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  چكيده

 هـاي از اسـتان   شهرستان چهار    بذور توليدي در   منظور بدين. باشنديران بوده كه بعضا بذرزاد مي     هاي فوزاريوم يكي از بيمارگرهاي مهم پياز در ا        گونه
در آزمايش اول بذور بدون ضدعفوني سطحي و ضد عفوني شـده بـا هيپوكلريـت سـديم                  . آوري و مورد بررسي قرار گرفتند     رضوي و شمالي جمع   خراسان  

 دقيقه در خاك اتوكلاو شده و تحـت شـرايط گلخانـه كاشـته      3يگر بذور ضدعفوني شده به مدت       در آزمايشي د  .  كشت گرديدند  PDA در محيط    درصد1
 يهـا در گلخانـه، دو گونـه   و گياهچـه PDA از بـذور كـشت در محـيط    . شدند و در آزمايش سوم مبادرت به تشخيص ملكـولي آلـودگي بـذور گرديـد    

Fusarium Proliferatum وF.oxysporumي راواني گونهف.  جدا و شناسايي شدندF. Proliferatumهاي حاصله از كشت بذور در  در بين قارچ
 و F. oxysporum 48-0ي اين فراوانـي در مـورد گونـه   .  درصد بود0-7/6 و 0-15ها به ترتيب    هاي جدا شده از گياهچه     و در بين قارچ    PDAمحيط  

آر با . سي.  از بذور و انجام پيDNA، پس از استخراج F .proliferatum نهبه منظور تشخيص ملكولي آلودگي بذور به گو.  درصد تعيين گرديد10-0
ژل گرديد و تفاوت واضـحي بـين وزن    روي مبادرت به مقايسه وزن ملكولي باندهاي مربوطه  labwork 3/0/2آغازگر اختصاصي، با استفاده از نرم افزار 

هـاي ملكـولي نـشان داد كـه          و بررسي  PDAيسه نتايج حاصل از كشت بذور در محيط         مقا. ملكولي باندهاي مربوط به بذور مناطق مختلف مشاهده شد        
 F يبا توجـه بـه نتـايج ايـن تحقيـق دو گونـه      .  وجود داردF .proliferatumها از نظر ميزان آلودگي بذور به  داري بين آنهمبستگي مثبت و معني

.proliferatumو  F. oxysporumرگر بذرزاد در پياز معرفي نمودتوان به عنوان دو بيما را مي.  
  

   پياز، بذرزاد، فوزاريوم، خراسان، شناسايي ملكولي:هاي كليدي واژه
  
    1مقدمه  

زا كه سبب خـسارت اقتـصادي بـه         در بين عوامل مختلف بيماري    
. هـاي فـوزاريم از اهميـت بـسزايي برخوردارنـد          گردنـد، گونـه   پياز مي 
عـه شـروع شـده و تـا مراحـل           هاي فوزاريومي معمـولا از مزر     آلودگي

ي بـا توجـه بـه كنتـرل مـشكل و پرهزينـه            . يابـد انبارداري ادامه مـي   
هاي طـولاني   ها و نياز به تناوب    بيمارگرهاي خاكزي از جمله فوزاريوم    

ها خودداري گردد،   مدت، لازم است بذور آلوده شناسايي و از كشت آن         
رزاد در منطقه، بذور    هاي ورود و استقرار بيمارگرهاي بذ     زيرا يكي از راه   

  ).20 و 11، 9(باشد آلوده مي
علـت   و در بـسياري از منـاطق بـه   كشت پياز از طريق بـذر اسـت      

قيمت بالاي بذور استاندارد، بـذرگيري توسـط زارع در مزرعـه انجـام              

                                                            
 ارشد دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد كارشناسيسابق  دانشجوي -1
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  دانشگاه فردوسي مشهد

هـا و    شكاف ا وجود پوشش در ظاهر يكدست داراي        بذر پياز ب    .شودمي
نـد اسـپور قـارچ را در خـود          توانهاي ريزي است كه مي    خوردگي ترك

هـاي نكروتـروف     گياهان مختلف به قـارچ     آلوده شدن بذر  . حفظ نمايد 
چـه در   آنماننـد    هاي گياه والد صورت گيرد    ممكن است از طريق آوند    

