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چکیده
زمینی به قارچ عامل بیماري خال سیاهسیبهاي پایهمقاومت انگیزشو گريمنظور غربالبه

(Colletotrichum coccodes) ، تشکیل برايمارفونا و آگریارقمدوازسالمبذري(غده)هايژوخهابتدا
جوانه نوري و تک گرهی هايقطعهها در شرایط مناسب قرار گرفتند. سپس از آنی ساقه گرههاي نوري وجوانه
هايکشتمحیطحاويهايارلنبهستروندرشرایطهاي تهیه شده قطعهتهیه شد.مترمیلی7تا 5به طول ساقه 

.Cشده  ازسازيبا عصاره قارچ خالصآمیختهدر و نیچنیچو) MS(و اسکوك موراشیگی  coccodesنتقلم
تا زمان باززایی شاخساره قرار شرایط دما و دوره نوري مناسب دردر اتاقک کشتکاشتهايظرف.شدند

سطحدودررقمنوعتصادفی شاملکاملطوربهآزمایش فاکتوریل با طرح پایه از انجام پژوهش برايگرفتند.
حجمهمهمراهقارچخالصعصارهسیسیشش(کمغلظت،سطحسهدرقارچعصاره، غلظت)آگریاومارفونا(

مقطرآبآنحجمسومیکهمراهقارچخالصعصارهسیسیشش(میانگینغلظت) سترونمقطرآبآن
کشتمحیطنوعو) تیمار شاهد(سترونمقطرو آب) قارچخالصعصارهسیسیشش(زیادغلظتو) سترون

ها مت آنجدید، آلودگی و سلاهايپس از باززایی و تولید گیاهچهشد.استفاده ) ونیچنیچوMS(در دو سطح
کشت و در جوانه نوري در هر دو نوع محیطهايقطعهآزمایش نشان داد که در نتیجه . مورد ارزیابی قرار گرفت

ی گرههايقطعهدر تیمار شاهد تنهاهر دو رقم و با هر سه غلظت از عصاره قارچ، باززایی صورت نگرفت و 
،صاره قارچعمیانگینگرهی ساقه در هر دو رقم و با غلظت کم و هايقطعهجوانه قادر به باززایی شدند. اما در 

و ) ترونسمقطرآب(شاهد در تیماراز نظر تولید گیاهچهداريمعنیکه تفاوتباززایی صورت گرفت. ضمن این
نداشت. بود، وجودشده استفادهکمغلظتباقارچعصارهکهتیماري

.تک گره، جوانه نوري، عصاره قارچ، کشت بافت:ي کلیديهاواژه
مقدمه

قارچتوسطبیمارياین. باشدمیسیاهخالبیماريزمینیسیباقتصاديومهمهايبیماريازیکی
Colletotrichumجنس. شودمیایجادColletotrichumگیاهیزايبیماریهايقارچهايجنسترینمهمازیکی

سیاهخالبیماريColletotrichumجنستوسطشدهایجادبیماريترینمهم. باشددنیا میسراسردر
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یکبهسیاهخالبیمارياخیرهايسالدروشودمیایجادC. coccodesگونهتوسطکهاستزمینیسیب
زیرزمینیهايبخشتمامتواندمیقارچاین. استشدهتبدیلزمینیسیبدراقتصادينظرازمهمبیماري

بههاژوخهکند. آلودگیآلودهرازمینیسیبشاخسارهواصلیساقه،)هاریشهوهادستکدختري،هايژوخه(
هايزخماین. کنندمیتولیدیرنگسیاه1هايریز سختینهکهاستژوخهرويرنگاينقرههايزخمایجادصورت

).2باشند (داشتهنامشخصیحاشیهوشدهرنگايقهوهاستممکناينقره
کنترل بیماري برايزمینیسیبمقاوم هايرقممشخص شد که غربال کردن )Pett)7و Effmertدر گزارش 

شد. باها تأثیرگذار و کارآمد میژوخههاي نفوذ قارچ به با کشت مریستم و از بین بردن آلودگی پنهان و روزنه
در Geotrichum candidumوAlternaria alternata،Colletotrichum coccodesهاينقش قارچ

هاينتیجهبررسی شد. با 2هلند و بنینکشورهاي در 1989تا 1986هاي درسالزمینی سیبژوخههاي پوسیدگی
برآورد شد. Geotrichum35%و Alternaria52% ،Colletotrichum8%خسارت ،آمدهدستبه

و مرگ زود هنگام رگبرگ و کاهش محصول در شرایط گلخانه هانشانهدر ایجاد C. coccodesتوانایی قارچ 
610ها (با سوسپانسیون کنیديمایه پاشی محلولبررسی شده است. زمینیسیبهاي هوایی و مزرعه روي اندام

C.F.U./ml (C. coccodesها و ها و رگبرگ و دمبرگ، برگهااه شدن روي ساقهفرورفته و سیهايسبب زخم
زنیمایهشود. شرایط اتاق کشت و گلخانه میدربرگ و مرگ دوباره و بلوغ زودرس رگبرگ مردگیبافت

