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  مقدمه
-توليد اسپور براي اهداف مختلف يك جزء كليدي مـي 

در مورد بيماري سوختگي زود هنگام ناشي از قـارچ  . باشد
Alternaria solani فرنگــي از در ســيب زمينــي و گوجــه

شود، اما سوسپانسيون اسپور به عنوان مايه تلقيح استفاده مي
در شـرايط آزمايشـگاهي نيـاز بـه       A. solaniتوليد اسـپور  

با ايجـاد شـرايط نـامطلوب بـراي رشـد       .ويژه دارد شرايط
ــه   ــپور از گون ــد اس ــي، تولي ــود  رويش ــا بهب ــاي آلترناري ه

 Rotem & Bashi 1969; Shahin & Shepard)يابـد  مـي 

1979; Zhu et al, 1985; Rodrigues et al, 2010) .  سـه
عامل مهم شامل تغذيه، طيف نور و دما بر توليد اسـپور در  

. (Rodrigues et al, 2010)نقش دارند شرايط آزمايشگاهي 
ــال از محــيط كشــت  ــوان مث ــه عن  -ســيب زمينــي(هــاي ب

-Vو  CMA) آگـار  -بلغور ذرت(،  PDA )آگار -دكستروز

هاي مختلف قارچ آلترناريا براي القاء توليد اسپور از گونه 8
 ,Miller 1955)استفاده شده است A.solaniو به خصوص 

Shahin & Shepard 1979 , Liuchienhui et al. 1997, 

Rodrigues et al. 2010) .  ــه بســياري از پژوهشــگران ب
در شــرايط  A.solaniبررســي توليــد اســپور در قــارچ    

اند و همگي هاي مختلف پرداختهآزمايشگاه و محيط كشت
اند ولـي  ارائه داده A.solaniهايي براي توليد اسپور پروتكل
توان توليـد اسـپور   ها به منظور اي بين محيط كشتمقايسه

لـذا ايـن پـژوهش بـه منظـور      . بيشتر صورت نگرفته است
ــه مقايســه ــپورزايي جداي ــد محــيط كشــت در اس ي ي چن

A.solani   و بررسي بهترين جايگزين براي محـيطV-8   بـه
نتـايج  . علت عدم دسترسي به آن در ايران صورت گرفـت  

به دست آمده ممكن است براي گسترش مطالعـات مشـابه   
  .هاي مختلف آلترناريا مفيد و موثر باشدگونهبر روي 

  هامواد و روش
مورد استفاده در اين پژوهش Alternaria solani جدايه 

ي كشـاورزي  زا بـود از دانشـكده  ي بيمـاري كه يك جدايه
  .، تهيه شد) اهدايي دكتر قوستا(دانشگاه اروميه
  :زير تهيه گرديد هاي مختلف طبق روشمحيط كشت
  )V-8(سبزي آگار عصاره هشتمحيط كشت 

V-8 200 ميلي ليتر  
CaCO3  3 گرم  

  گرم  20 آگار
  ميلي ليتر 800 آب مقطر

  
 Campbell Soup.ي سـاخت كارخانـه  ( V-8ي عصاره

Co بــا ) آمريكاخريــداري شــده از دوبــيCaCO3  مخلــوط
دور در دقيقـه   4000دقيقـه در   20سپس به مـدت  . گرديد

ليتـر   1و حجـم بـه    سانتريفوژ، مايع رويي با آگار مخلـوط 
دقيقـه بـا    20محلول حاصل بـه مـدت    سپس. رسانيده شد

اتمسـفر سـترون    1گراد و فشـار  ي سانتيدرجه 120دماي 
  .(Barksdale 1969)گرديد

  عصاره برگ گوجه فرنگي
  گرم 200  وجه فرنگيبرگ سالم گ

  گرم 15 آگار
  ميلي ليتر 1000  آب مقطر

  
 30ليتر آب به مدت ميلي 500در  فرنگيهاي گوجهبرگ

ي بـا پارچـه   دقيقه جوشانده شد و بعد عصاره بدست آمده
ليتـر آب حـل   ميلـي  500مناسب جدا گرديد، آگار نيـز در  