 اسـت  گزارش شدهگردان هاي فوزاريوم در گياه آفتابمورد برخي گونه 
مدان بـه درون    و يا اينكه عامل بيماري از طريق بافت ديواره تخ         ) 31(

اي در مورد چگونگي آلوده شدن بـذر        تاكنون مطالعه ). 7(بذر نفوذ كند    
در گياهاني بـا    است، وليكن   هاي نكروتروف صورت نگرفته   پياز به قارچ  

هاي در حال رشد بطور كامل در معرض        گل آذين چتري مانند پياز گل     
ودن در اين حالت درو كردن و هوا خشك نم ـ   . محيط اطراف قرار دارند   

 .توانـد بـذر را در معـرض بقايـاي آلـوده و خـاك قـرار دهـد             گياه مـي  
هاي بيماريزا از جمله عـواملي هـستند كـه ابتـدا            موهاي فوزاري  كنيدي

كوبي بـه داخـل بـذر راه        آلودگي خارجي ايجاد نموده و در حين خرمن       
 .Fي  هاي تخصص يافتـه انتقال بيماري ناشي از فرم ).18( يابندمي

oxysporum  تـا كنـون     ).18(بررسـي شـده اسـت        توسط گامبوجي
  ،F. acuminatum  ، F. culmorum،  F. equiseti هايگونه

F. graminearum ،F. oxysporum ،F. oxysporum       ،
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         ×                100= درصد جداسازي هر گونه

F. subglutinans ،F. semitectum ،F. solani، از روي پيــاز 
 تـوان   فراوانـي و  ). 35 و19،  17،  16،  6،  5،  4،  3،  1( انـد گزارش شـده  

باشـد،  ها در مناطق مختلف متفاوت مـي      بيماريزايي هريك از اين گونه    
   .F  وF. oxysporumولــيكن در اغلــب گزارشــات دو گونــه 

oxysporum          به ترتيب از فراواني و توان بيماريزايي بيـشتري نـسبت
). 35 و19،  17،  16،  6،  5،  4،  3،  1( هـا برخـوردار بودنـد       به ساير گونه  
،   F. acuminatum فـوق بـه همـراه سـه گونـه      هـاي تمامي گونه

F. moniliform   و F. tricinctum هــاي بــه عنــوان فوزاريــوم
، 17(انـد   از كشورهاي سودان، تركيه و ايتاليـا معرفـي شـده           همراه بذر 

  ).26 و23
F. proliferatum ــسي ــرم جنـ  Gibberella  داراي فـ

fujikuroi Mating type D  ل ذرت،  و دامنه ميزباني وسـيع شـام
اين گونه شـباهت زيـادي بـه    ). 25 و15، 10، 8(است  ... برنج، نخل و    

با درنظر ). 25(دارد  F. verticilioides و  F.fujikuroiهاي گونه
هاي سازگار جنسي در توليد مثل جنسي اين گونـه و           گرفتن نقش فرم  

تواند يك عامـل    آن، انتقال اين قارچ توسط بذر مي      دامنه وسيع ميزباني  
هاي جنسي به مناطق مختلـف و افـزايش   يع و راحت در انتقال فرم  سر

لـذا، بررسـي احتمـال      . احتمال توليد مثل جنسي و تنوع ژنتيكي باشـد        
هاي فوزاريوم با بذر و انتخاب روشي سريع و دقيـق جهـت   انتقال گونه 

هـاي اخيـر    در سـال  . تعيين آلودگي و شـدت آن حـايز اهميـت اسـت           
هاي ملكـولي جهـت تـشخيص       فاده از روش  ي است تحقيقاتي در زمينه  

به يك  ... آلودگي بذور گياهان مختلف مانند زيتون، جو، هويج، لوبيا و           
ها نسبت بـه    بيمارگر انجام شده است و مشخص گرديده كه اين روش         

هاي كلاسيك از دقت و حساسيت بـالاتري در شناسـايي بـذور             روش
به كمـك   ) 13(مكاران  چيلور و ه  ). 34 و28،  24،  21(آلوده برخوردارند   