تن 5/6تا 3/6در حد 3رازت باربنکدر دو منطقه باعث کاهش محصول در رقم دیررس1987سالاي درمزرعه
اي و مایه گلخانههايبررسیتاثیري در عملکرد نداشت. در 4رازت نورگولدقم زودرسدر هکتار شد. اما در ر

). 10مشابهی حاصل شده است (هاينتیجهC. coccodesهاي خاك بازنی
گیري نتیجهومورد بررسی قرار گرفتهسیاهخالبیماريبهدر کشور نسبترایجهايرقمازبرخیحساسیت

مقایسهدرچنینهم. هستندحساسشدهگفتهبیماريبهبیشوکمآزمونموردهايرقمهمهکهشده است
کهمشخص شده استسیاهخالبیماريبهبذريزمینیسیبخسارتمیزانرويکاشتمختلفهايتاریخ

کشور در مناطق مختلف.باشدمیکمترزودهنگامهايکشتبهنسبتدیرهنگامهايکشتدرانتشار بیماري
در 1364سال درکهطوريهاي مختلف ارائه شده است به از میزان خسارت این بیماري در سالهاییارشگز

تا 50اردبیلکشتزارهايدرو%50حدودتاسیاهخالبیمارياصفهان خسارتآلودهزمینیسیبکشتزارهاي
شده استگزارش%40تا حد 1372سالدرمذکوربیماريخسارتنیزهمداناستاندر. شده استبرآورد%55

)1( .
به چهار صورت بیشتر ،هاي مقاوم از گیاهانرگهاستفاده از روش کشت بافت در ایجاد مقاومت و گزینش 

هاي تعلیق اي، کشتدر توده بافت پینهزاییجهش-2،کارگیري مریستمه ب-1): 16، 14باشد (پذیر میامکان
ه فیلتر شده از قارچ عامل با عصارآمیختهسپس غربالگري در محیط کشت بافت و و رویاناي و یا کشت یاخته

و پرآوري بعدي آن در محیط کشت بافت و افزایشبه بیماري به گیاه میزبان و تانتقال ژن مقاوم-3،بیماري
لوط پینه، کشت مخ-4،انجام گزینش و غربالگري و اثبات بیان و ظهور ژن مقاومت در نسل رویشی حاصل از آن

هاي ساقه در محیط کشت بافت و در هاي رویشی و یا گرههاي سوماتیکی، جوانهرویاني، ایاختهسوسپانسیون 
ایجاد و5سمیهايتولید متابولیتبیشتر بازا هاي بیماريها و باکتريقارچمخلوط با عصاره قارچ عامل بیماري.

،ینگیسبزمانند کمییهاشده و با بروز نشانهزبانیماهیگيماریجر به بمنزبانیماهانیگيهااختهیدر تیسم

1-Micro sclerotinians2-Benin3-Russet Burbank4-Russet Norgold

5-Phytotoxic Secondary Metabolites
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زانیبسته به مزبانیماهانی. در مقابل گباشدیهمراه م1یدگیآبگزیو گاهیپژمردگ،یسوختگایو یمردگبافت
توانندیميماریطر ببازدارنده و پادزهر نموده و از خعنوانبه یسمهیثانويهاتیمتابولدیمقاومت اقدام به تول

و 2توان به فوزاریک اسیدزا میهاي بیماريسمی تولید شده توسط قارچهايمادهاز مهمترین ). 16(ابدینجات 
هاي ثانویه سمی تولید شده از گیاهان شامل ترکیبی از اشاره کرد. اما متابولیت)DON(3والنولدئوکسینی

ها، ترپنوئیدها، گلیکواستروئیدها، آلکالوئیدها و اسیدهاي آلی ساده نی، فنلپپتیدهاي کوچک مولکول، ترکیبات لیگنی
).14د (نباشمی

هاي ثانویه توسط گیاهان میزبان در شرایط آلودگی متابولیتدر محیط کشت بافت امکان تولید طورمعمول،به
هاي سازوکارعنوان یکی از ي ثانویه بههاو تولید این متابولیتزاي گیاهی فراهم شده استهاي بیماريبه قارچ
). 16باشد (میمطرح4در محیط کشت بافت با حضور عصاره قارچعنوان گزینش باشد، که بهمقاومت میانگیزش

اهی در مخلوط با و یا اندام گییاختهکشت فنهاي مقاوم با استفاده از رگهدر تولید هاییگزارشدر این راستا 
Phytophthora infestans ،Alternariaزا از جملهاي مهم بیماريهعصاره قارچ alternata ،

Helminthosporium solaniوFusarium oxysporum و گل میخک 4)، جو (9انگور (ماننددر محصولاتی (
ت ز کشاحاصل 5گوناگونی بدن همگروهی) ارائه شده است.  پایداري و تثبیت مقاومت به قارچ ورتیسیلیوم در 18(

از يعطریشمعداندر ) به اثبات رسیده است.MIchalczuk)11و Markiewiczبافت توت فرنگی با پژوهش 
در Alternaria alternariaحاصله با قارچ اهانیگدوبارهحیتلقزیآن و نيبعديگرو غربالنهیکشت پطریق