ليتـر   1كرده و بعد اين دو محلول با هم مخلوط و به حجم 
بـا   دقيقـه  20سپس محلول حاصل بـه مـدت    .رسانيده شد

اتمسـفر سـترون    1گراد و فشـار  ي سانتيدرجه 120دماي 
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  (Arunakumara & Kulkarni 2006).گرديد 
 زميني ي برگ سيبعصاره

 گرم200  برگ سيب زميني سالم
 گرم15 آگار

 ميلي ليتر1000  آب مقطر
  

ي محـيط عصـاره  تهيه اين محيط كشـت هماننـد    روش
  .باشدفرنگي ميبرگ گوجه

  ي گوجه فرنگيي ميوهعصاره -1
 گرم200  ي گوجه فرنگي ميوه
 گرم20 آگار

 ميلي ليتر1000  آب مقطر
  

 30ليتر آب بـه مـدت   ميلي 500در  فرنگيي گوجهميوه
عصـاره بدسـت آمـده بـا      دقيقه جوشانده نموده شد سپس

محلـول اضـافه كـرده و     ي مناسب جدا ، آگار نيز بهپارچه
 و محلـول حاصـل بـه   . ليتر رسانده شـد  1 به حجم محلول

 1گراد و فشـار  ي سانتيدرجه 120با دماي  دقيقه 20مدت 
  .اتمسفر سترون گرديد

  گوجه فرنگيعصاره رب
 گرم80-20  رب گوجه فرنگي

 گرم20 آگار
 ميلي ليتر1000  آب مقطر 

  
ليتر آب مخلوط كرده ميلي  500رب گوجه فرنگي را با 

ي مناسب عبـور داده شـد،   از پارچه و محلول بدست آمده
ليتـر   1بـه   آگار نيز به محلول اضافه و حجم محلول سپس
-ي سـانتي درجـه  120با دماي  دقيقه 20مدت  و به رسانده

هاي مختلـف  غلظت. اتمسفر سترون گرديد 1گراد و فشار 
مورد استفاده گرم  80و  40، 20فرنگي به مقدار  رب گوجه

  .قرار گرفت
سانتي متري ريختـه   8هاي ها درون تشتكمحيط كشت

هاي مساوي از جدايه قارچ در مركز و پس از انجماد بلوك
تشتك ها در اتاقك رشد بـا دمـاي    .ها گذاشته شدندتشتك
كـه  (لـوكس   3000درجه سانتيگراد با شدت نـور   25ثابت 
 36و توان  ms 6610با مدل  Mastechمتر ي لوكسبوسيله

بـر مبنـاي آزمـايش    ) وات براي هر منبع نـوري فلورسـنت  
 12+ سـاعت روشـنايي    12(نـور    فاكتوريل بـا دو فـاكتور  

 و نـوع ) ساعت تاريكي، روشنايي مـداوم، تـاريكي مـداوم   
در قالب طرح كاملا تصادفي در چهار تكـرار   محيط كشت

ر روي روز از رشد قارچ ب 10الي  7بعد از . قرار داده شدند
هـاي  هاي مورد آزمايش بـه منظـور شـمارش اسـپور    محيط

هـا بـه آزمايشـگاه منتقـل     توليد شده در هر محيط، تشـتك 
متـر از  ميلـي  6هـايي بـا قطـر    براي اين منظور بلوك. شدند
هاي آزمايشگاه بـه طـول   ها برداشته و در لولهكشت محيط

ليتـر آب مقطـر بودنـد    ميلـي 10سانتي متـر كـه حـاوي     20
ورتكـس   هـاي آزمـايش  دقيقـه لولـه   5خته و به مـدت  اندا

بـه  . ها از بلوك جدا و در آب معلق شوندگرديدند تا اسپور
درصـد   01/0نشين شدن اسپورها از منظور جلوگيري از ته

. در آب اســتفاده شــد  (Foolad et al, 2000) 20تــوئين 
ليتـر از آب  ميلـي  1) نمونـه بـردار  (سپس با سمپلر يا پيپت 