 .Botrytis spp ، آلـودگي بـذور پيـاز بـه     Real-time PCRروش
عامل پوسيدگي گردن پياز را مـورد مطالعـه قـرار دادنـد و موفـق بـه                  
طراحي پرايمر اختصاصي براي تشخيص بـذور آوده بـه ايـن بيمـاري              

هـاي  وليكن تاكنون مطالعـات ملكـولي بـر روي فوزاريـوم          ) 14(شدند  
  . صورت نگرفته استبذرزاد پياز

هـاي  هاي فوزاريومي بـذرزاد پيـاز در اسـتان        در اين تحقيق، گونه   
خراسان شمالي و رضوي تعيين و امكان تـشخيص آلـودگي بـذور بـه               

F. proliferatumآر مورد بررسي قرار گرفت.سي. با روش پي.  
  

  هامواد و روش
ــاه   ــر م ــرداري1386در شــهريور و مه ــه ب ــا نمون ــزارع ازي يه  م

 چهـار منطقـه     درهاي فوزاريـومي     بيماري دكننده بذر پياز با سابقه    تولي
مشهد و بردسكن در استان خراسان رضوي و مانه و اسفراين در استان         

 اوايل بهار   -اين مزارع در اواخر اسفند    . خراسان شمالي صورت پذيرفت   
سال قبل به روش كشت بذر كاشته شده بودند و رقم كاشته شده رقم              

و رقم محلي بـدون     ) در اسفراين و مانه   ( نوع پياز قرمز     خسروخاني و از  
 5-7از هـر مزرعـه      . بـود ) در مشهد و بردسكن   (نام و از نوع پياز قرمز       

آلودگي بـذور بـا اسـتفاده از        . آوري شد آذين بصورت تصادفي جمع   گل
، كــشت بــذور در شــرايط گلخانــه و روش  PDAهــا روي كـشت آن 

  .آر تعيين گرديد.سي.پي
هاي بـذور بـه مـدت نـيم سـاعت           نمونه:  PDA روي   كشت بذور 

بـدون ضـدعفوني   :  تيمـار 3بوسيله آب جاري شـسته و سـپس تحـت      
 ضـد عفـوني بـه     و  ) سـطحي ( دقيقهمدت يك   هسطحي و ضدعفوني ب   

بذور .  قرارگرفتند  درصد 1سديم    در هيپوكلريت  )عمقي(سه دقيقه مدت  
د، در   در زيـر هـو     شدن و خشك    سترونپس از شستشوي با آب مقطر       

 بـه همـراه يـك گـرم در ليتـر            PDA محـيط    هاي حاوي پتري ديش 
PCNB)   جهت ممانعـت از     ) ماده موثره   درصد 75پنتاكلرونيترو بنزن ،

 پتـري  8براي هـر نمونـه   . گرديدندكشت، .Rhizopus spرشد قارچ 
 عدد بذر   25 و در هر پتري       درنظر گرفته شد   ) تكرار 8به عنوان    ( ديش

گراد قرار   درجه سانتي  25مدت دو هفته در دماي       پتري به . قرار گرفت 
چه ، ريشه زنيفاقد جوانه ي كه در اطراف بذور      يهاقارچ). 23 (داده شدند 

  آگـار  –بودنـد بـه محـيط كـشت بـرگ ميخـك       گياهچه رشد كرده و
) (CLAاسپور با استفاده از  به روش تكسازيمنتقل و پس از خالص

 گونــه شناســايي گرديدنــددر حــد و بــوس كليــد نلــسون و همكــاران 
صـورت زيـر     درصد جداسازي هر گونه در هر نمونه بذري به         .)33و12(

  :محاسبه شد
  
  
  

زايـي مـورد اسـتفاده      هاي خالص شده در مطالعات بيمـاري       جدايه
 جوانـه   درصـد   بذور بر اساس   ي ناميه در اين آزمايش قوه   . قرار گرفتند 

عيـين  ب و سـترون ت    ديش حاوي كاغذ صافي مرطو      در پتري  زني بذور 
 اسـتفاده   Minitabافـزار   ها از نـرم   جهت تجزيه و تحليل داده    . گرديد
  .شد

