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  چكيده

در اكثر نقاط جهان  ذرت بلاليكي از عوامل غالب بيماري پوسيدگي فوزاريومي  Fusarium proliferatumگونه 
دوازده  ،هاي آلودهبلال از هاي فوزاريوم به دست آمدهاز بين جدايه در اين بررسي. رودشمار ميو به ويژه ايران به

 ،منظور بررسي جمعيت آميزشي و تعيين تيپ آميزشيبه. شناسائي شدند F. proliferatumعنوان گونه جدايه به
هفته در  4تا  3هاي استاندارد اين گونه روي محيط كشت هويج آگار تلاقي داده شدند و به مدت با تسترها جدايه

و هر بار در سه تكرار انجام  باراين آزمون دو . سفيد و نزديك به ماوراء بنفش  نگهداري شدند دائم انكوباتور با نور
هائي كه از نظر مورفولوژيكي مورد شناسائي قرار گرفته بودند از نظر جمعيت آميزشي در اين آزمون همه جدايه. شد

هفت  .بودند Dمتعلق به جمعيت آميزشي  F. proliferatumجدايه دوازده همه  طوري كهمورد تاييد قرار گرفتند به
با (  MAT– 2جدايه داراي تيپ آميزشي از نوع پنجو %)  3/58با فراواني (  MAT – 1جدايه داراي تيپ آميزشي از نوع

اي، ه ـه روش مزرعـبا س MO17ه لاين حساس ـدايه در ساقـجدوازده زايي اريـتنوع بيم. بودند%)  7/41فراواني 
. شد ارزيابيگيري طول نكروز در محل زخم با اندازهها زايي آنبيماري واي و آزمايشگاهي در سه تكرار انجام گلخانه

 SK24و   SK27،SK32هاي دايهـگاه به ترتيب جـزايي روي ساقه، در مزرعه، گلخانه و آزمايشدر آزمون بيماري
  . را از خود نشان دادند) نكروز در بافت ساقه طول(ت بيماري دترين شبيش

  .زائي، تيپ آميزشيتنوع بيماري، Fusarium proliferatum ،ذرت: كليدي ناگواژ
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  مقدمه 
گرفت، اين قارچ داراي رار ـط لينك شناسايي و مورد بررسي قـتوس 1809ن بار در سال ـقارچ فوزاريوم اولي

بيماري پوسيدگي . هاي مختلف ايجاد كندهاي مهمي را روي ميزبانتواند بيماريهاي فراواني است و ميگونه
وص ـه خصـان بـر جهـراسـشود كه در سوب ميـهاي ذرت محساريـترين بيممـوزاريومي بلال ذرت يكي از مهـف

ل اين ـعامهاي ونهـترين گمـاز مه). Mc Gee, 1988( دارد رشـگسته گرمسيري ـري و نيمـدر مناطق گرمسي
 ورف آنـومـتلئ است كه  Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenbergوم،ـوزاريـارچ فـقاري ـبيم

Gibberella intermedia (Kuhlman) Samuels, Nirenberg & Seifert زباني ـه ميـونه دامنـاين گ. دـباشمي
عبدالهيان، امير(سازي شده است از محصولاتي مانند جو، گندم، برنج، نيشكر، يولاف و ذرت جدا وسيعي دارد و

1388.(  
 قارچ  (Chulze et al., 2000).هاي هتروتاليك است و سيستم آميزشي دو قطبي داردقارچ واين قارچ جز

Fusarium proliferatum وقوع اين بيماري در درجه اول به شرايط محيطي . لين بار از ايران در فارس گزارش شدوا
شود تر در مناطق گرم و خشك مانند ايتاليا و اسپانيا ديده ميبيش  Fusarium proliferatumدر اروپا . بستگي دارد

(Logrieco et al., 1995, Jurrado et al., 2006) .هاي مختلفي مانند فوزاريك اسيداين قارچ توليد مايكوتوكسين 

(Fusaric acid) ويژه فوزارين واع فوزارين بهـان، ت آناو مشتقCونيسينـومـ، انواع ف(Fumonisin)  ترين كه خطرناك
ها نيز موثر، و تعدادي بسيار خطرناك كند كه علاوه بر گياهان برروي حيوانات و انسانمي Fumonisin B1ها نوع آن

و  اسيد فوزايك، ها فوزارينتركيبات سمي مانند  بلال ذرت  پوسيدگيقارچ عامل بيماري هاي توكسين .هستند
هاي بدون علائم ظاهري هم ممكن است به كه دانه اينبا توجه به). 1379صارمي، (كنند يد ميرا تول مونيلي فورمين

اي است و اين بيماري داراي اهميت ويژه (Food – safety)قارچ عامل بيماري آلوده باشد لذا از نظر سلامت غذايي 
  .(Warfield and Davis, 1996)باشد كنترل اقتصادي آن يك امر مهم و حياتي مي

هاي مختلف عمدتا از روش شناسائي هاي فوزاريوم جدا شده از بافت بيمار ميزبانمنظور شناسائي گونهبه
صارمي، (باشد شود كه مبتني بر برخي صفات ميكروسكوپي و ماكروسكوپي قارچ ميها استفاده ميمورفولوژيكي گونه