نشان هنتیج.ه شداز عصاره قارچ پرداخت%12و 8، 4صفر، يهامقاومت با غلظتیابیبرگ، به ارزییباززاطیمح
باززایی از و تثبیت مقاومت آن در محیط%12و 8هاي مقاوم شمعدانی با غلظتهاي همگروهداد که امکان تولید 

زاي هشج) با استفاده از ماده 15و همکاران (Sacristanی،. در آزمایش)17(وجود داردیاد شدهبرگ با قارچ 
کلم 7هاي بدنیرویانو گان تکهاي یاختهي از ایاختهاقدام به ایجاد جهش در سوسپانسیون 6اناتاتیل متان سولف

هاي تولید شده در محیط کشت بافت مخلوط با عصاره قارچنمودند. در مرحله بعد جهش یافته
Plasmodiophora brassicaeهاينتیجهرفتند. (عامل بیماري ساق سیاه و گره ریشه کلم) مورد باززایی قرار گ

ند.نشان دادمقاومت از آنان به بیماري %4از گیاهان جهش یافته باززایی داشته و 22%حاصل نشان داد که 
) 8(و همکارانHelgesonبا آزمایش توتونمقاوم به بیماري قارچی فایتوفترا در کشت پینه از هايرگهتولید 

ورمونی محیط هاي مقاوم با تغییر ترکیب هرگهکلونیزاسیون شدت چنینهمآزمایش این به اثبات رسیده است. در 
ه درج32به 15از دوره نهفتگیدماي شتغییر پیدا کرده و با افزای7دوره نهفتگی یا کمونکشت و دماي 

و Cristinzioشده توسط هاي انجام ر بررسی. ده استمقاوم افزایش یافترگهکلونیزاسیونت، شدسلسیوس
عصاره الکترولیتیتزمینی در محیط کشت بافت در ارتباط با میزان نشو برگ ده رقم از سیبژوخه) 5ن (همکارا
یزان نشان داد که در محیط کشت بافت مهانتیجهمورد آزمون قرار گرفتند. infestansPhytophthoraقارچ 

هاي دیسکمقاوم بیشتر ازهايرقمبرگ و برگ متناسب نبوده و در ژوخهانتشار الکترولیتی عامل بیماري در 
مقاوم هايرقماي کارآمد در غربالگري و گزینش عنوان شیوهاین روش را بهپژوهشگرانبوده است. این ژوخه

گري البا بررسی منابع مختلف مشخص شد که تا زمان انجام این پژوهش گزارشی از غربمورد تأئید قرار دادند. 
زمینی ارائه نشده است و تنها در قهوه امکان حذف قارچ ارچی خال سیاه در کشت بافت سیبها به بیماري قرقم

Colletotrichum12است (بافت گزارش گردیده هاي مقاوم در کشتگري پایهو غربال .(

1-Water soaking2-Fusaric acid3-Deoxynivalenol (DON)

4-Culture Filtrate fungus Based Selection on Tissue Culture5-Somaclonal variation

6-Ethyl methane sulfonate٧-Somatic embryos
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محیط سیب زمینی به بیماري خال سیاه در نمودنغربالباززایی و بنابراین در این پژوهش به بررسی امکان 
اومت مقانگیزشکه واکنش به باززایی و امکان با عصاره فعال قارچ پرداخته شد. ضمن اینآمیختهکشت بافت و 

د ارزیابی قرار نیز مورتفاوت در نوع محیط کشتچنینهمو گرهتکجوانه نوري و هايقطعهدر دو نوع ریزنمونه 
گرفت. 

هاو روشمواد
تهیهواصلاحتحقیقاتبخشو گلخانهگیاهیهايو بیماريآفاتتحقیقاتبخشآزمایشگاهدرآزمایشاین

و 1391هاي مرحله در سالسهدرهمداناستانطبیعیمنابعوو آموزش کشاورزيمرکز تحقیقاتبذرونهال
.درآمداجرابه1392

انجامهاآنرويسلامتاتیمقدمآزمونکهآگریاومارفونارقمدوازسالمبذريهايژوخه:اولمرحله
محلولباکهاینزاپسوشدهانتخاببودرسیدهاثباتبههاي مربوطهآزمونباهاآنآلودگیعدموبودگرفته

تاریکیشرایطدرهاوانهجرشدتحریکمنظورتیمار شدند، بهدقیقه15مدتبهاسیدجیبرلیکگرم در لیترمیلی10
. دندشنگهداريخودکارتمامزنیستگاه جوانهددرهفتهدومدتبهسلسیوسدرجه18تا 20دمايدرومطلق

مراحلوریزنمونهتهیهبراي، شدتشکیلهاژوخهرويسانتیمتر7تا5طولهبهايجوانهکهاینازپس
کشتازصلحاهايگیاهچهچنینهم.شدندمنتقلبافتکشتشگاهیآزمادرانتقالجایگاهبهسازيسترون
موردگرهیهايقطعهتهیهبراياولیهمادهعنوانبهنیزبیوتکنولوژيتحقیقاتمؤسسهازارسالیمریستم
دراهآزمایشگهودبهسترونشرایطدرمریستمکشتازحاصلهايگیاهچهمنظوربدین.قرارگرفتنداستفاده
.شدندقلمنتدوممرحلهبهگرهیهايقطعهتهیهبرايانتقالجایگاه

