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   نهال و بذر  ينژاد مجله به
1392 سال ،2 ، شماره 29-1جلد   

  
  Pseudomonas syringaeگيلاس و آلبالو به مقاومت نسبي برخي ژنوتيپ هاي بومي و تجاري 

  
Relative Resistance of some Local and Commercial Cherry Genotypes to 

Pseudomonas syringae 
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  چكيده

 
گـيلاس و آلبـالو بـه    مقاومت نسبي برخي ژنوتيپ هـاي بـومي و تجـاري           .1392 .و حسين آوا، س   . م. ع، شكيب،   .، بوذري، ن  .، كشاورزي، م  .باباعلي، ا 

Pseudomonas syringae. 295 - 310 :29-1بذر نهال و  نژادي  مجله به. 

  
 مقاومـت نـسبي   در موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر انجام شـد،          1388-1389كه در سال    در اين تحقيق    
 در Pseudomonas syringae  گيلاس و آلبالو به بـاكتري تجاري محلي و هفت رقمژنوتيپ  شانزده شاخه و برگ

 و ارزيـابي مقاومـت      هاي زمستانه  زني شاخه   هاي بريده با مايه     خهارزيابي مقاومت شا  . اي بررسي شد    شرايط گلخانه 
زني با استفاده از پمپ خلاء انجـام          آگار و مايه  -زني در محيط آب     زني مستقيم باكتري، مايه     برگ با سه روش مايه    

كـرج   در كه از درخت گيلاس آلـوده  P. syringae يك جدايه بيماريزايبه منظور تهيه زادمايه باكتري، از . شد
اي   بر اساس نتايج، تنـوع گـسترده       .ه بود، استفاده شد   شدهاي فنوتيپي و مولكولي شناسايي        و با آزمون  جداسازي  
شاخه نشان  طول نكروز در    بندي بر اساس     گروه. هاي مختلف به اين بيماري ديده شد       ژنوتيپارقام و   در واكنش   

بـه   KB8آلبالوي همدان و گيلاس .  بودندحساس% 13دوسط و  ح%5/43 ،ها مقاوم نوتيپژارقام و   % 5/43 كه   داد
زنـي بـرگ      هاي مختلـف مايـه       بررسي روش  .ند شد ها شناسائي   ژنوتيپترين   ترين و مقاوم   ترتيب به عنوان حساس   

 بـه  هـا  ژنوتيـپ % 6بر اين اسـاس،  .  بهترين روش براي ارزيابي مقاومت برگ است       ءنشان داد كه روش پمپ خلا     
 و ديـررس دانـشكده      دبلاماركـا هـاي     بندي شـدند، گـيلاس      گروهحساس  % 59ط و   حدوس% 35 قاوم،مطور نسبي   

با توجه به عدم مشاهده همبستگي بين مقادير . ها شناسايي شدند  ترين ژنوتيپ   مقاومآردي جوبليوم   ترين و     حساس
  .تواند ملاك مقاومت شاخه به شانكر باكتريايي باشد برگ نمييا مقاومت مقاومت شاخه و برگ، حساسيت 

  
  .مقاومت، Pseudomonas syrinage شانكر باكتريايي،گيلاس، آلبالو، : هاي كليدي واژه
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  مقدمه

بـه عنـوان    كه از آن     بيماري شانكر باكتريايي  
 شكوفه و بلايت شاخه نيز نام برده        گموز، بلايت 

هـاي درختـان ميـوه       ترين بيماري   از مهم  شود، مي
عامـل   جهـان و     كـشورهاي مختلـف   دار در    هسته

 (Tree Short Life)كوتـــاهي عمـــر صـــلي ا
 هـاي اصـلي    ميزبـان . دار اسـت   درختان ميوه هسته  
دار به خصوص گـيلاس،      هستهآن، درختان ميوه    

 گلابـي،   ام،د با  اما در  آلبالو، هلو و زردآلو هستند    
ــه،      ــال اخت ــدق، ذغ ــكا، فن ــرا، توس ــات، اف مركب
مگنوليا، ياس بـنفش، صـنوبر، زيرفـون، سوسـن،          
رز و تعدادي از سبزيجات و غلات دانه ريـز نيـز            

اين بيمـاري در    خسارت  . كند ايجاد آلودگي مي  
درختان گيلاس، آلبـالو، آلـو، هلـو و زردآلـو و             

 اســت گــيلاس وحــشي داراي اهميــت اقتــصادي
)Bultreys and Kaluzna, 2010 ؛ 

Lyskanowska and Rejman, 1978 ( و
ــي ــد در  م ــتوان ــات % 10-75 جــوان اتباغ   و باغ

ــسن  ــا  % 10-25مــــــ ــاهي تــــــ   % 85و گــــــ
 ؛ Ogawa et al., 1995(خــسارت وارد كنــد 

Endert and Ritchie, 1984.(  
بـه رقـم،    بيماري شـانكر باكتريـايي      هاي   نشانه

تهاجم و شرايط محيطي    سن درخت، بافت مورد     
شـانكر بـه    ترين نشانه آن ايجاد       مهم. بستگي دارد 

در تنه درخت اسـت كـه       همراه تراوشات صمغي    
مـرگ  حتـي    كاهش عملكرد يا     تواند موجب   مي

ــود   ــني ش ــر س ــم  .درخــت در ه ــرگ، علائ   در ب
ــه   ــورت لكـ ــه صـ ــه در    بـ ــسوخته كـ ــاي آبـ   هـ

ــوه ــت  اي و خــشك مــي نهايــت قه شــوند و حال

 بـه صـورت    ،ميـوه  و در    دهند يغربالي به برگ م   
شـود    رنـگ ديـده مـي     اي هاي سـطحي قهـوه     لكه

(Ogawa et al., 1995) . ايــن علائــم توســط
   P. morspronorium وP. syringaeهـاي   گونه

ــي   ــور يكــساني ايجــاد م ــه ط ــه  ب ــا گون ــوند ام   ش
P. syringaeــم ــن     مه ــل اي ــاكتري عام ــرين ب ت

  ؛Bradbury, 1989 (شـود  بيماري محـسوب مـي  
Young et al., 1996 .( اصــلي شــانكر عامــل