ت اتوان تنها بر اين نوع خصوصينمي G. fujikuroiهاي متعلق به گونه كمپلكس براي شناسائي دقيق گونه). 1384
هاي گونه(هاي آميزشي ت جمعيتاامروزه محققين با تلفيقي از خصوصيات مورفولوژيكي، خصوصي. متكي بود
ائي قرار ـساـهاي فوزاريوم را مورد بررسي و شنكي، گونهـولي و فيلوژنتيـهاي مولكو همچنين ويژگي) بيولوژيكي

جمعيت آميزشي در اين گونه  9كنون  هاي بيولوژيكي تااساس ويژگيبر. (Summerell et al., 2003)دهند مي
. (Moretti et al., 2004)اند نامگذاري شده Iتا  Aهاي آميزشي اند كه تحت عنوان جمعيتكمپلكس تعيين شده

قرار  Dباشد در جمعيت آميزشي مي G. intermediaكه فرم جنسي آن  F. proliferatumجمعيت آميزشي گونه 
جدايه از جمعيت  39روي تيپ آميزشي   (Danielson et al., 1998)هاي دانيلسن و همكارانطي بررسي. دارد

 16و   MAT – 1جدايه 23دست آمد كه از بذر ذرت در كاستاريكا، تعداد ه ب G. fujikuroiگونه كمپلكس  Aآميزشي 
  .(Chulze et al., 2000)تشخيص داده شدند   MAT – 2جدايه
را  G. fujikuroiاز گونه كمپلكس  Dجدايه متعلق به جمعيت آميزشي  135تعداد نيز  (Leslie, 1991) زليل

جدايه داراي تيپ  72كه  نشان دادهاي استاندارد ها با جدايهمورد بررسي قرار داد و نتايج حاصل از تلاقي اين جدايه
  .بودند  MAT – 2جدايه داراي تيپ آميزشي از نوع 63و   MAT – 1آميزشي از نوع

در ايران انجام شد، مشخص  Fusarium verticilliodesهاي در يك تحقيق كه روي تعيين تيپ آميزشي جدايه
هاي تستر به صورت تيپ با جدايه جدايه مورد استفاده در آزمون تيپ آميزشي پس از تلاقي 55گرديد كه كليه 

  ).1385گوهري، ميرزادي(تعيين شدند   MAT – 2آميزشي
 proliferatum Fusarium هايدايه به دست آمده از ارقام مختلف برنج مربوط به گونهـج 41ي ديگر ـدر تحقيق

F. verticilliodes  وF. fujikuroi ها مورد مطالعه قرار آنروري جنسي و تعيين جمعيت و تيپ آميزشي  با از نظر
روي  Dو  A  ،Cها با شش جدايه ماده بارور نماينده استاندارد از سه جمعيت آميزشيهر يك از جدايه .گرفتند
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دو جدايه ، A در آزمايشگاه تلاقي داده شدند در نتيجه، ده جدايه در جمعيت آميزشي  (CA)محيط غذايي هويج آگار
. بندي شدندگروه D (F. proliferatum) جدايه در جمعيت آميزشي 29و ) F. fujikuroi) Cت آميزشي عدر جمي

متعلق به  F. fujikuroiهاي  و تمام جدايه MATA – 1 آميزشي تيپمتعلق به  F. verticillioidesهاي  تمام جدايه
هاي  دايهـبراي ج  MATD–2وMATD – 1  يـزشـپ آميـتيالي كه هر دو ـد، در حـبودن  MATC–1زشيـپ آميـتي

F. proliferatum  1389ميري و همكاران، لطفي(شناسايي شدند.(  
و  تحقيقي كه توسط محمديانبه نتايج توان ميتحقيقات ديگري كه در اين زمينه در داخل كشور انجام شد  در

دست آمده از ه ب G. intermedi جدايه از گونه 30ساس تلاقي ا صورت گرفت اشاره نمود كه بر )1389( همكاران
داراي تيپ %) 37(جدايه  11و  MAT– 1داراي تيپ آميزشي از نوع %) 63(جدايه  19هاي استاندارد، ذرت با جدايه
و   MAT– 1جدايه داراي تيپ آميزشي از نوع هفتهاي حاصل از برنج نيز از جدايه. بودند  MAT– 2آميزشي از نوع

  . بودند MAT– 2جدايه داراي تيپ آميزشي از نوع  پنج
دست آمده از گياه برنج از استان گيلان به G. intermediaجدايه از گونه  23،  تعداد )1384(زاده اسبع در ايران

نتايج حاكي . هاي تيپ آميزشي مورد بررسي قرار دادمنظور بررسي وضعيت باروري جنسي و تعيين پراكنش آللبه را
  .تشخيص داده شدند MAT– 2هاي تيپ آميزشي جدايه داراي باروري جنسي بوده و آلل هشتاز آن بود كه 

جدا شده از ذرت در  F. proliferatumهاي زائي جدايههاي بسياري در داخل و خارج از كشور روي بيماريآزمون
در  )1389( زايي انجام شده توسط عظيميهاي بيماريآزمايش. اي صورت گرفته استمزرعه اي ياشرايط گلخانه
حاكي از  (Nail Punch)هاي پوسيدگي فوزاريومي بلال به روش ايجاد زخم در بلال زايي جدايهبررسي بيماري

