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زمینی بانک ژن گیاهی ملی ایران حشی کلکسیون سیبهاي ژنتیکی دیپلوید ونمونهارزیابی
در Alternaria solaniوAlternaria tenuissimaبیماري لکه موجی ناشی ازبراي مقاومت به

اي گلخانهاي وشرایط درون شیشه

3و جواد مظفري2، احمد عباسی مقدم1حمیدرضامیرکریمی

چکیده
منظور ارزیابی سطوح مقاومت در به.شوندزمینی میموجب بیماري لکه موجی سیب،SPPAlternariaقارچیهاي بیمارگرگونه
صورت فاکتوریل با سه تکرار در بانک ژن تصادفی بهلهاي دیپلوئید وحشی بانک ژن گیاهی ملی ایران، در قالب طرح کامژنوتیپ

.علائم بیماري ثبت گردیدانجام شدهايگلخانهاي و تحت شرایط درون شیشه1387-88هايالسدرگیاهی ملی ایران
دیپلوئیدژنتیکیروي پنج نمونهA. tenuissimaو A. solaniمنحنی پیشرفت دو بیمارگر قارچی بر اساس محاسبه سطح زیر

528-TN ،530-TN ،531-TN ،532-TN ،533-TN نتایج تجزیه واریانس در ارزیابی درون . مایش طراحی شدآز) شاهد حساس(و آگریا
اي، در ارزیابی درون شیشه. دار بودمعنیآنهاهاي ژنتیکی و اثر متقابل نشان داد که اثر بیمارگرها، نمونهايگلخانهاي و شیشه

TN-533نمونه ژنتیکی A. solaniرگر در این ارزیابی براي بیما. علائم بیماري از روز اول و سوم شروع و تا روز ششم ادامه داشت
در بررسی با بیمارگر. در سطوح بالاتري از ژنوتیپ آگریا قرار گرفتندTN-530و TN-531تر و نمونه ژنتیکی در سطح پایین

A. tenuissima 528نمونه ژنتیکی-TN533هاي در سطح مشابه و نمونه-TN 531و-TNدر . ددر سطح بالاتري از آگریا قرار گرفتن
A. solaniدر این ارزیابی بر اساس بیمارگر . سوم شروع و تا روز بیستم ادامه یافتعلائم بیماري در روزاي گلخانهارزیابی 

در سطوح بالاتري از ژنوتیپ آگریا قرار TN-528و TN-531هاي تر و نمونهدر سطوح پایینTN-530و TN ،532-TN-533هاي نمونه
در سطح بالاتري از آگریا TN-533در سطح مشابه و نمونه TN-528نمونه ژنتیکی A. tenuissimaتفاده از بیمارگر با اس. گرفته است
.قرار گرفت

منحنی پیشرفت بیماري، مقاومتارزیابی، لکه موجی، سطح زیر: کلیديهايواژه

مقدمه
متعلق به خانواده ) سولانوم توبروزوم(زمینی سیب
هاي سفید یا هاي مرکب با گلداراي برگسولاناسه،

سوختگی (زمینیبیماري لکه موجی سیب. بنفش است
هاي قارچی گونه، است که توسط )زمینیزودرس سیب

Alternariaترین یکی از مهمعنوان ، بهایجاد شده است
و بشمار رفتهزمینی گیاهان سیبدرهاي برگی بیماري
مشخص در مرکز حلقه سیاه و اي هاي قهوهلکهبصورت

هاي قارچی مخربترین بیمارياین بیماري جزء . گرددمی
و مرطوب در شرایط هوایی گرم کهآید، به حساب می

وبر اساس آمار سازمان خوار. )10(. گرددمشخص می
2007در سال دنیازمینیتولید سیب(FAO)بار جهانی 

تن هزار 5240در ایران هزار تن و321736میزان به
تا کنون، مطالعات انجام شده روي دو گونه از .بوده است

متمرکز A. solaniوA. alternataجنس آلترناریا یعنی
، محققان شش گونه دیگر از در مطالعات اخیر. شده است

بیماري لکه اند که گزارش کردهرا این جنس از ایران
ن ـایدر ).11(شود میرا موجبزمینی سیبموجی