ي هموسـيتومتر  سپور درون لوله برداشته و بوسـيله حاوي ا
تعداداسـپورها  × 2/3در زير ميكروسـكوپ بـا بزرگنمـايي    

براي هر نمونه شمارش شد و سـپس ميـزان اسـپور توليـد     
در . متر مربع هر محيط كشت محاسبه گرديدشده در سانتي

مورد تجزيـه   SASافزار آماري ها با استفاده از نرمپايان داده
هـا بـا اسـتفاده از    و مقايسـه ميـانگين   ل قرار گرفتندو تحلي
  .انجام شد LSD آزمون 
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  بحث نتايج و
به طور معني داري تحت  A.solaniي اسپورزايي جدايه

تاثير محيط كشت و نور قرار گرفت و همچنين اثر متقابـل  
ي قـارچ  دو فاكتور محيط كشت و نور بر اسپوزايي جدايـه 

  .دار شدخيلي معني
داري متفـاوت از  يط كشـت بـه طـور معنـي    مح ـاثرات 

  ).1شكل (يكديگر بودند 
ي بـرگ  ي برگ گوجه فرنگي، عصارههاي عصارهمحيط

ي ميوه گوجه فرنگي بـه طـور   و عصاره V-8سيب زميني، 
  .ترين بودندمعني داري پربازده

نشـان داده   1اثر متقابل نور و محيط كشـت در جـدول   
  .شده است

ســاعت  12+ ســاعت روشــنايي 12اســتفاده از نــور بــا 
هـاي  تاريكي بيشترين مقدار اسپور مربوط به محيط كشـت 

ي برگ سيب زمينـي،  ي برگ گوجه فرنگي، عصارهعصاره
V-8 باشـد و كمتـرين   ي ميوه گوجه فرنگـي مـي  و عصاره

 80فرنگـي  مقدار اسپور مربوط به محيط كشت رب گوجـه 
مداوم نيز بيشترين مقدار اسپور  در تاريكي. گرم در ليتر بود
ي برگ گوجـه فرنگـي و كمتـرين مقـدار     مربوط به عصاره

فرنگـي  رب گوجـه  هايتوليد اسپور مربوط به محيط كشت
. گـرم در ليتـر بـود    80فرنگي گرم در ليتر و رب گوجه 20

گرم در ليتر در هر تيمار  80فرنگي محيط كشت رب گوجه
همچنين مشابه همين . شتنوري كمترين مقدار اسپور را دا

لـوكس   3000اي و با شدت هاي رشتهآزمايش با نور لامپ
انجام گرفت كه اسپورزايي در هيچ كـدام از تيمارهـا ديـده    

  .نشد
داري روي به طـور معنـي   A. solaniي اسپوزايي جدايه

ي سانتي درجه 25هاي مختلف در دماي ثابت محيط كشت
طور مستقل تحت تاثير نور اين فرايند به . گراد متفاوت بود

  
محيط كشت هاي  داراي حرف يكسان از نظر آماري تفـاوت معنـي داري    Alternaria solani.اثر محيط كشت بر اسپورزايي  -1شكل 
  ندارند

Fig 1.  The effect of culture medium on the sporulation of Alternaria solani. Bars with common letters  have no 
significant difference 
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گيرد و همچنين ارتباط معنـي داري   و محيط كشت قرار مي
اثر متقابل نور و محيط كشت . بين اين دو متغير وجود دارد

داري بر اسپوزايي در اين پژوهش گزارش شد به طور معني
در رابطـه بـا فـاكتور نـور       (Leach 1967)لـيچ كه با نتايج 

گــزارش داد كــه  (Lukens 1963) لــوكنز. همخــواني دارد
سـاعته   12ي تاريكي نياز به دوره A.solaniكنيديوفورهاي 

هـاي  براي توليد اسپور دارند كه نتايج اين پژوهش با يافتـه 
هـاي ايـن پـژوهش    در تيمـار . مطابقت دارد (1963) لوكنز

ي بـرگ  هـاي عصـاره  بيشترين اسپوزايي در محـيط كشـت  
ي و عصاره V-8زميني،  ي برگ سيبگوجه فرنگي، عصاره

