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Introduction 
Chickpea (Cicer arietinum L.) is considered as one of the rich sources of plant protein in human diet and an 

important factor in soil fertility which has of special position in the crop rotation programs. In Iran, chickpea is grown 
in spring and autumn. Ascochyta blight is currently considered as the most important limiting factor of winter 
cultivation of chickpea in Iran. Identifying sources of resistance to Ascochyta blight by performing screening tests using 
artificial inoculation is one of the common methods in plant breeding. The cost and risks of spreading the diversity of 
pathogenic fungi due to the use of infected plots are among the limitations of alternative studies. Providing a reliable in 
vitro screening method besides speeding up the breeding programs can overcome many of these limitations.  

 
Materials and Methods 

Two chickpea seed samples were selected in the presented study which were including; MCC133 and ILC1929, 
respectively, as resistant and susceptible lines to Ascochyta blight. The seed samples were provided by the seed bank of 
the Research Center for Plant Sciences of Ferdowsi University of Mashhad, Iran. The fungal isolates called PI 
(Pathotype No. 1), related to Ascochyta rabiei with strain number of FUM 1001 was obtained from the Microorganisms 
Collection of Ferdowsi University of Mashhad (WDCM 1207), Iran. The germinated chickpea seeds were planted in 
pots containing equal proportions of leached sterilized coco peat and perlite. The pots were kept in a growth chamber at 
24±2 °C and 16:8 h light/dark photoperiod and fertilized weekly by ZISTA nutritional plant solution up to 5 leaves. 
Three leaves were detached from each seedling and placed under sterile conditions in test tubes. The durability and 
growth potential of surface and endogenous infections on chickpea leaves detached from the seedlings grown in 
greenhouse condition were investigated after surface disinfection and culture under in vitro condition without nutrient 
medium. Moreover, the severity and rate of disease symptoms development as a result of applying two inoculation 
methods were compared on detached leaves separated from susceptible cultivar. In addition, the possibility of 
differentiation of resistant and susceptible genotypes was investigated in response to a virulent pathotype. In the final 
stage, the possibility of differentiation of different fungal pathotypes was evaluated based on pathogenicity on resistant 
cultivar. 

 
Results and Discussion 

Our daily visual observation showed that, no signs of fungal growth or symptoms of infection related to 
saprophytes were observed on detached leaves inside the test tube until the tenth day. The leaves were completely fresh 
until the tenth day and there were no symptoms of wilting on them. On the tenth day, a number of leaf samples had 
slightly reduced their greenness, but were perfectly healthy. The results showed that using this method the detached 
leaves can be stored safely in the test tube for at least 10 days. In addition, the method of preparing the leaves has 
prevented any surface infection. The results of pathogenicity test showed a clear difference between the disease 
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symptoms in the two inoculation methods. Symptoms of the disease were visible on the leaves of susceptible cultivars 
in the immersion method from the third day in the form of very small spots resulting from the destruction of the 
cuticular layer on the leaf surface. These symptoms were strengthened on the fifth day. Disease development was 
increased rapidly in the whole leaf and the wounds were quite visible on the eighth day. In the drip method, no visible 
symptoms were visible until the eighth day, and on the tenth day, the wounds were observed at the site of inoculation. 
The results indicate that the immersion method induces quicker symptom development on leaflets, with a more rapid 
and widespread effect across the entire leaf. Additionally, owing to the limited survival period of detached leaves, this 
method facilitates faster symptom manifestation within a relatively shorter timeframe. Thus, inoculation by immersion 
method has a higher efficiency in the occurrence of Ascochyta blight disease symptoms. The disease symptoms 
observed on the leaves are due to the activity of a wide range of compounds produced by the fungus, including plant 
tissue degrading enzymes, toxins and fungal metabolites that are toxic to the plant. Investigation on gene expression 
pattern of A. rabiei in the early hours of plant infection has shown an increase in the expression of different gene 
families which can cause symptoms on the plant by destroying the cuticle of the leaf surface and cell wall in the early 
stages of infection.  

 

Conclusions 
Taken together, these results showed that the invented method of testing the pathogenicity inside the test tube is 

well able to distinguish resistant and sensitive cultivars from each other. Accordingly, this method can be used in 
selection studies and evaluation of resistance of chickpea samples against infection with A. rabiei isolates. 

 
Keywords: Ascochyta blight of chickpea, Differentiation of resistance level, In vitro selection, Quantitative damage 
degree  
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ارقام  جدا شده  ي هابرگروي   Ascochyta rabieiقارچ  زايیبيماري اي آزمون شيشه ش درون معرفی رو

 نخود مقاوم و حساس 

 
 4مجتبی ممرآبادی ،3، فرهاد شکوهی فر*2ی ، فاطمه ذاکر تولای1فریبا رمضانی خوزستانی

 28/04/1401تاریخ دریافت: 

 06/02/1402تاریخ پذیرش: 

 

 چکيده
ط آلااگدگی مواانگای ااماا   گزیناای در شاارایبااه  هااایبا انجام آزمایش  زدگیبرقی منابع مقاومت به بیماری  یشناسا

ی  هابر بگدن و مخاطرات ظهگر و گسترش پاتگتیپرود. هزینهمی  شماربهی مرسگم در اصلاح نباتات  هاکی از روشبیماری ی
شااگند. اااراهن شاادن یاا   می  گزینی محسگبهای مطالعات بهاز جمله محدودیت  ی آلگده،هاجدید در اثر استفاده از پلات

ی اصلاحی، بساایاری از  هاسرات بخشیدن به برنامه برالاوهاند گتمی ایاد در شرایط درون شیشهگزینی قاب  ااتمروش به
زاد، روی  ی سااطحی و درونهاااابتاادا ماناادگاری و احتماااآ رشااد آلگدگی  ،را برطرف نماید. بدین منظگر  هااین محدودیت