مريكـا، اسـتراليا و     آدر شـمال     گيلاسباكتريايي  
و در اروپـا   P. syringaeگونـه  آفريقاي جنوبي 

   P. morspronorium و P. syringae هاي گونه
ــستند   ؛ Prunier and Cotta, 1985(هــ

Scortichini et al., 1995 ؛Garrett, 1985 .(
براي اولين بار   باكتريايي  بيماري شانكر   در ايران،   

 (Bahar et al., 1981) بهـار و همكـاران   توسط
ــو در اصــفهان  ا ــان زردآل ــشخيص داده ز درخت ت

 .گــزارش شــد P. syringaeو عامــل آن ه دشــ
عامل شانكر و سر خشكيدگي درختـان گـيلاس         
در دماونــد، مازنــدران و كــرج نيــز همــين گونــه 

  ؛Banapur et al., 1990 (گـزارش شـده اسـت   
Shams Bakhsh and Rahimian, 1989 ؛ 

Rahimian et al., 2004 .( اين بيماري در ايران
دار   خسارت قابل توجهي به درختـان ميـوه هـسته         

 هكتـار ســطح  40883از بـه طـوري كـه    زنـد   مـي 
 650،  1381هاي گياهي در سال      مبارزه با بيماري  

هكتار مربوط به شانكر باكتريـايي درختـان ميـوه          
   .(Anonymous, 2002) ستدار بوده ا هسته

ــل      ــه دلي ــايي ب ــانكر باكتري ــق ش ــرل موف   كنت
ــب و     ــوكنترل مناس ــل بي ــا عوام ــموم ي ــدان س فق
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 در P. syringaeخـصوصيت انـدوفيتي بـاكتري    
ــست     ــل حــصول ني ــدگي، قاب برخــي مراحــل زن

(Gilbert et al., 2010) . اســـــتفاده از
ــي ــك آنتـ ــا بيوتيـ ــونهـ ــسين يي چـ    استرپتومايـ

ــه  ــرون بـ ــود مقـ ــرفه نبـ ــروز  ه و صـ ــب بـ    موجـ
ــت در ج ــتممقاوم ــاكتري   عي ــاي ب ــيه ــود م  ش

(Lacobellis et al., 2005) .  تركيبات مسي نيـز
كننـد و      مي سوزي  گياه اندكي داشته، ايجاد  تاثير  

هاي اكولوژيك    چرخه بالا وارد  يپايداربه دليل   
مصرف اين تركيبات باعث تجمع مس      . شوند مي

ــ  اثــرشــده ودر خــاك و منــابع آبــي  ر مخربــي ب
هاي خاك داشته و بدين ترتيـب        ميكروارگانيسم

از فرايند تجزيه مواد آلـي در خـاك جلـوگيري           
با توجه . (Pietrzak and Phail, 2004) ندنك مي

ــه كــارگيري روش  ــه مــشكلات ب ــرل  ب هــاي كنت
راهكـاري  تواند    شيميايي، كاربرد ارقام مقاوم مي    

مديريت اين  كم هزينه، پايدار و غير شيميايي در        
 از وجـود . (Ogawa et al., 1995)ري باشد بيما

ــام      ــسبي ارقـ ــت نـ ــطوح مقاومـ ــاوت در سـ   تفـ
مختلـــف آلبـــالو و گـــيلاس بـــه ايـــن بيمـــاري  

  ؛Vries, 1965(هائي منتـشر شـده اسـت     گزارش
 Garrett, 1986 ؛Bedford et al., 2003 .(

نگهـداري   گـيلاس    لاسـم پ رم و ژ   ارقـام  ،ها نوكل
 و  ، لهـستان  مانفرانسه، آل ايالات متحده،   در  شده  
هـاي متنـوعي بـه ايـن بـاكتري            نيز واكـنش  ايتاليا  

ــشان داده ــد  ن  ؛ Allen and Dirks, 1978(ان

Schortichini et al., 1995؛  
Santi et al., 2004؛ Spotts et al., 2010  

 Fischer and Hohlfield, 1998.( چنـــين 

هـاي    تنوعي در واكـنش برخـي ارقـام و ژنوتيـپ          
 ؛ Bouzari, 2006(ده است داخلي نيز مشاهده ش

Hamzenejad et al., 2004.(  با توجه به وجود
هدف از  چنين تنوعي در مقاومت ارقام مختلف،       

شـاخه  هـاي     اندام  نسبي مقاومتتعيين  اين تحقيق   
ــرگ ــي  ژنوتيــپ 25  درو ب ــر ايران ــام برت  و و ارق

 P. syringae تجاري آلبالو و گيلاس به باكتري
  .بود

  
  ها مواد و روش

هاي برگـي    ، از لكه  1388 سال    اواسط بهار  در
هاي درختـان   سرشاخهدر و شانكرهاي صمغ زده    

گيلاس و آلبالوي موجود در كلكسيون درختـان        
ميوه موسسه تحقيقات اصلاح نهـال و بـذر واقـع           

قطعـات  . بـرداري شـد    شهر كـرج نمونـه     در كمال 
عفوني شـده و     كوچكي از حاشيه شانكرهاي ضد    

را بريده و در هاون چينـي       هاي برگي    حاشيه لكه 
ليتر آب مقطر استريل له كرده و        حاوي چند ميلي  

ــرايط     ــداري در شـ ــاعت نگهـ ــيم سـ ــس از نـ پـ
آزمايشگاه، چنـد لـوپ از سوسپانـسيون حاصـله          

هـاي   تـشتك .  مخطط شدKings' Bروي محيط 
منتقـل و توليـد مـواد         C° 25   بـه انكوبـاتور    پتري

لنـي   ك  . روز بررسـي شـد     2-3 فلوروسنت پس از    
بـا اسـتفده    سازي شدند و     هاي فلوروسنت خالص  

ــوناز آ ــاريزايي و    زم ــرم، بيم ــاي گ  LOPATه
هــاي  توليــد لــوان، اكــسيداز، لهانيــدن ورقــه    (