را از برگ A. tenuissimaر ـارگـه بیمـونـ، گانـمی
گیاهان میزبان مختلف مانند برنج، چاي، چغندر قند، 

پراکنش این ).3(جدا نمودندسویا، پنبه و غیره
A. alternataو A. tenuissimaیـارچـاي قـارگرهـیمب

زمینی آلوده کشت هاي گیاهان سیبآوري نمونهاز جمع
).12(یران گزارش شده است شده در بسیاري از مناطق ا

با صورت برجسته بهیبیماري قارچاین کنترل 
اما استفاده بیش از گیرد،انجام میکش قارچاستفاده از

ی خطراتوکش باعث آلودگی محیط زیست حد از قارچ
بنابراین ضروري است که استفاده . گرددبراي انسان می

براي کنترل رایهایکش را کاهش داد و روشاز قارچ
ارزیابی واکنش .نمودجایگزین گیري بیماريهمه

زمینی به این بیمارگرها بطور معمول هاي سیبگیاهچه
انجام اي گلخانهاي و بر اساس دو روش درون شیشه

اي با پخش روش ارزیابی درون شیشه). 1(گیرندمی
عصاره روي گیاه اولین بار معرفی شد و براي شناسایی 

بیماري لکه موجی مورد استفاده قرار گرفت مقاومت به 
اي ـهدایهــت به جــنابع نسبــریا در مـم آگــرق). 4(

)rezamirkarimi21@gmail.com:نویسنده مسوول(،تحقیقات تهرانودانشگاه آزاد اسلامی واحد علومگروه اصلاح نباتات، ،دانشجوي دکتري-1
موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال بذر کرجبانک ژن گیاهی ملی ایران، استادیار و دانشیار، -3و 2

1/11/92: تاریخ پذیرش1/4/92: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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Alternaria tenuissimaوAlternaria solani حساس
).6(گزارش شده است 

منظور غربال کردن و تحمل به مطالعه حاضر به
زمینی هاي ژنتیکی دیپلوید وحشی سیبنمونهبیماري

بیمارگرهاي هاي فیلتر شده در برابر عصاره
Alternaria solaniو Alternaria tenuissimaقارچی

.، انجام گردیدايگلخانهاي ودر شرایط درون شیشه

هامواد و روش
مواد گیاهی

زمینی پنج نمونه ژنتیکی دیپلوید وحشی سیب
)528-TN ،530TN ،531TN ،532TN 533وTN ( به

، ملی ایرانگیاهیژننکباازهمراه ژنوتیپ آگریا 
تعیین سطوح مقاومت یا حساسیت در شرایط منظور به

.قرار گرفتنداستفادهموردايگلخانهاي و درون شیشه
در ویروسعاري از هايریزنمونهبصورتها نمونه
درهااین ریزنمونه. شدندآزمایشگاهی نگهداريشرایط 

گراد نتیدرجه سا25±1رشد با دماي ثابت کاتاق
مطالعه شامل دو آزمایش در شرایط این . نگهداري شدند

صورت ها بهآزمایش. بوداي گلخانهاي و درون شیشه
فاکتوریل در قالب طرح پایه کامل تصادفی با سه تکرار 

هاي ژنتیکی فاکتورها شامل نمونه. صورت گرفت
) سطح2(و بیمارگرهاي قارچی ) سطح6(زمینی سیب

و 1387هاي گیاهی ملی ایران در سالدر بانک ژن 
.انجام شد1388
محیط ها از کشت بافت در منظور ازدیاد گیاهچهبه
، و از هابدون هورمون مکمل و یا ویتامینMSپایه 
عنوان جداکشت استفاده بهانتهاییهاي جانبی و جوانه
هاي حاوي محیط پس از کشت ریزنمونه در لوله. گردید
و تحت شرایط دمایی رشد کها به اتاقلهلو، اینکشت
هاگیاهچه،ايگلخانهمنظور ارزیابی به. منتقل شدندفوق 

