپس با استفاده از . گذاري شد   نيترو سلولزي لكه  
المللـي    كلنال مركز تحقيقـات بـين       بادي پلي   آنتي
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 آزمون الايـزا بـر روي غـشاء         (CIP)زميني    سيب
مطابق روش پرو   (NCM-ELISA) نيتروسلولزي
. انجـام شـد   (Priou et al., 1998) و همكـاران  

يار زياد بود هايي كه شدت بيماري بس      در گياهچه 
به علت از بين رفتن سـريع گياهـان، بافـت مـورد           

ــاز بـــراي عـــصاره ــام آزمـــون نيـ   گيـــري و انجـ
NCM-ELISAفراهم نشد .  

  اي ارزيابي گلخانه

ــا غلظــت   ــه شــش برگــي ب  گياهــان در مرحل
CFU/ml 8 10   باكتري با استفاده از    سوسپانسيون

بـدين منظـور    . روش تزريق به ساقه آلوده شـدند      
 سـاعتة بـاكتري تهيـه       24ي از كـشت     سوسپانسيون

هايي از سوسپانـسيون بـاكتري در          قطره شد سپس 
 و ســاقه قـرار داده شــد و   سـوم زاويـه بـين بــرگ  

 از بين قطـره بـه داخـل سـاقه فـرو              چند بار  سوزن
تــا زخــم لازم بــراي ورود بــاكتري بــه بــرده شــد 

 روز قبـل از     سـه  .فضاي بين سـلولي ايجـاد شـود       
 داده نـشد تـا آونـدها        سازي به گياهان آب     آلوده

گياهان  .كنندسوسپانسيون باكتري را بهتر جذب      
 درجــة 30آلــوده شــده در محيطــي بــا دمــاي    

ــانتي ــدند   س ــرار داده ش ــالا ق ــت ب ــراد و رطوب . گ
انجـام   آب مقطر استريل     زني گياهان شاهد با     مايه
 روز علائم بيماري بـر      بيست  گذشت پس از . شد

  :شدبرداري  اساس درجه بندي زير يادداشت
ــم:  0 ــدون علائـ ــ:  1 ؛بـ ــردهيـ ــرگ پژمـ   ؛ك بـ
جـز سـه بـرگ      به  :  3؛   دو تا سه برگ پژمرده     : 2

  هــا پژمــرده؛ تمــام بــرگ:  4 ؛آخــر بقيــه پژمــرده
در  .(Winstead and Kelman, 1952) گياه مرگ : 5

    بــــــــا اســــــــتفاده از آزمــــــــوننهايــــــــت

NCM-ELISA    هـاي گيـاهي       آلودگي در بافـت
  .رديابي شد
   اي ه درون شيشارزيابي

ــابي  ــن ارزيـ ــهدر ايـ ــشت    از نمونـ ــاي كـ   هـ
ــام از كلكــسيون ســيب   ــافتي ارق ــك  ب ــي بان   زمين

هـر يـك از     . ژن گياهي ملي ايـران اسـتفاده شـد        
  محــــيط كــــشتهــــا ابتــــدا بــــر روي  نمونــــه

MS) Murashing and Skoog, 1962 ( از
تكثيــر . طريــق كــشت تــك جوانــه تكثيــر شــدند

  درجـــه25 تـــا 22در دمـــاي اي  درون شيـــشه
 16 مناسـب كـه شـامل        گراد و دوره نوري     تيسان

جـام   ساعت تـاريكي بـود ان      8ساعت روشنايي و    
 كـاملاً   يها  پس از گذشت يك ماه گياهچه     . شد

اي بـه كـار       ه براي ارزيابي درون شيـشه     رشد كرد 
تـرين روش     به منظور انتخاب مناسب   . برده شدند 

اي دو روش   سازي در شـرايط درون شيـشه        آلوده
براي اين منظـور از دو      .  گرفت مورد مقايسه قرار  

 (Solanum tuberosum)رقــم مارفونــا و الــس 
در روش اول جوانـــه انتهـــايي  . اســـتفاده شـــد 

هــاي رشــد كــرده و ســالم قطــع شــده و  گياهچــه
 24سپس در محـل بريـدگي، مقـداري از كلنـي            

ــوك ســوزن منتقــل شــد و    ــا ن ــاكتري ب ســاعته ب
 گراد بر روي  درجه سانتي24ها در دماي    گياهچه