)مقاااوم     MCC133ی  هانامو ژنگتیپ نخگد بهی رشد یااته در شرایط گلخانه مربگط به دهااز گیاهچهجدا شده  ی هابرگ
مااگرد  ای باادون بسااتر کشاات م اا ی، )حساس  پس از ضدافگنی سطحی و کشت در شرایط درون شیشه  ILC1929و  

بااه دو روش    Ascochyta rabieiقارچ    زنیمایهت و سرات بروز الائن بیماری ناشی از  بررسی قرار گرات. همچنین شد
  PIی مقاوم و حساس در پاسااب بااه پاتگتیااپ  هاژنگتیپان تمایز  الاوه امکبهقایسه قرار گرات.  مگرد م  وریغگطهو  ای قطره

روی رقن مقاوم، ارزیااابی   زاییبیماریی مختلف قارچ بر اساس قدرت هاامکان تمایز پاتگتیپ  ،بررسی شد. در مرحله پایانی
مااگاد م اا ی و  روز در شرایط درون شیشه باادون    10ی جدا شده از گیاه تا پس از گ شت  هابرگکه نتایج نشان داد شد. 

از بروز هرگگنه آلگدگی سطحی جلگگیری نمااگده    هابرگ  سازیآمادهمبگد قاب  نگهداری هستند و روش  بدون بروز الائن ک
  ای بااا راناادمان بااا تریهدر مقایسه با روش قطر ورسازیغگطهروش بهنشان داد که تلقیح  زاییبیماریاست. نتایج آزمگن 
ای ابااداع شااده  درون شیشااه زاییبیماااریدهد که روش آزمااگن می این نتایج نشان ،مگعشگد. در مجمی سبب بروز الائن

در    از ایاان روشتااگان  می  ،ارقام را بر اساس سطح مقاومت از یکدیگر متمااایز نمایااد و باار ایاان اساااس ،قادر است خگبیبه
اسااتفاده    A. rabieiی قااارچ  هاایااهدر مقاب  آلگدگی بااا جدی گیاهی  هاگزینی و ارزیابی سطح مقاومت نمگنهمطالعات به

 نمگد.  
 

 یدرجه خسارت کمّ ؛ تمایز سطح مقاومت؛زدگی نخگدبیماری برق؛ گزینی درون شیشهبه کليدي:هاي واژه
 

 1مقدمه

نخاگد  زدگایبرق اام  بیماری  Ascochyta rabieiقارچ 
رطگبات نسابی درجه سلسیگس و    20تا    10  دماییدر محدوده  

سرات تگسعه یااتاه و خساارت به  ،ستر اقاددرصد    60بیش از  

 
 ، گروه مهندسی تولید و ژنتیک  گیکا ی،  استادیارو    ارشد  یکارشناس  ترتیببه  -2و    1

 ن.دانشکده کشاورزی شیروان، دانشگاه بجنورد، بجنورد، ایرا 
اه فردوسکی  شی بقکوت،، پژو شککده ومکوی گیکا ی، دانشکگژواستادیار گروه پ  -3

 .  رانمشهد، ای شهد، م

کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشکهد،   دانشیار گروه گیا پزشکی، دانشکده  -4
 .  ایران

 f.zaker.t@um.ac.ir)                                         نویسنده مسئول: -)*

وارد سااازد ایاان محوااگآ در سراساار دنیااا شاادیدی بااه ماازارع 
(Singh & Saxena, 1993 در ایان بیمااری  ،. در حاآ حاضر

مناسب خسارت جدی به زرااات نخاگد  دماییشرایط رطگبت و  
ی هاکشات  درده  ننکد و یکی از اگام  اصلی محدودآورمی  وارد

 ;Kanouni et al., 2011 ) رودمای شاماربهزمساتانه نخاگد 

Pande et al., 2005; Tutwiler, 1995  اارم غیرجنسای .
 ,Kaiser)کناد می یااه حملاهی گهاقاارچ باه تماامی قسامت

این بیمااری از منااطش شاماآ غارب، غارب،   ،. در ایران 1973
در یی از مرکز کشگر مشاهده شده است.  هاجنگب غربی و بخش

در ایاران باا   مطالعات صگرت گراته بر روی جمعیت ایان قاارچ
ن و تعیین استا  16جدایه از مزارع کشت نخگد از    96جداسازی  

https://ijpr.um.ac.ir/
https://doi.org/10.22067/ijpr.2023.77619.1039
https://orcid.org/0000-0002-1934-6373
https://orcid.org/0000-0001-9104-2924
https://orcid.org/0000-0002-1458-2246
mailto:f.zaker.t@um.ac.ir


 1402، نيمة دوم 2 شمارة ، 14جلد   ، هاي حبوبات ایرانپژوهشنشریه  212

 
تاا  PI، شش پاتگتیاپ شاام  پاتگتیاپ هاآن  زاییبیماریقدرت  

در  هااآن شده است و الگاگی گساترش  شناسایی  PVIپاتگتیپ  
 .  Shokouhifar et al., 2003) کشگر تعیین شده است

منااابع مقاوماات بااه  شناساااییمطالعااات متعااددی جهاات 
های مختلف باا نخگد در کشگر پلاسنژرمروی   گیزدبرق بیماری  

 ,.Nene et al ) ی مختلف انجام شاده اساتهااستفاده از روش

1981; Toker & Çanci, 2003 .  ی متعددی گزینشمطالعات
 تامزراه انجام شده اسای آلگده در  هادر شرایط گلخانه و پلات