اي بذوري كه در آزمايش گلخانـه      : كشت بذور در شرايط گلخانه      
 دقيقـه   3مدت  همورد استفاده قرار گرفتند، شامل بذور ضدعفوني شده ب        

اسـه و   از م 1:1 كيلوگرم تركيبي بـه نـسبت        1 در هر گلدان حاوي    .بود
 درجـه  121 سـاعت در دمـاي   3 بـه مـدت      اتوكلاو شـده    زراعي خاك
 و روي   كـشت  بـذر    10كـه در آن     .  اتمسفر بود  3/1و فشار    گرادسانتي

ي بذري در    و هر نمونه   ها بوسيله يك لايه نازك ماسه پوشانده شد       آن
 قبـل از    . تكرار در قالب طرح آماري كـاملا تـصادفي انجـام گرديـد             3

هاي حاوي كاغذ صـافي      ساعت در پتري ديش    48 كاشت، بذور بمدت  
 ماه در شرايط گلخانه بـا       4مدت  هها ب گلدان.  بودند گرفتهمرطوب قرار   

ي اي ساعت روشن  12گراد و تناوب نوري      درجه سانتي  28دماي متوسط   
ي هـا و گياچه شدهدرصد بذور سبز ازدر پايان آزمايش . نگهداري شدند

 تعداد كل بذور 

 تعداد بذر آلوده
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ي كـه داراي    يهـا  نمونـه  .رداري گرديـد  ب ياداشت آلوده به عامل بيماري   
هاي بدست آمـده     قارچ  كشت و  PDAم بيماري بودند در محيط      يعلا

پس از خالص سازي به روش تك اسپور و انتقال جدايه ها بـه محـيط     
CLA مانند آنچه ذكر شد مورد شناسائي قرار گرفتند  .  

 بـه روش    F. Proliferatum يتشخيص آلودگي بذور به گونـه 
PCR هت استخراج    ج :يتصاص اخDNA   صد عدد بذر به     ، از هر نمونه 

پس از خشك   . صورت تصادفي انتخاب و در زير جريان آب شسته شد         
شدن، هر نمونه جداگانه توسط نيتروژن مايع در هـاون اسـتريل پـودر              

 ـ. )24 ( اسـتفاده شـد  DNA  گرم از آن در استخراج1/0گرديد و  -هب
هـا، از كيـت     اي تمامي نمونـه   منظور يكسان بودن شرايط استخراج بر     

. استفاده شد)  DNA) Accuprep®GMO- Bioneerاستخراج 
ــتخراج  ــين اس ــهDNAهمچن ــك نمون ــاري  از ي ــذر تج ــم (ي ب رق

كشت آگاردار مشخص شـده      كه عدم آلودگي آن در محيط      )استرلينگ
ــي و   ــاهد منف ــوان ش ــه عن ــود، ب ــه از ب ــده ي تايجداي ــد ش  .F يي

Proliferatum )  ITEM 7596(    كــه توســط دكترآنتونيــو 
بـه  ارسال گرديده بـود     )  ايتاليا –انسيتو علوم توليد مواد غذايي      (لوجيكو

جهـت انجـام     . صـورت گرفـت    عنوان شاهد مثبت نيز بـه روش فـوق        
PCR          از يك جفت پرايمر اختصاصي گونه بـه نـام PRO1/2  كـه از 

ــط  ــل توســ ــولقبــ ــاران مــ ــشي از ژن  و همكــ  cmd در بخــ
)(Calmodulin. شده بود، استفاده شد    طراحي ) فرآينـد    ).29 PCR 
 Bioneer- Accupower( ميكروليتر PCR 20استفاده از كيت  با

TM( ميكروليتري1به مخلوط واكنش . انجام شد  DNA   بـه غلظـت
 ميكروليتر از هر جفت آغازگر بـه غلظـت          1ميكروليتر و   نانوگرم بر  80
واكـنش  . شـد  ميكروليتر آب مقطر استريل افـزوده        17 پيكومول و    10