در روش .  نگهــداري شــدندMSمحــيط كــشت 
هاي رشد كـرده در       هاي گياهچه   دوم نوك ريشه  

 بوسـيله قيچـي كـاملاً اسـتريل بريـده           MSمحيط  
شده و در سوسپانسيون غلـيظ بـاكتري بـه مـدت            

 مـايع   MSور و سپس در محيط        نيم ساعت غوطه  
قرار داده شدند و علائـم پـس از ده روز بررسـي             
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 يك آزمايش فاكتوريل    اين مطالعه در قالب   . شد
ــوده  ــا دو روش آل ــار   ب ــم در چه ــازي و دو رق س

در هـر رقـم يـك       . تكرار براي هر رقم انجام شد     
تكرار در آب اسـتريل قـرار گرفـت و سـپس بـه              

 مايع منتقل و به عنـوان نمونـه شـاهد    MS محيط 
  .در نظر گرفته شد

با توجـه بـه نتـايج يكـسان بـه دسـت آمـده و          
وش جهـت ارزيـابي     سهولت روش اول، از اين ر     

. اي اسـتفاده شـد      مقاومت در شرايط درون شيشه    
بدين صورت كه سيزده رقم مـورد بررسـي پـس           
از رشد كامل در قالب يك طرح كاملاً تصادفي         
در چهــار تكــرار بــا اســتفاده از روش اول آلــوده 
شدند و در هر رقم يك تكرار نيز به عنوان گيـاه            

ــد   ــه شـ ــر گرفتـ ــاهد در نظـ ــد از ده. شـ  روز بعـ
علائـم بـر اسـاس درجـه بنـدي زيـر             سازي  آلوده

  :برداري شدند يادداشت
؛  خـشك   گياهچه يك پنجم :  1 ؛بدون علائم :  0
ــنجم :  2 ــه دو پ ــشكگياهچ ــنجم  : 3 ؛خ ــه پ  س

گياهچـــه چهـــار پـــنجم :  4 ؛خـــشكگياهچـــه 
  . خشككاملاًگياهچه  : 5 ؛خشك

يي كه در اثـر بيمـاري از        ها  در نهايت گياهچه  
 باكتري  ي آلودگي به  اي ارزياب  بر بين نرفته بودند  

ــون   ــتفاده از آزم ــا اس   بررســيNCM-ELISAب
  .شدند
  

  نتايج و بحث

به منظـور بررسـي امكـان اسـتفاده از سيـستم            
اي براي ارزيابي مقاومت به بـاكتري         درون شيشه 

R. solanacearum مقاومـــت ســـيزده رقـــم ، 

زمينـي در دو شـرايط كنتـرل شـده            تجاري سـيب  
اي مـورد ارزيـابي       شيـشه  گلخانه و شـرايط درون    

در واكنش ارقـام مـورد بررسـي بـر          . قرار گرفت 
اساس علائم ظاهري خسارت بيماري، در هر دو        

اي مـشاهده   روش ارزيابي تفـاوت قابـل ملاحظـه     
بـر مبنـاي بـه كـارگيري        ). 2و  1هـاي     شـكل   (شد  

 NCM-ELISAدرجه آلودگي به همراه آزمون      
ر ايــن مقايــسه و ارزيــابي مقاومــت ارقــام در برابــ
  . پذير بود باكتري با استفاده از هر دو روش امكان

  ارزيابي مقاومت در شرايط گلخانه 

 مقاومــت ارقــام   ارزيــابيتجزيــه واريــانس 
ــاكتريزمينــــي مختلــــف ســــيب    در برابــــر بــ

R. solanacearum كـه بـين     در شرايط گلخانه
داري در سـطح يـك درصـد         ارقام اختلاف معني  

ــا). 1جــدول  (وجــود دارد  پيكاســو، راجــا، مارق
مارفونا، سانتانا، آگريا، هرتـا، ديامانـت، سـانته  و          

علائم پژمردگي ناشي از بيماري پژمردگـي       ميلوا  
 و بـه    باكتريايي را به درجات مختلف نشان دادند      

). 2جـدول     (عنوان ارقام حساس ارزيـابي شـدند        
 تنها بعـضي از گياهـان        كاسموس در ارقام فيانا و   

اري را نشان دادند و نـسبتاً       علائم مختصري از بيم   
الـس و بولـستا     مقاوم بودند در حالي كه دو رقـم         