( Haware et al., 1995; Nasir et al., 2000; 

Shokouhifar et al., 2006; Rani et al., 2020  . 
تگاند می  در شرایط طبیعی  پلاسنژرمهرچند روش ارزیابی  
 اجرایایاز نظر این روش ، ولی ایدمنتایج قاب  ااتماد تری ارائه ن

ایجااد شارایط ایزولاه انگان مثاآ  بهیی هست،  هادارای دشگاری
ی غیر بگمی قارچ در ی  هاجهت جلگگیری از گسترش پاتگتیپ

ااراهن   ،همگاره با مشکلات زیادی همراه است. همچنینمنطقه  
ی هاا باگدن جدایاهشدن شرایط تکثیر جنسی در صاگرت مهیا

تگانااد بااه بااروز و شاایگع می ی زایشاای سااازگارهااادارای تیپ
ی جدید در منطقاه تحات آزماایش منجار زابیماریی  هاجدایه
تنها باه شارایط آب و هاگایی روش م کگر  ،از سگی دیگر  .شگند

شگد و تنها ی  مرتباه در سااآ امکاان انجاام می  خاص محدود
 دارد.

 ی گازینشهایید نمگناهأ ت  ایه و یی اولهاتعدادی از ارزیابی
ی هاامزراه، در شرایط کنترآ شده گلخاناه و یاا اتاق   شده در

 ;Haware et al., 1995 )رشاااد انجاااام شاااده اسااات 

Shokouhifar et al., 2006; Pastor et al., 2022  در .
تاگان باا می  ند گلخاناه یاا اتاقا  رشادشرایط کنترآ شده مان

کنترآ کام  دما، نگر و رطگبت امکان شیگع بیمااری را تاا حاد 
 هااییتاگان آزمایشمی ،نمگد و از سگی دیگر سازیبهینهزیادی  

تکرارپ یر چندین مرتبه در ساآ انجام داد، و از همه   صگرتبهرا  
قه تحت در منط  زابیماریی  هارش جدایهتگان از گستتر میمهن

ی هاآزمایش جلگگیری نماگد، ولای باا ایان روش تعاداد نمگناه
محدودی قاب  ارزیاابی هساتند و مهیاا کاردن چناین شارایط 

   باشد.می برهزینهای شدهکنترآ
از شرایط درون شیشه نیز برای گزینش منابع مقاومت باه 

 ;Singh et al., 1999 )استفاده شده اسات  زدگیبرق بیماری 

Kadiri et al., 2019  .کارگیریبهدلی  ایزوله بگدن شرایط به 
 ایاان روش تکرارپاا یریکنتاارآ و  یااتهااای قااارچ، قابلجدایااه

ی مختلفاای کااار ارزیااابی سااطح مقاوماات هاتگانااد از جنبااهمی
ن . قابا  تکثیار باگدن و امکاابخشاد  بهبگدی گیاهی را  هانمگنه

ی زماانی و تعاداد های گیاهی و رااع محادودیتهاحفظ نمگنه
رود. مای  شماربهی این روش  هانمگنه قاب  ارزیابی از دیگر مزیت

، اجرای این روش به امکانات آزمایشگاهی نیازمند است  ،هرچند
ی هااین نگرانای در ایان روش باه حساسایت بااتتارولی مهن
 In)ای شیشاهدرون شاگد کاه در شارایط می عطاگفگیاهی م

vitro   اینکه بسایاری از اگاما  داااای گیااه در اندرشد یااته .
شرایط درون شیشه مشابه با شرایط رشد طبیعای رشاد و نماگ 

شگد تا ابزارهای دااای غیراعااآ گیااه   بااثتگاند  می  ،یابندنمی
  نشاگند در سطح گیاه کاما  شیمیاییاز جمله اگام  ایزیکی و  

(Shahid et al., 2008 Bahr et al., 2016;    دلی  باهو یاا
بااز باشاند و   کااملاًی گیاه  هارطگبت اشباع درون شیشه، روزنه

مسیری برای نفگذ سریع و حساسایت بیشاتر در مقابا  حملاه 
. برای راع ایان (Eastburn et al., 2011)شگد بیمارگر ایجاد 

روشی مگرد نیاز است تا حد امکاان گیااه در شارایط   ،مشکلات
 تری رشد یااته باشد.طبیعی

یا  روش آزماگن   سازیبهینهاین مطالعه با هدف ابداع و  
کارآمدی آن در   انجام شد ودر شرایط درون شیشه    زاییبیماری
روی یا   A. rabieiاز قاارچ  PIپاتگتیاپ  زاییبیمااریآزمگن 

رقن نخگد حساس و همچنین قابلیت آن در تماایز ارقاام نخاگد 
مگرد بررسای قارار گراتاه  زدگیبرق مقاوم و حساس به بیماری 

 است. 
 

 

 ها     مواد و روش

 واد زیستیم
 MCC133ی هاااانمگناااه نخاااگد شاااام   ین دوبااا ور 

(Shokouhifar et al., 2006    وILC1929 ( Shokouhifar 

et al., 2003; Singh &  Reddy, 1983   انگان باهترتیب باه
از بانا    زدگایبرق ی مقاوم و حساس در برابر بیمااری  هانمگنه

گاه اردوسی مشهد تهیاه شاد. شب ر پژوهشکده الگم گیاهی دان
 A. rabieiاز قاااارچ  PIیاااه مرباااگط باااه پاتگتیاااپ جدا
(Shokouhifar et al., 2003   دسترسایباا شامارهFUM 

1001/(Pathotype No. 1)    دانشااگاه  ریزجانااداراناز باناا
 Microorganisms Collection ofاردوسااای مشاااهد 

Ferdowsi University of Mashhad (WDCM 1207) 
 تهیه شد.