زايي ترين ميزان بيماريآوري شده در استان خوزستان بود و نشان داد كه بيشهاي جمعزا بودن جدايهبيماري
ه ـونـهاي گهـدايـق به جـلـزايي متعاريـزان بيمـترين ميمـو ك .verticillioides Fه ـونـهاي گدايهـربوط به جـم

F. proliferatum لاف ـي اختـررسـز در بـني) 1389(پرچميان و همكاران . باشدوده ميـهاي آلدا شده از بلالـج
در  (Tooth pick)روش خلال دندان  به  F. proliferatumجدايه دوو  .verticillioides Fجدايه  32زايي بيماري

. تري را به خود اختصاص دادندزايي بالاميزان بيماري .verticillioides Fجدايه از گونه  چهارگلخانه دريافتند كه 
در تحقيقي كه . ي از اين نتايج بوددر منطقه قزوين حاك) 1383(نتايج به دست آمده توسط داوودي و مهريان نيز 

ه ـدايـج 16ي ـمـاجـدرت تهـد قـام شـن انجـيـليپـدر في (Cumagun et al., 2011)كاران ـاگان و همـومـط كـتوس
F. verticillioides روي رقم حساس ذرت شيرين مورد بررسي و مقايسه قرار  اياي و مزرعههاي گلخانهدر آزمون

ولي همبستگي  وجود داشتداري در هر دو آزمون ها تفاوت معنيها نشان داد كه بين جدايهآزموننتايج اين . گرفت
 F. verticillioidesهاي قارچ  زائي جدايهمنظور ارزيابي تنوع بيماريبه بين نتايج دو آزمون متوسط ارزيابي گرديد

انه ـز در گلخـو ني (Bacon et al., 1996)زرعه ـاقه ذرت در مـزني س هـايـهاي م روشذر ذرت از ـدا شده از بـج
(Danielsen et al., 1998) استفاده شده است . 

در  F. verticillioidesدهد كه قارچ هايي مانند چين، كرواسي و آلمان نشان ميتحقيقات انجام شده در كشور
زايي هاي ديگر از توانايي بيماريونهعنوان گونه غالب پوسيدگي بلال معرفي و اين گونه نسبت به گها بهاين كشور

ها براي گزينش دقيق در بين جدايه. (Pan and Zhang, 1992; Goertz et al., 2010)تري برخوردار است بيش
ود ـام شـي درست انجـلاحـهاي اصهـزني براي برنامل مايهـروري است تا عمـدايه ضـترين جاجمـاب مهـانتخ

(Reid and Zhu, 2002; Iglesiase et al., 2010).  
ها و مبارزه عليه خسارات احتمالي موثر تواند در كنترل آنگر گياهان ميهاي بيمارآگاهي از خصوصيات قارچ

زائي و تهاجمي قارچ و نيز پتانسيل توليد مثل جنسي، آگاهي از تر از قدرت بيماريبا شناخت بيش. واقع گردد
د شد كه ـهاي فوزاريوم حاصل خواهتري از قارچها آگاهي بيشتيپ آميزشي آنها و تعيين وضعيت باروري جدايه

  .هاي مديريتي مورد استفاده قرار گيردتواند در ارائه راهكارمي
جدا شده از  F. proliferatumهايزائي تعدادي از جدايهاين تحقيق به منظور تعيين تيپ آميزشي و تنوع بيماري

  .شد ذرت انجام
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  هامواد و روش
براي متخصصين  G . fujikuroiدر ميان اعضاء گونه كمپلكس بر اساس خصوصيات مورفولوژيكي  تشخيص گونه

اين بنابر. (Summerell et al., 2003; Leslie and Summerell, 2006)باشد شناسي امري مشكل ميرشته بيماري
صفات باروري جنسي براي آزمون جمعيت  استفاده از ديگر خصوصيات نظير تعيين جمعيت آميزشي و استفاده از

در . رودها به شمار ميهاي تكميلي مهم در شناسايي اين گونهها و تعيين گونه بيولوژيكي يكي از روشآميزشي گونه
  .استفاده شد تر عامل بيماريجهت شناسايي دقيق هاي مورفولوژيكي و بيولوژيكياين تحقيق از روش

جدايه از  دوازده زاييبررسي بيماري و (Mating type)منظور مطالعه باروري جنسي و تعيين تيپ آميزشي به
از مزارع  1392و  1391هاي سال در ذرت بلالعامل پوسيدگي فوزاريومي   Fusarium proliferatumقارچگونه 

مورد بررسي و شناسايي قرار  وآوري  هاي آلوده به فوزاريوم جمعهاي ساري و كرج نمونهكاري شهرمختلف ذرت
هاي آزمايشگر  جدا شده از ذرت با جدايه Fusarium proliferatumهاي جدايه ،براي تعيين تيپ آميزشي. گرفتند

عنوان والدين ماده برروي محيط به G. fujikuroiبا تيپ آميزشي مشخص اَعضا گونه كمپلكس  (Tester)استاندارد 
  .تلاقي داده شدند) Carrot Agar( آگار –هويج كشت 

