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Introduction 

 Black dot disease triggered by Dilophospora alopecuri causes considerable damage in some fields in 
Golestan province, North of Iran. D. alopecuri is its causal agent and carried in to wheat by wheat gall nematode. 
Extracellular appendages on the conidia adhere to the cuticule of the nematode juveniles. The disease was 
reported in united state of America, Canada, Germany, Ugoslavia, India and Pakistan.The fungi is 
classDothideomycetes and order Dothideales. The geographical distribution of disease was studied in South-
Eastern Australia in the summer 1995.The disease in Iran has been reported by Bamdadian since 1973 from 
Baluchistan, Isfahan, Golestan, Khorasan, Kerman and Khuzestan. The disease agent causes considerable 
damage in some fields in Golestan province, North of Iran. Symptoms have been found during a survey of foliar 
disease of wheat in Golestan province. The disease incidence was very low but fungus interaction with seed gall 
nematode causes considerable damage. The symptoms start with yellow spindle-shaped flecks which develop 
and become tan brown with black border. This spots may occur on peduncle and heads. The pathogen survives 
as mycelium in host debris or as conidia on seeds. The purpose of this study was determining the geographical 
distribution, disease incidence (DI) and disease severity (DS). Then molecular identification of isolates with ITS 
rDNA in North of Iran, Golestan province. 

Material and Methods 

 Wheat fields infected with the disease in the cities of Golestan province were visited and subjected to 
sampling during spring 2017-2018. 42 samples suspected to infection with the twist disease were gathered from 
seven cities of Golestan province. The rate of disease distribution from seven cities farms with disease 
symptoms, three farms were selected in each crop year and their geographical coordinates were recorded. In this 
research mapping the geographical distribution of disease was prepared by ArcGIS10.2 software. During 2018 
and 2019, a survey was conducted to characterize the disease incidence (DI) and disease severity (DS). The D. 
alpoecuri leaf spot reading scales rate carried out in this study. No visible symptoms are observed and the leaf 
remain a health 0; A few chlorotic lesions are present and the infection site is a tan-spot colored 1: Necrosis and 
chlorosis both exist on the leaf 2: A few pycnidia are visible on the infected site and less than 30% of the leaf is 
occupied by pycnidia 3: The entire leaf is covered by pycnidial lesions scored 4. A significant difference was 
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observed between the disease rates in the two cropping years. Seven D. alopecuri isolates were identified on the 
based on morphological and molecular parameters. After purification of fungal isolates, 50 conidia and pycnidia 
were selected in each isolate and the length and width of pycnidia, conidia cell number, conidia size (length and 
width), colony shape on the culture medium were also measured in the laboratory. After that identifying of the 
fungus isolates pathogenicity test was performed in the greenhouse. The D. alopecuri spore suspension with 
1.75× 106 CFU concentration and for nematode population with 25000 larvae (L2) were used for inoculation to 
plants. After three months symptoms of leaf spot (twist) disease was appeared in tillering stage. Fungal DNA 
extraction from mycelium mass of selected isolates was performed by Murray and Thompson (1980) method and 
part of ITS region was amplified using ITS4 and ITS5 primers by polymerase chain reaction (PCR). The 
amplified PCR products of fragments were purified and sequenced at sequencing Microsense Company in 
Switzerland. 

Results and Discussion 

  Comparing of harvested fungal isolates which have been grown on PDA medium showed some variation in 
different characteristics such as the number of conidia walls, conidia appendages and pycnidia size. In both 
subsequent years, maximum disease incidence (DI) and disease severity (DS) was measured in Kalaleh by 3.6% 
to 3.9%, while for Bandar-Torkaman, the city with the lowest DS, were1.3% to 1.65%. The average size of 
conidia length was 4-8×1 μm in diameters.The pathogenicity test showed that the D.alopecuri is capable to 
produce twist  disease symptoms only  in the presence with seed gall nematode in the host. The nucleic acid 
sequences of Internal Spacer Transcribed (ITS) regions for Golestan isolates showed 100% similarity and had 
small genetic similarity with D. alopecuri MH859142.1 deposited in NCBI Genbank. The sequences belong to 
D.alopecuri from Gonbad, Aqala, Azadshahr, Maravehtapeh, Kalaleh, Minodasht cities were registered in NCBI 
Genbank with MW302360, MW291507, MW291561, MW303438, MW303517, MW303518 accession number, 
respectively. 

Conclusion 

 This is the first study carried out on the morphological and molecular characteristics of twist disease agent 
isolates, disease severity and its distribution in Golestan province as a major wheat production area of Iran. 
Many of results especially molecular data and submitted sequences form Iranian isolates of D.alopecuri to 
databanks are new for Iran. 
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 سیاه گندم و خالمطالعه مورفولوژیکی و مولکولی عامل بیماری لکه برگی 

 Dilophospora alopecuri در استان گلستان 
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 چکیده

اس تان گست تان    ژهی  وبههای شمالی کشور که در استان است Dilophospora alopecuri)) خوشه گندم شدن اهیسبیماری لکه برگی و  عامل
. جهت تعیین می اان درد د وق و  و    شودیمآن محتوب  کند و نماتد ناقلی وارد میتوجهقابلختارت  Anguina tritici)) همراه نماتد گال گندمبه

آم د. از کش ت    ب ه عم ل  ی ب ردار نمون ه شهرستان استان گستتان  9بیماری از  نمونه آلوده به 24، تعداد 79و  79ی زراعی هاسالشدت بیماری در طی 
ی و شناس  خ ت یره ا م ورد ملالع ه    ش دند. جدای ه   های قارچی جدا و خالصجدایه PDAروی محیط کشت  های دارای علائم بیماری خال سیاهنمونه