 

 ي گياهیهانمونه سازيآماده
ی گیااهی ماگرد هاب ور با ظاهری سالن مربگط باه نمگناه

دقیقااه درون محلااگآ  20ماادت بهمطالعااه انتخاااب شااد و 
هیپگکلریت سدین ی  درصاد ضادافگنی شادند و ساپس ساه 

شستشگ داده  دقیقه با آب مقطر استری   10مدتبههر بار  مرتبه  
ی حاوی کاغ  صاای مرطاگب و های دیشرتشدند. ب ور درون پ 

درجاه   22در دماای    زنیجگانهو تا زمان    گردیدهاستری  کشت  
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سلسیگس و در تاریکی نگهاداری شادند. با ور ااقاد آلاگدگی و 

کگکگپیات و   از  ی حااوی نسابت مسااویهازده به گلادانجگانه
و در اضاای اتاقا    شده منتقا  شادند  آبشگییپرلیت استری   
 16و دوره روشانایی  سلسیگس  درجه    24دمایی    رشد با شرایط

 و تا زمان پنج برگی نگهداری شدند.  هسااته منتق  شد

 
 ي گياهی در شرایط این ویتروهاتثبيت برگ نمونه
 متارمیلی  25ی آزماایش باا قطار  هالگلاهاز  جهت کشات  

 ی پنباه قارارترمساانتی  دوتا ارتفاع    هااستفاده شد، انتهای لگله
لیتار آب مقطار درب میلای پانجاضااه کردن  زداده شد و پس ا

دقیقه   20مدت  بهای پگشانده شد و  های پنبهی با درپگشهالگله
. از هار گیاهچاه گردیاددرجه سلسیگس اتگکلاو    121در دمای  
جداساازی یااته،  تگساعه  کااملاًی  هابرگترین  از جگانسه برگ  
مادت بهکلریت سدین یا  درصاد  گدر محلگآ هیپسپس  شد و  
 سه مرتبه باا آب مقطار ،بعد از آنضدافگنی شدند و    دقیقه  10

 در بساتر اساتری  پنباه  هاابرگدمدناد.  گردیشستشگ    استری 
باا پاارارایلن   های آزمایش کشت شد و درب شیشههادرون لگله

درجه سلسایگس و   18ی آزمایش در دمای  هاپگشانده شد. لگله
شادند.   روز نگهاداری  10ساات برای مادت    12دوره روشنایی  

روزاناه   صاگرتبه  هااآن  و آلاگدگی احتماالی  هاابرگماندگاری  
 برداری شد.مشاهده و توگیر

 
 A. rabieiسوسپانسيون اسپور قارچ  سازيآماده

روی محیط  A. rabieiقارچ  PIجدایه مربگط به پاتگتیپ 
CSMA1  (8/1 گارم دکساتروز، ساهگرم پگدر ب ر نخگد،   چهار 
 18و در دماای    لیتر  کشت شدندمیلی  100در حجن    گرم آگار

ساااات در شاابانه روز  14درجااه سلساایگس بااا دوره روشاانایی 
 Udupa)مدت دو هفته مطابش با دستگرالعم  گزارش شاده به

& Weigand, 1997   جهااات تهیاااه گردیااادنگهاااداری .
از محیط کشت از حاشایه   سگسپانسیگن اسپگر، قطعات کگچکی

میلای  500ی درحاآ رشاد جداساازی شاد و در ارلان اهپرگنه
 CSMB  (CSMAمیلی لیتر از محیط مایع    100لیتری حاوی  

درجاه   18دماای    روز در  14مادت  بهااقد آگار  کشت شدند و  
ح ف شاد   عسلسیگس نگهداری شدند، سپس محیط کشت مای

قاارچی رشاد یااتاه  هلیتر آب مقطر استری  به تگدمیلی  100و  
دور   125با سرات    هدقیق  15مدت  به  ،مرحله بعد  رداضااه شد.  
ن زده شد تاا اساپگرهای درون پیکنیدیگساپگرها ه  در دقیقه به

آزاد شگند. سگسپانسیگن اسپگر حاص  با ابگر محتگیات ارلان از 
میان باند استری  از تگده میسلیگمی قارچ جداسازی شد. غلظت 

 
1- Chickpea Seed Meal Agar (CSMA) 

ت باه غلظا  ،تیدر نهامگسایتگمتر تعیین شد و  ه م  اسپگرها با  
تازه جهات   صگرتبهو    لیتر رسانده شداسپگر در میلی  6/1×510

 .مگرد استفاده قرار گرات  زنیمایهمرحله 

 
 ي نخود درون شيشههاي ژنوتيپهابرگ زنیمایه

ی آزماایش باا دو روش های تثبیت شده درون لگلههابرگ
 میکرولیتار از سگسپانسایگن  100  ،شدند. در روش اوآ  زنیمایه

در نقااط مختلاف ای  قطاره  صاگرتبهاسپگر، در شرایط استری   
طگر کاما  هب  هابرگ  ،قرار داده شد. در روش دوم  هاروی برگچه

شادند و بعاد  ورغگطاهثانیه در سگسپانسیگن اسپگر   20مدت  به
گراتاه شاد و  هااآن  رطگبات اضاااه  ،روی کاغ  صاای اساتری 

 زنیمایاااه ی آزماااایش قااارار گراتناااد.هالگلاااه مجااادد درون
روی هر ژنگتیپ در ساه تکارار انجاام  PIپاتگتیپ  سگسپانسیگن  
 24بارای مادت    های حااوی نمگناههالگله  ،زنیمایهشد. پس از  

درجه سلسیگس نگهداری شدند و   18ساات در تاریکی و دمای  
 پس از آن به شرایط دمایی و نگری قب  بازگردانده شدند.