PCR   صـورت    زيـر  حرارتـي ي  سازي، بر اسـاس برنامـه      پس از بهينه 
 درجـه   95 دقيقـه در     5سازي ابتـدايي بـه مـدت        يك واسرشت : گرفت
 60 ثانيـه در     50گـراد،   سـانتي  درجه   94 ثانيه در    50گراد سپس   سانتي
 سيكل و در 35گراد در سانتي درجه   72 ثانيه در    60گراد و   سانتيدرجه  
 در  PCRالكتروفـورز محـصول     . گرادسانتي درجه   72دقيقه در    7آخر  

    و بـــر اســـاس شـــرايط اســـتاندارد مـــاركردرصـــد 7/1ژل آگـــارز 
) GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder- Fermentase (

گـارز  آ شدت نوري بانـدهاي ايجـاد شـده بـر روي ژل              .صورت گرفت 
وزن .  گرديــدكميــت ســنجي Labwork 3.0.2توســط نــرم افــزار 

تمـامي  . زده شـد  مـاركر تخمـين  500bpولي هر باند براساس بانـد      ملك
ميانگين  وزن ملكولي بانـدها درهـر        . مراحل فوق سه بار تكرار گرديد     

  . سه تكرار محاسبه شد
  

  نتايج 
 شـامل   PDAهـاي جـدا شـده از كـشت بـذور در محـيط      قـارچ 

F. oxysporum و  F. Proliferatum ــه ــراه بـ     همـ
Aspergillus spp.  ،Penicillium spp. ، Alternaria spp.  

دليـل رشـد    بـه  . و چندين جنس ناشناس بودنـد .Rhizopus spp و
شـده بوسـيله بـذور ضـدعفوني         هاي كـشت  سريع رايزوپوس در پتري   

امكـان  ) بـه محـيط كـشت   PCNB   اضـافه كـردن   با وجـود ( نشده 
هــاي ديگــر ميــسر نــشد و تنهــا نتــايج جداســازي و شناســائي گونــه

  شـده بـه     ضـدعفوني  ي مدنظر قرارگرفت كه مربوط به بـذور       هايكشت
بـا افـزايش زمـان     . بودنـد )عمقـي ( دقيقـه  3 و )سـطحي ( دقيقه   1 مدت

ــدعفوني از  ــه  1ض ــه ب ــه  3 دقيق ــازي گون ــد جداس ــه درص  ي دقيق
F. proliferatum   ي در بـذور منطقـه    كـه   در حـالي   ،كاهش يافـت

ر بـالا بـود   بـسيا  F. proliferatum ياسفراين كه آلودگي به گونـه     
 افـــزايش زمـــان ضـــدعفوني ســـبب افـــزايش جداســـازي گونـــه 

F. oxysporum 1جدول( گرديد(.   
ــه د ــه، دو گون ــذور در شــرايط گلخان ــايش كاشــت ب  .F يرآزم

oxysporum  وF. Proliferatum  ي گياهان آلوده از ريشه و لپه
  ).2جدول ( جداسازي شدند

  

 و PDA محيط در جداشده از بذور پياز مناطق مختلف استان خراسان  فوزاريوميهاياني گونه اثر ضدعفوني سطحي و عمقي روي فراو-1جدول 
  تعيين قوه ناميه بذور

  *مدت ضدعفوني منابع بذر درصد جداسازي
F. oxysporum F. proliferatum 

 )در صد(قوه ي ناميه بذر

 84  7 0   دقيقه1 مشهد 89 0 0   دقيقه3
  69 5/20 3   دقيقه1 مانه  65 5 0   دقيقه3
 24 75  7   دقيقه1 اسفراين 45 15 48   دقيقه 3
 38 0 0   دقيقه1 بردسكن 37 0 0   دقيقه3

  . دقيقه ، ضدعفوني عمقي در نظر گرفته شد3 دقيقه به عنوان ضدعفوني سطحي و 1ضدعفوني به مدت * 
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   گلخانه شرايطدر  پيازهايياهچه گ  ازF. Proliferatum وF. oxysporum  هاي  گونهجداسازي -2جدول 
 در صد آلودگي به
F. proliferatum  

در صد آلودگي به 
F. oxysporum  

بذر سبز شده در خاك اتوكلاو درصد 
  شده

مدت 
  دعفونيض
  ) دقيقه( 

  رمنبع بذ

0c 0c 100a 3   مشهد 
7/6a 0c 7/76b 3  مانه 
3/3b 3/3b 10d 3  اسفراين 
7/6a 10 a  7/36 c 3  بردسكن 