و ریشهپاهنگهايقسمتهايآلودگیازC. coccodesسازيخالصوجداسازيبراي:قارچاینوکلومتهیه
براي.شدسازيو خالصجداسازيیادشدهقارچPDAوWAکشتهايمحیطرويزمینیسیبهايگیاهچه

هايتکثیر گیاهچهبرايکهمغذيمحیط()MS(1گاسکوو گیموراشیمایع از کشتقارچعصارهتکثیر و تهیه
.گردیداستفاده) شودمیاستفادهبافتکشتازحاصلزمینیسیب

سیسی50حاويارلنداخلبود، بهیافتهرشدپتريدرPDAمحیطرويکهقارچهاياندامازلوپیک
تا 20دمايدریکرشرويروز20مدتبهMSمایعمحیطوقارچحاويارلنسپس. شدمنتقلMSمایعمحیط

ارلن. )1ل کرد (شکرشدسفیدو) کروي(شکلتوپیايتودهصورتبهقارچکلنی. گرفتقرارسلسیوسدرجه 30
د قرار گرفته و پس از خرمغناطیسشیکررويساعت3مدتبهدارروکشمگنتباقارچشکلتوپیکلنیحاوي

پور میلی10با فیلترهايقارچگیريخلأ، عصارهپمپیکازبا استفادهسترونشرایطدرقارچ،هايشدن اندام
غلظت عصاره .شددادهکشتPDAکشت محیطرويحاصلقارچعصارهسپس.شدانجامساعت5مدتبه

سترون) غلظتمقطرآبآنحجمهماضافهه بقارچخالصعصارهسیسی(ششکمقارچ به سه صورت غلظت
(ششزیادسترون) و غلظتمقطرآبآنحجمسومیکاضافهه بقارچصخالعصارهسیسی(ششمیانگین

.تهیه شد)قارچخالصعصارهسیسی

شستشونوبتاز دوجدا و پسهاژوخهازهاجوانهو در زیر هود آزمایشگاهسترونشرایطدر:دوممرحله
قطر مبا آب %20یم) با نسبت حجمیهیپو کلرید سد%5کلراکس (سفید کننده تجاري حاوي محلولبامقطرآببا
حاصلهايگیاهچههمچنین. شدندآبکشیمقطر ستروندو بار با آبشدند. سپسضد عفونیدقیقه10مدتبه
سپسوشدهبا آب مقطر فروبرده%10کلراکس با نسبت حجمیمحلولدردقیقهپنجمدتبهمریستمکشتاز

.شدندتقسیممترمیلیتا هفتپنجطولبهیهایقطعهبههاوانهج. شدندآبکشیسترونمقطرآببابارسه

1-Murashige and Skoog
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تا5تقریبیطول(شدندتقسیمبودجوانهیکواجدهرکدامکهیهایقطعهبهبافتکشتازحاصلهايگیاهچه
)WD.D.(1لاستریشدهتقطیردوبارمقطرآبداخلدرهاگیاهچهوهاجوانهازحاصلهايقطعه). مترمیلی15

بنزیلهورمونتنهازاد هاي برونهورموناز). دقیقهپنجمدتبه(شدند نگهداريکشتمحیطبهانتقالتا زمان
تهیهمراحلاز انجامقبل.شدافزودهکشتمحیطنوعدوهربهلیتردرگرممیلی25میزانبه(BA)آدنین

هايمحلولاستاندارد ازهايفرمولمطابق2و نیچنیچو )MS(گاسکوو گیموراشیهايکشتمحیطریزنمونه
باوشدافزودهکاشتهايظرفازکدامهربهکشتهايمحیطازلیترمیلی20تا15میزان. شدندتهیه3ذخیره

. شدندستروندقیقه20مدتبه(PSI)مربعاینچبرپوند15فشاروسلسیوسدرجه121دمايدراتوکلاو
ریزنمونه5کاشتشیشههرداخلبهدرنگبیومنتقلآزمایشگاههودزیربهسازيونسترازپسنیزهاظرف
. گرفتندقرار%75اتیلیکالکلمحلولدرثانیهدومدتبهکشتمحیطبهانتقالازقبلهاریزنمونه. شدمنتقل

بهبودشدهتهیهمورد نظرغلظتسهباپیشترکهقارچعصارهکشت،هايشیشهبههاریزنمونهانتقالباهمزمان
دمايکهژرمیناتوريداخلبهوشدهمسدودپارافیلمبادرنگبیکشتيهاظرف. شدافزودهکشتهايمحیط

نورباساعته14نوريدورهو بابودهکنترلقابلسلسیوسدرجه25تا 22روزدرو18شبدرموردنظر
در نظر گرفته آزمایشیواحدیکعنوانبهکشتظرفهر. شدندمنتقلبود،مجهزفلورسنتهايلامپازکافی

دودررقمشاملکه انجام شدطرح پایه کامل تصادفیدر قالبآزمایش فاکتوریل این پژوهش به صورت. شد
نوعوشاهد (آب مقطر خالص)و) زیاد،میانگینکم،(سطحسهدرقارچعصارهغلظت،)آگریاومارفونا(سطح
بود.نیچونیچوگاسکوو گیموراشیسطحدودرکشتمحیط