تهیه شد. نتایج نشان داد که بیشترین می انیین ش دت    ArcGIS10.2 افاارنرممولکولی قرار گرفتند. در این تحقیق نقشه پراکنش بیماری با استفاده از 
آن الیا آم اری مرب وه ب ه      بر اس ا  ردد بود و کمترین میاان د 7/4و  56/4ترتیب، کلاله با شهرستان در دو سال به 9بیماری و دردد وقو  بیماری از 
ها نظیر تعداد ی ویژگیدر برخها ی نشان داد که جدایهشناسختیری هایبررسی شد. نتایج ریگاندازهدردد  56/1و  3/1شهرستان بندر ترکمن به ترتیب 

ی ش د. در بررس ی   ری  گان دازه میکرومتر  2-9 ×1میانیین طول اسپور  فاوت بودند.ها متاسپور و اندازه پیکنیدیوم و سرعت رشد جدایه زوائددیواره، تعداد 
 D. alopecuriبا ق ار   درددی داشتند ولی  111های استان با هم شباهت مشخص شدکه جدایه (ITS)ساز ریبوزومی مولکولی، توالی ناحیه فادسه

MH859142.1 یاهیپادر  شده ثبت NCBI ی مختصری نشان دادند. این ملالعه اولین بررسی از خصودیات مورفول وژیکی  در این ناحیه تفاوت ژنتیک
 .استهای تولید گندم کشور و مولکولی، وضعیت پراکنش و شدت بیماری قار  عامل بیماری خال سیاه گندم در استان گستتان، یکی از قلب

 

 ITS rDNA نماتد گال گندم، ،پراکنش، شدت بیماری: های کلیدیواژه

 

 1همقدم

خال سیاه( گن دم یک ی از   )بیماری لکه برگی و سیاه شدن سنبسه 
آن  دکنن ده یتولزای این محص ول در کش ورهای   های ختارتبیماری
 ,Anonymous, 2005; Bamdadian, 1973; Okhovat). اس ت 

1999; Riley, 1994,). مشاهدهنیا روی گندم  این بیماری در ایران 

                                                           
گ روه   اندانش یار  و شناس ی گی اهی  دانشجوی دکت ری بیم اری  ترتیب به -3و  4، 1
 ساریو منابع طبیعی دانشیاه عسوم کشاورزی  ،پاشکیگیاه

 (               Email: mycology2@gmail.comنویتنده متئول:  -)*
 تهران ،پاشکیدانشیار پردیس کشاورزی و منابع طبیعی گروه گیاه -2

مرک ا تحقیق ات کش اورزی و من ابع طبیع ی اس تان        ،شکیپادانشیار بخش گیاه -6
 گستتان

DOI: 10.22067/JPP.2021.70596.1024 

 و بام دادیان از بسوچت تان، دزف ول، اد فهان، گناب اد، گرگ ان،       شده

خراسان، سیتتان و بسوچتتان، کرمان و خوزستان آن را گاارش کرده 
 Dilophospora (. عامل بیم اری ق ار   Bamdadian, 1973است )

alopecuri (Fr.) Fr.1849  معمول ب ا نمات د گ ال     طوربهکه  است
رود همراه ب وده و نمات د ناق ل آن ب ه ش مار م ی       ) (A. triticiدانه، 
(Anonymous, 2005    قار  عامل بیم اری از ش اخه آس کومایکوتا .)

و تولی   د  اس   ت Dothidealesو راس   ته  Dothideomycetesرده 
کن د.  ها م ی دار در بین لکههای روزنهاسترومای مشخص و پیکنیدیوم

آمریک ا   متح ده  الاتیااین بیماری در نیمه اول قرن اخیر در استرالیا، 
وکانادا به گندم ختارت زده و تا حدی در بخشی از اروپا سبب کاهش 

حد بروز بیماری در هندوس تان در س ال   محصول شده است. بیشترین 
(. اولین Okhovat, 1999است ) شدهگاارشدردد  61و حدود  1751

 McKenzie andبود ) 1777گاارش قار  بیمارگر از نیوزلند در سال 

https://jpp.um.ac.ir/
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Johnson, 1999 .)1766در سال  یی از آلمان و یوگتلاویهاگاارش 
دردد ب ه گن دم خت ارت وارد نم وده      61نشان داد که این بیماری تا 

درد د ب ود    31خت ارت آن در آلم ان ح دود     1737است و در س ال  
(Okhovat, 1999  بیماری اولین بار در کشور عراق در س ال .)1799 

 ,.Ldawi et alش د ) گ اارش   Mexipakبر روی گن دم ن ان، رق م    

 خصود ا  ی ه رز  ه ا عس ف (. سپس در مناطق مختسف بر روی 1988

ها و سنبسه گاارش شد و جو، بر روی برگ Lolium rigidum)) چچم
(Lib and Nimer, 1989.) بار در ایران توسط بامدادیان بیماری اولین

نماتد گندم و باکتری  همراههای مختسف بهروی میابان 1793در سال 
(. ای ن بیم اری در   Bamdadian, 1973گ اارش ش د )  خوشه دمغی 

 های گستتان، اد فهان، سیت تان و بسوچت تان،   ایران تاکنون از استان
(. Okhovat, 1999اس ت )  ش ده  گاارشجنوبی و خوزستان  خراسان