 دودر واقـع ايـن      . علائمي از بيماري نشان ندادند    
رقم با توجه به علائم ظـاهري بيمـاري بـه عنـوان           

 ).2 و جـدول     1شـكل    ( شـدند  تلقـي ارقام مقاوم   
ــدم    ــي و عـ ــت واقعـ ــان از مقاومـ ــراي اطمينـ    بـ

ــر    ــلاوه بـ ــان عـ ــودگي پنهـ ــم  آلـ ــدت علائـ   شـ
ــا  بيمــارگر تكثيــر بيمــاري، در بافــت گيــاه نيــز ب

ــتفاده  ــريع  اسـ ــق و سـ ــصي دقيـ   از روش تشخيـ
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Post-enrichment NCM-ELISA  ــابي ارزيـ
 در تمـامي ارقـام       نتايج حاصل نشان داد كـه      .شد

حساس كه علائـم بيمـاري مـشهود بـود بـاكتري            
رقــام نيمــه مقــاوم فيانــا و    ا در. وجــود داشــت 
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به ترتيب از . در گلخانه Ralstonia solanacearum  ارقام سيب زميني به برخي ازواكنش  - 1 شكل

و گياهان آلوده ) شاهد سالم تزريق شده با آب( مارفونا گياه آلوده نشده رقم حساس: چپ به راست
  .شده رقم حساس مارفونا، رقم نيمه حساس سانته و رقم مقاوم الس

Fig. 1. Response of some potato cultivars to Ralstonia solanacearum in greenhouse. 
From left to right: mock inoculated (water), and  inoculated plants of susceptible 
cultivar Marfona, moderate susceptible cultivar Sante and resistant cultivar Els. 

  
  زميني به باكتري آلودگي ارقام سيب مركب درجه  تجزيه واريانس-1ل جدو

 Ralstonia solanacearum اي درون شيشهشرايط گلخانه و   در  
Table 1. Combined analysis of variance for potato cultivars tested under greenhouse and 

in vitro conditions for resistance to Ralstonia solanacearum 
 

S.O.V. راتمنابع تغيي 
  درجه آزادي

df. 
  ميانگين مربعات

MS 
Cultivar 17.226 12 رقم** 

Evaluation technique 2.167 1 روش ارزيابيns 

Cultivar ×Evaluation technique 1.611 12 روش ارزيابي× رقمns 

Error 0.692 52 خطا 

Total 77 كل  
 

ns ل يك درصددار در سطح احتما دار و معني به ترتيب غيرمعني: ** و.  
ns and **: Not significant and significant at 1% probability level, respectively. 

  
 كه علائم بيمـاري آن چنـاني از خـود           كاسموس

ــشان نمــي ــه نظــر مــي  ن ــد و ســالم ب رســيدند  دادن
  درون بيمـارگر  اي از   جمعيت نسبتاً گسترش يافته   

، )3جـدول   (هاي آوندي و غده رديابي شد         بافت
با توجه به اين مشاهدات ارقام كاسـموس و فيانـا           

بنـدي    به عنوان ارقام متحمل يا نسبتاً مقـاوم طبقـه         
  .شدند

 نشان داد كه براي ارزيابي مقاومـت        نتايجاين  
 بيمــاري پژمردگــي در برابــرزمينــي  ارقــام ســيب

  بيماري بـه    علائم ظاهري  علاوه بر باكتريايي بايد   
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زنـي در برابـر بـاكتري     زمينـي الـس و مارفونـا هفـت روز بعـد از مايـه             واكنش دو رقم سيب    -2شكل
Ralstonia solanacearum ــشه ــابي درون شي ــوده   در ارزي ــسه دو روش آل ــا مقاي ــازي اي ب ) A: س

ور كـردن     سازي از طريق غوطه     آلوده) Bسازي به روش قرار دادن كلوني در قسمت فوقاني گياه؛             آلوده
  .  هاي كامل در سوسپانسيون باكتري ريشه زخمي گياهچه

Fig. 2. Responses of potato cultivars Els and Marfona ,seven days after inoculation in  
in vitro screening against  Ralstonia solanacearum using two inoculation techniques: A) 
inoculation  by  placing bacterial colonies on the upper end of the stem  cutting ; B) by 

immersing wounded  roots  of  the plantlets in  the bacterial suspension.  
  