 
 ربرداري و تعيين درجه خسارت یتصو

 صگرتبه  هابرگقارچ روی    زنیمایهعیت الائن ناشی از  ضو
شد. مقایسه میزان خسارت   توگیربرداریروز    10روزانه تا مدت  

ی انجاام و کمّاای  مشااهده  صاگرتبهوارد شده به ارقام مختلف  
میازان خساارت باا تگجاه باه الائان   ساازیکمیّگرات. بارای  

 ،این روش  روش تعیین خسارت ابداع شد. در  مشاهده شده ی 
ی هاحاص  ضارب تعاداد برگچاهخسارت بر اساس  ی  کمّدرجه  

تعیاین   1جادوآ  دارای الائن در ضریب هر خسارت، مطابش باا  
اکسا   ااازارنرم، در 1جادوآ محاسبات مربگط مطاابش باا شد.  

رد شده به هر وا  تری خسامقایسه میانگین درجه کمّ  .انجام شد
در   PIبا سگسپانسیگن اسپگر پاتگتیپ    زنیمایهژنگتیپ در مقاب   

میاانگین گراف رسن شاد و    صگرتبهاکس     اازارنرمسه تکرار با  
ی مرباگط باه تکرارهاا هاابرای هر نمگنه براسااس دادهخسارت  

گارهای خطاای نمیزان خسارت  مقایسه    منظگربهمحاسبه شد و  
 روی میانگین خسارت نشان داده شد.  Error barاستاندارد )
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هاي جدا شده  زدگی روي برگ ها جهت تعيين درجه کمّی خسارت بيماري برق علائم بيماري و ضرایب آن  -1جدول 

 نخود در شرایط درون شيشه 

Table 1- Symptoms of the disease and their coefficients to determine the quantitative degree of 

damage caused by the Ascochyta blight on the separated leaves of chickpeas under glass conditions 
 علائم مشاهده شده 

Observed symptoms 
  بیضر

Factor 

 متر میلیتعداد زخن محدود زیر ی  

The number of limited wounds below one mm 
1  

 متر میلی  سهی  تا  داد زخن نیمه تگسعه یااته بینعت

The number of semi-developed wounds between 1 and 3 mm 
2 

 مترمیلیاز سه  تربزرگتعداد زخن تگسعه یااته 

The number of developed wounds greater than three mm 
3 

 ی با حاشیه زردیهای دارای زخن ها برگتعداد 

The number of leaves with wounds with yellow margins 
4 

 ی دارای زخن و زردی کام  برگچههاتعداد برگچه

The number of leaflets with wounds and complete yellowing of leaflets 
5 

 ی سیاه شده هاتعداد برگچه

The number of blackened leaves 
6 

 دهری سیاه شده ریزش کهاتعداد برگچه

The number of fallen blackened leaves 
7 

 

 و بحث نتایج
در شرایط درون شيشهه جدا شده  ي  هابرگارزیابی ماندگاري  

 بدون بستر کشت مغذي
نمگنه نخاگد مربگط به دو جدا شده  ی  هابرگنتایج ارزیابی  

ILC1929    حساس  و(MCC133     بررسای بار اسااس )مقاوم
درون شیشاه تاا روز دهان،   جدا شدهی  هابرگوضعیت ظاهری  

لااگدگی مربااگط بااه الائماای از رشااد قااارچ و یااا آ هنااهاایگ گگ
تاا روز دهان   هاابرگ .  1شک   قاب  مشاهده نبگد )  هاساپروایت

دیده نشد. در روز   هاآن  شاداب بگدند و الائن پژمردگی در  کاملاً
کاسته شاده   هاگربکمی از سبزی    ،هادهن، در تعدادی از نمگنه

آمده از مرحله ارزیابی   دستبهنتایج  سالن بگدند.    کاملاًبگد، ولی  
در شارایط درون شیشاه بادون جادا شاده  ی  هابرگماندگاری  

ی جدا شده را با این روش، هابرگبستر کشت م  ی، نشان داد  
تگان درون شیشه سالن نگهاداری می  روز  10حداق  برای مدت  

بگدناد  دازآماده شده ااقد آلگدگی درون گیاهان ،همچنین نمگد.
گراتااه شااده مااانع از رشااد  کاربااهو روش ضاادافگنی سااطحی 

و یااا  های سااطحی شااد، ااادم تااداخ  ساااپروایتهاااآلگدگی
ی درون شیشه، برای بررسای هاروی نمگنه  زاددرونی  هاآلگدگی

 اثرات اام  بیماری مگرد مطالعه امری ضروری است.

ه علگان روش ارائه شده در این مطاتمی  بر اساس این نتایج
درون شیشااه، شااام  در گیاهااان سااالن  سااازیدهآماباارای را 

درون  دارجگاناهکردن و انتخاب ب ور سالن، کشت ب ور   دارجگانه
ی حاوی بستر استری ، نگهداری در گلخانه تاا رسایدن هاگلدان

، هاابرگبه مرحله رشدی مناسب، برداشت و ضدافگنی سطحی  
اساتری  مرطاگب  هبای حاوی پنهادرون شیشه  هاآن  نقرار داد

 مگرد استفاده قرار گیرد.و مگاردی از این قبی  ااقد مگاد غ ایی  
ی مناساب هادر مطالعات انجام شده جهت گزینش نمگناه

ی تگلید هاو ساقه هامعمگ ً از گیاهچهای درون شیشهدر شرایط  
شده از طریش کشات با ر و جناین در محایط کشات اساتری  