مبتوه ملالعه نش ده   طوربهاین قار  تاکنون  زاییبیماریخصودیات 
است. لارو سن دوم نماتد گال گندم ناقل برخی بیمارگره ای گی اهی   

 Rarhayibacter tritici ازجمس  ه ب  اکتری خوش  ه د  مغی گن  دم

Zgurskaya1993)  و  iranicus (R. (Zgurskaya et al., 1993 )
 .D) ه و ب رگ گن دم   قار  عام ل پیچی دگی و س یاه ش دن س نبس      و

alopecuri) اس ت (Sahebani et al., 2005 .) ق ار    زای ی بیم اری
دیسوفوسپورا روی غلات، وابتتیی زیادی به نماتد گال دانه گندم دارد 

های ها را به برگهای قار  بوده و آنناقل کنیدیوم A. triticiو نماتد 
 ,.Asad et al. 2007, Chen et alده د ) ل م ی بالایی و سنبسه انتقا

2004; Okhovat, 1999 .) زوائ د  سهیوس  ب ه های این ق ار   ومیدیکن 
هم راه نمات د ب ه    چتبند و بهچنیال مانند به سلح کوتیکول نماتد می

کن د. ای ن   ها ایجاد بیماری م ی شود و در سنبسه و برگیم منتقلگیاه 
( است و قادر به ایج اد  Asad et al., 2007زاد )بذر قار  یک بیمارگر

باشد یی و یا همراه با نماتد میتنهابهبیماری بر روی بتیاری از غلات 
(;Khan, 1995; Chen et al., 2004 علائم بیماری ابتدا .)دورتبه 

ه ای ری ا، زردرن   و    های جوان و سپس ظهور لکهتغییر شکل برگ
 Riley, 1994; Riley, 1996; Asad  طویل یا دوکی شکل است )

et al., 2007   ه ایی از (. پراکنش جغرافیایی ق ار  در دنی ا در بخ ش 

( و اروپ ا درکش ورهایی نظی ر    Riley, 1996غرب و جن وب اس ترالیا )  
 McKenzie and(، نیوزلن د ) Okhovat, 1999) یوگت لاو آلمان، ی

Johnson, 1999 و )( فنلاندJalli et al., 2011  مشخص و ملالع ه )
داری س بب  معن ی  ط ور ب ه  D. alopecuriشده است. در اروپا ق ار   

 .Aو ناق ل آن نمات د گون ه     ش ود یم  ختارت اقتصادی به گن دمیان  

tritici  اس ت (Riley and McKay, 1990     ول ی در اس ترالیا ه ی )
وجود ندارد.  D. alopecuriبا قار   A. triticiگاارشی از ارتباه گونه 

های غ لات از  شدت و میاان وقو  بیماری در مورد بتیاری از بیماری
 در کش ور  4111در سال  D. alopecuriپیچیدگی سنبسه گندم  جمسه
ها در بتیاری از کشور (.Jalli et al., 2011است ) شده یبررسفنلاند 

وجود بیماری سمیت چ اودار وحش ی    لیدلبه از جمسه استرالیا این قار 

ها دردد جدایه 59دارای اهمیت است و  R. toxicusناشی از باکتری 
 A. agrostisو A. funestaه ای نمات د گن دم نظی ر     هم راه گون ه  به

های این قار  در اس ترالیا ب دون حض ور    اند، بعضی جدایهگاارش شده
(. رائیس ی و  Riley, 1996بودن د ) نماتد نی ا ق ادر ب ه ایج اد آل ودگی      

گ اارش کردن د ک ه ش دت بیم اری و تع داد        1771کی در سال مک
در دو میاب ان مختس ف، تف اوت     D. alopecuriه ای ق ار    کنی دیوم 
دادن د  جمعیت مختسف نماتد گال دانه گن دم نش ان    9داری را در معنی
(Riley and Mckay, 1990     در تحقیقی درد د فراوان ی ق ار  ب ر .)

ه ای نمات د در   ی شد و گالبردارادداشتروی گیاهان آلوده به نماتد ی
درد د  زن ی ش مارش ش دند و نت ایج نش ان داد      هفته پس از مایه49

و  99ی پانادهم و هفدهم به ترتی ب  هاهفتهگیاهان آلوده به قار  در 
(. حتاسیت و مقاوم ت ارق ام   Mc Kay et al., 1981دردد بود ) 59

 مؤثرگندم و جو به قار  عامل بیماری در شدت و میاان وقو  بیماری 
پیچیدگی سنبسه در ع راق   است. مقاومت برخی از ارقام جو به بیماری

بیم اری در دو منلق ه    (.Ldawi et al., 1988) است شده گاارشنیا
Koprsko  وVicinity    کشور یوگتلاوی روی گندم مش اهده ش د و

 Mack andش د ) دردد ختارت گاارش  61در بعضی ماار  گندم تا 

Konkan, 1988ی ر  (. ارقام ایتالیایی گندم نظsan pastor   حتاس یت
 رق م  16(. در آزمایش ی از  Perisic, 1963دارن د ) بالایی به بیم اری  

به بیماری پیچی دگی خوش ه،    گندم جهت بررسی مقاومت و حتاسیت
-Abuارق ام   ک ه یدرحالبیشترین حتاسیت را داشت،  Mexipakرقم 