 توجـه   هـاي جديـد گيـاه        در بافت  بيمارگر وجود
كـه يـك      در غير اين صـورت احتمـال ايـن         كرد

 بـسيار   شـود رقم متحمل به عنوان مقـاوم معرفـي         
در ارزيـابي    الس و بولـستا       ارقام .زياد خواهد بود  

مقــاوم بودنــد يعنــي هــم فاقــد علائــم اي  گلخانــه
 NCM-ELISA آزمــون ظــاهري بــوده و هــم  

 ماي ايـن دو رق ـ    ه ـ   در بافـت   را بـاكتري    نتوانست
  .)1 و شكل 2جدول  ( كندرديابي

   درون شيشه ايارزيابي مقاومت در شرايط

ــشه   ــابي درون شي ــق ارزي ــن تحقي ــا  در اي اي ب
 در برابـر  سـيب زمينـي      سيزده رقـم     موفقيت براي 

در . بكار گرفته شد R. solanacearumباكتري 
سـازي    يـابي بـه يـك روش آلـوده          راستاي دست 

ــوده  رون ســازي د مناســب، دو روش مختلــف آل
زميني مقايسه شد كه نتايج       اي گياهان سيب    شيشه

حاصل از هر دو روش قرار دادن كلوني بـاكتري     

 مارفونارقم 
Marfona 

B A 

  السرقم 
Als 
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 در Ralstonia solanacearumزميني به باكتري   ارقام سيب آلودگيهاي هدرج مقايسة ميانگين -2لجدو
   اي و گلخانهدرون شيشه ايشرايط ارزيابي 

Table 2. Comparison of disease scores in potato cultivars inoculated with Ralstonia 
solanacearum  and evaluated under  in vitro and greenhouse conditions 

 
    *Scoreدرجه آلودگي        
  گلخانه  

Greenhouse 
  درون شيشه اي

In vitro 
  

Cultivars ارقام  
  حداكثر – حداقل

Max.. – Min. 
  حداكثر – حداقل

Max.. – Min. Response واكنش 
Picaso 4-5 3-5  پيكاسو S حساس  
Raja 4-5 3-4  راجا S حساس 
Marfona 3-4 4-5  مارفونا S حساس 
Santana 4-5 3-4  سانتانا S حساس 
Agria 4-5 2-3  آگريا S حساس 
Herta 4-5 2-3  هرتا S حساس 
Diamont 3-4 3-4  ديامونت S حساس 
Sante 3-4 3-4  سانته S اسحس 
Milova 1-2 3-4  ميلوا S حساس 
Phiana 1-1 1-1  فيانا MR نسبتاً مقاوم 
Casmus 0-0 0-1  كاسمومس MR نسبتاً مقاوم 
Els 0-0 0-0  الس R مقاوم 
Bolesta 0-0 0-0  بولستا R مقاوم 

 
* Winstead and Kelman (1952) 

  
ور  در محــل قطــع جوانــه انتهــايي ســاقه و غوطــه 

مي در سوسپانسيون بـاكتري     هاي زخ   كردن ريشه 
، بنـابراين بـا     )2شـكل   (كاملاً مشابه يكديگر بود     

سازي   توجه به سهولت و كوتاه بودن زمان آلوده       
از روش اول يعني قرار دادن كلني در محل قطـع         

در ايـن   . هـا اسـتفاده شـد       جوانه انتهـايي گياهچـه    
روش همچنــين شــدت تكثيــر بــاكتري در بافــت 

در محيط كـشت قابـل      گياهي با ميزان ترشح آن      
  .مشاهده بود

پيكاســو، راجــا، مارفونــا ، ســانتانا، آگريــا، ارقــام 

هاي مختلف   هرتا، ديامانت، سانته و ميلوا با درجه      
  به بيماري حساسيت نـشان دادنـد       آلودگي نسبت 

هاي تعدادي از ارقـام در اثـر           گياهچه )2جدول  (
شدت بيماري از بين رفتـه بودنـد بـه طـوري كـه              

ــامين عــصار ــراي انجــام آزمــون  ت ــاز ب ه مــورد ني
NCM-ELISA  امــا ارقــام الــس   .  ميــسر نــشد   

ــكل ( ــشان     و)2ش ــاري ن ــي از بيم ــستا علائم بول
  بـاوجود ظـاهري سـالم و     اين دو رقـم   در  . ندادند

