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  چكيده
Sclerotinia sclerotiorum وسيع ميزباني اسـت و سـطح وسـيعي از   دامنه  زا نكرو تروف با  يك عامل بيماري 

ژنـي درون گونـه ايـي قـارچ بـر اسـاس         با توجه به اينكه تشخيص هترو. دهد  مي اي را نشان  گونهتنوع فنوتيپي درون    
مي باشد،  بررسي گروههاي سازگاري ميسليومي به عنوان معيار مناسبي براي طبقه بنـدي               فاكتورهاي فنوتيپي محدود  

 S. sclerotiorum جدايه خالص سازي شده 19در اين تحقيق . ن گونه ايي معرفي شده استو تفكيك هتروژني درو
در حالـت سـازگار     .  به اضـافه مـاده رنگـي قرمـز جفـت شـدند             MPMكلزا بر روي محيط كشت تغيير يافته پاترسون         

 خـط واكـنش   يل باتـشك  امـا در ناسـازگاري ميـسليومي    دادنـد،  رادو جدايه جفت شده و تشكيل يك پرگنهميسليومي  
 ميـسليومي نـازك مـشاهده       مشخص به كمك ماده رنگي قرمز در ناحيه واكنش همراه با ناحيه ميسليومي فراوان و يا               

 ـ         .دن و دو جدايه جفت شده توانايي تشكيل هتروكاريون پايدار را ندار           شده صـورت   هجفت شدن يك جدايه بـا خـودش ب
مطالعـات  .  ديـده شـد     هـا   ر ميـسليومي هـم در بـين ايـن جدايـه            حالت ديگر ناسـازگا    5سازگار ميسليومي تلقي شده و      

. ي جفت شده مشاهده نـشد  ها  پيچيده بوده و آناستوموز هميشه در بين جدايه ها ميكروسكوپي واكنش ميسليومي جدايه 
ه ك ـداد   نـشان     هـا   داده .در واكنش ناسازگار زوال هيفي مشاهده شد كه اين مورد در واكنش سازگار مـشاهده نگرديـد                

بـا   شود، كـه قابـل مقايـسه     ميمشاهده S. sclerotiorum  ي ها سطح بالايي از  ناسازگاري ميسليومي در بين جدايه
دهدكـه    مـي   ايـن سـطح وسـيع ناسـازگاري نـشان          . گزارش شده است    ها  ناسازگاري رويشي است  كه در آسكوميست      

اسازگاري ميسليومي روش مـوثري بـراي طبقـه         هتروژني ژنتيكي در داخل اين گونه وجود داشته و واكنش سازگاري ن           
  .باشد  ميبندي هتروژني درون گونه ايي

  
  ي ناسازگاري ميسليوم-سازگاري، ، كلزاSclerotinia sclerotiorum  :ي كليدي ها واژه

 
  1   مقدمه

ــارچ خــاكزي  ــه Sclerotinia sclerotiorum  ق  ب
زا جهاني تفاوت زيادي در فنوتيپ       عنوان عامل بيماري  

                                                 
گـروه  رشناسـي ارشـد بيمـاري شناسـي گيـاهي و دانـشيار              ا ك سابق جويدانشبه ترتيب   -1

  گياهپزشكي دانشكده علوم زراعي دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان
 Email: zahra_vakil_1359@yahoo.com                  نويسنده مسئول*

ــه  ر ــته و گون ــشي داش ــا وي  ــ  ه ــنس ب ــن ج ــيله ه ي اي وس
ي  هــا چنــد شــكلي ( RFLPمشخــصات مورفولــوژي و 

ــه     ــرش يافت ــات ب ــول قطع ــود در ط ــل  ) DNAموج قاب
  جهــت سيــستماتيكيي  هــا بررســي.تفكيــك هــستند 

مشكل بوده و با توجه     اي    تشخيص هتروژني درون گونه   
اي   ي درون گونـه    هـا   نكه تـشخيص هتروژنـي گـروه      اي  به
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  چـون  هـم   هـا    براساس فاكتورهاي فنـوتيپي گـروه      قارچ
، باشـد   مي بيماري زايي و  يا پراكنش جغرافيايي محدود         