كشور ايتاليا تهيه شده  Baryدانشگاه  Morettiهاي استاندارد از آزمايشگاه قارچ شناسي پروفسور  اين جدايه
اي موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه شناسي بخش تحقيقات ذرت و گياهان علوفه هم اكنون در كلكسيون قارچ وبودند 

هاي محتوي با تشكيل پريتسيوم. ذكر شده است 1ها در جدول  مشخصات اين جدايه. شوند اصلاح و بذر نگهداري مي
و نوع تيپ آميزشي گونه ) جمعيت آميزشي(هاي قارچ عامل بيماري، شناسائي گونه هاي جدايهآسك و آسكوسپور

  .تعيين گرديد

  

هاي تعيين تيپ آميزشي  مورد استفاده براي آزمون F.  proliferatumهاي آزمايشگر استاندارد گونه  مشخصات جدايه - 1جدول 
  ايهاي مزرعهجدايه

Table 1. The specification of standard testers F. proliferatum to determine the mating type of field 
isolates 

  جنسيفرم غير

Asexual stage
  فرم جنسي  

Sexual stage
  تيپ آميزشي  

Mating type
  

  آميزشيجمعيت 

Mating population  

  كد جدايه

Isolate code
  

F. proliferatumGibberella intermedia MATD– 1D  7596 

F. proliferatumGibberella intermediaMATD– 2D    7595 

، قطعه كوچكي به قطر حدود CAپس از تهيه محيط كشت و تهيه شد  آگار –بدين منظور ابتدا محيط هويج 
ط كشت ـ، به محيندده بودـديداً كشت داده شـدارد، كه جـده استانـهاي نماينمتر از حاشيه كلني جدايهميليپنج 

 هايهـدايـج واده ـد مـوان والـاندارد به عنـستاده ـهاي نمايندايهـج. ال داده شدـانتق (CA)ار ـآگ – جـويـه
Fusarium proliferatum هاي زمان با كشت جدايههم. والد نر در نظر گرفته شدندعنوان به مزرعه آوري شده ازجمع
هاي تشتكگذشت، مجدداً درون ها نمياي كه بيش از دو تا سه روز از كشت آنمزرعه هاينماينده استاندارد، جدايه

هاي نماينده استاندارد كشت بودند كشت داده شدند و همراه با جدايهPDA متري كه حاوي محيط سانتي 6پتري 
پس از  .به مدت يك هفته نگهداري شدند C°25 در انكوباتور با شرايط تاريكي و دما CAداده شده در محيط كشت 
ليتر به به مقدار سه تا پنج ميليتهيه شد و ) Tween 20( 20درصد تويين  2/0- 25/0گذشت يك هفته محلول 

ليتر از سوسپانسيون يك ميلي. اضافه گرديد و سوسپانسيون اسپور تهيه شداي هاي مزرعههاي حاوي جدايهمحيط
اي خميده با هاي نماينده استاندارد ريخته شدند و با يك ميله شيشهپتري حاوي جدايههاي تشتكتهيه شده روي 
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پس از آن ستاندارد كشيده، اهاي نماينده جدايهحاوي  CAروي محيط كشت  ستروندرجه و يا لوپ  90زاويه 
و ) Cool white(نكوباتور و يا ژرميناتور با شرايط روشنايي دائم به صورت تلفيقي از نور سفيد و سرد اها به تشتك

با رطوبت كافي منتقل و  C °32 -22متر و دماي نانو 320- 400با طول موج) near-UV( بنفش نزديك به ماوراء
  . ماه در اين شرايط نگهداري شدند 1- 2حدود 

،  Fusarium proliferatumهايه از تعيين تيپ آميزشي جدايهبراي اطمينان از صحت نتايج به دست آمد
عنوان شاهد مثبت و ، به)هاتستر(عنوان والد ماده در نظر گرفته شده بودند ستاندارد را كه بهاهاي نماينده جدايه

تلاقي داده  MAT – 2را با  MAT – 1و يك بار هم  MAT – 1با  MAT – 1منفي با هم تلاقي داده شدند يعني يك بار 
  .انجام شد (Klittich and Leslie, 1988)ها بر اساس روش كلينچ و لزلي اين آزمايش. شد

ذرت و  بلالجدا شده از  F. proliferatumهاي قارچ زايي جدايهزايي به منظور اثبات بيماريآزمون بيماري
انجام  MO17 اس ذرتروي لاين حس زايي در مزرعه، آزمايشگاه و گلخانهاريهمچنين مقايسه و بررسي تنوع بيم

روي   (Tooth picks)هاي آلوده به قارچاز روش خلال دندان ،زايي در مزرعه روي ساقه ذرتدر آزمون بيماري. شد
با آب مقطر  زنييك شاهد با مايه( به همراه دو شاهد  F. proliferatumجدايه از  دوازدهبا  MO17اس رقم حس

ها در موسسه تحقيقات اصلاح تهيه اين آزمون تمام. شد استفادهو در سه تكرار ) زنياستريل و شاهد ديگر بدون مايه
و خلال  PDBها در اين روش، از محيط كشت جدايه) مايهزاد(براي تهيه مايه تلقيح  .نهال و بذر كرج انجام شد