 درون بافــت بيمــارگر ،بيمــاريعلائــم عــاري از 
براساس اين  ). 3جدول  (ها رديابي شد      آن گياهي
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بـه عنـوان    تـوان      مي را  و بولستا  رديابي ارقام الس  
بـاكتري   زيـرا    كرد تلقي  مقاوم مقاوم يا نسبتاً  رقم  

در  زنــده مانــدن  توانــايي تكثيــر وعامــل بيمــاري
 ايجـاد   هـا را دارد امـا علائـم پژمردگـي          بافت آن 

 .كند نمي

ــرايط     ــت در ش ــابي مقاوم ــسه ارزي رون دمقاي

  اي و گلخانه شيشه

 در زمينـي    رقـم سـيب    سـيزده  مقايسه واكـنش  
 در دو شـرايط  R. solanacearumكتري بابرابر 

  و تجزيــه واريــانساي گلخانــهاي و  درون شيــشه
 بـر   )محـيط ( ارزيـابي   اثـر رقـم و شـرايط       مركب

 نشان داد كه مقاومت ارزيابي شده      ارقاممقاومت  
ــرايط  ــن دو ش ــي  دراي ــاوت معن ــته  تف داري نداش

توان به جـاي ارزيـابي مقاومـت         و مي ) 1جدول  (
ــه از روش ارز در ــابي درگلخانـ ــشهيـ  اي ون شيـ

ــتفاده  ــرداس ــابي در .ك ــشه ارزي ــز  درون شي اي ني
 ارقام پيكاسو، مارفونـا،     اي همانند ارزيابي گلخانه  

راجــا، ســانتانا، ديامانــت ، ســانته، ميلــوا، آگريــا، 
 از ي مختلفــهــاي  ه درجــ و كاســموسيانــا، فهرتــا

  الـس  دو رقم ).2جدول   ( نشان دادند   را حساسيت
 و  وجود ظـاهري سـالم     با و بولستا در اين شرايط    

 داراي جمعيـــت نـــسبتاً بـــدون علائـــم بيمـــاري
ــه  ــدبيمــارگرگــسترش يافت   در بافــت خــود بودن

، ايــن در حــالي بــود كــه در ارزيــابي )3جــدول (
ــه اي ايــن دو رقــم نــه تنهــا فاقــد علائــم و   گلخان

خسارت بيماري بودند بلكه عامل بيماري نيـز در         
اين بـه عنـوان     بافت آنها قابل رديابي نبود و بنـابر       

   ).2جدول ( ارقام مقاوم ارزيابي شده بودند 
ــوان يكــي از    ــه عن ــاوم ب ــام مق اســتفاده از ارق

هـاي كنتـرل بيمـاري پژمردگـي         مؤثرترين روش 
 بر اساس نتايج تحقيقـاتي انجـام        . است باكتريايي

ــيب     ــي س ــام زراع ــاكنون در ارق ــده ت ــي ش  زمين
Solanum tuberosum،  ــداري ــت پايـ   مقاومـ

 عامــل R. solanacearumبــاكتري در برابــر 
  بيمــــاري پژمردگــــي باكتريــــايي گــــزارش    

ــشده اســت ــسبي مــشاهده شــده در  . ن مقاومــت ن
بعــضي از ارقــام در شــرايط مختلــف محيطــي     

ــصوصاً( ــا خـــ ــاثير دمـــ ــت تـــ ــر )  تحـــ   تغييـــ
ــي ــد م   ؛Thurston and Lozano, 1968 (كن

(French and Lindo,1982; Tung et al., 1990). 
  مكــــــــــارانبــــــــــون سوبــــــــــساكول و ه

( Boonsuebsakul et al., 1996)  بيمـاريزايي 
 را روي R. solanacearumسه جدايـه بـاكتري   
اي  زميني در شـرايط گلخانـه   چهارده رقم سيب

مورد ارزيابي قرار دادند كه تنهـا دو رقـم نـسبت            
به بيمـاري پژمردگـي باكتريـايي مقاومـت نـشان           
دادند البته مقاومت اين ارقام در شرايط مختلـف         

هاي ديگر بررسي نشده     حيطي و در برابر جدايه    م
. است و امكان دارد كه اين مقاومت پايدار نباشد        
  در تحقيقــــات انجــــام شــــده توســــط گــــانتر 

(Gunther, 1996) ــه ــرايط مزرعــ اي   در شــ
زميني به بيماري   گونه مقاومتي در ارقام سيب      هيچ