بنابراين وجود معيارهاي مستقلي براي تفكيـك و طبقـه          
  ). 6،7(ضروري استاي  بندي هتروژني درون گونه

 لـزا آلـوده   كي جمع آوري شده گياه       ها  آناليز جدايه 
رتـا كانـادا نـشان داد كـه ايـن            اونتاريو تـا شـمال آلب      در  

 1ي كلـون  د از نظر ژنتيكـي هتـروژن و بـا تعـدا            ها  جدايه
 ســبب تفكيــك   هــا ايــن كلــون .قابــل تــشخيص هــستند

. گـردد  مـي اي    ژنتيكي و جدا سازي ژنوتيپي درون گونه      
 براســاس گروههــاي  هــا تفكيــك و جــدا ســازي كلــون

 صـورت   3DNA و انگـشت نگـاري     2سازگار ميـسليومي  
ــا هــم   طــوريگرفتــه بــه  كــه همــه اعــضا يــك كلــون ب

ي ديگـر   هـا  سازگاري ميسليومي دارند و با اعـضا كلـون    
 DNAناســازگاري دارنــد و همچنــين انگــشت نگــاري  

  ). 4(يكساني دارند
ــستم ســازگاري  ــسليومي روش –سي  ناســازگاري مي

 -Self-nonself,selfماكروسـكوپي بـوده كـه از روش    

self در حالـت سـازگاري     كند، كه     مي  استفاده  ها   جدايه
 .دهنـد   مي  را پرگنهدو جدايه جفت شده و تشكيل يك        

ي هر جدايه بـا تـشكيل        ها  پرگنهاما در حالت  ناسازگار      
قابل تفكيك  پرگنه  يك سري از سلولهاي مرده بين دو        

   معمـول بـوده و عـلاوه بـر          ها  در قارچ روش  ، اين   هستند
 S. sclerotiorumــارچ ــات ق ــا  در مطالع ي ديگــر از  ه
 Ophiostoma و Cryphonectria parasiticaملـه  ج

ulmi            به عنوان روش مؤثري بـراي تـشخيص و ارزيـابي 
 زا در جمعيـــت عامـــل بيمـــارياي  گونـــه تنـــوع درون

   ). 8( شده استشناسايي 
تحقيقات نشان داد كه سـطح بـالايي از ناسـازگاري           

ي قارچ وجود دارد كـه قابـل         ها   جدايه ميسليومي در بين  
                                                 
1- clone 
2- MCG 
3- fingerprint 

در ايـن مـورد   سطح ناسازگاري رويشي اسـت    مقايسه با   
.  گـــزارش شـــده اســـتنيـــزي ديگر هـــا آسكوميـــست

ناسازگاري رويشي در دامنـه وسـيعي از آسكوميـست و       
   شامل ها آنامورف آسكوميست

Cochliobolis heterostrophus , Septoria nodorum 
Aspergillus nidulanse , Podospora anserine , 
Verticillium dahliae , Gibberella fujikuroi , 
Fusarium oxysporium 

ــه .  اســتشــرح داده شــده ــين ب ــزار همچن ــوان اب  عن
ــراي  ــدي ب ــشيخصمفي ــهت ــوتيپي درون گون ــد اي   فن مانن

 F.oxysporiumي   هـا   زايـي در جدايـه     اختلاف بيماري 
  ).7،8(استفاده شده است 

ي سازگار ميسليومي كـه احتمـالا از سيـستم           ها  گروه
شي بهـره بـرداري شـده از نظـر تحـرك و             سازگار روي ـ 

 نجـام كه از طريق جنسي يـا رويـشي ا        (جابه جايي هسته    
ي  هــا ، مــشابه گــروهبــين گروههــاي ســازگار) شــود مــي

ناسـازگاري ميـسليومي     البتـه    .باشـد   مـي  سازگار رويشي 
Neurospora crassa ,   ــايي ــدم توان ــت ع ــز از جه  ني

ن اينكه دو اسـترين جفـت شـوند و تـشكيل هتروكـاريو            
  ). 6(باشد  ميپايداري دهند با ناسازگاري رويشي مرتبط

  هـا    جدايـه  NIT)(ي نيـت   هـا   به علت فقـدان موتانـت     
ــه      ــن گون ــشي در اي ــازگاري روي ــي ناس ــت ژنتيك اهمي