  . صورت گرفته استα = 05/0 و LSDها با استفاده از آزمون مقايسه ميانگين* 
  

 هـاي هچـه هاي آسپرژيلوس و پنيـسليوم از گيا      هيچ يك از جنس   
بردسـكن قـارچ    ي  آلوده جداسازي نشد و فقط از ريـشه بـذور منطقـه           

 .Fهـاي   توان گونـه ها ميتوجه به اين داده با. آلترناريا جداسازي شد
oxysporum  وF. proliferatum هاي مهم بذرزاد عامـل  را گونه

هـا   تجزيـه و تحليـل داده      .هاي پياز در نظر گرفت    مرگ و مير گياهچه   
نشان داد ميان مناطق مختلف از نظر درصـد آلـودگي بـذور و درصـد                

هاي فوزاريوم  گونه. داري وجود دارد  سبزشدگي در گلخانه تفاوت معني    
ي پياز پيش از خروج از خاك هـستند         ها يكي از عوامل مرگ گياهچه    

، به همين علت اين احتمال وجود دارد كـه در منـاطقي همچـون          )17(
اسفراين، آلودگي شديد بذور سبب مـرگ گياهچـه پـيش از خـروج از               

  . خاك و كاهش سبزشدگي بذور در گلخانه باشد
كه در محيط كـشت هـيچ       ي بردسكن با وجود اين    در بذور منطقه  

وليكن در گلخانـه هـر دو      ) 1جدول  (ي جداسازي نشد    ي فوزاريوم گونه
هـاي   از گياهچـه F. Proliferatumو   F. oxysporum يگونه

به علت عدم هماهنگي ميان نتـايج       . )2جدول  (  آلوده جداسازي شدند  
 جهـت بررسـي     شناسـايي مولكـولي    و گلخانـه از روش       PDAمحيط  

در مـورد  . دش ـ اسـتفاده F. Proliferatumي آلودگي بذور به گونـه 
 تاكنون پرايمـر اختـصاصي   f.sp. cepea F. oxysporum يگونه

 بذور تمامي مناطق مورد بررسـي      PCRدر واكنش   . است نشده طراحي
 F. Proliferatum  يي بردسكن، آلودگي به گونـه از جمله منطقه
 ميان شدت باندهاي ايجاد شده تفاوت بـارزي مـشاهده           ،را نشان دادند  

  ).1شكل ( شد
 و متعاقبـا تخمـين وزن ملكـولي          بانـدها   نوري جهت تعيين شدت  

ي   به منظور مشخص نمـودن مرحلـه        26 -30هاي  ابتدا سيكل  ،ها آن
يك از اين  در هيچ وليكن. بررسي گرديدند . آر.سي.اشباع در واكنش پي   

 آلـودگي كمـي داشـتند     PDAها، بذور مناطقي كـه در محـيط         سيكل
 و مـول  بر اساس روش 35 تعداد سيكل   از در نتيجه . ايجاد باند نكردند  

در اين تعداد سيكل، تمامي مناطق مـورد         . )24 ( استفاده شد  همكاران
 و تفـاوت    )1شـكل   (   ايجاد باند نمودنـد     587bpي  مطالعه در محدوده  

دسـت آمـد    بارزي ميان وزن ملكولي محاسـبه شـده بـراي بانـدها بـه             
وزن ملكـولي  ان داري مي ـ همبـستگي معنـي    در اين مطالعـه      .)2شكل(

 F. proliferatumي گونـه  و درصد جداسازيدر بالا  محاسبه شده
 در   بـراي هرنمونـه    ) دقيقـه    1در تيمار ضـدعفوني      ( PDAدر محيط   

  ). 3شكل ) ( = r 976/0 ( درصد مشاهده شد5سطح 
  
  بحث

هاي بـذرزاد پيـاز انجـام شـده          كه تا كنون روي قارچ     هاييبررسي
 ترين عامل بـذرزاد پيـاز     مهم .Aspergillus sppدهند كه   نشان مي 