ی تگلیاد ها. گیاهچه Singh et al., 1999)استفاده شده است 
ساالن و اااری از آلاگدگی   کااملاًهرچناد    ،هااشده از این روش

دلی  شرایط رطگبت اشاباع و ماگاد غا ایی باا ، ، ولی بههستند
ی گیاهی بسیار ترد و حساسی خگاهند داشات و هامعمگ ً باات

 ط طبیعی ااقد بسایارییادر مقایسه با گیاهان رشد یااته در شر
از ساااختارهای دااااای ایزیکاای و ترکیبااات ثانگیااه درگیاار در 

باشند، ل ا اساتفاده از روش تگصایه شاده در می  سیستن دااای
تگاند در مقایسه با گیاهان سالن تگلید شده در می  مطالعه حاضر

شرایط درون شیشه، با شرایط طبیعای گیااه انطبااق بیشاتری 
 داشته باشد.
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ز جدا شدن از گياه اروز پس روز  10و    5، 1نخود در روزهاي   MCC133و    ILC1929ي هامربوط به لاین ي جدا شده هابرگ وضعيت   -1شکل 

 ي آزمایش حاوي پنبه استریل مرطوب بدون مواد غذایی هامادري و نگهداري درون لوله 

Fig. 1- Durability of leaves detached from the chickpea lines ILC1929 and MCC133 up to 10 days after separation 

(das) from the mother plant and stored in test tubes containing moist sterile cotton without nutrients 
 
ي هههابرگروي  A. rabiei چ قههار زنیمایهههمقایسههه دو روش 

 از نخود حساس در شرایط درون شيشه  شدهجدا
ی جادا شاده جهات آزماگن هامنظگر اساتفاده از برگاهبه
در شرایط درون شیشه، ابتدا ضروری اسات امکاان   زاییبیماری
، هاابرگ  زنیمایه  مؤثربا اام  بیمارگر و روش    هاآن  سازیآلگده

کاه د  گاردمشاخ     ساتییامگرد بررسی قرار گیرد. همچنین ب
دهند و چناد روز می  چه الائمی را بروز  هابرگ،  ینزمایهپس از  
تگان ارقام مقااوم و حسااس را از می  الائن بیماریظهگر  پس از  

 د.گیکدیگر متمایز نم
تفاوت آشاکاری را میاان الائان باروز یااتاه در دو   ،نتایج

 یهاابرگ. الائن بیمااری در   2   شک)  نشان داد  زنیمایه  روش
صااگرت بهورسااازی از روز سااگم رقاان حساااس در روش غگطااه

ی بسیار کگچ  حاص  تخریب  یه کگتیکاگلی در ساطح هالکه
 . این الائن در روز پنجن شدت 2شک   برگ قاب  مشاهده بگد )

ئان در لاروند تگسعه بیمااری و بیشاتر شادن ا   ه وبیشتری یاات
 هاااز هشااتن، زخنااات و در روایساارات اااازایش بهکاا  باارگ 

 مشاهگد و باارز قابا  مشااهده بگدناد. در روش  کااملاًصگرت  به
الائان ظااهری قابا    گگناه  تا روز هشتن هیگای  قطره  زنیمایه

مشاااهده نبااگد و در روز دهاان در محاا  قاارار دادن قطااره 
 د.یگرد  مشاهدهزخن قاب  ن سگسپانسیگن اسپگر الائ

 
روش  ،نشاااان داد نیزمایاااهنتاااایج مقایساااه دو روش 

بیمااری تگاند به بروز الائن  می  با سرات بیشتری  ورسازیغگطه
و باا تگجاه  برگ منتشر شگد در ک ر شده و  جنم  هاگچهروی بر

 جادا شاده ایاان روش یهاابرگ یمحادود باگدن دوره بقااا باه
آلاگدگی در زمان کمتر به بروز الائن    و  تگاند با سرات بیشترمی
بیمااری  شناسایبااتنتاایج مطالعاات شگد. با تگجاه باه   جرمن
(Nizam et al., 2010 ، در شرایط درون شیشه  رودیم انتظار

تگسااعه قااارچ روی گیاهااان حساااس پااس از قاارار گااراتن نیااز 
و مهیاا شادن   اسپگرهای قارچ روی ساطح بارگ رقان حسااس

 24  اساپگرها طای  زنیجگاناهمناساب،  شرایط دمایی و رطگبتی  
روی   لگلاه تندشایسااات بعاد    48و تاا    دساات اوآ آغاز گرد
 Typical)یا  یپت نماگده و یا  اپرساگریگمسطح برگ رشد 

Appressorium   صااگرت بهقااارچ . نفااگذ تشااکی  دهناادرا
گیارد ی بااز صاگرت میهامستقین و همچنین از طریاش روزناه

(Nizam et al., 2010  .در شارایط درون شیشاه  ،براینالاوه
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 زنیا  هاامکان نفگذ قارچ از مسیر روزناه  هادلی  باز بگدن روزنهبه

تمام ساطگح  ورسازیغگطهباشد و از آنجا که در روش می  اراهن
باا اراوانای   رخنه قاارچ باه گیااه  ،اندبرگ به اسپگر آغشته شده

روش  ،دهااد. لاا امی رخ هااابرگبیشااتری از سااطح و پشاات 
باا سارات ای  قطاره  زنیمایاه  در مقایسه با روش  ورسازیغگطه

شد. الائان گاهد  خ  بیشتر و در زمان کمتری به بروز الائن منتج
از ای  در نتیجه اعالیت طیف گسترده  ،هابرگمشاهده شده روی  

 باشاد کاه از آن جملاهمی  ترکیبات تگلیاد شاده تگساط قاارچ
یااهی و سامگم و بااات گکنناده  ی تخریبهااتگان باه آنزینمی