يي كـه از نيتـروژن اسـتفاده         ها  ناشناخته مانده زيرا موتان   
نكنند در ايـن گونـه موجـود نمـي باشـد و ناسـازگاري               

ابــل بررســي بــراي ناســازگاري ميــسليومي بــه راحتــي ق
ي مكمــل نمــي باشــد امــا   هــا آزمــونهتروكــاريوني در 

ــتلاف     ــوع و اخ ــي تن ــراي بررس ــولي ب ــاي مولك معياره
  ). 7(است به آساني موجود MCGژنتيكي بين و داخل

ي متعلق به يك گروه سـازگار ميـسليومي          ها    جدايه
كشت داده  4MPMكه روي محيط كشت  تعريف شده        

  را  پرگنـه  رشد كـرده و تـشكيل يـك       شده به طرف هم     
بانـد پروتئينـي     دو   داراي يـك يـا        ها  دهند اين جدايه   مي

                                                 
4- Modified Patterson Medium 
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و تنــوع آنهــا باشــند  مــي1MCGيكــسان مربــوط بــه آن 
ي  ها   اما جدايه  . باند هيبريدي است   يك تا پنج  مربوط به   
مولكولي بيـشتري   تنوع  مختلف داراي    MCGمربوط به   

ــشتر از  ــوده و در بي ــنجب ــديپ ــد هيبري ــز اخــتلاف  بان  ني
  ).   3،10(دارند

مخلـوط   S sclerotiorumبا توجه به اينكه جمعيـت  
و طبق تحقيقات انجام شده در      است   MCGهتروژني از   

گياهاني چون كلزا در كانـادا، سـبزيجات در نـورژين و          
آفتابگردان در مانيتوبا و كلم در شمال كارولينـا و سـويا            

ازگاري يـا   در آرژنتين و كانادا ديـده شـده، بررسـي س ـ          
ناسازگاري ميسليومي ممكن اسـت روش مـؤثري بـراي          

 قارچ باشـد، و بـراي     اي    طبقه بندي هتروژني درون گونه    
زا  و تنـوع  جمعيـت و عامـل بيمـاري       مطالعات بيولوژي 

  ).  5،8(باشد  ميقابل استفاده
MCG  تـه  ف در مسافت طولاني گسترش يـا        ها  و كلون

 كلزا هم ممكـن     و تحقيقات نشان داده كه در هر مزرعه       
است تعداد زيادي كلون قارچ وجـود داشـته باشـد كـه             
تعــداد كمــي از آنهــا بــه طــور مكــرر و طــي چنــد ســال 

كـه تعـداد بيـشتري از آنهـا      آيند در صـورتي   مي دست هب
افتنـد و ايـن       مـي  يك يا دو بار به صورت محلـي اتفـاق         

ممكن است  در پراكنش وسيع       MCGدهد كه     مي نشان
ــالا وج ــه در    در تكرارب ــور ك ــان ط ــد هم ــته باش ودداش

ي اونتاريو ، مانيتوبا و       ها  ي مزارع كلزا در استان      ها  جدايه
  ). 3،4(ساسكا چوان كانادا بررسي شده است 

 يـك  S sclerotiorum نشان داده با اينكـه   ها بررسي
بوده و توليد مثل جنسي به وسيله خـود         قارچ جور ريسه    

ــسيم و آسكوســپو  ــشكيل آپوت ــاروري و ت ــوازي و ب ر ه
توليد مثل غير جنسي با تشكيل اسكلرت است، كه ايـن           

 به حفظ ژنوتيپي كمـك  تواند   مي ي توليد مثلي   ها  روش
 سبب محـدوديت تغييـر پـذيري ژنتيكـي گـردد             و   كند

                                                 
1- Mycellial Compatibillity Group 

در ايجاد   ولي مبادله ژنتيكي و نوتركيبي در كنار جهش       
. ديــد و تنــوع ژنتيكــي قــارچ نقــش دارد    ژنوتيــپ ج

ي سـازگار    هـا   را با تعيين گروه   اي    نههتروژني  درون گو   
  ). 6(توان بررسي نمود  ميميسليومي