. ها خارج شوندلي آنـمرتبه در آب جوشانده تا مواد فن 6تا  5ها را ل دنداندر اين روش ابتدا خلا. دندان استفاده شد
 ششبراي هر جدايه در هر تكرار (هاي آزمايش قرار داده ها را درون لولههاي دندان آنپس از خشك شدن خلال

كه قبلاً تهيه  PDBمحيط  حاوي ها، درون لولهمتر از انتهاي خلالو حدود دو سانتي) خلال دندان در نظر گرفته شد
 121توكلاو در دماي اها در لوله. ها با مقداري پنبه و فويل آلومينيوم پوشانده شدو درب لولهقرار داده شده بود، 

هاي حاوي محيط بعد از سترون كردن لوله. دقيقه سترون شدند 20تمسفر به مدت اگراد و فشار يك سانتي درجه
PDBكنيديوم در  105ها با غلظت جا، سوسپانسيون اسپور جدايه ون منتقل كرده و در آنها را زير هود ستر، آن
 15نكوباتور به مدت اها در بعد از انجام اين مراحل لوله. ها اضافه شدندليتر داخل لولهميلي 20متر، به ميزان ميلي

ها پوشانده وم جدايهـها از ميسليلالـگراد در تاريكي نگهداري شدند تا تمام سطح خدرجه سانتي 25روز در دماي 
 10تا  5اه ذرت در ارتفاع ـهاي گيورت بود كه ساقهـروش كار بدين صه، ـزايي در مزرعاريـزمون بيمآدر . شوند
هاي دندان متري از سطح خاك و مابين دو ميان گره توسط يك ميخ خيلي نازك سوراخ شدند و سپس خلالسانتي

در درون حفره ايجاد شده در ساقه گياه، قرار داده شد و آلودگي طور جداگانه بهقارچ  هايههر يك از جداي آلوده به
را با  هاآن زني ساقه هاي ذرت،منظور ارزيابي شدت بعد از گذشت دو ماه از مايهبه .به صورت مصنوعي صورت گرفت

ها را از مركز به صورت عمودي به دو نيم داس بريده و به آزمايشگاه منتقل كرده و سپس با يك چاقوي تيز ساقه
به اين صورت كه با . بر اساس طول نكروز و تغيير رنگ بافت مغز ساقه محاسبه شد (%DS)بريده و شدت بيماري 

هاي نتايج حاصل از آن يادداشت و داده. گيري شدمتر اندازهاد شده بر حسب سانتيـروز ايجـول نكـكش طيك خط
 دوازدهداد ـانه نيز تعـدر گلخ هاهـدايـزايي جاريـون بيمـدر آزم .رار گرفتندـانس قـاريزيه وـورد تجـحاصل م

زني بدون مايهگري يدزني با آب مقطر سترون و با مايه شاهد كه يكي تيمار به همراه دو F. proliferatumدايه از ـج
در يك آزمون در قالب طرح كاملاً تصادفي با سه تكرار براي هر جدايه  MO17اس روي لاين حس. بودند) تيمار 14(

ذرت  بلالكه نسبت به بيماري پوسيدگي  MO17هاي لاين در اين آزمون از بذر. قرار گرفتند ارزيابيدر گلخانه مورد 
 سيستميك و داخليهاي عفوني و از بين بردن آلودگيهاي انتخاب شده پس از ضدبذر. استفاده شد استحساس 

هاي كوچك حاوي و خشك كردن در گلدان )گراده سانتيجدر 60دقيقه در آب گرم در دماي  5به مدت  قرار دادن(
هاي سالم رشد مناسبي هفته كه گياهچه دوبادي سترون شده توسط دستگاه اُتوكلاو، كشت داده شده و پس از ماسه

بعد . انتقال داده شدند) بادي و خاك برگ به نسبت مساويو ماسه حاوي خاك مزرعه(ي ـهاي اصلدانـكردند به گل
وده به ـهاي آللال دندانـاده از خـها با استفزني ساقههاي ذرت مايههـه از رشد گياهچـهفت دهتا  هشتاز 
 در گلدان متري از سطح خاكسانتي 5هاي گياه ذرت در ارتفاع ساقه. در گلخانه انجام شد  (Tooth picks)ارچـق
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قارچ هاي هر يك از جدايههاي دندان آلوده به توسط يك ميخ خيلي نازك سوراخ شدند و سپس با استفاده از خلال
F. proliferatum  ها در گلخانه در گلدان. آلودگي مصنوعي انجام شدبه درون حفره ايجاد شده در ساقه گياهچه

ت درزيابي شاجهت . (Danielsen et al., 1998)گهداري شدند روز ن دهگراد به مدت درجه سانتي 26تا  18دماي 
زني شده با چاقوي تيزي بريده هاي مايههاي گياه ذرت، ساقهزني ساقه زايي در گلخانه، ده روز بعد از مايهبيماري