 اره نماگدااش  ،می هستندای قارچی که برای گیاه سهامتابگلیت
( Annis & Goodwin, 1997; Have et al., 2002 .  بررسی

در سااات اولیه آلگدگی گیاه  A. rabieiقارچ  هاالگگی بیان ژن
 ، پکتینااز Cutinaseکگتینااز )  ژنای  یهاااازایش بیان خانگاده

(Pectinase( زایلاناز ، Xylanase( سلگ زها ، Cellulases و  
را نشااان داده   Ploygalacturonasesگرونازهااا )ا کتگ پلاای
تگاناد در هاا می. ایان ژن Fondevilla et al., 2015)اسات 

ها در مراحا  اولیاه اره سلگآتخریب کگتیکگآ سطح برگ و دیگ

گند ایاه شاالائن روی گااروز ا اابث  ااردیده و باا اگ  یاگدگااآل
( Tenhaken & Barz, 1991; Motallebi et al., 2003 . 

 
 PIدر مقابهل پاتوتيهپ    MCC133بررسی واکنش رقم مقاوم  

 در شرایط درون شيشه A. rabieiرچ قا
ی هااز گیاهچااهجاادا شااده ی هااابرگارزیااابی نتااایج 

MCC133  در ورسااازی غگطااه زنیهیااامبااا اسااتفاده از روش
، زنیمایاهروز پاس از  10طای  PIپاتگتیپ  سگسپانسیگن اسپگر

در مقایسه با الائن مشاهده شده در رقان حسااس که  نشان داد  
ILC1929  (   2شک-  In2  روی رقان ، MCC133  مقااوم  در(

ن ئا ، الاPIی مشاابه، و در پاساب باه پاتگتیاپ مشاابه )هازمان
نقااط  ، . هرچنادPI -3شاک  ار محدودتری ظهاگر یااات )بسی

ی ایان رقان در روز هابرگنکروزه بسیار محدود و کگچ  روی  
الائان تاا روز دهان ، ولی  ه بگدقاب  مشاهد  زنیمایهسگم پس از  

در مقایساه باا گیااه  هاو تعداد زخن  همحدود باقی ماند  صگرتبه
 کمتر بگد. ظاهریطگر ه  بIn2-2شک  حساس )

 

10dai 8dai 5dai 3dai 1dai  

     

In-1 

     

In-2 

( و  In-1)اي قطره  زنی مایه دو روش با استفاده از  ILC1929حساس نخود  لایني هابرگ ي رو زدگی برق روند توسعه علائم بيماري  -2شکل  

 زنی مایه روز پس از  10ز تا در فواصل زمانی یک رو Ascochyta rabieiقارچ  PI( در سوسپانسيون اسپور پاتوتيپ In-2ورسازي ) روش غوطه 

(dai1-10 ) 

 Fig. 2- The process of Ascochyta blight disease symptoms development on the leaves of the susceptible chickpea 

cultivar ILC1929 using two inoculation methods; drop inoculation (In-1) and immersion method (In-2) by Ascochyta 

rabiei pathotype I (PI) spore suspension at time intervals of one to 10 days after inoculation (dai1-10) 
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       1dai                   3dai                            5dai                             8dai                      10dai 

 
 زنی مایه روز پس از  10اصل زمانی یک روز تا در فو MCC133مقاوم نخود ي هابرگ روي  زدگی برق روند توسعه علائم بيماري  -3شکل  

(dai1-10با )  ورسازي در سوسپانسيون اسپور پاتوتيپ روش غوطهاستفاده ازPI  قارچAscochyta rabiei  
Fig. 3- The process of Ascochyta blight disease symptoms development on the leaves of the resistant chickpea cultivar 

MCC133 at time intervals of one to 10 days after inoculation (dai1-10) using immersion method in Ascochyta rabiei 

pathotype I (PI) spore suspension  

 
 .Aنتایج مرحله تمایز ارقام نخگد مقاوم و حساس به قارچ 

rabiei    حاضار   هشاده در مقالا  ساازیبهینهبا استفاده از روش
  یاانکااه قبلاای نشااان داد  هااایشهمچااگن گزار ،نشااان داد

MCC133  در مقاباا  پاتگتیااپPI  در مقایسااه بااا رقاان قااارچ
و بااروز  دهاادمی نشااانمقاوماات از خااگد  ILC1929حساااس 

وجگد الائن داااای در   دهندهنشان  ،یی با حاشیه محدودهازخن
ز ور. بااست که در شرایط درون شیشه نیز اعاآ شده استگیاه  
مساااد در درون   کااملاًو دماایی  ومت در شارایط رطاگبتی  مقا

هرچناد قاارچ تگانساته اسات از مگاناع   ،دهادمی  شیشه، نشان
تگانسته است از تگسعه   MCC133رقن  ، ولی  ایزیکی ابگر کند

در رقن حسااس   کهدرحالیجلگگیری نماید.  اام  بیماری  قارچ  
اوم تاد  دهنهدنشاانهای مشاهده شده با حاشایه نامحادود  زخن

 باشد.می  هاگبرتگسعه قارچ در 
نخگد بانا  با ر   پلاسنژرمدر ارزیابی    MCC133  ژنگتیپ

پژوهشکده الاگم گیااهی دانشاگاه اردوسای مشاهد، در مقابا  
شاده  شناسااییبا مخلگطی از اسپگرهای شش پاتگتیپ   زنیمایه

 ,.Shokouhifar et al)در ایاران  A. rabieiاز جمعیت قارچ 

نشاان داده اسات. در شارایط را    ی، سطح مقاومت باا ی 2003
ای، کنترآ شده درون گلخانه نیاز در هار ساه مرحلاه گیاهچاه