علاوه برآن مقايسه جمعيت قارچ روي گيـاه كلـزا و     
دهـد    مـي نشان)  Ranunculus ficaria (ميزبان وحشي 

كه در ميزبان وحشي با اينكه از نظر فنوتيپي ماننـد نـرخ             
 آن  تنوع وجود دارد ولـي تنـوع      ... و  پرگنه  رنگ  ،  رشد

 در مقايـسه    DNA و انگشت نگـاري      MCGاز نقطه نظر    
  ).5( باشد  ميبا كلزا كمتر

ي زراعـي    هـا    در ميزبان  MCG كه ساختار  به اين نظر
باشد بنابراين ممكن است  عمليات زراعي         مي  تر پيچيده

  تأثير گذار باشند و اين  MCG روي تكرار و طرح نيز 
ي  و تكــرار آنهــا بــررو  MCGوســعت و گونــاگوني  

 در جمعيـت قـارچ      MCG و تهاجم     ها  گوناگوني جدايه 
اي  كـه در مطالعـات گلخانـه    به طـوري . تأثير گذار است 

 در تهاجم روي گياه كلـزا ديـده          ها  اختلافاتي بين كلون  
شده ولي ارتباطي بين تكرار كلون و تهـاجم آن وجـود            

طور كلي سـاختار جمعيـت عامـل بيمـاريزا و            هندارد و ب  
 ممكـن اسـت در سيـستم         ها  جم جدايه گوناگوني در تها  

  ).4،5،8(مديريت بيماري قابل توجه باشد
ي قارچ عامل بيماري ساقه سفيد مـزارع         ها   بررسي جدايه 

كلـــزا اســـتان گلـــستان  از نظـــر رشـــد، توليـــد آپوتـــسيم و 
 مـشخص سـاخت      هـا   يـي را در جدايـه      هـا    تفـاوت  ،بيماريزايي

 از نظر رشـد، توليـد        ها  با توجه به اينكه تفاوت جدايه     ).  1،2(
ــي درون     ــوع ژنتيك ــده تن ــشان دهن ــاريزايي ن ــسيم و بيم آپوت

اي   باشـد و تـشخيص هتروژنـي درون گونـه           مي قارچاي    گونه
باشد به منظـور      مي قارچ بر اساس فاكتورهاي فنوتيپي محدود     

 –قارچ از سيستم سـازگاري      اي    بررسي هتروژني درون گونه   
ــك  ــه روش ماكروســـ ــسليومي بـــ ــازگاري ميـــ وپي و ناســـ

ميكروسـكوپي اسـتفاده شـد، كـه اسـتفاده از ايـن سيـستم بــه        
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ــت   ــاختار جمعي ــه س ــور مطالع ــارگرمنظ ــاگوني در بيم و گون
مديريت بيماري قابل اسـتفاده        در سيستم   ها  بيماريزايي جدايه 

ــت ــازگاري  اسـ ــين سـ ــسليومي  -و تعيـ ــازگاري ميـ ناسـ
اولين بررسي در اين  S sclerotiorumي قارچ  ها جدايه
 .باشد  ميدر كشورزمينه 
  

   ها مواد و روش
در طــي فــصل زراعــي گيــاه كلــزا نمونــه بــرداري از اول 

ع مختلف اسـتان     شروع و تا تيرماه از مزار      1383فروردين ماه   
بعــد از جــدا ســازي و خــالص ســازي  .گلــستان ادامــه يافــت

سيب زمينـي دكـستروز آگـار و        ي قارچي در محيط      ها  جدايه
ــار،   ــا 19آب آگ ــه از من ــت  جداي ــف اس ــستان طق مختل ان گل

بررســي ســازگاري هــا در ايــن جدايــه از كــه،دســت آمــد هبــ
 .)1جدول( ناسازگاري ميسليومي استفاده گرديد

  

   S. sclerotiorumي  ها تعيين سازگاري ميسليومي جدايه
   MPM+محيط كشت ماده رنگي قرمز 

  MPMبراي تعيين سازگاري ميسليومي از محـيط كـشت  
 68/0  شـامل   )Mccormackاده رنگـي    بـدون م ـ  (با تغييراتـي    