به روش وده ـهاي آلساقه (Disease severity)شدت بيماري  .لي و از مركز ساقه به دو نيم شدشده و به صورت طو
و ميزان نكروز  متربر حسب ميلي مـه زخـيبر اساس طول ناح (Danielsen et al., 1998)كاران ـن و همـدانيلس

 براي (Detached stem)هاي بريده شده در آزمايشگاه نيز از روش ساقه .رزيابي شدامتر ايجاد شده بر حسب ميلي
در و زني در سه تكرار زني با آب مقطر سترون و بدون مايهمايه به همراه دو شاهد دوازده جدايهزايي، اثبات بيماري

. استفاده شد MO17اس هاي بريده شده از رقم حساز ساقهدر اين آزمون . قالب طرح كامل تصادفي، استفاده شد
متري و داشتن دو ميان گره سانتي 20هاي ندازها دهي، درهاي ذرت در مرحله گلبراي انجام اين آزمون ساقه بوته

عفوني شدند، سپس با يك ميخ درصد ضد 70هاي بريده شده با الكل ساقه .به آزمايشگاه انتقال يافتندبريده شدند 
. هاي دندان آغشته به قارچ در سوراخ ايجاد شد قرار داده شدندنازك سترون بين دو ميان گره سوراخ شده و خلال

اي انجام نيز همانند روش ذكر شده در آزمون گلخانهزني شده هاي مايهايشگاه، ساقهت بيماري در آزمداَرزيابي ش
به ت بيماري دها از نظر شمورد تجزيه واريانس قرارگرفتند و جدايهگيري شدت بيماري از اندازههاي حاصل داده. شد

  . مقايسه شدندروش دانكن 
  

  بحث نتايج و
  آزمون تعيين تيپ آميزشي

 تري حاوي تلاقيهاي پتشكلي چهار هفته نگهداري در اپس از گذشت سه  F. proliferatum گونههاي جدايه
هاي تشكيل شده و هاي ميكروسكوپي از پريتسيومسلايداه يهاي نماينده استاندارد اين گونه، با تهها با جدايهجدايه

كشت والد ماده با  زنيمايهپس از . ها اطمينان حاصل شدزير ميكروسكوپ از توليد مثل جنسي آن هامشاهده آن
 CAها به صورت نقاط سياه رنگ كوچك روي محيط كشت استفاده از سوسپانسيون غليظ اسپور والد نر، پريتسيوم

ها هاي كامل در پريتسيوم، آسكوسپورزنيمايههفته بعد از  ششتا  چهاربعد از گذشت ). 1شكل (تشكيل شدند 
هاي ها و آسكوسپورهاي ميكروسكوپي، آسكاسلايد رويها د و با تهيه اسلايد و شكافتن آسكوكارپ آنتشكيل شدن

عضو  آزمايش شده F. proliferatumهاي دهنده آن بود كه همه جدايهاين نتايج نشان. قارچ به خوبي مشاهده شدند
ها به كمك بوده و بدين ترتيب شناسايي مورفولوژيكي اين جدايه G. fujikuroiاز گونه كمپلكس  Dجمعيت آميزشي 

  . هاي استاندارد اين گونه مورد تاييد قرار گرفتتستر

  

پس از دو هفته  Aروي محيط كشت  F. proliferatumهاي يكي از جدايه) به صورت نقاط سياه رنگ كوچك(تشكيل پريتسيوم  –1شكل 
  )عكس اصلي) (سمت راست( Dها در شاهد مثبت جمعيت آميزشي و تشكيل پريتسيوم) سمت چپ(نگهداري در انكوباتور 

Fig. 1. Preithecium formation (as small black points) of a Fusarium proliferatum on CA medium after two weeks 
of Incubation (left) and Preithecium formation in the presence of positive venereal population (right)  

ستاندارد ا هايجدايه، با عنوان والد نربه Fusarium proliferatum جدايه ازدوازده تلاقي  دست آمده ازنتايج به
هاي و قادر به تشكيل پريتسيوم روي جدايهها نر بارور بوده حاكي از آن بود همه جدايه، )هاتستر(عنوان والد ماده به
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 6/47تا  6/25ها از ميانگين طول نكروز بين جدايه. ها از اين نظر با هم متفاوت بودندوجود داشت و جدايه% 1سطح 
درصد و  6/47زان ـبا مي SK27دايه ـربوط به جـاري مـدت بيمترين ميزان شبيش). 2جدول (متغير بود متر ميلي
زايي ايجاد شده توسط بررسي شدت بيماري. درصد بود 6/25با ميزان SK33 ترين ميزان شدت بيماري مربوط به كم

زايي بين جدايه اختلاف در مزرعه حاكي از آن است كه از نظر شدت بيماري MO17ها روي لاين حساس جدايه
  . داري وجود داردمعني

  

هاي بريده روي ساقه )سمت راست(در مقايسه با شاهد  Fusarium proliferatumهاي مختلف تنوع در طول نكروز ايجاد شده توسط جدايه -3شكل
  )عكس اصلي(در گلخانه  MO17 ذرت ساشده لاين حس

Fig. 3. Variation in necrosis length on stalks of susceptible maize line Mo17 induced by different isolates of 
Fusarium proliferatum in greenhouse compared with check plants (right) (Original phopto) 