Gharib1  ، Jerardo -574،Saberbeg ،Aras ،Mexicali  
Beldawy-Al بیشترین مقاومت را به بیماری نشان دادند )  Storckو

et al., 1988 رق م گن دم در    9(. همچنین در بررسی میاان حتاسیت
دارای  Macvankaو  jugoslavijaیوگتلاوی نشان داده ش د ارق ام   

Al-س یت ش دید داش تند )   حتا NS ranaو  lonjaمقاوم ت و ارق ام   

1988 .,et al Beldawy.)   ه ای مولک ولی نظی ر    اس تفاده از نش انیر
های این قار  برای ملالعه جمعیت (ITS)ساز ریبوزومی نواحی فادسه

اب اار مهم ی اس ت ک ه در      ه ا آنبیمارگر گیاهی و ارتباه فیسوژنتیکی 
  DNAاستفاده از بارک د   قرار نیرفته است.ی بررس موردایران تاکنون 

رود ابااری کاربردی در تشخیص قارچهای بیمارگرگیاهی به شمار م ی 
م ی باش د ک ه در     ITSناحی ه    از جمسه نش انیرها در ای ن خص و    

ه  ای فوزاری  وم و آس  پرژیسو  اس  تفاده ش  ده اس  ت شناس  ایی ق  ار 
(Choudhary et al., 2021 ناحیه .)ITS    با تعداد نتخه زی اد داخ ل

ژنوم، با تنو  مناسب بین گروههای مختسف قارچی و موج ودات زن ده   
دارای ژن  و ب رای طراح ی آغازگره ا    دییر و نیا نواحی حفاظت شده

های متنو  با سرعت تکامسی مختسف به عنوان مرج ع و پای ه رماین ه    
 CBSه ای  جدای ه  (.Schoch et al., 2012) گذاری تسقی می ش ود 

 ITSبا استفاده از نشانیر  D. alopecuriقار   CBS 302و  315.68
 ,.Vu et al) ان د ش ده  ثب ت  NCBIه ای  شناسایی و در پایی اه داده 

س هم   ITSنشانیر  ها،ژنومی قار  DNA ایو آنالدر بررسی  (. 2019
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درد د از  5/77دارد و درح دود   ه ا گونهدر شناسایی جنس و ای عمده
 Vu et) ای مورد بررسی با این نشانیر شناسایی شدندهای رشتهقار 

al., 2019ایاوله جدید .)Dilophospora sp. isolate 47  با نشانیر 

ITS  از روی گیاهAgrostis capillariis  از اسپانیا گاارش شد (San 

emitrio et al., 2021.) 
و  یشناس  ختیرهای شناسایی ویژگیهدف از انجام این تحقیق، 

گیری دردد وق و ، ش دت بیم اری و    اندازه ،های قار مولکولی جدایه
 در استان گست تان  تعیین نقشه پراکنش جغرافیایی قار  عامل بیماری

 گیرد.ر کشور دورت میبار دکه برای اولین است

 

 هاروشمواد و 

 و بررسی میزان پراکنش بیماری یبردارنمونه

 1379و  1379ه ای  های فروردین و اردیبهشت سالدر طول ماه
های استان گستتان بازدی د و  از ماار  گندم آلوده به بیماری شهرستان

 9آمد. جهت بررسی میاان پ راکنش بیم اری از    به عملبرداری نمونه
مارع ه   3 ،در هر سال زراعی با ماار  دارای علائم بیماری، شهرستان

ب رداری ش د. پ س از    تادداش  ی ه ا آنانتخاب و مختصات جغرافیایی 
نمونه تهی ه و   3بیماری پیچیدگی سنبسه در هر مارعه،  علائممشاهده 
ه ای  ی داخل پاکتبردارنمونهها با درج تاریخ و مختصات محل نمونه

ه ا در یخچ ال   مایشیاه منتقل و جهت استفاده در بررسیکاغذی به آز
 نیهداری شدند. 

 

 های قارچی و نگهداری جدایهسازخالصجداسازی، 

و مش  اهده  میکروس  کو اس  تریو ب  ا ه  انمون  هپ  س از بررس  ی 
ها با اس تفاده  های قار  عامل بیماری بر روی برگ و خوشهیومپیکنید

 ,.Ashrafi et al., 2018; Eyal et al) از روش ای ال و همک اران  

س ازی ق  ار  عام ل بیم  اری انج ام ش  د.    ( جداس ازی وخ  الص 1987
ها در شرایط اس تریل ب ا   های دارای علائم بیماری و پیکنیدیومقتمت

ب ار   3و  م دت ی ک دقیق ه   به استفاده از هیپوکسریت سدیم نیم دردد
عفونی سلحی شدند. با اس تفاده  دقیقه ضد 6و  3، 1شتتشو به مدت 

ها روی کاغذ فیستر مرطوب از کاغذ دافی سترون خشک، سپس نمونه
گ راد نیه داری   درجه س انتی  46ساعت در دمای  42 مدتبهاستریل 

های رشد یافته در محل سازی قار ، با کشت هیفشدند. جهت خالص
ی دکت تروز آگ ار   ن  یزمبیسها روی محیط کشت ونیها حاشیه کسلکه

ی رش د  هایکسوندر لیتر عصاره مخمر استفاده شد.  گرم 1غنی شده با 
 یافته در دمای یخچال نیهداری شدند.