، در برابر مخلگط اسپگر هر شاش پاتگتیاپ دهیغلافو    دهیگ 
ای درجه  نهبر مبنای شاخ     سهبا بروز حداکثر درجه خسارت  

(Singh et al., 1981  در برابار انگان یا  ژنگتیاپ مقااوم به
 ,.Shokouhifar et al)گازارش شاده اسات  A. rabiei قارچ

خگبی نشان داد که در شرایط درون به  ،. نتایج این بخش 2006
ی هااگتیپتاشیشه امکان تمایز ارقام مقاوم و حساس در برابار پ 

تگان از این روش برای می وجگد دارد و A. rabieiمختلف قارچ 
ی گیاهی جدیاد اساتفاده هاارزیابی سطح مقاومت ارقام و نمگنه

 نمگد.

 
 زاییبيماريروش آزمون  بهي مقاوم و حساس  هاتمایز ژنوتيپ
 درون شيشه

در   یشاهدرون ش  زاییبیماریروش آزمگن    یابیهدف ارز  با
 یمااریالائن ب  راساسبمقاوم و حساس،    یاهیگ  یهاهنمگن  یزتما

 ، 1جادوآ )  الائان  ساازییکمّ  روش  باا  مطابش  ومشاهده شده  
 تفااوت  خگبیباه  نتاایج.  گرات  قرار  مقایسه  مگرد  خسارت  درجه
 ممقااو یااهیگ نمگنه.  4شک   ساخت )  نمایان  را  خسارت  درجه
 باابا نمگناه حسااس    یسهدر مقا  67/1گسط درجه خسارت  با مت

 ییاراتبگد. دامنه ت  یزمتما کاملاً 67/24متگسط درجه خسارت 
 یارمرباگط باه نمگناه حسااس بسا  یدرجه خسارت در تکرارها

دو ساطح مقاومات   ینب  یزحاآ امکان تما  ینبا ا، ولی  بگد  یشترب
 .است ممکن کام  طگربه یشهآزمگن درون ش در
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و    MCC133مقاوم نخود  گياهانمربوط به جدا شده  يهابرگ  يرو Ascochyta rabieiقارچ  PI پاتوتيپ خسارت   گينيانم یسه مقا -4 شکل

   ILC1929حساس 

Fig. 4- Comparison of the mean damage of Ascochyta rabiei pathotype PI on isolated leaves of resistant MCC133 and 

susceptible ILC1929 pea plants 

 

 گيرينتيجه

آساان و   زاییبیمااریدر اختیار باگدن یا  روش آزماگن  
ی غنای هاپلاسانژرمگری  تگاند در راندمان غرباآمی  تکرارپ یر،

و کااهش   هاگا ار باشاد و باا کااهش هزیناهتأثیرنخگد بسایار  
، امکان دستیابی زاییبیماریی معمگآ آزمگن  هامخاطرات روش

در ایان   مگیری ااازایش دهاد.چشا  طگرباهمت را  مقاو  عببه منا
ارقاام مختلاف نخاگد در جدا شاده  ی  هابرگماندگاری    ،مطالعه

 10شرایط درون شیشه، روی بستر نگهداری غیر م  ی تا زمان 
چناین اادم باروز یید شد. همأ روز پس از جداسازی بررسی و ت

 ی تثبیات شاده درهاابرگو ساطحی در    زاددرونی  هاآلگدگی
تاگان می  داد که با ضدافگنی سطحیدرون شیشه نشان  رایط  ش

مقایسه   مهیا نمگد.  زاییبیماریی سالمی را برای آزمگن  هانمگنه
نشاان داد  ورساازیغگطهو  ای  قطاره  صگرتبه  زنیمایهدو روش  
 زنیمایاهدر ااصله زمانی کمتری پس از   ورسازیغگطهکه روش  

ز تگاند در تمااییم  روش  نشگد و ایمی  سبب بروز الائن بیماری
 تری داشته باشد.ارقام مقاوم و حساس راندمان مناسب

نشااان داد کااه امکااان تمااایز  زاییبیمااارینتااایج آزمااگن 
و  زاییبیمااریبار اسااس تاگان  A. rabieiی قاارچ هاپاتگتیپ

استفاده از   با  MCC133اته روی رقن مقاوم  شدت الائن بروز یا
از باه دارد و بادون نیا وجاگد هعاروش ابداع شاده در ایان مطال

تگان می  زاییبیماریی معمگآ آزمگن  هاپ یرش مخاطرات روش
بر  A. rabieiی جمعیت قارچ هااز این روش جهت تمایز جدایه

ی پاتگتیپی را از هااستفاده نمگد و گروه  زاییبیماریاساس تگان  
خساارت   ساازیکمیّشااخ   همچناین  یکدیگر تفکی  نمگد.  

تگاناد بارای می مناسبی  یریتکرارپ حاضر با  مقاله  رارائه شده د
ی گیاهی در شارایط هاتعیین سطح خسارت وارد شده به نمگنه
 درون شیشه مگرد استفاده قرار گیرد. 

 

 سپاسگزاري
گاه بدین وسیله از مدیریت پژوهشکده الگم گیااهی دانشا

سابب مهیاا نماگدن امکاناات آزمایشاگاهی و اردوسی مشهد به
شااگد. از می سپاسااگزاریایاان پایااان نامااه نجااام ا ایگلخانااه
وهشای دانشاگاه اردوسای مشاهد، ژی مالی معاونت پ هاحمایت

معاونت پژوهشی دانشگاه بجنگرد و دانشکده کشاورزی شایروان 
 گردد.می  تشکر و قدردانی
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