به مدت)برگ4-5تا رسیدن به مرحله (در این موقعیت
.روز نگهداري شدند25تا 20

تهیه عصاره فیلتر شده کشت قارچ
Alternariaايـرهـیمارگـا از بـههـیداـج

tenuissima وAlternaria solani درشده خالص

صفحات کشتاین. کشت داده شدPCAمحیط کشت
درجۀ20- 25در انکوباتور تحت شرایط دمایی

چرخۀ بافلورسنتسفیدنورتحتوگرادسانتی
روز 10-12ساعت، به مدت زمان 8/16تاریکی /نوري

بار 2روي سطح این صفحات را آب مقطر . نگهداري شد
ه و با استفاده از سوزن سطح رویی قارچ استریل ریخت

هاي تولید کشت داده شده را چند بار کشیده و هاگ
بعد از تنظیم غلظت اسپور . داریممیشده بر

، از )با استفاده از لام هموسایتومتر106(سوسپانسیون 
. شوداستفاده میاي گلخانهاین در ارزیابی 

اي یک ن شیشهمنظور ارزیابی درودر مرحله بعد به
100مایکرولیتر از سوسپانسیون را در شیشه محتوي

ریخته و در انکوباتور PDBسی محیط کشت مایع سی
روز 8-10تحت شرایط کشت بیمارگر قارچی به مدت 

سپس، محیط مایع کشت از پارچه . نگهداري شدند
دقیقه با 15-20لایه عبور داده شده و به مدت 4ململ 

براي . یفیوژ رومیزي قرار داده شداستفاده از سانتر
ها در عصاره قارچی جلوگیري از وجود و رشد باکتري

سرنگ - بدست آمده در مراحل فوق، با استفاده از فیلتر
.میکرومتر استفاده گردید2/0با استفاده از فیلترهاي 

اي ارزیابی درون شیشه
هاي حاصل از کشت اي گیاهچهارزیابی درون شیشه

هاي فیلتر شده کشت قارچ، بعد با استفاده از عصارهبافت 
از پخش عصاره فیلتر شده قارچی روي سطح گیاه انجام 
شد و برمبناي بروز علائم شامل میزان نکروز، کلروز و 

در این روش . برداري گردیدها یاداشتمرگ گیاهچه
عصاره فیلتر شده کشت قارچ بدست آمده از محیط 

هاي روي برگ گیاهچهياکشت مایع بصورت قطره
ها بعد از تلقیح گیاهچه. داخل لوله آزمایش پاشیده شد

گراد درجه سانتی23±2در انکوباتور تحت شرایط دمایی 
. ساعت نگهداري شد8/16تاریکی /و دوره روشنایی

ارزیابی از روز اول تا روز ششم و بر مبناي مشاهده 
مبناي علائم بیماري بر. هاي میانی انجام گرفتبرگ

).1جدول(بندي شد مقیاس پریور و میچالیدز رتبه

ايگلخانهاي و در شرایط درون شیشهAlternariaهاي مقیاس براي ارزیابی میزان خسارت تولیدي بوسیله گونه- 1جدول
)8(زمینی روي سیب

علائم بیماري هاي بیماریزاییداده
لکهفاقد علائم توسعه 1

مترمیلی1هاي بزرگتر از لکه 2
مترمیلی5تا 1هاي بین لکه 3

مترمیلی5هاي بزرگتر از لکه 4
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اي گلخانهارزیابی 
هاي حاصل از کشت بافت به شرایط گیاهچه

پس از استقرار گیاه در شرایط . منتقل شدندايگلخانه
فکیک کامل و تپاشی تحت شرایط گلخانه مراحل اسپور

بصورت مجزا براي هر جدایه قارچی انجام گرفت و 
ها بصورت یکنواخت سوسپانسیون مایه تلقیح روي برگ

بر این اساس، ارزیابی از روز ششم تا . پخش گردید
بندي بیستم و بر مبناي مقیاس پریور و میچالیدز رتبه

.شد
AUDPC1نحوه محاسبه 

سطح ي،ربا توجه به منحنی پیشرفت بیما
را که معیاري مناسب از منحنی پیشرفت بیماريزیر

باشد با استفاده از فرمولري میمیزان شدت بیما
])Ti+1-Ti) (Yi+1+Yi) (5/0([∑AUDPC= محاسبه

.)2(گردید و براي سنجش سطح مقاومت استفاده شد
Y =   میزان بیماریزایی
i =برداري   نوبت یادداشت

T= از زمان تلقیحمدت زمان ارزیابی
تجزیه آماري

این آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی بر پایه 
فاکتوریل انجام گردید و محاسبه شدت بیماري بر اساس 

منحنی پیشرفت بیماري با دو فاکتور نمونه سطح زیر
. ژنتیکی و بیمارگر قارچی با سه تکرار، انجام شد

و MSTATافزارمحاسبات آماري با استفاده از نرم
SPSSصورت گرفته است.