 F. verticillioidesزايي گونه هاي خود گزارش كرد كه نتايج حاصل از آزمون بيماريدر بررسي )1390(آشناگر 
داري در ها از نظر شدت بيماري و درصد آلودگي اختلاف معنيكه بين جدايه بوددر مزرعه روي ساقه حاكي از آن 

در . كه با نتايج اين آزمون مطابقت داردبود  متغير% 42تا % 33/13وجود داشته و دامنه شدت بيماري از % 1سطح 
مشاهده كردند كه پوسيدگي ساقه باعث متلاشي شدن  (Koehler and Holbert, 1930)اين رابطه كوهلر و هلبرت 

  .كندشود كه اين مشاهدات نتايج اين آزمايش را تائيد ميقاعده ميها به صورت بيبافت
ها از نظر در گلخانه نشان داد كه بين جدايه F. proliferatumهاي زايي جدايهبيماري آزموننتايج حاصل از 
 از ميان. ها از اين نظر با هم متفاوت بودندوجود دارد و جدايه% 1داري در سطح ، اختلاف معنيطول نكروز در ساقه

را  طول نكروزترين كم SK31و جدايه  طول نكروزترين بيش SK32هاي مورد استفاده در اين آزمون جدايه جدايه
 6/20اي از در آزمون گلخانه هاي قارچ عامل بيماريايجاد شده توسط جدايه طول نكروزميانگين ). 2جدول (ند داشت

طول ترين شدت بيماري را داشتند كه ميزان در اين روش شش جدايه بيش. ها متفاوت بوددرصد در جدايه 34 تا
در ) 1389(پرچميان و همكاران . زا شناخته شدندهاي برتر بيماري- عنوان جدايهتر بود و بهبالا% 28ها از  آن نكروز

جدا شده از ذرت در گلخانه با استفاده از روش خلال  F. verticillioidesهاي قارچ يي جدايهزابررسي اختلاف بيماري
زايي ها از نظر ميزان توان بيماريداري بين جدايههاي آلوده به قارچ عامل بيماري، نشان دادند كه تفاوت معنيدندان

-بالا F. verticillioidesجدايه، چهار جدايه از قارچ  36ها گزارش دادند كه از ميان آن .اشتروي ساقه ذرت وجود د
در يك تحقيقي كه توسط كوماگان و همكاران . ها نشان دادندترين شدت بيماري را نسبت به ساير جدايه

(Cumagun et al., 2011)  جدايه  16در فيليپين انجام شد قدرت تهاجميF .verticillioides هاي ونـآزم در
ها نشان داد اي و مزرعه روي رقم حساس ذرت شيرين مورد بررسي و مقايسه قرار گرفتند، نتايج اين آزمونگلخانه

شود ولي همبستگي بين نتايج دو آزمون متوسط داري در هر دو آزمون مشاهده ميها تفاوت معنيكه بين جدايه
  .ارزيابي گرديد
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-نتايج به دست آمده نشان داد كه بين جدايه نيزدر آزمايشگاه  F. proliferatumاي هزايي جدايهدر آزمايش بيماري
از نظر ميزان  F. proliferatumهاي داري وجود دارد و جدايهاختلاف معني% 1زايي درسطح ها از نظر شدت بيماري

متر ميلي 7/46تا  3/28ن ـدامنه طول نكروز ساقه بيدر اين آزمايش . ندشتديگر تفاوت دا با يكساقه  طول نكروز
  متغير بود

حساس  لاينهاي بريده شده ساقهروي  F. proliferatumهاي ايجاد شده توسط جدايهمقايسه ميانگين طول نكروز  - 2جدول 
  اي و آزمايشگاهياي، گلخانهمزرعههاي  در آزمون MO17 ذرت

Table 2. Mean comparison of necrosis length on stalks of maize susceptible line Mo17 induced by 
different isolates of Fusarium proliferatum in field, greenhouse and laboratory tests 

Control 1: Inoculation with distilled water 
Control 2: No inoculation 

  .دار هستندمشابه فاقد اختلاف معنيبا حروف در هر ستون ها ميانگين
Means with similar letters in each column are not significantly different.   

  
مربوط  طول نكروزترين ، بيش)2جدول (دست آمده از جدول مقايسه ميانگين شدت بيماري ه با توجه به نتايج ب

در اين آزمون مشاهده . داشترا  طول نكروزترين هاي ديگر كمنسبت به جدايه SK29و جدايه  بودSK24 به جدايه 
زايي توسط در يك بررسي بيماري. زايي نسبتاً بالايي برخوردارندهاي اين گونه از قدرت بيماريگرديد كه جدايه

دا شده ـهاي جاقهـه، و روش سـدر مزرع  (Nail punch )م در بلالـاد زخـبا دو روش ايج) 1391(د ـفرهمن
(Detached stem) هاي - زايي جدايهدر آزمايشگاه بيماريF. verticillioides ها نتايج آن. مورد مقايسه قرار گرفتند

در اين تحقيق . شتدو روش مذكور وجود دا زايي درها از نظر بيماريداري بين جدايهنشان داد كه اختلاف معني