ــيب ــدرولاز و    س ــين دي هي ــد ارجين ــي، تولي زمين
 بـراي . شناسـايي شـدند   ) واكنش فوق حـساسيت   

  زايـــي، نـــوك شـــاخه  اثبـــات بيمـــاريآزمـــون
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ــده ــع     بري ــاله را قط ــك س ــاي ي ــرده و ه  200ك
جـذب نـوري    (ميكروليتر سوسپانسيون باكتريايي    

در محـل بـرش     )  نـانومتر  600 در طول مـوج      5/0
 بـا   زنـي شـده     مايـه سـپس نـواحي      .قرار داده شـد   

هــا درون ظــروف  پــارافيلم بــسته شــدند و شــاخه
ظروف پلاستيكي شـفاف درداري كـه       (مرطوب  

تا نـيم  وجود داشته و زير آن  ها مشي در كف آن 
چيده و به گلخانه    )  آب ريخته شده بود    ترم  سانتي

C°15   منتقل و يـك هفتـه       طبيعي تناوب نوري  با 
هاي شاهد با    شاخه. شدندبرداشته  ها   بعد، پارافيلم 

  ظهـــور .  شـــدند زنـــي مايـــه مقطـــر اســـتريل  
هـا پـس از      هاي نكروزه در زير پوست شاخه      لكه

هـا بـود     زا بـودن جدايـه      بيمـاري   يك ماه به منزله   
(Santi et al., 2004) .هاي فنوتيپي  ساير آزمون

  هـــوازي،  بـــي /رشـــد هـــوازيتوانـــايي  شـــامل
ــد  ــده   توليـ ــا كننـ ــواد احيـ ــالاز، اوره از، مـ   كاتـ

ــوكروز ــولفور   واز ســ ــدروژن ســ ــاز هيــ    ، گــ
ــين  ــدوليز ژلاتـ ــي هيـ ــكولين و چربـ ــر ، اسـ   ، اثـ

ــر ــرات،   ب ــاي نيت ــوس، احي ــير ليتم  و MR/VP ش
هـاي اسـتاندارد     بـر اسـاس روش    شكست كازئين   

)Lelliott and Stead, 1987؛  

Schaad et al., 2001 (    و تائيـد نهـايي توسـط
 در حجـم    PCR  مخلوط . انجام شد  PCRآزمون  
 (Bioner) كيـــت آمـــاده شـــامل lµ 20نهـــايي 

 پليمـراز، دي ان تـي       DNAگ  حاوي آنـزيم ت ـ   (
 پيكومـول   120و) PCRپي، كلريد منيزيم و بافر      

  از هـــــــر آغـــــــازگر اختـــــــصاصي بـــــــود
(Sorensen et al., 1998) .تـــك كلـــوني  

ي الگـو بـه آن      DNA  ساعته باكتري به عنوان    48

ــد ــزوده شـ ــه.افـ ــامل    چرخـ ــي شـ ــاي حرارتـ هـ
   بـه مـدت    C°95سـازي اوليـه در دمـاي         واسرشته

  ســازي   چرخــه شــامل واسرشــته  35 دقيقــه و 1
ــاي  ــدت  C°94در دمـــ ــه مـــ ــه، 90 بـــ    ثانيـــ

ــاي   ــصال در دم ــدت  Cº 60ات ــه م ــه و 90 ب    ثاني
ــساع ــC°72در  ات ــدت  ب ــه  3ه م ــود ك ــه ب    دقيق

 بـه   C°72با يك مرحلـه اتـساع نهـايي در دمـاي            
بــــاكتري .  دقيقــــه خاتمــــه يافــــت10مــــدت 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 
، يـك   )اهدايي پروفسور منسفيلد، دانشگاه لندن    (

 و  Erwinia amylovoraسويه محلي از باكتري
 ــ   ــاهد ب ــوان ش ــه عن ــتريل ب ــر اس ــار ه آب مقط   ك

 بـه همـراه مـاركر       PCR محـصولات . ه شدند برد
(100 bp Plus DNA Ladder) ــدت ــه م    ب

 ولــــت 70-80در % 1 دقيقــــه در آگــــارز  30
آميزي با اتيـديم     الكتروفورز شده و پس از رنگ     

 له توســط ژل داك صــبروميــد، از بانــدهاي حا

(Uvitec)عكسبرداري شد   .  
هاي  ، يكي از سويه   باكتريبه منظور تهيه مايه     

سـاعت كـشت در      24 س از  پ ـ زا انتخاب و  بيماري
ــيط  ــدورت Luria Berthoni (LB)محـ ، كـ

 نانومتر 600سوسپانسيون باكتريايي در طول موج      
  .زني به كار برده شد  تنظيم و براي مايه5/0روي 

 شــانزده  بــر روي نــسبيارزيــابي مقاومــت 
ــوميژ ــپ ب ــم  و نوتي ــالو و هفــت رق تجــاري آلب

متعلق بـه   ) لو آلبا هفت گيلاس و    شانزده(گيلاس  
كلكسيون درختان ميوه موسسه تحقيقات اصلاح      

 .شهر كـرج انجـام شـد       نهال و بذر واقع در كمال     
مواد گياهي بومي بر اساس نتايج پـروژه مـصوب        
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هاي   موسسه تحقيقات اصلاح نهال و بذر در سال       
 انتخاب شده و داراي خـصوصيات       1384-1381

ممتازي همچون درشـتي ميـوه، بـالابودن نـسبت          
  .شت به هسته، پرباري و ديررسي هستندگو

 هـاي دو سـاله و بـرگ        ارزيابي بر روي شاخه   
در شــرايط آزمايــشگاهي در موســسه تحقيقــات  

ارزيـابي  . انجـام شـد   اصلاح نهال و بذر در كرج       
 رقم و ژنوتيپ با استفاده      23مقاومت نسبي شاخه    

دو ساله و بر اسـاس پروتكـل        بريده  هاي   شاخهاز  
ــس ــات باغموســ ــاني اه تحقيقــ ــستانبــ   نگلــ

(Horticultural Research Institute, HRI) و
ــسه   موســـسه ملـــي تحقيقـــات كـــشاورزي فرانـ
(National Institute for Agricultural 