 ،Kcl  گــرم7H2O.MgSo4، 15/0 گـرم  KH2PO4 ،5/0 گـرم 
ــصا 5/0 ــرم ع ــر گ ــرم 1 ،ره مخم ــرم NH4NO3 ، 40/18گ گ
D  ،ود مـايع   ك ـ(ليتـر محلـول عناصـر تـراس           ميلي 2/0گلوكز

 از محلـول رنگـي قرمـز         ميلـي ليتـر    1 گـرم آگـار و     15،  )ازته
.  اسـتفاده شـد   براي هر ليتر)شيمي  Abiasشركت (خوراكي

هر جدايـه قبـل از اسـتفاده بـراي جفـت شـدن، ابتـدا در ايـن           
لازم بـه ذكـر اسـت كـه محلـول           . محيط كشت قرار داده شد    

رنگــي قرمــز بــراي تفكيــك محــيط كــشت از ســاير محــيط  
 و مهمتر از آن بـا جمـع شـدن در ناحيـه واكـنش بـه           ها  كشت

 ).6(عنوان نشانه براي تفكيك انواع ناسازگاري استفاده شد 
 

   جفت شدن ميسليومي به منظور مطالعه ماكروسكوپي 
 در  MPMيـي كـه در محـيط         هـا   براي اين مورد از جدايه    

0( اتــاق يدمــا
C22 ( ــه مــدت   روز كــشت شــده، اســتفاده7ب

 پرگنه ميلي متري از حاشـيه رشـد       5ي   ها  سپس بلوك . گرديد
ــه ديگــر درســانتيمتر  5/3در فاصــله  9 پتــري تــشتكاز جداي

. گرفـت  اتـاق قرار   ي در دمـا   MPM روي محيط    سانتي متري 
 تكـرار در مقابـل جدايـه ديگـر قـرار گرفتـه و               4 در    ها  جدايه

  .  روز مورد بررسي قرار گرفت14 و 7واكنش جفت شدن طي 
  

   جفت شدن ميسليومي به منظور مطالعه ميكروسكوپي 
 MPMميكروسكوپي با لايه نـازك      اي    اسلايدهاي شيشه   
كاغذ  رويسترون  پتري تشتكدر سپس ود پوشيده شWAيا

اي    روي هـر لام شيـشه       سـترون  در شـرايط  . گرفتقرارصافي  
 5/1 بـه فاصـله       هـا    ميلـي متـري از جدايـه       5ي آگـار     ها  بلوك

بـا گليـسرول    كاغذ صافي   سپس  . گرفتسانتي متر از هم قرار    
دمـا  و   تاريكي   شرايط  و در  راي حفظ رطوبت اشباع شد    ب% 5

0
C

در نظـر   تكـرار    5فت شدن نيـز     براي هر ج  . گرفت قرار 22 
 روز با قرار دادن يك      14 و   4،7پس از     ها  واسلايد .گرفته شد 

با ميكروسكوپ مـورد ارزيـابي قـرار        بلوك آگار   لامل روي   
  ). 6(گرفتند

  

  و بحث نتايج
  ارزيابي ماكروسكوپي جفت شدن ميسليومي  

 جدايــه در 19نتــايج حاصــل از جفــت شــدن ميــسليومي  
 در حالـت سـازگار بـه صـورت           ها  ايهجد ، آمده است  1شكل

مربع شكل و در حالت ناسازگار به صورت دايـره شـكل كـه       
البته با توجه به نوع ناسازگاري حالات مختلف شكلي نمايان          

، كـاملاً پـر يـا       دايره خـالي  ،خـالي مربـع   به صورت    ( مي شود 
خط قرمز موجود در ناحيـه واكـنش در تعـدادي از            . )متقاطع

ه علت جمع شدن ماده رنگي قرمـز در     جفت شدن ناسازگار ب   
ناحيه واكنش و تا حدودي به علت وجـود عناصـر رنگـي در              

  . سيتوپلاسم هيف مي باشد
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  استان گلستان  جمع آوري شده از مزارع كلزاS.sclerotiorumي  ها  مشخصات جدايه -1جدول 
  منطقه جمع آوري  تاريخ جمع آوري  كد جدايه 