نتایج و بحث
اي ارزیابی درون شیشه

در این ارزیابی ظهور علائم بیماري از روز اول تا 
با توجه به ). 2شکل(روزهاي دوم و سوم شروع شد 

هاي جدول تجزیه واریانس در این روش بین بیمارگر
در سطحآنهاهاي ژنتیکی و اثرات متقابل قارچی، نمونه

).2جدول(داري مشاهده شداختلاف معنی% 1

.b-533-TN ،c-530-TN،d-531-TNآگریا، -a، هاي آلوده و مقایسه با گیاه شاهدنمایی از ریزنمونه- 2شکل

با استفادهزمینیهاي ژنتیکی سیباي بیمارگرهاي قارچی و نمونهتجزیه واریانس ارزیابی درون شیشه-2جدول
منحنی پیشرفت بیمارياز سطح زیر

میانگین مربعاتدرجه آزاديمنابع تغییرات
641/337**1بیمارگر قارچی
953/5**5نمونه ژنتیکی

020/3**5نمونه×بیمارگر 
24059/0اشتباه آزمایشی

35کل
.%1دار در سطح احتمال معنی: **

ناشی از بیمارگر قارچی جدایهعلائم بیماري 
A. solaniهاي ژنتیکی حساس از روز اول و در در نمونه

سطوح دیگر مقاومت در روز دوم بعد از تلقیح نمایان 
منحنی پیشرفت بیماري با با توجه به سطح زیر. گشت

بندي هاي ژنتیکی دستهاستفاده از آزمون توکی، نمونه
داراي سطح TN-533ژنتیکی نمونه). 3جدول (شدند

عنوان زیرمنحنی پیشرفت بیماري بیشتر از آگریا به
. بسیار حساس قرارگرفتشاهد حساس بوده و در سطوح 

ژنتیکی مقاوم عنوان نمونهبهTN-531ژنتیکی نمونه

منحنی شناخته شده و در مقایسه میانگین سطح زیر
پیشرفت بیماري با کمترین میزان درگروه مجزا و 

هاي کلی نمونهطوربه. ترین شناخته شدندان مقاومعنوبه
531-TN ،530-TN ،532-TN ،528-TNآگریا و ،
533-TNتوان به ترتیب میزان مقاومت به این را می

.بیمارگر معرفی نمود
علائم بیماري A. tenuissimaدر ارزیابی با جدایه 

از هاي ژنتیکی حساس ناشی از این گونه قارچی در نمونه
روز دوم و در سطوح دیگر مقاومت در روزهاي سوم و 

1- Area under the disease progress curve
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TN-528ژنتیکینمونه. چهارم بعد از تلقیح نمایان گشت
منحنی پیشرفت بیماري برابر با آگریا داراي سطح زیر

بوده و توسط آزمون توکی در یک گروه مجزا و جزء 
TN-531نمونه ژنتیکی. بسیار حساس قرارگرفتگروه

عنوان نمونه ژنتیکی مقاوم سطح بوده و بهترین در پایین
شناخته شده است و در مقایسه میانگین سطح زیر

منحنی پیشرفت بیماري با کمترین میزان در گروه مجزا 
هاي ژنتیکی نسبت به این جدایه قرار ترین نمونهو مقاوم
هاي با توجه به نتایج حاصله نمونه). 3جدول (گرفت

531-TN ،533-TN ،532-TN ،530-TNآگریا و ،
528-TNتوان به ترتیب میزان مقاومت به بیمارگررا می

A. tenuissimaمعرفی نمود.

منحنیزیرح ـر اساس سطـزمینی باي ژنتیکی سیبـهاي نمونهقایسه میانگین ارزیابی درون شیشهـم-3جدول 
بیماريپیشرفت