كه قارچ مزبور در كشت      عليرغم اين   دراين بررسي  .)24 و   17(باشد  مي
هـاي  از گياهچـه   مشاهده شد ولي در هـيچ مـوردي          PDAبذورروي  

هـايي كـه از     اكثـر قـارچ   . نگرديـد  جداسـازي    بيمار در شرايط گلخانـه    
 ـ    .Fه دو گونـه   بذرهاي مورد بررسي جدا و شناسائي شـدند متعلـق ب

oxysporum و  F. Proliferatum بودند.  
ي دو گونـه   در بين مناطق مورد مطالعـه ميـزان آلـودگي بـه هـر             

در بذور  . بسيار بالا بود   PDAدر محيط   ي اسفراين   فوزاريوم در منطقه  
ــان ضــدعفوني ســبب كــاهش جداســازي    ــزايش زم ــه اف ــن منطق اي

F. proliferatum      و افزايش جداسـازيF. oxysporum  گرديـد 
هـاي  قـسمت به   F. oxysporumي  به نفوذ گونه  را   توان آن كه مي 
 بــا افــزايش زمــان ضــدعفوني و كــاهش .تــر بــذر نــسبت دادعمقــي
هاي سطحي امكان جداسازي بيـشتر ايـن گونـه فـراهم شـده               آلودگي
در .  مطابقـت دارد   )2 (اين نتايج با نتايج بصيرنيا و بني هاشـمي         .است

از  F. oxysporumنيـز گونـه   ) 23( همكـاران   وكوي كـو مطالعات 
 عمقـي هرچه آلودگي بذرها    . داخل رويان بذر پياز جداسازي شده است      

تر باشد عوامل محيطـي بـر روي امكـان انتقـال بيمـاري از بـذر بـه                   
ميان آلودگي سـطحي    ي  ميان رابطه  در اين . گياهچه اثر كمتري دارند   

وسـيله نـوع ضـدعفوني      بهرا   توان آن  مي واست  ز اهميت   ايو داخلي ح  
شود از يكديگر تفكيك كرد     كه روي بذر اعمال مي    ) سطحي يا عمقي  (
ــود ). 23و7( ــارانم ــه   )26 ( و همك ــوده ب ــردل آل ــذر خ ــا كاشــت ب  ب

Alternaria brassicicola نشان دادنـد كـه   استريل در خاك غير
داراي انتقال بيماري بيـشتر بـا آن دسـته از بـذرها مـرتبط اسـت كـه          

  سـطحي و داخلـي  هـاي با كل آلودگي  اي داخلي هستند و نه      هآلودگي
با توجه به اين نتايج در مناطقي كه شدت آلودگي بـذر بـسيار              . )7(بذر  
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ضـدعفوني   هـاي نفـوذي  كشقارچوسيله  لازم است بذور را به  بالاست
  . كرد

 مـشخص   در بين مناطق مورد مطالعه، در منطقه بردسكن با وجود         
 هـاي آزمـايش  فوزاريـوم در   يدو گونـه   ه هر ها ب  آلودگي گياهچه  شدن

در  F. proliferatum آلودگي بـه گونـه   شدنشخصم و ايگلخانه
 جداسـازي   PDAي فوزاريـومي در محـيط       روش مولكولي، هيچ گونه   

       هاي شدت به قارچ كشت به بذرهاي اين منطقه در محيط. نشد
 Aspergillus spp. وPenicillium spp.  ــتند ــودگي داش  .آل

هاي آلوده در گلخانه جداسـازي      فوق از گياهچه  هاي  قارچيك از    هيچ

با سرعت رشد بـالا مـانع از        ساپروفيت  هاي  احتمالا وجود قارچ  . نشدند
در گيـاه زنـده     چـون    ولي   اند، رشد قارچ فوزاريوم درمحيط كشت شده     

هـاي    گونـه  دارند، بنابراين تنهـا   هاي پارازيت توانايي رشد را      فقط قارچ 
 كوبر اساس مطالعات كوي   ). 2( ها جداسازي شدند  از گياهچه وم  فوزاري

قـارچ آسـپرژيلوس در   هـاي بـذرزاد پيـاز،      روي قـارچ  ) 39( همكارانو  
در گلخانـه   كشت مانعي جهت رشد قارچ فوزاريـوم اسـت ولـي             محيط
  .)23 (كنندآلوده   راهاي پيازگياهچهتوانند ميهاي فوزاريوم گونه