Research: INRA)  ــد ــام شــــــ   انجــــــ
(Santi et al., 2004) .    بـدين منظـور، در بهمـن

متـر    سـانتي  20-25 طـول    ههاي خواب ب   ماه شاخه 
بخش تحقيقـات باغبـاني،     (بريده و به آزمايشگاه     

منتقــل ) موســسه تحقيقــات اصــلاح نهــال و بــذر
   دقيقــه در محلــول5هــا بــه مــدت  شــاخه. شــدند

پـــس از  ضـــدعفوني و هيپوكلريـــت ســـديم% 5
سه مرتبه هر بار به مدت       در جريان آب،     شستـشو

پـس از   .  دقيقه در تشت آب كاملاً شسته شدند       5
ه ها را بريـده و بـسته ب ـ        ته آن  و خشك شدن، سر  

 روي بـــاكتري ميكــــروليتر مايـــه 25-50قطـــر، 
 سـپس . قرار داده و با پارافـيلم بسته شـد       سرشاخه  

ــا د  ــاخه ه ــلش ــشهاخ ــا    شي ــه ت ــايي ك ــاي مرب   ه
 چيـده شـده و بــه   هـا آب بـود   متـري آن   سـانتي 2

ــاي (اتاقــك رشــد  ــالاي C° 25دم ــت ب  و رطوب
هـا بـاز      يك هفته بعد پـارافيلم     .منتقل شدند %) 90

ردخانه سيك هفته در  مدت  براي  ها    نمونهشده و   
C)°10-(ــداري شــدند ســپس در ظــروف .  نگه

شناسـي     بيمـاري  مرطوب چيده شدند و به گلخانه     
ــه موســسه تحقيقــات اصــلاح  ــذر و تهي نهــال و ب

منتقـل شـدند    ) طبيعي نور  تناوب و C°15دماي  (
و پــس از يــك مــاه، ميــزان پيــشرفت بيمــاري بــا 

كروز شـده    ناحيه ن  )سانتي متر  (گيري طول  اندازه
گيـري   پس از كندن پوست سطحي شاخه انـدازه       

  .  شد
گيـري مقاومـت نـسبي بـرگ بـر روي             اندازه

  بــدين منظــور . هفــده رقــم و ژنوتيــپ انجــام شــد
  هــاي جـوان و تــازه   در اوايـل فـصل بهــار، بـرگ   

ــا ســه  ــهب ــاني   روش شــامل ماي ــي رگبــرگ مي زن
(Bedford et al., 2003)، هـاي   برگ نگهداري

ــه ــده  مايـــــ ــي شـــــ ــار-آبدر  زنـــــ   آگـــــ
(Yessed et al., 1992) زني با استفاده از  مايه و

در ،  )به كار برده شده در اين تحقيق      (ء  پمپ خلا 
ــه  ــشگاه ماي ــي شــدند شــرايط آزماي در روش . زن

ــه ــاني، پــس از ضــدعفوني   ماي ــي رگبــرگ مي زن
هــا، بــرش عمــودي كــوچكي در  ســطحي بــرگ

 بـاكتري رگبرگ مياني ايجاد و يك قطـره مايـه          
هــا داخــل  بــرگ ســپس .قــرار داده شــدروي آن 

  ظـــروف مرطـــوب چيـــده شـــده و بـــه گلخانـــه
)C°15   دهمنتقـل شـدند و      ) تناوب طبيعي نـور    و 

  روش . روز بعـــد، ميـــزان نكـــروز بررســـي شـــد
 امـا آگار  مشابه روش رگبرگ ميـاني بـود          -آب

تـري  هـاي پ    تـشتك هـا در     زني، برگ  پس از مايه  
. داستريل قرار داده شـدن    % 10 آگار   -حاوي آب 

از  ي هـر رقـم    ها دا برگ ت، اب ءدر روش پمپ خلا   
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 و درون بـشر     شـدند بندي   ستهدم سطح و    نوك ه 
بـه نحـوي كـه       (بـاكتري ليتر مايه     ميلي 30حاوي  

بـاكتري  هـا در مايـه       متر از نوك برگ     سانتي 5/1
ــه ــد غوط ــرار داد) ور باش ــدندق ــه   . ه ش ــشرها ب ب

 و  نددسيكاتور متصل به پمـپ خـلاء منتقـل شـد          
هـا، پمـپ      از بـرگ    هده خروج حباب  پس از مشا  

 كـه باعـث   شـد خاموش و شـير ورودي هـوا بـاز          
 هـا    به فضاي بين سـلولي بـرگ       باكترينفوذ مايه   

 در تـك تـك     بـاكتري سپس، حد نفوذ مايه     . شد
 سـطح    و گـذاري  ها به وسيله ماركر علامت     برگ
پـس از    دستمال كاغذي خشك شد و       باها   برگ

 منتقـل    گلخانـه  بـه  ،ظروف مرطوب چيدن درون   
ايجاد يا عدم ايجاد نكروز در      ده روز بعد،    . شدند

طـول ناحيـه نكـروزه در پهنـك        برگ و بيشترين    

در كليـه   . گيـري شـد     انـدازه  هـا   تك تـك بـرگ    
هـاي شـاهد بـا       نمونـه هاي برگ و شـاخه،        آزمون

كليـــه  . شـــدندزنـــي مايـــهآب مقطـــر اســـتريل 
هاي برگ و شاخه در قالـب طـرح كـاملاً            آزمون

.  تكرار انجام و دو بار تكرار شدند       30تصادفي با   
ها بر اساس    جزيه واريانس و مقايسه ميانگين داده     

 SASافزار   اي دانكن توسط نرم    آزمون چند دامنه  
ــا  شــد و دنــدروگرام گــروهانجــام  بنــدي ارقــام ب

  . ترسيم شد SPSSافزار استفاده نرم
  

  نتايج و بحث
هــاي گــيلاس و آلبــالوي مــورد  نــام ژنوتيــپ

 1ها در جدول      اين تحقيق و منشاء آن     استفاده در 
ــت  ــده اســــــــــ ــشان داده شــــــــــ .نــــــــــ