برگهچندکهدوممرحلهازتولیديهايگیاهچهايهفته6چهار تا زمانیدورهگذشتازپس:سوممرحله
. براي شمارش شده و از نظر آلودگی به قارچ مورد بررسی قرار گرفتندرسیدندسانتیمتر4تا 5طولبهوشده

ستشه شده و ا شده و با آب به خوبی شها جدهایی از ریشه و ساقه گیاهچهبخشی قارچی،انجام آزمون آلودگ
با محلول هاقطعهبرش داده شدند. يمترمیلی5تا 1کوچک هايقطعهپس از خشک شدن با اسکالپل استریل به 

هاي حاوي به پترينستروشده و سپس با استفاده از پنس گندزداییبه مدت یک دقیقه %5/0هیپوکلریت سدیم 
ها روي کاغذ سپس نمونهدقیقه شستشو داده شدند.3تا 2مدت منتقل شده و دو بار و هر بار بهسترونآب مقطر 

حاوي عدد در هر پتري5تا 3خشک شدند، به تعداد کاملطوربهکه قرار داده شده و پس از اینسترون صافی 
پس از شدند.دارينگهسلسیوسدرجه 28تا 25ر انکوباتور و دماي ها دکشت شدند. پتريPDAمحیط کشت 

). 3(بودبه رنگ شیري قابل مشاهده یهایمیسلیومها، روز و در صورت آلودگی قارچی در نمونه3تا 2گذشت 
یسهمقابرايشد.) انجامSAS)9.2افزارنرمبااز آزمایشحاصلهايدادهآماريتجزیه و تحلیلپایاندر

.شداستفاده%5خطاياحتمالسطحدر4دانکنآزمونازهامیانگین
نتایج

جوانههايقطعهدرگیاهچهتعدادتولیدمیانگین
× رقمبرهمکنشورقماثرکهاستاینازحاکیواریانستجزیهازحاصلهايدادهویژگیاینبررسیدر
محیطنوعتأثیرزیرجوانههايقطعهدرگیاهچهتعدادولیدت. استشده دارمعنی%5سطحدرقارچعصارهغلظت
محیطبرهمکنش. استداشتهرامشابهیروالکشتمحیطدودرجوانههايقطعهواکنشونگرفتقرارکشت
درجوانههايقطعهباززاییجهتدرمارفوناوآگریارقمدوکهاستمعنیبداناینونشددارمعنیرقم× کشت

× رقمجانبهسهبرهمکنشوقارچعصارهدرکشتمحیطبرهمکنش. اندکردهعملیکسانکشتمحیطدوهر

1-Double Distilled Water2-Nitsch and Nitsch3 -Stock solution

4-)Duncan's Multiple Range Test (DMRT
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ازگیاهچهباززاییبههارقمواکنشکهشودمیمشخصترتیباینبه. نشددارمعنیقارچعصاره× کشتمحیط
اثر.استداشتهرایمشابهوضعیتقارچعصارهغلظتچهارهرباوکشتمحیطدوهردرجوانههايقطعه

.شددارمعنی%1سطحدرجوانههايقطعهازگیاهچهتولیدبرقارچعصارهغلظت
استاینبیانگرزمینیسیبجوانههايقطعهازگیاهچهتعدادگیرياندازهازحاصلهايدادهمیانگینمقایسه

هاآنباززاییورشدادامهازوشدههاریزنمونهمرگسببنیزغلظتترینپاییندرحتیقارچعصارهغلظتکه
مارفونارقمگرفت.صورتباززاییشاهدتیمارهايدرتنها) 1جدول(جوانههايقطعهدر.استکرده جلوگیري

باآگریارقمبامقایسهدرنمونهریزهردرگیاهچهعدد62/2تولیدمیانگینباکهکردتولیدبیشتريگیاهچهتعداد
سهباورقمدوهردر. دادنشاندارمعنیاختلافدانکنبا آزمون%5سطحدرگیاهچهعدد87/1لیدتومیانگین

.)1و شکل1جدول(وجود نداشتهاریزنمونهازکدامهیچدرباززاییامکانقارچعصارهغلظت
زمینیسیبساقهگرهیهايقطعهکشتدرگیاهچهتولیدمیانگین

غلظتاثرتنهاکهدادنشانهادادهواریانستجزیهزمینیسیبساقهگرهیهايقطعهازهگیاهچمیزانتولیددر
اختلاف) کشتمحیطورقم(بررسیموردپارامترهايدیگرباواستشدهدارمعنی%1سطحدرقارچعصاره

گرهیهايقطعهازیاهچهگتولیدبرايمارفوناوآگریارقمدوواکنشبنابراین. ندادنشان%5سطحدردارمعنی
× کشتمحیطقارچ،عصاره× رقمکشت،محیط× رقمبرهمکنشاثرهايازهیچکدام. استبودهیکسانساقه

اینبا. ندادندنشاندارمعنیاختلافقارچعصاره× کشتمحیط× رقمجانبه3برهمکنشنیزوقارچعصاره
و نیچیچننیزوگاسکووگیموراشیکشتمحیطدودررفوناماوآگریارقمدوهرکهشودمیمشخصهانتیجه