در تحقيــق . پژمردگــي باكتريــايي مــشاهده نــشد 
اي  رقم در شرايط گلخانـه    حاضر مقاومت سيزده    

ها تنهـا سـه رقـم الـس،           بررسي شد كه از بين آن     
ــتند و    ــل داش ــستا و كاســموس مقاومــت كام بول

بايد توجه داشت   . علائمي از بيماري نشان ندادند    
دهنـدة   توانـد نـشان    علائم ظاهري به تنهـايي نمـي      

510 
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 بافتاز عصاره  Ralstonia solanacearum در رديابي باكتري NCM-ELISA آزمون نتايج -3جدول
  اي  در گلخانه و شرايط درون شيشه شدهزني مايهگياهان 

Table 3. Results of NCM-ELISA tests for detection of Ralstonia solanacearum in 
extracts of plants grown and inoculated under greenhouse or in vitro conditions 

 
   Greenhouseگلخانه     

Cultivars رقم  Stem  In vitroساقه     Tuberغده   
Picaso پيكاسو  + + ND 
Raja راجا  + + ND 
Marfona مارفونا  + + ND 
Santana سانتانا  + + ND 
Agria آگريا  + + ND 
Herta هرتا  + + ND 
Diamont ديامونت  + + ND 
Sante سانته  + + ND 
Milova ميلوا  + + ND 
Phiana فيانا  + + + 
Casmus كاسمومس  + + + 
Els الس  - - + 
Bolesta بولستا  - - + 

 
ND :  به علت شدت آلودگي و سرعت ظهور علائم نيازي به انجام آزمونNCM-ELISAنبود .  

ND: No need for NCM-ELISA due to clear and severe symptoms. 

  
مقاومت كامل به بيماري پژمردگي باكتريايي در       

يا گلخانه باشد، زيرا ايـن بـاكتري        شرايط مزرعه   
تواند به صـورت پنهـان و بـدون بـروز علائـم               مي

هاي گياه ظاهراً مقـاوم رشـد         بيماري، درون بافت  
گياهان به ظاهر سالم به عنوان منابع       . و تكثير كند  

مهم انتشار آلودگي در مناطق مختلف جغرافيايي       
در ارقام متحمل و نيز در دماي       . روند  به شمار مي  

يين باكتري به صورت پنهان رشـد كـرده ولـي           پا
كنـد، شـايد      خسارت و علائم بيماري بـروز نمـي       

همــين عامــل باعــث گــسترش وســيع بيمــاري در 
بر اسـاس تحقيقـات انجـام       . سطح دنيا شده است   

اي از ارقـام      به عنوان نمونـه    148شده رقم كروزا    

زمينــي اســت كــه بــه صــورت ناقــل عمــل   ســيب
با وجـود حـساس بـودن       در دماي پايين،    . كند مي

گونــه علائمــي موقــع برداشــت ظــاهر  رقــم هــيچ
شود اما پس از برداشـت محـصول و كـشت             نمي

ــي   ــاهر م ــاري ظ ــساعد، بيم   شــود و  در شــرايط م
  هــــاي باعـــث انتقــــال آلـــودگي بــــه خـــاك   
 شـــود   عـــاري از بـــاكتري عامـــل بيمـــاري مـــي

)Thurston and Lozano, 1968؛  
Tung et al., 1990 ؛French and Lindo, 1982.( 

در ايــن تحقيــق بــراي رفــع ايــن نقــصان، پــس از 
بـرداري علائـم ظـاهري گيـاه        بررسي و يادداشت  
هـايي از سـاقه و غـده جهـت            آلوده شده، قسمت  
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رديابي باكتري عامل بيماري، از گياه جداسـازي        
  و در آزمايـــــشگاه بـــــا اســـــتفاده از آزمـــــون

NCM-ELISA   مــورد بررســي قــرار گرفــت  .
وش باعث شد تا برخـي از ارقـام    استفاده از اين ر   

كه با استفاده از علائـم ظـاهري مقـاوم شناسـايي            
شده بودند به عنوان رقـم متحمـل شـناخته شـوند          
زيرا با وجود ظاهري كاملاً سالم داراي جمعيـت         
نــسبتاً گــسترش يافتــه از بــاكتري در بافــت خــود 

در دو رقم فيانا و كاسموس كه بـه وسـيلة           . بودند
ــارگر در  NCM-ELISAآزمـــون  حـــضور بيمـ
هـا رديـابي      هاي مختلف بافت گيـاهي آن      قسمت