  
  ها  و منشا اوليه آنآلبالوگيلاس و  ها و ارقام نوتيپ ژ-1جدول 

Table 1. Genotypes and cultivars of sweet and soure cherry and their origin 
 

 Germplasm  ژرم پلاسم Origin منشا Germplasm  ژرم پلاسم Origin منشا

 Cherry  گيلاس    Meshkin shahr  مشكين شهر Ardebil  اردبيل
 No 28  28شماره  Tehran  تهران Mahali Karaj  محلي كرج Karaj  كرج

 Surati Lavasan  صورتي لواسان Lavasan  لواسان Bing  بينگ USA  آمريكا
 Darun gazna  درون گزنا Tabriz  تبريز Tehran   KB8  تهران

 Shamlu  شاملو Karaj  كرج Sour cherry  آلبالو   
 Gium  گيوم -  - Hamedan  همدان Tehran  تهران

 Protiva  پروتيوا -  - RD Jubileum  دي جويليوم-آر Hungry  مجارستان
 Siah-e-zudras  سياه زودرس Karaj  كرج No 119  119شماره  Tehran  تهران
 No 46  46شماره  Tehran  تهران Tehran   KB20  تهران
 Blamarka  بلاماركا Italy  ايتاليا Montmorency  مونت مورنسي France  فرانسه
 Frasida  فراسيدا France  فرانسه Meygun  ميگون Tehran  تهران
 Sefid 90  90سفيد  Urmie  اروميه Tehran   KB21  تهران

 Dirras-e-daneshkade  ديررس دانشكده Karaj  كرج     

  
ــاردر مجمــوع،  ــه فلوروســنت كــه  چه  جداي

هاي سـفيد    سوكروز كلني - اگار غذايي  درمحيط
ــدور، بر ــابآرنـــگ مـ ــده و لعـ ــر مـ ــا قطـ   دار بـ

بـر  . متر توليـد كردنـد، جداسـازي شـد          ميلي 4-3
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اساس نتـايج آزمـون اثبـات بيمـاريزايي، انتهـاي           
 كـه مبـين   هـا نكـروز شـدند     شـده شـاخه   ني  ز مايه

. ها در گيلاس و آلبـالو بـود        زا بودن سويه   بيماري
هــــــا بــــــه  همچنــــــين، واكــــــنش جدايــــــه

ــون ــاي آزم ــين   +) - - - (+ LOPATه ــز مب ني
هـا   جدايـه ) غيـر سـاپروفيت بـودن    (بيماريزا بودن   

   آزمـــون پـــي ســـي آر، قطعـــه  نتـــايجدر. بـــود
 syrB جفت بازي مربـوط بـه بخـشي از ژن            752

 تكثير شد اما چنـين  P. syringae هاي در جدايه
هــاي شــاهد  نمونــه PCR بانــدي در محــصولات

ــااهــاي زانت جــنس( ــار س، اروينيــا و آب مون دو ب
 مـسئول   syrB ژن).1شكل ( مشاهده نشد )تقطير

ــه  ــسين در گون ــنتز توكــسين سيرينگوماي ــاي س   ه
P. syringae ــت  ؛  Sorensen, 1998( اسـ

Quigley and Gross, 1994 .(   اين توكـسين بـا
هاي   سلولي، بافتءهاي يوني در غشا ايجاد كانال 

اساس نتايج  در مجموع، بر    . كند  گياهي را ليز مي   
، بيمــاريزايي و )2جــدول (هــاي فنــوتيپي  آزمــون

  وري شــــدهآ هــــاي جمــــع جدايــــهملكــــولي، 
P. syringae تــــــشخيص داده شــــــدند .

  
  جدا شده از درخت آلوده گيلاس  P. syringae  سويه فنوتيپي هاي ويژگي -2 جدول

Table 2. Phenotypical characteristics of P. syringae strain isolated from infected trees of 
sweet cherry 

 
Test Reaction Test Reaction 

HR reaction + Reducing  compounds from sucrose - 
Gram reaction - H2S production - 
Arginine dihydrolase - Casein degradation + 
Oxidative/fermentative (O/F) +/- Gelatin hydrolysis + 
Potato rot - Aesculin hydrolysis + 
Tween hydrolysis + Starch hydrolysis - 
Oxidase      - Catalase + 
Levan formation + Urease - 
Flourescent pigments + Nitrate reduction - 
Litmus milk:  Methyl Red - 
Alkaline - Voges Proskuer (VP) - 
Acidic +   

+: Positive reaction                 -: Negative reaction 

  

روش  بر اسـاس     هاي بريده   شاخهسازي    آلوده
 انجـام  (Santi et al., 2004)و همكـاران   سانتي
اسـتفاده  اي زمستانه   ه  شاخهاز  در اين روش،    . شد
در زنـي، بـراي دوره اي         شود كه پس از مايـه       مي

نگهــداري گــراد  درجــه ســانتيزيــر صــفر دمــاي 
رسـد ايـن مرحلـه برودتـي         به نظـر مـي    . دشون مي

هـاي يـخ شـده و در         موجب تحريك ايجاد هسته   

  بــه همــين .  شــانكر مــوثر اســت و توســعه ايجــاد
  عمومــاً كــشنده وســيع و انكرهاي دليــل اســت شــ

ــستان  ــس از زم ــي   پ ــاد م ــرد ايج ــاي س ــوند ه  ش
)Prunier and Bordjiba, 1991؛  

Klement, 1988 ؛Klement et al., 1983.(  
هـا پـس از       زني شده شاخه    سي نواحي مايه  برر

كندن پوست نشان داد كه بافت چوب نكروزه و         
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  )2-7هاي  ستون (P. syringae هاي  جدايهDNA جفت بازي تكثير شده از 752 قطعه -1شكل 
Fig. 1. A 752 bp band proliferated from P. syrinagae DNA samples (lanes 2-7)  
Erw: E. amylovora, Xan: Xanthomonas campestris, DDW: double distilled water, M: molecular marker, 
100 bp plus 

  
اي تيره شده و نكروز به سمت انتهاي شاخه           قهوه

گسترش يافته و بخشي يا كل طـول شـاخه را در            
نواحي نكـروزه عمومـاً پيوسـته و        . بر گرفته است  