 

 ی قارچ عامل بیماریشناسختیرشناسایی 

ه ا و اس پورهای   های قار ، پیکنیدیومی جدایهسازخالصپس از  
ساخت چین(   KE801  BN مدل(نوری هر جدایه زیر میکروسکو  

 Walker andی واکر و ساتون )شناسقار بررسی و با استفاده از کسید 

Sutton, 1974   شناسایی گردید. جهت بررس ی د فات مرفولوژی ک ) 
عدد کنیدیوم و پیکنیدیوم انتخاب و طول و  61قار  از هر جدایه تعداد 

ط ول و  ) ه ا، ان دازه کنی دیوم   ا، تعداد زوائد کنیدیومهعرض پیکنیدیوم
عرض(، شکل کسونی روی محیط کشت درآزمایشیاه با میکروس کو   

 گیری شد.اندازه 211بارگنمایی  نوری

 

 زاییبیماریآزمون 

س ال  م اه ارق ام گن دم درآ ر  در گسخانه،  زاییبیماریجهت آزمون 
 96/1×511ب ا غسظ ت   و در دو حالت قار   شده کشتدر گسدان 1379
(Barbetti and Riley, 2006و )  لارو  46111 م ؤثر نماتد با جمعیت

ی شدند. کوبهیمادر دو حالت  ( به گیاهFattah et al., 1988سن دوم )
به میابان  نماتد همامان وی قار  وبکهیو ماتنهایی کوبی نماتد بهمایه

ی زن  هی  ماشاهد گیاهانی بودند که فق ط ب ا آب مقل ر    دورت گرفت. 
کوبی ق ار  و  ی تیمار مایهزنپنجهدر مرحسه  پس از دو ماه با یتقرشدند. 

ق ار  و  علائم ها را نشان داد. نماتد همامان و نماتد به تنهایی آلودگی
 ه ا هلک  ش د و ق ار  عام ل بیم اری از      ی گندمهابرگنماتد بر روی 
 جداسازی شد.

 

 شناسایی مولکولی

 DNAاستخراج 

ب ا مشخص ات    ش ده یی شناس ا ه ای  مولکولی جدایه دیتائجهت  
در ای ن   اس تفاده  مورد D. alopecuri جدایه قار   5ی از شناسختیر

گرف ت  به روش م وری و تامپت ون د ورت     DNAتحقیق استخراج 
(Murray and Thampson, 1980).    پ س از اس تخراج DNA  از

 ITS4  جف   ت پرایم   ر ازب   ا اس   تفاده  ITSrDNAناحی   ه 

(TCCTCCGCTTATTGATGC)و ITS5 

(ACCCGCTGAACTTAAGC) 1برنامه با
PCR  دقیق ه   6شامل

ثانی ه در   31چرخه در مدت  31گراد و به دنبال آن درجه سانتی 72در 
ثانیه  26گراد، رجه سانتید 69ثانیه در  41گراد، درجه سانتی 72دمای 
ثانی ه   31گراد و درجه سانتی 94دقیقه در  11گراد، درجه سانتی 94در 
-Bioم دل  ( گراد و با استفاده از دستیاه ترموسایکسردرجه سانتی 2در 

Rad T100,USA)   م راز تکثیر گردید. واکنش زنجی ره پس ی(PCR)  
ش رکت   ب ه  جه ت شناس ایی   آمدهدستبه PCRانجام شد. محصول 

ی ه ا یت وال میکروسینس سوئیس ارسال شد. برای اطمینان از دحت 
ی موجود هایتوالبلاست با  افاارنرمبا استفاده از  هایتوال، آمده تدسبه

  های قاری مربوه به جدایههایتوالژن مقایته شدند. سپس  در بانک
D. alopecuri کلاله تپه،، آزادشهر، مراوهقلاآقهای گنبد، شهرستان 

                                                           
1- Polymerase Change Reaction 
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فیس وژنتیکی   درخ ت  .ش دند ثب ت   (NCBI)و مینودشت در بانک ژن 
 Mega –X)می ا   اف اار ن رم با اس تفاده از   استاندارد ایاوله ها باجدایه

 رسم شد. Upgamaروش به (10.0.5

 

 تعیین درصد وقوع و شدت بیماری

 9در مارع ه آل وده    24جهت تعیین دردد وق و  و ش دت بیم اری از    
بص ورت تص ادفی    تص ات جغرافی ایی آن تعی ین و   شهرستان ک ه مخ 

های بیمار در هر مارعه با حرکت تصادفی برداری شد. تعداد بوتهنمونه
متر شمارش شد و دردد وقو  بیماری،  11به فادسه  خط کاشت 6در 

شدت بیماری براسا  فرمولهای زی ر محاس به ش د. ش دت بیم اری      
ه ای گی اهی ب ا ان دکی     دهی عمومی بیم اری استفاده از مقیا  نرخبا

. (;Zhang et al., 1999 Yan and Riley 2003) تغیی ر ثب ت ش د   
های بیمار، از ی ک مقی ا    اسا  علائم پیشرفت بیماری روی بوتهبر

ل ودگی  آ ه ای س الم و فاق د   ای به ش ر  زی ر ش امل بوت ه    پنج درجه
های دارای بوته  (؛1کسروزه )نمره هایهای دارای لکهتهبو ؛دفر( )نمره
ه ای ق ار  روی   شرو  تشکیل پیکنی دیوم  (؛4)نمره  های نکروزهلکه
ه ا از  ( و پوش یده ش دن تم ام س لح لک ه     3های نک روزه )نم ره   لکه

 ( استفاده شد. 2رن  )نمره دورت پودر سیاههای قار  بهپیکنیدیوم
 011×  بوته های بیمار تعداد =دردد وقو  بیماری 