  .شد، علائم ظاهري بيماري مشاهده نشده بود
در يك بررسي براي ارزيابي مقاومـت ارقـام         

زمينــي بــه بيمــاري پژمردگــي     تجــاري ســيب 
 در ايران انجام شـد،      1378باكتريايي كه در سال     

بر اساس علائم ظاهري در گلخانه ارقـام مـورن،          
 متحمـل و    وسا و آئولا بـه عنـوان ارقـام نـسبتاً          فام

ارقام كوزيما، مارفونـا و اطلـس بـه عنـوان ارقـام             
سماراتيان، گزارش منتـشر    (حساس معرفي شدند    

ــشده ــك از   ). نـ ــيچ يـ ــري هـ ــي ديگـ   در بررسـ
ــد    ــاوم نبودنـ ــده مقـ ــابي شـ ــم ارزيـ   دوازده رقـ

(Ahmadvand et al., 2008) . در تحقيـــق
 عنــوان ارقــام حاضــر رقــم فيانــا و كاســموس بــه

 متحمل و رقم مارفونا به عنوان يـك رقـم كـاملاً           
گـزارش مقاومـت كامـل دو       . حساس تاييـد شـد    

ــه   ــابي گلخان ــستا در ارزي ــس و بول ــم ال   اي در  رق
ــه ــر جدايـ ــاكتري  برابـ ــي بـ ــورد بررسـ ــاي مـ   هـ

R. solanacearum  ــن بررســي ــران در اي  در اي
تائيد شد چون نه تنهـا علائمـي از بيمـاري نـشان             

هـا رديـابي      بلكه باكتري نيـز در بافـت آن       ندادند  
با وجود مقاومت كامل اين دو رقم در برابر         . نشد

هاي مورد بررسي نبايد از نظر دور داشـت          جدايه
ــز ممكــن اســت در شــرايط    كــه ايــن دو رقــم ني

هـاي ديگـر     محيطي مختلـف و نـسبت بـه ايزولـه         
  بــــاكتري واكــــنش متفــــاوتي داشــــته باشــــند

Tung et al., 1992) ؛(Tung et al., 1990 .
زمينـي   مقاومت به پژمردگي باكتريـايي در سـيب       

ــشتر پلــي ــه وســيعي   بي ــوده و داراي دامن ژنيــك ب
علاوه بر نوع جدايه باكتري، به كـارگيري        . است

سازي نيـز از عوامـل       زني و آلوده    روش موثر مايه  
ــه     ــت ب ــابي مقاوم ــراي ارزي ــت ب ــم در موفقي   مه

R. solanacearum  ــت ــده اسـ ــزارش شـ .  گـ
.(Tung et al., 1990)  

در ايــن تحقيــق بــه منظــور دســتيابي بــه يــك 
روش ســاده، مطمــئن و ســريع بــراي ارزيــابي     
مقاومت به عامل بيماري پژمردگي باكتريايي در       

هـاي   زميني براي اولين بار از تكنيـك       ارقام سيب 
در اين روش . اي استفاده شد  ارزيابي درون شيشه  

و عـدم   ارزيابي بـه دليـل ايجـاد شـرايط اسـتريل            
دخالت عوامل بيولوژيك و ساير عوامـل كنتـرل         

هـا،    نشدة گلخانه و مزرعه ماننـد آفـات، بيمـاري         
ــل ممانعــــت  ــا و عوامــ ــرات دمــ ــده تغييــ   كننــ

ــا    ــوده و بــ ــر بــ ــق تــ ــابي دقيــ ــاك، ارزيــ   خــ
ــام مـــــي  ــشتري انجـــ ــود حـــــساسيت بيـــ   شـــ

)Mozafari and Pazhohandeh, 2001؛  
Fock et al., 2000( همچنين به دليل سهولت و 

اي، ارزيـــابي  هـــاي درون شيـــشه ســـرعت روش
هـا بـا     همزمان تعـداد زيـادي از ارقـام و گياهچـه          
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تر دما، نور و تغذيه مناسب براي رشد         تامين دقيق 
هـاي آلـوده، واكـنش واقعـي         و پرورش گياهچـه   

هـا    هاي مورد نظر و پتانـسيل ژنتيكـي آن         ژنوتيپ
  . شود در برابر عامل بيماري بهتر مشخص مي