رت جزايـر   ممتد بودنـد امـا در مـواردي بـه صـو           
وجـود نـواحي    . مجزا و غير ممتدي ديـده شـدند       

ــاخه  ــته در ش ــروزه ناپيوس ــام   نك ــده ارق ــاي بري ه
 گيلاس در واكنش به اين بيماري توسط سـانتي 

 نيـز گـزارش   (Santi et al., 2004)و همكـاران  
زنـي شـده بـا        هاي شاهد مايه    در شاخه . شده است 

متر نكـروز در      آب مقطر استريل به جز چند ميلي      
هـاي ايجـاد زخـم، نـشانه ديگـري مـشاهده              لمح
  .  نشد
  نتايج تجزيه واريانس طول نكروز در شـاخه        

هــاي  نــشان داد كــه ارقــام و ژنوتيــپ) 3جــدول (
  طــــول نكــــروز مختلــــف گــــيلاس و آلبــــالو 

نــسبي ســطوح مقاومــت  متفــاوت و در نتيجــه  
  گارت .داشتند به اين بيماري     (P≤0.01)متفاوتي  

1986) (Garrett,ــدفو و رد و  بــــــــــــــــــــــ

تنـوع   نيـز   (Bedford et al., 2003)همكـاران 
چشمگيري در واكنش ارقام مختلف گـيلاس بـه       

چنــين تنــوع . شــانكر باكتريــايي مــشاهده كردنــد
ــ واكـــنشاي در گـــسترده ــام،ن هـــاو كلـ  و  ارقـ

ــمپ رمژ ــسه،  لاســ ــيلاس در فرانــ ــالات  گــ   ايــ
ــده،  ــانمتح ــستانآلم ــشاهده  ، له ــز م ــا ني    و ايتالي

ــ ــده اسـ   ؛ Allen and Dirks, 1978(ت شـ
Fischer and Hohlfield, 1998؛  

Santi et al., 2004؛ Spotts et al., 2010  
Schortichini et al., 1995 .(  نتايج تعـدادي از

  هاي انجام شده در ايـران نيـز دلالـت بـر     ارزيابي
هـاي   ارقام و ژنوتيـپ    نسبي   تنوع سطوح مقاومت  

ــيلاس   ــف گـــ ــاري   مختلـــ ــن بيمـــ ــه ايـــ   بـــ
  ؛Hamzenejad et al., 2004 (دارد

Bouzari, 2006.(  
ــادير طــول نكــروز در شــاخه،   ــر اســاس مق  ب

طـور نـسبي   بـه  KB8 آلبالوي همدان و گـيلاس  
) به ترتيـب  (ها   ژنوتيپ ترين مقاومو  ترين   سحسا
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  تجزيه واريانس طول نكروز در شاخه و برگ ژنوتيپ ها و ارقام مختلف آلبالو و گيلاس -3جدول 
Table 3.  Analysis of variance of length of necrosis in shoot and leaf organs of different 

sweet cherry and sour cherry cultivars and genotypes 
 

MS     
  طول نكروز در برگ

Leght of necrosis in leaf 
  طول نكروز در شاخه

Length of necrosis in shoot 
    

  ميانگين مربعات
Mean squares  

  ديدرجه آزا
df. 

  ميانگين مربعات
Mean squares 

  درجه آزادي
df. منابع تغييرات  Source of variance  

 Cultivar/genotype  ژنوتيپ/رقم 22 **165.22 16 ***60.46
 Error  خطا 232 5.91 239 0.58

 Total كل 254  255 
 %.C.V  (%)ضريب تغييرات  58.72  13.47 

 . در هزار1 در صد و 1سطح احتمال دار در  به ترتيب معني ***: و**
**and  ***: Significant at 1% and 0.1% probability levels, respectively. 
 
 

   ژنوتيپ ها و ارقام مختلف آلبالو و گيلاس ميانگين طول نكروز در شاخه و برگ-4جدول 
Table 3.  Mean values of necrosis length in shoot and leaf organs of different sweet 

cherry and sour cherry cultivars and genotypes 
 

  Length of necrosis (cm) ول نكروزط

  برگ
leaf 

  شاخه
Shoot 

  ژنوتيپ/رقم
Cultivar/genotype  

  برگ
leaf 

  شاخه
Shoot 

 ژنوتيپ/رقم
Cultivar/genotype 

nd 3.47efg No 119 7.27c 11.51a Hamedan 
nd 2.65efg KB20 3.81fg 9.23b No 28 

4.09fg 2.37efg Sefid 90 7.21c 8.05b Surati Lavasan 
8.23b 2.06fgh Diras-e-daneshkade 7.00c 6.46c Darun gazna 
7.09c 1.83fgh Meshkin shahr 4.32f 5.92c Shamlu 

nd 1.49gh Montmorenci 3.53g 5.51dc Gium 
5.23e 1.42gh Mahali Karaj 5.20e 5.39cd Protiva 

nd 1.36gh Meygun 6.22d 5.38cd Siah-e-zudras 
4.24f 1.01gh Bing nd 3.93de No 46 

nd 0.95gh KB21 9.65a 3.85de Blamarkad 
5.71de 0.49h KB8 1.27h 3.57ef RD Jobelium 

   6.11d 3.51ef Frasida 

  . دار هستند ختلاف معنيفاقد ا% 1ها با حروف مشابه در سطح احتمال  در هر ستون، ميانگين
Means followed by the same letters in each column are not significantly different at 1% probability 
level.  
nd: not done 

  
نتـايج بـر اسـاس      ). 4جدول(تشخيص داده شدند    

 ژنوتيـپ دهـد كـه در آلبـالو،         محصول نشان مـي   
، KB21تــرين و  حــساسبــه طــور نــسبي همــدان 

ميگــون و مونــت مورنــسي مقــاوم تــرين و در     

 و صـورتي لواسـان      28شـماره   ژنوتيـپ   گيلاس،  
 بودندها    ژنوتيپترين    مقاوم KB8ترين و    حساس