.اندداشتهمشابهیوضعیتساقهگرهیهايقطعهازگیاهچهتولیدمیزاننظرازقارچعصارهغلظتچهارهرباو
داريمعنیتفاوتکهشدمشخصساقهگرهیهايقطعهازگیاهچهتولیدازحاصلهايدادهمیانگینمقایسهبا

بود،شده استفادهکمغلظتباقارچعصارهکهتیماريو) قارچعصارهفاقد(شاهدتیماردرگیاهچهتولیدنظراز
.)تیماردوهردرگیاهچه7/2تولیدمیانگین(نداشتوجود

دهندهنشان) 3و شکل 2جدول(گرهیهايقطعهازتولیديگیاهچهتعدادازحاصلهايدادهمیانگینمقایسه
تواناییاست،شده افزودهقارچعصارهکهتیمارهاییدرآگریاومارفونارقمدوهردرکهباشدمیمهمامراین

استشدهاستفادهپایینغلظتدرقارچعصارهکهتیمارهاییدرتنهاوداردوجودهاریزنمونهدرگیاهچهتولید
. استنداده نشاندانکنآزمون%5سطحدر) قارچصارهعبدون(شاهدتیمارباداريمعنیاختلافباززاییمیزان

،بودشده گرفتهکارهبقارچعصارهزیادومیانگینغلظتکهتیمارهاییدرگیاهچهتعدادمیانگینرقمدوهردر
. تندرفبینازپیش از باززایی گرهتکهايریزنمونهونشدتولیدايگیاهچههیچزیادغلظتدروبودپایینبسیار

هاي گرهی ساقه در دو محیط کشت و با غلظتهايقطعهدو رقم در پاسخ به باززایی گیاهچه از روند تغییرهاي
.)2جدول(نشددارمعنیدانکنآزمون%5سطحدرهااختلافیکنواخت بود وتقریببهمختلف از عصاره قارچ 
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Fig. 1. Globular dark colonies of Colletotrichum coccodes grown in liquid MS medium.
.MSدر محیط مایع Colletotrichum coccodesهاي توپی شکل تیره رنگ قارچ همگروه-1شکل 

Fig. 2. Cultivation of potato sprout pieces from Agria cultivar onto MS medium containing Colletotrichum
coccodes extract.

.Colletotrichum coccodesقارچ هعصارحاويMSمحیط روي از رقم آگریا زمینیسیبجوانه هايقطعهکشت -2شکل 

Fig. 3. Production of adventitious plantlets derived from potato single node segment in tissue culture
media and in combination with low concentrations of extract of Colletotrichum coccodes.

در محیط کشت بافت و در اختلاط با غلظت کم از عصاره زمینیسیبتک گره هايهقطعکشت نابجا ازهگیاهچتولید -3شکل 
Colletotrichum coccodes.
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Colletotrichum coccodesبا عصاره قارچ زنی مایهاز زمینی در تیمارهاي مختلفسیبجوانههايقطعهحاصل از کشت میانگین تعداد گیاهچهمقایسه -1جدول 

.زمینیبدر کشت بافت سی
Table 1. Comparison of the average number of plantlets from sprout segments of potato in different treatments with inoculation of
Colletotrichum coccodes in potato tissue culture.

گاسکوو گیموراشیمحیط کشت 
Morashige and Skoog medium

و نیچمحیط کشت نیچ 
Nitch and Nitch medium

رقم
Cultivar

شاهد (عدم 
)زنیمایه

Control

غلظت کم عصاره 
قارچ
Low

concentration
of fungus

extract

غلظت میانگین 
عصاره قارچ
Moderate

concentration
of fungus

extract

غلظت بالاي 
عصاره قارچ

High
concentration of
fungus extract

شاهد (عدم 
)زنی مایه

Control

غلظت کم عصاره 
قارچ
Low

concentration of
fungus extract

غلظت میانگین 
عصاره قارچ
Moderate

concentration of
fungus extract

غلظت بالاي 
عصاره قارچ

High
concentration of
fungus extract

آگریا
Agria

2.0 b 0.0 c 0.0 c 0.0 c 1.75 b 0.0 c 0.0 c 0.0 c

مارفونا
Marfona

2.5 ab 0.0 c 0.0 c 0.0 c 2.75 a 0.0 c 0.0 c 0.0 c

Means followed by the same letters are not significantly different at 5% using DMRT.
ندادندنشاندانکنآزمون%5سطحدردارمعنیاختلافمشابهحروفباهايمیانگین
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Colletotrichum coccodesح با عصاره قارچ از تلقیزمینی در تیمارهاي مختلفسیبتک گرههايقطعهحاصل از کشت میانگین تعداد گیاهچهمقایسه -2جدول 

.در کشت بافت سیب زمینی
Table 2. Comparison of the average number of plantlets from single node segments of potato in different treatments with inoculation of
Colletotrichum coccodes in potato tissue culture.