  

  
  F. priliferatum در بذور پياز آلوده به  cmd بخشي از ژن PCR الكتروفورز محصول -1شكل 

 ،ي بردسكنبذور منطقه -6 ،ي اسفراين بذور منطقه-5 ،ي مانه بذور منطقه-4،ي مشهد بذور منطقه-3،) شاهد مثبت  ( F. proliferatum يي تاييد شدهگونه -2 ، ماركر-1
  ) شاهد منفي ( قم استرلينگ  بذر ر -7
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   بذور مناطق مختلف بر روي ژل آگارزPCR  وزن ملكولي باندهاي ايجاد شده از محصول -2شكل 

 كه مبناي 82bp  با وزن ملكولي )GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder- Fermentase( ماركر bp 500 باند -1: دو ستون اول از سمت چپ به ترتيب عبارتند از
  . ها متعلق به بذور چهار منطقه از استان خراسان استديگر ستون. F. proliferatumيي تاييد شده شاهد مثبت ، جدايه-2باشد و زن ملكولي ديگر باندها ميتخمين و

  

500bp 

600bp 

    1       2       3       4       5       6       7
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وزن ملکولی  درصد آلودگی

  
  ي بذور به گونه بذور مناطق مختلف بر روي ژل آگارز و ارتباط آنها با درصد آلودگيPCR وزن ملكولي باندهاي ايجاد شده از محصول -3شكل 

 F. proliferatum كشت شده درمحيط PDA  
  

هاي بذر پياز   هاي مطالعه شده براي شناسائي آلودگي     در بين روش  
تر اسـت ولـي بـه       اي سريع كشت آگاردار از روش گلخانه     روش محيط 

ها در محـيط كـشت تـشخيص دقيـق و           علت رقابت شديد ميان قارچ    
نيـز   كـشت اختـصاصي      يهـا محـيط . باشـد سريع پاتوژن مشكل مـي    

گلخانـه   كشت بذور در     در روش . كنندرفع مي را  تاحدودي اين مشكل    
نتيجـه عـدم امكـان    ي ناميه بذور مختلـف و در  به علت تفاوت در قوه 

شود كـه   ي آلودگي محاسبه مي    بخشي از مايه    عموما ،استفاده از شاهد  
  اختصاصي PCR .در مرگ گياهچه پس از خروج از خاك دخالت دارد         

هـاي بـذري    آلـودگي  جهت تشخيص صـحيح      و حساس  سريع   وشير
نيز مشاهده نمودند كـه     ) 23(لي و همكاران    . )34و   28،24،21 (است

 Rhynchosporiumتفاوت در ميزان آلودگي بـذور جـو بـه قـارچ     
secalis              سبب تنوع در شدت نوري باندهاي ايجاد شـده بـر روي ژل 

منظـور كمـي نمـودن ايـن        ما در اين بررسي بـه       ). 24(گردد  آگارز مي 
سـنجي شـدت    مشاهدات و انجام مقايسه ميان باندها، اقدام به كميـت         

 Labworkافـزار  نوري باندهاي ايجاد شده روي ژل به كمـك نـرم  
كميت سنجي شدت نوري باندهاي ايجاد شده بر روي      .  نموديم 3.0.2

ژل، يك روش رايج است كه در تحقيقاتي همچون بررسي ميزان بيان            
و ) 30(، اثر يك فاكتور در ميزان توليد يك پـروتئين       )23و13(يك ژن   

در  .كاربرد دارد) 36(يا در بررسي ميزان آلودگي ويروسي در يك بافت   
داري ميان وزن ملكولي بانـدهاي ايجـاد         همبستگي معني  اين تحقييق 

 PDAتعيين شـده در محـيط        آلودگي   شده بر روي ژل آگارز و درصد      
 امكـان   توانـد تـري در ايـن زمينـه مـي         وسيع هايبررسي. دست آمد به

هـاي  را در مراكزي مانند پست    هاي ملكولي     بيشتر از روش   ياستفاده
  .دقرنطينه فراهم كن
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