ــايج  . )4جــدول ( ــر اســاس نت ــتر  ب ــه كلاس تجزي
ارقام مقاومت نسبي شاخه بر اساس طول نكروز،        
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طول ي ا خوشه هيتجزلبالو بر اساس آهاي گيلاس و  تيپبندي ارقام و ژنو گروه دندروگرام -2 شكل
  شاخه درنكروز 

Fig. 2. Cluster analysis dendrogram of sweet and sour cherry genotypes based on shoot 
necrosis length  

  
 شدندبندي    گروه اصلي دسته   سهها در    و ژنوتيپ 

) هــا  ژنوتيــپ%5/43(  ژنوتيــپده  و)2شــكل (
، KB20رس دانشكده، مـشكين شـهر،       ديرشامل  
 ، محلي كـرج، ميگـون،     KB21، بينگ،   90سفيد  

 ده،قـاوم  م  به طـور نـسبي     KB8مونت مورنسي و    
پروتيـوا، سـياه    شامل  ) ها   ژنوتيپ %5/43(ژنوتيپ  

ــوم، فراســيدا،   ــا، شــاملو، گي زودرس، درون گزن
ــماره  ــماره 119شـ ــا46، شـ  و آردي د، بلاماركـ

آلبـالوي  %) 13( ژنوتيـپ    3يوم حد وسـط و      بلجو
همدان و گيلاس هاي صورتي لواسـان و شـماره          

 نيز در (Vries, 1965) ويرس .بودندحساس  28

هــاي  بررســي بــاغي مقاومــت تعــدادي از كلــون 
ــشان داد كــه       ــايي ن ــانكر باكتري ــه ش ــيلاس ب   گ

ــا   كلــون% 33 ــه طــور نــسبي مقــاوم بودنــد ت هــا ب
  .  ودي نزديك به نتايج مطالعه حاضر استدح

ــي اردر  ــام برخـ ــپقـ ــا، و ژنوتيـ ــطوح هـ  سـ
بــا نتــايج ارزيــابي بــاغي نــسبي شــاخه حــساسيت 

و هـر  دارد  هماهنگي (Bouzari, 2006) بوذري
را دو، پروتيوا، سياه زودرس، درون گزنا و گيوم         

ــت ــط، بينــــگ،   نــــسبي داراي مقاومــ   متوســ
ــهر     ــشكين شـ ــرج و مـ ــي كـ ــاوممرا محلـ    و قـ

حساس تـشخيص   را   28صورتي لواسان و شماره     
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ر ايـن   د كـه    د و بلاماكـار   اندو رقـم هم ـ   د. ندداد
ــزه   ــق حمـ ــق و تحقيـ ــاران  تحقيـ ــژاد و همكـ  نـ

(Hamzenejad et al., 2004)د،ن ـد مشترك بو 
اما سطوح  . ادندد  نسبي مشابهي نشان   نيز مقاومت 

ــررس    ــان، دي ــدان، صــورتي لواس حــساسيت هم
دانشكده، مونت مورنسي و مشكين شهر در ايـن         

) 2006( بـوذري    تحقيق مشابه نتايج ارزيابي باغي    
ــود ــ. نب  در ايــن تحقيــق و در تحقيــق  گرقــم بين

ــوذري  ــپاتس و   ) 2006(ب ــايج اس ــاوم و در نت مق
 حــساس (Spotts et al., 2010)همكــاران 
هاي متفاوت برخـي      مشاهده واكنش . ارزيابي شد 

ناشـي فاكتورهـاي   توانـد     ارقام به اين بيماري مـي     
به عنوان مثـال، شـرايط بـاغ در آن          . متعدي باشد 

اي انجام اين تحقيـق       ها با شرايط گلخانه     زمايشآ
تواند بر شدت بيماري تـاثير       متفاوت است كه مي   

ــه . بگــذارد ــرل شــده گلخان ــانع  شــرايط كنت اي م
زا در ايــن بيمــاري  تـداخل ســاير عوامــل بيمـاري  

هاي چند ساله در باغ بـه         شده در حالي كه شانكر    
هـاي فرصـت طلـب و         راحتي توسط سـاير قـارچ     

شـوند و ايـن عوامـل ثانويـه           اشغال مي ساپروفيت  
فاكتور . نقش به سزايي در گسترش شانكر دارند      

زايـي   بيمـاري /ديگر احتمال تفاوت در ويرولنس    
ــه ــايش  ماي ــاكتري در آزم ــاي ب ــف   ه ــاي مختل ه

جدايــه مــورد اســتفاده در ايــن آزمــايش و مايــه (
. باشــد) طبيعــي بــاكتري در آزمايــشات بــاغي   

هـاي    كثـر گـزارش   همچنين با توجه به ايـن كـه ا        
ــر روي ژنوتيــپ  ــي هــستند،   موجــود ب هــاي محل

گيـري بـر اسـاس مقايـسه نـسبي اسـت كـه                نتيجه
ــام در   ــاه ارقـ ــا شـــدن جايگـ موجـــب جابـــه جـ

  .شود ها مي بندي گروه
ــا مكانيــــسم مقاومــــت بــــه     در ارتبــــاط بــ
  شـــانكر باكتريـــايي مطالعـــات چنـــداني انجـــام  
نشده اما تفاوت در محتواي فنلـي ارقـام مختلـف       

  ؛Mo et al., 1993(ثر گـزارش شـده اسـت    مـو 
Geibel et al., 1994 .(  نـژاد و   همچنـين حمـزه

 فعاليت (Hamzenejad et al., 2004)همكاران 
هاي پراكسيداز و پولي فنل اكـسيداز را در           آنزيم

  .   اند مقاومت ارقام گيلاس موثر گزارش كرده
زنـي بـرگ در       كارايي سه روش مختلف مايه    

ــت   ــابي مقاوم ــود ارزي ــاوت ب ــوع،. متف  در مجم
آگـار،  - آب  رگبرگ مياني و   زني  مايههاي   روش

ه و تنوع بالايي در     نتايج تكرارپذيري ايجاد نكرد   
. هاي مختلف از يك رقم ديده شد        واكنش برگ 

هـا كـارايي لازم بـراي         رسد ايـن روش     به نظر مي  
تعيــين ســطوح مقاومــت بــرگ را نداشــته و تنهــا 