محیط کشت موراشیک و اسکوك
Morashige and Skoog culture medium

محیط کشت نیچ و نیچ
Nitch & Nitch culture medium

رقم
Cultivar

شاهد (عدم 
)زنیمایه

Control

غلظت کم عصاره 
قارچ
Low

concentration of
fungus extract

میانگینغلظت 
عصاره قارچ
Moderate

concentration of
fungus extract

غلظت بالاي 
عصاره قارچ

High
concentration

of fungus
extract

شاهد (عدم 
)زنیمایه

Control

غلظت کم 
عصاره قارچ

Low
concentration of
fungus extract

ینمیانگغلظت 
عصاره قارچ

Moderate
concentration of
fungus extract

غلظت بالاي 
عصاره قارچ

High
concentration of
fungus extract

آگریا
Agria

2.5 b 2.5 b 1.25 c 0.0 d 2.75 ab 2.75 ab 0.75 c 0.0 d

مارفونا
Marfona

3.0 a 2.75 ab 1.5 c 0.0 d 2.75 ab 3.0 a 1.0 c 0.0 d

Means followed by the same letters are not significantly different at 5% using DMRT.
آزمون دانکن نشان ندادند.%5دار در سطح میانگین هاي با حروف مشابه اختلاف معنی
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بحث
هاجوانهگی مردبافتپایین،غلظتدرحتیبافتکشتمحیطبهقارچفعال1زادمایهافزودنباجوانههايقطعهدر

دوهردروساقهگرهیهايقطعهدراما. رفتندبینازشود،تولیدايشاخسارهکهاینبدونوآغاز شدروز3ازپس
. شدتکمیلهاگیاهچهباززاییودادهادامهرشدبههاریزنمونهقارچعصارهپایینهايغلظتدرآگریاومارفونارقم

گیاه طریق تولید متابولیت ثانویه از سازوکاربا کشت بافت طیدر محگیاهچه مقاوم مقاومت یا تولیدانگیزشاغلب، 
به.)16، 14شود (سمی تولید شده از قارچ عامل بیماري ناشی میهايمادهو یا کاهش اثر نمودنخنثیو با میزبان 

وداشتهقارچعصارهبهبالاتريربسیاگرهی ساقه حساسیتهايقطعهدر مقایسه با جوانههايقطعهکهرسدمینظر
تواند به این صورت میهانتیجهاستنباط دیگر از این .ندارندراکردنسازگاروجدیدمتابولیکیشرایطباانطباقتوان

هاي سمی در حدي که بتوانند هاي ثانویه یا فایتوتوکسینجوانه امکان تولید متابولیتهايقطعهبیان شود که در 
سمی قارچ عامل بیماري را خنثی و یا محدود کنند، فراهم نشده است.  اثرهاي
باززاییتوانزااگرچهکشت بافت،محیطبهمیانگینغلظتباقارچعصارهکردنو با اضافهگرهیهايقطعهدر

از این رو،).ونهریزنمهردرگیاهچه43/0تولیدمیانگین(شد، اما در نهایت باززایی صورت گرفتکاستههاریزنمونه
ارچ در غلظت کم با تلقیح عصاره قگیرندتک گره ساقه مورد استفاده قرار میهايقطعهشود در زمانی که مشخص می

هاي باززایی شده به بیماريمقاومت در گیاهچهانگیزشامکان ،به هر دو نوع محیط کشت بافت سیب زمینیمیانگینو 
ت و شرایط محیط کشت باففیزیولوژیکی متأثر ازتغییرهايتواند نتیجه اکتسابی میخال سیاه وجود دارد. این قابلیت

هاي تولیدي به بیماري خال سیاه هاي بعدي نشان داد که گیاهچهآزمونآن با این نوع ریزنمونه باشد.برهمکنش
ها روي چهیشه و ساقه گیاهرهايقطعهها به بیماري قارچی با کشت گیاهچهنبودن هآلودآزمون (آلودگی نداشتند،

راهمفو تثبیت مقاومت به قارچ عامل بیماري خال سیاه نیزپایداريامکان،بنابراین).انجا شدPDAمحیط کشت 
ه ویژه در غلظت کمتر از بگرهی ساقه هايقطعههاي جدید از گیاهچهرسد که در زمان باززایی باشد. به نظر میمی

هايماده، ظرفیت تولید )اره خالص قارچ به اضافه هم حجم آن آب مقطر سترونعصیسیشش س(عصاره قارچ
در محیط کشت بافت فراهمباشد،سمی گیاهی یا فایتوتوکسین که بازدارنده تثبیت و انتشار قارچ عامل بیماري می

ایی با کسب قدرت بازززا غلبه کرده وهاي حاصل به طریقی بر عامل بیماريشده است. بنابراین بخشی از گیاهچه
وبودهآگریاازبهترگرهیهايقطعهازگیاهچهباززاییمیزانبهواکنشدرمارفوناقادر به ادامه رشد شدند. رقم

بافتکشتدرییباززابهزمینیسیبهايرقممتفاوتواکنشدلیلبهاینکهاستنمودهتولیدبیشتريگیاهچه
هايقطعههاي یک از ریزنمونهدر هیچ) عصاره خالص قارچیسیشش سه قارچ (از عصاردر غلظت بالا . باشدمی