   تعداد کل بوته                                  
 

 = شدت بیماریمتوسط 

         2 × میانیین وزنی نمره شدت  ×    تعداد بوته دارای آن نمره

   تعداد کل بوته های ارزیابی        

 

 تهیه نقشه پراکنش بیماری

هایی که عامل بیماری آوری نمونهمختصات جغرافیایی محل جمع
 اف  اارن  رمب  ا اس تفاده از   ،ی ش دند س  ازخ الص در آن من اطق ج  دا و  

ArcGIS10.2 روی نقشه منتقل و نقشه پراکنش بیماری تهیه شد.بر 

 

 آنالیزهای آماری

آماری دفات مورفولوژیکی و تعیین شدت و دردد  لیوتحسهیتجا 
 )ش رکت  Stategraphic centurion XVIاف اار ن رم وقو  بیماری با 

state point)  به روش  هانیانییمانجام شد و مقایتهLSD   محاس به
 شد. 

 

 نتایج و بحث

که در  استی گندم زایماریبقار  عامل خال سیاه یکی از عوامل 
ها بتیاری از نقاه دنیا سبب ختارت اقتصادی به گندم و سایر گرامینه

در بیش تر   زای ی ق ار   (. بیم اری Mcenzie et al., 1999ش ود ) یم  

دارد و نماتد  ی نماتد گال دانه گندمهاگونهمناطق وابتتیی زیادی به 
ها را به نقله رشد گی اه انتق ال   کنیدیومو استهای قار  ناقل کنیدیوم

 Riley, 1996; Chen et al., 2004; Riley et al., 1998دهد )یم

Riley, 1994.) 
، آزادشهر، بندر ترکمن، قلاآقشهرستان استان گستتان شامل  9از 

مش اهده   هاآنکه علائم بیماری در  تپهمراوهگنبد، مینودشت، کلاله و 
و لکه برگی  نمونه در طی دو سال زراعی علائم بیماری 24د شد، تعدا

خص و   (. نت ایج ملالع ه در  1ش کل  ) آوری شدی سنبسه جمعدگیچیپ
پیچیدگی سنبسه گندم نش ان داد ک ه ب ین د فات      قار  عامل بیماری

لح ا   داری ازهای مناطق مختسف، اختلاف معن ی شناسی جدایهریخت
 پرگنه، دفات کنیدیوم و سرعت تشکیل پیکنیدیوم وجود داشتشکل 

 هایشهرستان(. بین طول کنیدیوم قار  و تعداد سسول آن در 4شکل )
(. 4و  1 ج دول ) داری وج ود داش ت  مختس ف اس تان، اخ تلاف معن ی    

میکرومتر متغیر  9تا  2از  D. alopecuriطول کنیدیوم قار  میانیین 
 در تع داد زوائ د کنی دیوم، ط ول و     داریبود. همچنین اختلاف معنی

و  1جدول های استان وجود داشت )ها در تمام جدایهعرض پیکنیدیوم
 ش ده ارائ ه  D. alopecuri اس ایی ق ار   در کسید شن هاتفاوتاین (. 4

(. Schoch et al., 2012اس ت )  ش ده   ک ر توسط واکر و ساتون نیا 
نتایج این پژوهش نشان داد که روند ظه ور بیم اری از س مت غ رب     

میتسیومی روی س اقه و خوش ه گن دم و     دورتبهاستان، قار  بیشتر 
بیماری نماتد گالی گندم کمتر و بالعکس باکتری عامل خوشه د مغی  

و مت یسومی   د ورت ب ه قلا ق ار   بیشتر مشاهده شد. در شهرستان آق
 پیکنی  دیوم ارزی  ابی ش  د و در ش  رق اس  تان گست  تان      لیتش  ک

ام ب ارده  اند تپههای آزادشهر، گنبد، کلاله، مینودشت و مراوهشهرستان
مش اهده   هایبردارنمونهی برگ و سنبسه در بر روپیکنیدیوم  دورتبه

نمات د و ش رایط    -شد ک ه علائ م بیم اری بیش تر ب ه تعام ل ق ار         
به رن  س فید   هایکسونبیشتر وهوایی استان گستتان بتتیی دارد. آب

گ راد کن د   درجه سانتی 46رشد در دمای بهینه  لحا ازتا خاکتتری و 
های آزادشهر و کلال ه بیش ترین س رعت    . جدایه(4جدول ودند )رشد ب

 .D ی ق ار  هایژگیویافته های رشد. همه جدایهباشندیمرشد را دارا 

alopecuri بر  هازایی جدایهرا نشان دادند. نتایج آزمون اثبات بیماری
حض ور نمات د گ ال     روی گندم در گسخانه نشان داد که قار  فق ط در 

قادر است در میابان ایجاد آلودگی نمای د و نمات د جه ت تکثی ر      گندم
 Sahebani etهمک اران ) که با نتایج داحبانی و قار  ضروری است 

al., 2005 .بررسی مولکولی و تکثی ر و تعی ین ت والی    ( مشابهت دارد
نش ان داد ک ه ای ن     ان گست تان های اس ت جدایه ITSبخشی از ناحیه 

 D. alopecuriقار   عنوانبهو  درددی داشتند 111ها شباهت جدایه
ها با وج ود ش باهت در   جدایه دهدیماین نتایج نشان  شناسایی شدند.