روش اصلي  .  باشند زايي معتبر   براي اثبات بيماري  
ارزيابي مقاومت برگ روش پمپ خلاء بود كـه         

در . براي اولين بار در اين تحقيق به كاربرده شـد         
اين روش، نفوذ زادمايـه بـاكتري بـه فـضاي بـين             
بافتي به راحتي با چشم غير مسلح قابـل رؤيـت و            

ناحيـه  . سـازي قطعـي بـود       موفقيت پروسه آلـوده   
روز تــابع نكــروز پيوســته و الگــوي پيــشروي نكــ

همچنين اين روش   . خطوط مرزي ناحيه نفوذ بود    
تنوع بالايي در واكـنش مقـاومتي ارقـام مختلـف        
نشان داد بدين ترتيب كه در برخي ارقام، نكروز         
ــود، در   ــاكتري ب ــه ب ــه نفــوذ زادماي كمتــر از ناحي

شـد و در      برخي ارقام كل اين ناحيه نكـروزه مـي        
ه نفـوذ   برخي ديگر، ناحيه نكروزه فراتـر از ناحي ـ       
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گيـر كـرده      بوده و سـطح وسـيعي از بـرگ را در          
با اين وجود، به دليل نامشخص بودن شـكل         . بود

گيري مـساخت آن      هندسي ناحيه نكروزه، اندازه   
عملاً دشوار و در مواردي غير ممكن بـود و لـذا            

گيري طول ناحيه نكروزه اكتفا شـد         تنها به اندازه  
  .  تواند دقت اين روش را به كاهد كه مي
 تايج تجزيه واريانس طول نكـروز در بـرگ         ن

) 3جدول  (نشان داد   ) بر اساس نتايج روش سوم    (
تنوع وسيعي در سطوح مقاومت نسبي بـرگ         كه

 .(P≤0.001)هــاي وجــود دارد  ارقــام و ژنوتيــپ

ــه  ــديدترين لك ــاي  ش ــاي  برگــي در گــيلاس ه ه
آن  تـرين   خفيف و ديررس دانشكده و      دبلاماركا

بر اين  ). 4جدول(شد  در آردي جوبليوم مشاهده     
قـاوم   گـروه م   سـه هـا در      ارقام و ژنوتيـپ    اساس،

%) 59 ( و حــــــساس%)35 (دوســــــطح، %)6(
  ).  3 شكل( بندي شدند گروه

ــول      ــادير طـ ــين مقـ ــستگي بـ ــي همبـ   بررسـ
   نـــشان داد كــــه  در بـــرگ و شـــاخه  نكـــروز  

 داري بـين ايـن مقـادير وجـود نـدارد           رابطه معني 
ــستگي  ( ــريب همبـــ ــدول 097/0ضـــ . )5، جـــ

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

هاي گيلاس و البالو بر اساس طول  بندي ارقام و ژنوتيپ گروهي ا خوشه هيتجز دندروگرام -3 كلش
  برگ درنكروز 

Fig. 3. Cluster analysis dendrogram of sweet and sour cherry genotypes based on leaf 
necrosis length 

 
 

  شاخه ضريب همبستگي بين طول نكروز در برگ و -5جدول 
Table 5. Correlation coefficient of necrosis length in leaf and shoot 

 
Leaf  برگ  Shoot  شاخه    

 Shoot  شاخه 1.00         
 Leaf  برگ 0.097 1.00
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  بــــــــــرگ درخــــــــــت گــــــــــيلاس   
ــد فنلـــــــي   ــوعي گليكوزيـــــ ــاوي نـــــ   حـــــ

ــنتز   ــر بيوســ ــه بــ    Syringomycinsاســــت كــ
   P. syringaeفيتوتوكــسيني كــه در ويــرولنس (

  گـــــــذارد تـــــــاثير مـــــــي) دخالـــــــت دارد
)Mo et al., 1993 ؛Geibel et al., 1994( لذا ،

تفاوت در محتواي فنلـي شـاخه و بـرگ ممكـن            
است توجيه كننده يكسان نبودن مقاومت اين دو        

هـاي    چنين تفـاوتي حتـي بـين شـاخه        . اندام باشد 
ــاخه    ــت و ش ــده اس ــده ش ــز دي ــف ني ــاي  مختل   ه

ــساس ــاله حـ ــر از يـــك  دو سـ ــستندتـ ــاله هـ   سـ
(Santi et al., 2004).  ــاوت واكـــنش متفـ

زا   هـاي بيمـاري     باكتريبه  هاي مختلف گياه      اندام
ــان  ــيب در درختــ ــه بيمــــاري  نــــسبت ســ   بــ

نيـز   بلايت باكتريـايي  بيماري  آتشك و گردو به     
  ؛Le Lezec et al., 1987(مـشاهده شـده اسـت    

Aleta et al., 2001 ؛Silsepur et al., 2010.(  
ر اسـاس نتـايج تحقيـق حاضـر،         در مجموع ب ـ  

سطوح نـسبي حـساسيت شـاخه و بـرگ ارقـام و             
هاي مختلف آلبالو و گيلاس بـه بيمـاري           ژنوتيپ

شانكر باكتريايي متفاوت بود امـا بـين حـساسيت          
لـذا  .  شاخه و برگ رابطه مستقيمي مشاهده نـشد       

با توجه به اين كـه خـسارت اصـلي ايـن بيمـاري              
 چوب درخـت    ناشي از شانكرهاي ايجاد شده در     

ــاخه     ــساسيت ش ــه ح ــوط ب ــات مرب ــت اطلاع اس
ــي ــي و در   مـ ــام در دســـت معرفـ ــد در ارقـ توانـ
در . نـژادي مـورد توجـه قـرار گيـرد           هاي به   برنامه

عين حـال، از آن جـائي كـه شـانكرهاي كـشنده             
شـوند، پيـشنهاد      عمدتاً در تنه درخـت ايجـاد مـي        

شــود ســطوح مقاومــت ايــن مــواد گيــاهي بــا  مـي 
  .شرايط باغي نيز مطالعه شودزني تنه در  مايه
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