ــان از  ــودهاطمين ــرايط درون   آل ــازي در ش س
ــه  شيــشه ــابي گلخان اي حــائز  اي نيــز هماننــد ارزي

براي دستيابي به يك روش مطمئن      . اهميت است 
ســازي، در ايــن بررســي روش قــرار دادن  آلــوده

در محــل قطــع جوانــه ) كلنــي بــاكتري(زادمايــه 
ــه     ــردن زاد ماي ــافه ك ــاقه و روش اض ــايي س انته

ط كـشت   بـه محـي   ) سوسپانسيون سلولي باكتري  (
ها در آن قـرار داده شـده بودنـد           مايع كه گياهچه  

ــدند  ــسه شـ ــد   . مقايـ ــادر بودنـ ــر دو روش قـ هـ
سازي يكنواخت و كامل ايجاد كننـد، لـذا          آلوده

سـازي، روش    به دليل سـهولت و سـرعت آلـوده        
قرار دادن زادمايه در محـل قطـع جوانـه انتهـايي            

  .شود توصيه مي
 ــ   ــورد بررس ــام م ــابي ارق ــايج ارزي ــشابه نت ي ت

اي و  زمينــــي در شــــرايط درون شيــــشه ســــيب
دار بين دو  اي و عدم مشاهده تفاوت معني      گلخانه

ــابي درون   ــه ارزيـ ــشان داد كـ ــابي نـ روش ارزيـ
توانـد هماننـد     اي مقاومت به بيماري نيز مي      شيشه

اي معمــول نتــايج قابــل اعتمــاد  ارزيــابي گلخانــه
اي نيز عـلاوه     در ارزيابي درون شيشه   . داشته باشد 

گيري، باكتري  ور علائم ظاهري قابل اندازه بر ظه 
تـري رشـد و در گيـاه انتـشار پيـدا             با نـرخ سـريع    

تري را در زمـان كمتـري         كند و ارزيابي دقيق    مي
ارقـام الـس و بولـستا در شـرايط          . سـازد  ميسر مي 

هـا     مقـاوم بودنـد و بـاكتري در آن         گلخانه كاملاً 

رشدي نداشته و رديابي نشد اگرچه اين ارقام در         
اي نيز فاقد علائم بودند ولـي        رايط درون شيشه  ش

هـا رشـد و تكثيـر         باكتري بيمـارگر در بافـت آن      
 رديــابي NCM-ELISAكــرد و توســط آزمــون 

 ايـن روش    تـوان گفـت كـه اولاً       شد، بنابراين مي  
ارزيابي از دقـت و حـساسيت بيـشتري نـسبت بـه           

اي برخوردار است و ثانيا چـه در         ارزيابي گلخانه 
ــابي درون ــشهارزيـ ــابي    شيـ ــه در ارزيـ اي و چـ

اي نبايستي فقط به علائم ظاهري بيمـاري         گلخانه
بـا توجـه بـه      . براي ارزيابي مقاومـت اكتفـا كـرد       

 بـه  R. solanacearumحساسيت شديد باكتري 
ــام     ــت، انج ــا و رطوب ــد دم ــي مانن ــرايط محيط ش

ــه  ــرايط گلخان ــابي در ش ــر و داراي  ارزي اي متغيي
تايج متفاوت و   نوسانات قابل توجه ممكن است ن     

غير قابل تكراري ايجاد كند، در حالي كه كنترل         
مــوثر ايــن شــرايط محيطــي در شــرايط درون     

 عملـي بـوده و بـا حـذف عوامـل            اي كاملاً  شيشه
بيولوژيك در اين شرايط، رشد مطلوب بـاكتري        

شـود و    پذير مي   و ايجاد بيماري يكنواخت امكان    
يج در  پذيري و قابليت اعتمـاد نتـا       در نتيجه تكرار  

عـلاوه بـر آن بـا       . اين سيستم ارزيابي بيشتر است    
در نظر گرفتن سـرعت انجـام كـار وفـضاي كـم             
لازم براي ارزيابي بايد گفت كـه روش ارزيـابي          

اي روش مناسـب، حـساس، دقيـق و     درون شيـشه 
كارآمدي براي ارزيابي همزمان تعداد زيـادي از        

ــپ ــاي ســيب  ژنوتي ــه   ه ــت ب ــراي مقاوم ــي ب   زمين
R. solanacearum  تـوان   بوده اين روش را مي

  .با اطمينان بيشتري مورد استفاده قرار داد
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