 .D  شناسی با مشخصات ق ار زایی و ریختی بیماریهایژگیوسایر 

alopecuri CBS302  نمایه شده درNCBI  تف اوت   دارای مق داری
 ITS س از ریب وزومی  ژنتیکی در ت والی نوکسئوتی دی در ناحی ه فاد سه    
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  (.3شکل ) باشندیم
بیماری بر روی ارقام گندم نظیر احتان، کوهدش ت و مرواری د و   

ش د. نت ایج    تی  رؤبیشترین علائم نیا روی ارقام احت ان و مرواری د   
بیم اری   و ش دت یاان دردد وق و   که در م تجایه واریانس نشان داد

وج ود   داریمعن  اختلاف  79و  79ی شده در دو سال زراعی ریگاندازه
بررس ی مقایت ه می انیین ش دت و درد د وق و        (. 3جدول نداشت )
و  79نشان داد که در شهرستان کلاله در دو سال زراعی سال  بیماری
بود. میانیین کمترین ش دت و وق و     ددرد 7/4و  56/4ترتیب به 79

 ت رکمن آن الیا آم اری مرب وه ب ه شهرس تان بن در        بر اسا بیماری 
آن  دهن ده نش ان نت ایج   و شدی ریگاندازه دردد 56/1و  3/1 ترتیببه

است که میاان وقو  و شدت بیماری در طی دو سال موردملالعه روند 

در  .(2ش کل  )یکنواختی در تمامی نق اه آل وده اس تان داش ته اس ت      
های مختسف قار  های جدایهبررسی رایسی و همکاران با ملالعه آلوزیم

D. alopecuri های مناطق مختسف استرالیا نشان داده شد بین جدایه
(. همچن ین  Riley et al., 1998دار وج ود دارد ) نی ا اخ تلاف معن ی   

جدای ه من اطق مختس ف     31مش خص ک رد ک ه ب ین      هایبررسیج نتا
 L. rigidum زای ی روی گی اه چچ م   ش دت بیم اری   ازنظ ر اس ترالیا  

(. میاان وقو  و Yan and Riley, 2005دار وجود دارد )اختلاف معنی
 اس ت شدت بیماری از معیارهای مهم بررسی میاان ختارت بیم اری  

وه  وایی، حتاس  یت و مقاوم  ت ارق  ام و ق  درت  ش  رایط آب ک  ه ب  ه
 (.Perisic, 1963دارد )های قار  بتتیی زایی جدایهبیماری

 

 
 (Bروی ساقه و برگ آلوده ) شده لیتشکهای پیکنیدیوم ( وAگندم ) یلودهی آهابوتهعلائم بیماری لکه برگی و خال سیاه گندم در  -1شکل 

Figure 1- Symptoms of wheat leaf spot and black spike disease (A) and pycnidia formation on infected stem and leaf (B) 

 

 
بعد از تلقیح  روز 22( و کلونی B) میکرومتر( 11اس )مقی ، کنیدیوم((Aمیکرومتر(  111)مقیاس  خصوصیات مورفولوژی پیکنیدیوم -2 کلش

 PDA(C)ی آزادشهر بر روی محیط کشت جدایه

Figure 2- Morphological characters of Pycnidium (Bar = 100 µm), (A) conidium (Bar = 10 µm) (B) and colony 25 days after 

inoculation of Azadshahr isolate on PDA(c)  
 

A B 

C 

 

B

 

 

A

 

 

C 



 1041بهار ، 1، شماره 63کشاورزی(، جلد  )علوم و صنایعایران  حفاظت گیاهانهای پژوهشنشریه      22

 
)بوت  و اعتبارسنجی Upgamaاستان گلستان براساس روش    Dilophospora alopecuriهایجدایه ITSاز ناحیه  فیلوژنتیکی درخت -3ل شک

 اند.خارجی انتخاب شده گروهنوان عب Puccinia graminis strain 755 وبعنوان ایزوله استاندارد   D. alopecuri  CBS 315.68 .استرپ(
Figure 3- Phylogenetic tree producted from ITS region  sequences showing the phylogenetic relationships among isolates 

obtained from Golestan province D. alopecuri  CBS 315.68 and Puccinia graminis strain 755 as a outgroup fungus  registered  

in the NCBI GenBank  using Upgama method 
 

ب ر   ArcGIS10.2 اف اار مناطق پراکنش بیماری با استفاده از نرم
(. 6ش کل  ) دی  گردی نقشه منتقل و نقشه پ راکنش بیم اری تهی ه    رو

همراه های استان گستتان بهنتایج نشان داد که قار  در اکثر شهرستان
ی ن بیم اری از ن واحی غرب ی     دارد. ا حض ور  A. triticiنماتد ناقل آن 
تا نواحی ش رقی اس تان نظی ر     سرد نتبتا  ی معتدل ووهواآباستان با 

وه وای معت دل گ رم مش اهده     با آب گنبد، آزادشهر، کلاله، مینودشت
بیم اری ب ه روش مقی ا  ن رخ ده ی در اس تان        (.6ش کل  ) گردی د 
ی کس روزه و نکروتی ک   ه ا لک ه  ی شد. علائم بیماری شاملریگاندازه

 وهوایی آلودگیروی پهنک برگ و غلاف بوده ودر شرایط مناسب آب

 اب د یم ی بر روی ساقه، دم خوشه و سنبسه با تشکیل پیکنیدیوم توسعه 
(McKenzie and Johnston, 1999 .)لح  ا  ملالع  ات  نی  از ا 

ما را در شناخت بیماری و تعامل آن  نندتوایم مورفولوژیکی و مولکولی
 ها کمک نمایند. با نماتد و باکتری خوشه دمغی و باللبع مدیریت آن