  Necrosis length (mm)   طول نكروز  

 آزمايشگاه

 Laboratory  

 گلخانه

 Greenhouse  

 مزرعه

 Field  

  جدايه

Isolate 

31.6 ghi 24.6 fg 30.3 n  SK22  

38.3 def 27.3 de 37.6 n e - h SK23 

46.7 b 30.0 cd 46.3 abc SK24 

38.3 def 28.0 d 34.6 g-j SK26  

41.6 bcd 23.6 fg 47.6 ab SK27  

36.6 d-g 28.3 d 31.0 jk SK28 

28.3 ij 23.0 fgh 36.3 f-i SK29 

46.6 b 33.0 ab 45.6 abc SK30 

38.3 def 20.6 ij  33.0 i-k SK31 

31.0 hi 34.0 a 31.3 jk SK32 

41.6 bcd 24.0 fg 25.6 l  SK33 

39.3 cde 29.6 cd 40.0 def SK34 

19.6 k 1.3 m 10.3m  Control 1 

0 l 0 n 0n n Control 2 
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در ضمن همبستگي . زايي نشان دادندها از لحاظ بيمارياترين ويرولانس را نسبت به ساير جدايههفت جدايه بال
 (DI%)براي درصد آلودگي  r = 0.77و r =0.71اي به ترتيب به ميزان داري بين دو روش آزمايشگاهي و مزرعهمعني

زائي روي ساقه اي و آزمايشگاهي بيماريهاي مزرعهنتايج همبستگي بين آزمون .تعيين شد (DS%)شدت بيماري  و
MO17  تيمار موجود حاكي از همبستگي بالا  چهاردهدر(r = 0.47**)  اين نتايج نشان داد . بودبين دو آزمون
كه به عنوان مثال  طورياند بهها هم در آزمايشگاه و هم در مزرعه رفتار نسبتا مشابهي روي ساقه ميزبان داشتهجدايه

ون ـد در آزمدنرا نشان دا طول نكروزترين بيش SK24و  SK30هاي زايي در آزمايشگاه جدايهدر آزمون بيماري
در مزرعه در سطح طول نكروز   كه از نظر SK32و  SK22هاي جدايه .تري داشتندول نكروز بيشـطاي نيز زرعهـم

نتايج مقايسه . ترين طول نكروز را از خود نشان دادندزايي در آزمايشگاه نيز كمپاييني قرار داشتند در آزمون بيماري
اي انهـ، و گلخ(**r= 0.97) ايانهـاي با گلخزرعهـهاي مونـن آزمـان داد كه بيـزائي نشاريـهاي ارزيابي بيمآزمون

  .)3جدول ( داشتنيز همبستگي مثبت و بالائي   (**r= 0.94)ي ـگاهـبا آزمايش
 

  اي و آزمايشگاهياي، گلخانههاي مزرعهضرايب همبستگي بين طول نكروز روي ساقه ذرت در آزمون - 3جدول 
Table 3. Correlation coefficents between the necrosis length on maize stalk in field, greenhouse and 
laboratory tests  

                                                      .Significant at 1% level of probability : **%.   1معني دارد در سطح احتمال :  **

 

تعلق  Dبه جمعيت آميزشي  F. proliferatumهاي نتايج آزمون تعيين جمعيت آميزشي نشان داد كه همه جدايه
نتايج آزمون تعيين . ها مورد تاييد قرار گرفتبه عبارتي با اين آزمون نتايج شناسائي مورفولوژيكي جدايه. داشتند

هاي نسبتا يكساني از دو تيپ تحت بررسي فراواني F. proliferatumها نشان داد در گونه تيپ آميزشي جدايه
. تر قارچ موثر باشدگيري توليد مثل جنسي و تنوع و نوتركيبي بيشتواند در شكلد دارد كه ميآميزشي مخالف وجو

باشد بر اساس خصوصيات مورفولوژيك امري مشكل مي G. fojikuroiتشخيص گونه در ميان اعضاي گونه كمپلكس 
و استفاده از  DNAني بر توالي هاي شناسايي مبتاين استفاده از ديگر خصوصياتي نظير جمعيت آميزشي و روشبنابر

هاي اختصاصي گونه با دقت بالا در ميان اعضاي اين دو گونه مورد نياز اي پليمراز با استفاده از آغازگرواكنش زنجيره
هاي توان از روشها به دليل زمان بردن طولاني ميجهت ارزيابي قابليت باروري و تعيين تيپ آميزشي گونه. باشدمي

 . باعث افزايش كارايي و كاهش زمان لازم براي دستيابي به نتايج شود استفاده بردمولكولي كه 
تري تعداد بيش F. proliferatumزايي بعدي به منظور بررسي توانايي بيماري تقايحقدر تگردد پيشنهاد مي

. برده شودهاي متفاوت بهره هائي با طيفي از حساسيتو از لاين گيردجدايه از ميزبان ذرت مورد مطالعه قرار 
هاي هاي ديگري همچون تنوع در توليد با متابوليتهمچنين در راستاي اين تحقيقات بهتر است مطالعات از جنبه

 . هاي اين دو گونه از قارچ و نيز تنوع ژنتيكي استفاده شودثانويه و مايكوتوكسين
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