A. tenuissimaبیمارگر A. solaniبیمارگر نمونه ژنتیکی

85/15ab91/9aآگریا
528-TN33/15bc75/9a
530-TN75/13d58/9b
531-TN58/12e41/7c
532-TN75/14c08/8bc
533-TN25/16a50/7c

%).1توکی (ارندندداري معنیتفاوت% 1ظر آماري در سطح احتمال هاي داراي حروف مشترك در هر ستون از نیانگینم

اي گلخانهارزیابی 
در این ارزیابی با استفاده از بیمارگرهاي قارچی 

)Alternaria tenuissima وAlternaria solani ( علائم
جدول ).3شکل(بیماري از روز سوم تا هشتم آشکار شد 

دهد بین بیمارگرهاي قارچی، تجزیه واریانس نشان می
دار در سطح معنیآنهاثرات متقابل هاي ژنتیکی و انمونه

).4جدول (اختلاف وجود دارد % 1

سازي با هر دو بیمارگر قارچیبعد از آلودهايگلخانههاي آلوده در شرایط نمایی از برگ- 3شکل

از سطحاستفادهزمینی با یبهاي ژنتیکی سهاي قارچی و نمونهایزولهايگلخانهتجزیه واریانس ارزیابی -4جدول
منحنی پیشرفت بیماريزیر
میانگین مربعاتدرجه آزاديمنابع تغییرات
1674/1928بیمارگر قارچی **

5474/95هاي ژنتیکینمونه **

5807/102نمونه×بیمارگر  **

24292/0اشتباه آزمایشی
35کل

%.1سطح احتمال دار در معنی: **
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44................................ ......................................................اهی ملی ایرانزمینی بانک ژن گیهاي ژنتیکی دیپلوید وحشی کلکسیون سیبنمونهارزیابی

مقایسه میانگین سطح A. solaniدر ارزیابی با جدایه 
هاي ژنتیکی منحنی پیشرفت بیماري در بین نمونهزیر

-TN, 530-532هاي دهد، نمونهمورد بررسی نشان می
TN 533و-TNدر در سطوح حساسیت بالاتري از آگریا

-531تیکی ژننمونه). 5جدول(گروه حساس قرارگرفتند
TNها بوده تري در مقایسه با سایر نمونهدر سطح پایین

ترتیب . ژنتیکی مقاوم شناخته شدعنوان نمونهو به
،TN-531صورت بهها به بیمارگر مقاومت ژنوتیپ

528-TN ،530، آگریا-TN ،532-TN 533، آگریا و-TN
علائم بیماري در A. tenuissimaدر ارزیابی با جدایه.بود
هاي حساس از روز ششم تا هشتم و در سطوح تیپژنو

. دیگر مقاومت از روز دهم بعد از تلقیح نمایان گشت

منحنی پیشرفت بر اساس مقایسه میانگین سطح زیر
هاي ژنتیکی مورد بررسی، نمونهبیماري در بین نمونه

528-TN در سطوح حساسیت یکسان با آگریا در گروه
هاي ژنتیکیونهنم). 5جدول(حساس قرارگرفت 

531-TN 532و-TNهاي ترین سطح از نمونهدر پایین
عنوان نمونه ژنتیکی مقاوم شناخته ژنتیکی  بوده و به

هاي ترین نمونهشده است، و در گروه مجزا و مقاوم
هاي نمونه. ژنتیکی نسبت به این جدایه قرار گرفت

به ژنتیکی را بر اساس میزان مقاومت به این بیمارگر
، آگریا و TN ،531-TN ،532-TN ،530-TN-533تیب تر

528-TNباشدمی.

پیشرفتمنحنی زمینی  بر اساس سطح زیرهاي ژنتیکی سیبنمونهاي گلخانهمقایسه میانگین ارزیابی - 5جدول 
بیماري

A. tenuissimaبیمارگر A. solaniبیمارگر ژنوتیپ

50/56b66/46aآگریا
528-TN83/51c00/46a
530-TN00/61a83/41b
531-TN83/43d50/37c
532-TN00/60a50/37c
533-TN83/59a66/35d
%).1توکی (ندارند داري تفاوت معنی% 1هاي داراي حروف مشترك در هر ستون از نظر آماري در سطح احتمال میانگین