شده و از بین مرده بفاتها قبل از تشکیل جوانه نابجا جوانه و تک گره تشکیل جوانه نابجا اتقاق نیفتاد و ریزنمونه
ل را از فعالیت متابولیکی معموتوانایی انجام هاهاي بالا از عصاره قارچ، ریزنمونهرسد در غلظترفتند. به نظر می

هاي جدید یاختهدست داده و با جمعیت بیشتر از زادمایه فعال قارچ عامل بیماري، قابلیت انگیختگی و اختصاصی شدن 
مشخص هانتیجهها شود. با این ها گرفته شده و قبل از استقرار در محیط کشت بافت منجر به نابودي آناز ریزنمونه

فعال با بالارفتن جمعیتدر عملشده است، افزودهره قارچ با غلظت بالاتر به محیط کشت بافت شد زمانی که عصا
ن از بیها سلب شده و قبل از تکمیل ظرفیت باززاییقارچ فرصت و توان کافی در غلبه بر عامل بیماري از ریزنمونه

رفتند.

1-Inoculum
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ط با عصاره قارچ عامل بیماري خال سیاه اگرچه هاي مقاوم در محیط کشت بافت و در مخلوقابلیت تولید گیاهچه
) در قهوه 13، 12و همکاران (Nyangeهاي پژوهشهاينتیجهنشده است اما با در سیب زمینی گزارش پیشتر

هاي قارچی در محیط بیماريدیگرهاي مقاوم به پایهها و رگهتولید ،این پژوهشهاينتیجهچنین، همهمخوانی دارد. 
در جو و گندم Helminthosporium sativumمانندزاي مهم هاي بیماريت و در مخلوط با عصاره قارچکشت باف

)4 ،(Phytophthora parasitica) 8در توتون ،(Fusarium oxysporum ) و 18در میخک (Elsinoe ampelina

.دهدرا مورد تأیید قرار می) 9در انگور (
دارتفاوت معنیزمینیسیبرقمدومقاوم درگیاهچهتولیدومیزان باززاییبرتکشمحیطنوعآزمایشایندر
اکتسابی حاصل به قارچ عامل بیماري خال سیاه در کشتامکان باززایی و مقاومتکهرسدمینظربه. ندادنشان
ویو موراشیگنیچونیچکشتمحیطدودرغذاییمعدنیعنصرهايمتفاوت هايحسطتاثیرزیرزمینی،سیببافت
مقاومت تاثیرگذار انگیزشغلظت عصاره قارچ و نوع ریزنمونه در واکنش به تغییربیشتروگیردنمیقرارگاسکو

اي در کنندهنقش تعیینبه اکسینسایتوکینیننسبتویژهبهوزبرونهايهورمونسطحباشد. ممکن است که می
یکسان طورمعمولبهمقاومت به بیماري داشته باشد که در هر دو محیط کشت نگیزشاو باززاییبهواکنشمیزان

.تواند این مسئله مورد توجه و آزمون قرار گیردتکمیلی میهايبنابراین در آزمایش.باشدمی
گیرينتیجه

خالبیماريبهممقاوهايپایهتولیدامکانزمینیدر سیبکهشدصمشخاین پژوهشهاينتیجهدر مجموع با
و کم از عصاره فعال قارچ میانگینهاي  با غلظتآمیخته شاخساره در محیط کشت بافت و در هاياندامازسیاه
تواند میزمینیسیبکیفیتو بامحصولپرهايرقمدر مهماز این بیماريگريغربالدربنابراین.باشدمیفراهم

.مورد استفاده قرار گیرد
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Effects of using Potato Black Dot Pathogen on Regeneration Resistant Stocks
under in vitro Conditions

K. Parvizi* and A. Bagheri 11

In order to screen and induce the resistance of the potato stocks to the Colletotrichum
coccodes, firstly, healthy seed tubers from two potato cultivars (Marfona and Agria) were placed
in suitable conditions to produce sprout and single node. Then, segments of sprouts and single
node of 5 to 7 mm were prepared. These segments were transferred to sterilized culture media
containing MS and Nitsch & Nitsch mixed with three-dosage mixture of the fungus extract.
Flasks of sprouts and nodal segment cuttings transferred into the chamber growth under
appropriate temperature and light period until shoots were regenerated. This test arranged by
factorial experiment based on randomized complete design with four replications. The factors
were selected by cultivar in two level (Agria, Marfona), three concentration of fungus extract;
low concentration (Six cc pure fungus extracts plus one volume of sterilized distilled water),
Medium concentration (Six cc pure fungus extract plus one third volume of distilled sterilized
water) and high concentration (Six cc pure fungus extract), distilled water as control treatment
and culture medium in two levels (MS and Nitch & Nitch). After regeneration and production of
new plantlets, their contamination and their health were evaluated. The result of the experiment
showed that regeneration was not observed in sprout segments in both culture media and in both
cultivars with all three concentrations of fungal extract, and only in the control treatment, the
sprout segments were able to regenerate. However, regeneration was performed in the single
nodes in both cultivars with a low concentration and average fungus extract.
Keywords: Fungus extract, Single node, Sprout, Tissue culture.
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