Ss1  20/2/83  ويكردك  
Ss7  21/2/83  جاده قديم كردكوي  
Ss3  20/2/83  جاده كردكوي  
Ss4  21/2/83  جاده كردكوي  
Ss5  20/2/83  جاده كردكوي  
Ss2  25/2/83  گرگان  

SsAR  30/2/83  گرگان  
Ss12  10/3/83  آق قلا  
Ss14  10/3/83  بندر تركمن  
Ss16  12/3/83  علي آباد  
Ss8  12/3/83  فاضل آباد  

Ss20  12/3/83  آبادعلي   
Ss11  15/3/83  جاده مينو دشت  
Ss19  15/3/83  جاده گنبد  
Ss1C  20/3/83  جاده كلاله  
Ss6  20/3/83  جاده كلاله  

Ss18  20/3/83  مينودشت  
Ss13  20/3/83  گاليكش  
Ss2K  20/3/83  جاده كلاله  

 
 2جفت شدن زماني به عنوان سازگار تلقي مي شـود كـه             

كه ناحيه واكـنش    ون اين را داده بد  پرگنه  جدايه تشكيل يك    
   ) .2 مربع توپر، شكل  (واضحي بين دو جدايه ديده شود

هاي ناسازگار چندين حالت در بـين       در جفت شدن ريسه   
  : لشامتوصيف گرديدي مختلف  ها جدايه
 جدايـه   2 روز از كـشت      7كـه بعـد از گذشـت         زماني -1

و در  پرگنـه   مورد آزمايش خط قرمـز مشخـصي روي سـطح           
  )3ل، شكمربع خالي(شد نمايان پرگنه حالت برعكس 

پرگنـه  كه خط قرمـز تنهـا در حالـت بـرعكس              زماني -2
نيــز نـواحي ميــسليومي  پرگنـه  ديـده مـي شــود و روي سـطح    

  دايـره خـالي، شـكل   (ديگردفراوان در ناحيه واكنش مشاهده     
4( .  

و در حالـت بـرعكس     پرگنه   كه خط قرمز روي    زماني -3
ي شود البته فضا آزاد ميسليومي      ديده م ) از پشت پتري  (پرگنه  

  .)5 متقاطع، شكل دايره(شددر ناحيه واكنش مشاهده 

يـك بانـد    شد امـا    كه خط قرمز مشخصي ديده ن      زماني -4
مشخص و فراوان از ميسليوم هوايي به صـورت خـط ضـخيم             

  . )6  دايره تو پر، شكل(گرديددر ناحيه واكنش مشاهده 
 شـود ولـي     كه خط قرمـز مشخـصي ديـده نمـي          زماني -5

يك باند نـازك ميـسليوم تقريبـاً بـه صـورت خـط در ناحيـه                 
ــشاهده   ــدواكــنش م ــره( ش ــه 19از .   )7شــكل  داي  جداي

آزمايش شده حـالات مختلـف ناسـازگاري ديـده شـد و در              
 يـا   7بعد از   سپس  .  به صورت سازگار بودند    self-selfحالت  

  .گرفت مورد بررسي قرار  ها  روز جفت شدن14
 حالـت ديـده   2 حالت ناسـازگار تنهـا       5 از   Ss6در جدايه   

تـرين حالـت     كـه بـيش     )دايره تـو پـر و دايـره       ( شامل هشد
اند مشخص و فراوان از ميسليوم هوايي  بممكن هم به صورت

 ) دايره تو پـر    (استبه صورت خط ضخيم در ناحيه واكنش        
 نيز حالتي از خط قرمز مشخص       Ss14علاوه بر آن در جدايه      

و در  نـشد  ديـده    )مربـع خـالي   ( بـرعكس  وپرگنـه   روي سطح   
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دايـره  (تي از فـضا آزاد ميـسليومي        حال  Ss8,Ss18هاي  جدايه
ــاطع ــشد )متق ــشاهده ن ــه از 12در  .م ــورد 19 جداي ــه م  جداي

، Ss1،Ss3،Ss4،Ss5،Ss7(آزمــــــــــــــــــــــــــــــــايش 
Ss12،Ss2،Ss16،Ss20،Ss11،Ss2K،Ss1C( ــر ــت 5 ه  حال

 .ناسازگاري ديده شد
  

  
  