این آزمایشات بر مبناي محاسبه سطح زیر منحنی 
اي در ارزیابی درون شیشهپیشرفت بیماري انجام گرفت، 

براي مقاومت به بیماري لکه موجی با عامل قارچی
A. solani ظهور علائم را در روزهاي دوم و سوم مشاهده

در طی این آزمایش علائم بیماري لکه موجی . )1(کردند
اي با روش پخش عصاره قارچ ون شیشهدر ارزیابی در

هاي ژنتیکی در نمونهA. solaniگونهبروي گیاه در برابر 
هاي دیگر در روز دوم حساس در روز اول و در نمونه

. نمایان گشت
هاي ژنتیکی حساس در نمونهA. tenuissimaگونه

هاي ژنتیکی با نمونهدر روز دوم بعد از تلقیح و در
قاومت در روزهاي سوم و چهارم بعد از سطوح دیگر م

از آن جایی که طبق نظر بسیاري از .تلقیح مشاهده شد
محققان مقاومت بر بیماري لکه موجی بیشتر بصورت 

منحنی پیشرفت بیماري کمی است محاسبه سطح زیر
در دستیابی به منابع مقاومت کمی بسیار سودمند است 

در ). 7(ست و توسط بسیاري از متخصصان توصیه شده ا
با توجه به اي گلخانهاي و آزمایشات درون شیشه
منحنی پیشرفت هاي سطح زیرمقایسه میانگین داده

نتایج یکسانی بدست آمد و این نتایج حکایت از قابل 
باشد، که اي میهاي درون شیشهاطمینان بودن روش

تواند موجب کاهش قابل توجهی در وقت و هزینه می
.ایجاد نماید

در بین Alternariaنبود یا کمبود منابع مقاومت به 
هاي زمینیزمینی و همچنین سیبهاي سیبلاین

هر چند که سطوح متفاوت ). 9(تجاري اعلام شده بود 
هاي دیپلویید وحشی مشاهده زمینیمقاومت در سیب

هاي احتمالی بنابراین وجود ژنوتیپ). 5،13(شده است 
تواند در مت به این بیماري میمصون با سطح بالاي مقاو

گذار بوده و مقاومت به بیماري لکه موجی بسیار تاثیر
.هاي زراعی مقاوم مورد استفاده قرار گیردتولید کولتیوار
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Screening of Wild Diploid Accessions of Potato Collection in National Plant Gene
Bank of Iran for Resistance to Early Blight Disease Caused by Alternaria

tenuissima and Alternaria solani under in vitro and Greenhouse Conditions

Hamid Reza Mirkarimi1, Ahmad Abasi Moghadam2 and Javad Mozafari3

Abstract
Species of pathogenic fungi Alternaria SPP developed early blight disease on potato. In

order to evaluate the resistance levels of wild diploid accessions of National Plant Gene bank of
Iran, a factorial randomized complete design with three replications was performed in National
Plant Gene Bank under in vitro and greenhouse condition during 2007-2008 and disease
symptoms were recorded. Based on area at disease progress curve for each of two pathogenic
fungi A. solani and A. tenuissima disease development on five diploid accessions i.e: TN 528,
TN 530, TN 531, TN 532, TN 533 and Agria (susceptible chek) experiment has been designed.
Analysis of variance result of in vitro and greenhouse evaluation indicated significant effects of
pathogens, sample of genotypes and their interaction. In vitro evaluation, symptoms were
observed the first and third days after inoculation via in vitro evaluation, in which, continued up
to date sixth. By using A. solani accession TN 533 and accessions TN 531 and TN 530 were at
lower and higher levels than Agria. Respectively, mean while, by causing A. tenuissima
accession TN 528 and TN 533 and TN accessions TN 531 were at semilar and higher level than
that of Agria. Disease symptoms during green house evaluation began on the third day and
continued until the day twentieth. During this part  accessions: TN 533, TN 532 and TN 530
were at the lower levels compare with Agria and accessions: TN 531 and TN 528 were at higher
levels when A. solani has been used. When A. tenuissima was applied accession  TN 528 was at
semilar level and accession TN 533 was in higher level than Agria.

Keywords: Evaluation, Early blight, Area under the disease progress curve, Resistance
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