سـاعت   12+ سـاعت روشـنايي    12ميوه گوجه فرنگي بـا  
سـاعت تـاريكي ظـاهرا     12بنابراين . تاريكي رخ داده است

گـزارش داد كـه مسـير     (Lukens 1965) لوكنز. لازم است
با دما متفاوت اسـت   A.solaniبيوشيميايي توليد اسپور در 

ي سـانتيگراد  جـه در 23و فقط اين مسير در دماي بالاتر از 
-درجه 25در دماي ثابت . شودحساسيتش به نور بيشتر مي

هـاي  داري در محـيط ي سانتيگراد اسپورزايي به طور معني
ي برگ سيب زمينـي،  ي برگ گوجه فرنگي، عصارهعصاره

V-8 سـاعت   12ي ميـوه گوجـه فرنگـي در نـور     و عصاره
نظـر  بنابراين به . ساعت تاريكي بيشتر است 12+ روشنايي 

رسد كه نور نقش مهمتري در توليـد اسـپور نسـبت بـه     مي
 لـوكنز هاي محيط كشت دارد كه نتايج اين پژوهش با يافته

ــلاسو  (1963) ــت دارد (Douglas 1972) داگـ . مطابقـ
اسپورزايي در روشـنايي مـداوم توليـد نشـد و در تـاريكي      

سـاعت   12+ ساعت روشنايي  12مداوم نيز خيلي كمتر از 
. تاريكي اسپور توليد شد اگر چه قارچ رشد خـوبي داشـت  

ي هاي مختلـف متفـاوت بـود و بهينـه    رشد قارچ در محيط
و V-8 ي بـرگ گوجـه فرنگـي،    هاي عصارهرشد در محيط

ي ميوه گوجه فرنگـي ديـده شـد و كمتـرين رشـد      صارهع
 .باشدگرم در ليتر مي 80فرنگي مربوط به محيط رب گوجه

ي بـرگ  ي برگ گوجه فرنگي، عصـاره عصاره ضمن اينكه
ي ميوه گوجه فرنگي دسترس پذيري و عصاره سيب زميني

 V-8نسـبت بـه عصـاره     بالاتري داشته و درنتيجه هزينه آن
مچنين نتايج ايـن پـژوهش نشـان داد كـه     ه. كمتر مي باشد
ي ، عصاره V-8 ي برگ گوجه فرنگي،عصاره اسپورزايي در

ي ميـوه گوجـه فرنگـي تفـاوت     و عصاره برگ سيب زميني
معني داري نداشته بنابراين مي توان چنين استدلال نمود كه 
عصاره ي برگ گوجه فرنگي ، عصاره برگ سـيب زمينـي،   

توانند جايگزين هاي مناسبي  عصاره ميوه گوجه فرنگي مي
 يبرگ گوجه فرنگ ـ يگرد ياز سو .باشند V-8براي عصاره 

. LSDروش در تيمار هاي نوري و محيط كشت هاي مختلف بـه      Alternaria solani ميانگين توليد اسپور توسط  مقايسه -1جدول
  داري ندارنداعداد داراي حرف يكسان از نظر آماري در سطح يك درصد  تفاوت معني

Table 2. Comparison of  mean sporulation  of Alternaria solani in different  culture media  and light 
treatments  as determined by LSD method.Values   with common letters  have no significant difference at 
1% level.            

Culture medium 
Light regime

12/12 (L/D)Continuous darkness
Tomato leaf extractA8.75 A 1.25 
Potato leaf extractA9.25 AB 0.75 

V-8 A8.25 AB 0.75 
Tomato fruit extractA9.00AB 0.75 
Tomato paste 20 g-LB2.50 C 0.00 
Tomato paste 40 g-LB3.75 BC 0.25 
Tomato paste 80 g-LC0.75 C 0.00 
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نباشـد   يـار در تمام سال ممكن است در اخت ينيزم يبو س
توانـد   ياغلب در دسترس است و م يگوجه فرنگ يوهاما م

  .يردمورد استفاده قرار گ

  منابع
مـتن انگليسـي مراجعـه     152ة جهت ملاحظه به صـفح 
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