  
 MPM در محيط Ss13 × Ss13دايه سازگاري ميسليومي ج-2شكل

   روز7پس از گذشت  ماده رنگي قرمز غذايي،+ 
  

  
  

 
، وجود خـط    13Ss × 2Ssناسازگاري ميسليومي جدايه     -3شكل

در ناحيـه   ) پـشت پتـري   (قرمز در سطح پرگنـه و بـرعكس         
 ـ   رنگي قرمـز غـذايي     ماده+ MPMواكنش در محيط     س از  ،  پ

   روز7گذشت 

 

 

، وجود ناحيه Ss1C × Ss2Kناسازگاري ميسليومي جدايه  -4شكل
ميسليومي فراوان در سطح پرگنه قارچ و خط قرمز پشت 

ماده رنگي قرمز  +MPMدر ناحيه واكنش روي محيط پرگنه 
   روز14، پس از گذشت غذايي
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رمز ، وجود خط قSs12×Ss4ناسازگاري ميسليومي جدايه  -5شكل
در سطح و برعكس پرگنه قارچ با فضاي آزاد ميسليومي در 

ماده رنگي قرمز غذايي،  +MPMناحيه واكنش روي محيط 
   روز14پس از گذشت 

  

  

 ، وجود باند Ss2×Ss7ناسازگاري ميسليومي جدايه  -6شكل
مشخص و فراوان از ميسليوم به صورت خط ضخيم در 

گي قرمز غذايي ، ماده رن+ MPMناحيه واكنش در محيط 
   روز14پس از مدت 

  

، وجود باند Ss13 ×Ss7ناسازگاري ميسليومي جدايه  -7شكل
نازك ميسليومي تقريبا به صورت خط در ناحيه واكنش 

 7، پس از گذشت ماده رنگي قرمز غذايي+ MPMروي محيط 
  روز

 
  ارزيابي ميكروسكوپي جفت شدن ميسليومي

طرف ناحيه واكـنش    به  پرگنه  با رشد هيف از مركز يك       
 جفت  يهاپرگنهتوان ارزيابي نمود كه آيا آناستوموز بين        مي

ــا تركيــب درون   ــه شــده وجــود دارد و ي ــدون ايجــاد پرگن ب
در حالـت واكـنش سـازگار دو        . آناستوموز انجـام مـي شـود      

شـود و در    ها هميشه مشاهده نمي   پرگنه، آناستوموز بين    پرگنه
بــه ســادگي روي  پرگنــهيــك ) self-self(واكــنش ســازگار 

كه تركيب هيفـي مشخـصي      ديگر ظاهر شده بدون اين    پرگنه  
داشته باشند و در صورت ايجاد آناستوموز به صورت تركيب 

-يك هيف به دور هيف به صـورت حلقـه         پيچيدن  مستقيم يا   
  ) . 8شكل (هاي فراوان ديده مي شود

در تعــدادي از جفــت شــدن ســازگار آناســتوموز توســط 
 اصــلي در نقطــه تركيــب مــشخص تــشكيل خوشــه از هيــف

در جفت شدن ناسازگار نيـز آناسـتوموز        . )9شكل( گردد   مي
غالباً مشاهده نشده و در صورت تشكيل نيـز شـبيه بـه حالـت               

 اسـت سازگار بصورت پيچاپيچ يـك هيـف بـه دور ديگـري        
در هر دو حالت سـازگار يـا ناسـازگار سـاختماني            ).  8لشك(

  ).10لشك( شدا مشاهده هپرگنهشبيه نردبان در آناستوموز 
چنين در هر دو حالت سازگار و ناسازگار گاهي تيپ          هم

 بـه مرحلـه ميكروكنيديوژنـسيس        هـا   هيفي در تعدادي جدايـه    
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بـه خـصوص در آنهـايي كـه در حالـت            .  شـد  اختصاص داده 
ماكروسكوپي در ناحيـه واكـنش نـواحي ميـسليومي فراوانـي            

   .)11شكل   (ديده شده است
توليـد كننـده ميكـرو كنيـديوم         به تيپ     تبديل تيپ هيفي  

 مي شود علت ي اسپرماتي حاواسپرمودوكيوم  كه سبب توليد    
ــا      ــازگار و ي ــت س ــتوموز در حال ــراي آناس ــاتواني ب ــلي ن اص