 شناس ی، ب ار شناس ایی مولک ولی، ریخ ت    در این پژوهش برای اول ین 
در اس تان   D. alopecuriزایی ق ار   شدت بیماری پراکنش بیماری و

بیماری خال س یاه گن دم    گستتان که یکی از مناطق با آلودگی زیاد به
 ملالعه قرار گرفت. در طی دو سال زراعی مورد است
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 در استان گلستان 79و  79درصد وقوع و شدت بیماری لکه برگی و خال سیاه گندم در دو سال زراعی  مقایسه میانگین -4شکل 

Figure 4- Comparing of the mean percentage of Disease incidence and Disease severity wheat leaf spot and black spike 

disease  in two cropping years 2018 and 2019 in Golestan province 

 

 
 بیماری لکه برگی و خال سیاه گندم در استان گلستان پراکنش جغرافیایینقشه  -2 شکل

Figure 5- Geographical Distribution map of wheat leaf spot and black spike disease in Golestan province 
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 گندم در استان گلستان بیماری لکه برگی و خال سیاه عامل هایجدایه شناسیصفات ریخت نتایج تجزیه واریانس -1جدول 
Table 1- Results of variance Analysis of morphological characteristics of wheat leaf spot (Twist) and black spike disease 

causal agent isolates in Golestan province 
  میانگین مربعات

Means of Square 

 منابع تغییر

 Source of 

variation            

درجه 
 آزادی

Df 

 تعداد زوائدکنیدیوم

Conidia appendage 

number                          
 

 عرض پیکنیدیوم

Pycnidium 

wide 
 

 طول پیکنیدیوم

Pycnidium 

length 
 

 اندازه پیکنیدیوم

pycnidium 

size     
 

 تعداد سسول کنیدیوم

Conidia cell 

number 
 

  طول کنیدیوم

Conidia  

length 
 

Isolate 39.5131 **4.058 **24481.1 **167.642 **110.402 **5.1946 5 جدایه** 

Between 

isolate ه بین جدای  
144 0.3083** 1.9580** 2.7240** 435.23** 0.1542** 1.2093** 

Total        149  کل 

LSD  0.4099 1.033 1.2185 15.4033 0.2031 0.5687 

 دار است.دردد معنی 1**تفاوت در سلح احتمال 
**Significant difference at 1% probability level. 

 

در استان  PDA های عامل بیماری جداسازی شده از مناطق مختلف بر روی محیط کشتشناسی جدایهصفات ریخت مقایسه میانگین -2جدول 

 گلستان

Table 2- Means comparison of morphological characteristics of different isolates wheat leaf spot (Twist) and black spike 

disease in different region from Golestan province on PDA 

هاجدایه   
Isolates 

 پیکنیدیوم اندازه 

Pycnidium 

size 

یومطول پیکنید  
Pycnidium 

length 

عرض پیکنیدیوم 
Pycnidium 

wide  
m)µ( 

تعداد زوائد 
   کنیدیوم

Conidia 

appendage 

number                          

سسول  تعداد 
 کنیدیوم

Conidia 

cell 

number 

طول 
 کنیدیوم

 Conidia 

length 

m)µ( 

ن  ر
  کسونی

 Color 

of 

colony 

 دسترسی شماره
  توالی

Sequence 

accession 

number  

Aqala آق قلا   

     
14.79c 3.96c 3.66b 2.84e 4.46b 4.6d 

White 

to gray 

سفید تا 
 خاکتتری

MW291507 

Azadshar 
 63.4b 8.12b 7.12a 3.32cd 4c 5.18bc آزادشهر  

White 

to gray 

سفید تا 
 خاکتتری

MW291561 

Gonbad  دگنب 

    
82.96a 9.88a 8a 3.48bc 4.7a 7.62a 

White 

to gray 

سفید تا 
 خاکتتری

MW302360 

Kalaleh  
 14.09c 3.76c 3.64b 3.84ab 4.58ab 4.72cd کلاله    

White 

to gray 

سفید تا 
 خاکتتری

MW303517 

Moraveh 
تپه  وهمرا  14.71c 4c 3.56b 4a 4c 5.06bcd 

White 

to gray 

سفید تا 
 خاکتتری

MW303438 

Minodasht 
نودشتیم  14.2c 3.7c 3.6b 3.5bc 4.18c 5.48b 

White 

to gray 

سفید تا 
 خاکتتری

MW303518 

 ند. دار نداراختلاف معنی دردد 6در سلح احتمال  LSD تیمارهای با حروف یکتان با توجه به آزمون
Treatments with the same letters not significantly different according to LSD test in level 5%. 
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 79و  79 یزراعبیماری لکه برگی و خال سیاه گندم در دو سال  درصد وقوع و شدت تجزیه واریانسنتایج  -3جدول 
Table 3- Results of variance Analysis of Disease incidence (DI) and Disease severity (DS) of wheat leaf spot (Twist) disease in 

two cropping years 2018 and 2019 

 میانگین مربعات

Means of Square 

 منابع تغییر
Source of variation            

 درجه آزادی
Df 

 شدت بیماری
Disease  Severity 

 

 وقو  بیماری
 Disease  incidence 

 
Year              11.1228 7.93463 1 سال 

Region           5.0228 7.3394 6 منلقه 

Field             3.4280 2.4047 2 مارعه 

Year* Region  *منلقهسال  6 1.6512 1.3787 

Residual           7.9070 7.0387 194 خلا 

Total               209 کل   
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