  )12،13شكل(ناسازگار مي باشد 

  
  

  
و ) سمت راست (Ss5 ×Ss5 سازگاري ميسليومي جدايه-8شكل

به ) پسمت چ (Ss12 ×Ss8ناسازگاري ميسليومي جدايه
ي فراوان پس از  ها  و تشكيل حلقه ها صورت پيچاپيچ هيف

  )×100( روز 3گذشت 

  
  

  
و ) سمت راست (Ss8× Ss8 سازگاري ميسليومي جداي-9شكل

Ss2×Ss2)  به صورت تشكيل خوشه پس از ) سمت چپ
  )×100( روز3گذشت 

  
به صورت  Ss3×Ss3سازگاري ميسليومي جدايه  -10شكل

  روز3ن پس از گذشتنردباساختمان شبيه 
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و توليد  ومميكروكنيدي كنندهتبديل تيپ هيفي به توليد -11شكل

   روز14 پس از گذشتSs5 در جدايه اسپرماتي
  

  
    در سازگاريودوكيومتوليد اسپرم -12شكل

  Ss6×Ss6 )×100( روز 14بعد از گذشت
  

  
 به صورت تبديل Ss5×Ss2 ناسازگاري ميسليومي جدايه -13شكل

توليد  وتوليد كننده ميكروكنيديوم ه تيپ هيفي ب
  )×100( روز 14پس از گذشت اسپرمودوكيوم 

  
 بـه  S. sclerotiorumهاي در سازگاري ميسليومي جدايه

 1روش ماكروســكوپي و ميكروســكوپي بــا توجــه بــه شــكل 
اسازگار بـوده و    هاي قارچ مذكور ن   مشاهده گرديد كه جدايه   

نـواع ناسـازگاري را     پرگنه را ندارنـد و ا      توانايي تشكيل يك  
  هــا دهنــد و ايــن ناســازگاري ميــسليومي جدايــه تــشكيل مــي

باشـد و     مـي  قـارچ اي    نشاندهنده هتروژني ژنتيكي داخل گونه    
توانـد بـه عنـوان      واكنش سازگاري ناسازگاري ميسليومي مي    
  . اي باشدروش موثر طبقه بندي هتروژني درون گونه

راي مثـال   هـا ب ـ  اگر چه در تعـداد زيـادي از آسكوميـست         
Ophiostom ulmi  )  ــارون ــاري زوال نــ ــل بيمــ  و) عامــ

Cryphonectria parasitica)    ــاه ــشكيدگي ش ــاري خ بيم
يك خط واكنش واضح نتيجه حتمـي از جفـت شـدن           ) بلوط

  انـواع    S.sclerotiorumميسليومي ناسـازگار اسـت ولـي در         
هــا خــط واكــنش ناســازگاري وجــود دارد، كــه در همــه آن

ر برخـي از انـواع ناسـازگاري نيـز در           مشخص نمي باشـد و د     
اصلاح شـده بـا مـاده رنگـي        صورت استفاده از محيط كشت    

مشخــصات . شــود  مــيقرمــز خــوراكي خــط واكــنش ديــده 
ميكروسكوپي سازگاري ناسـازگاري ميـسليومي نيـز پيچيـده          

كه در ناسازگاري زوال هيفي در يك جدايـه و          طوريبوده به 
 بـه . شـود ايـه ديـده مـي     يا در ناحيه واكنش مربوط بـه دو جد        

خصوص در مورد ناسازگاري كـه در حالـت ماكروسـكوپي           
باشـد    مـي  سليومي در ناحيـه واكـنش      آزاد مي  يصورت فضا به

و Ss3، SsAR، Ss2، Ss4 (هــاي بــا جدايــهSs12بــراي مثــال 
Ss13 .(    صورت تركيـب مـستقيم،      ممكن است آناستوموز به

 و يـا سـاختمان      ي فـراوان   ها   و تشكيل حلقه    ها   ريسه پيچاپيچي
هـاي  در همه واكنش  يقين  طور  به اما. باشدغيره  دبان و شبيه نر 

در امـا   شـود   سازگار ناسازگار اين قارچ آناستوموز ديده نمي      
 به طور حتمي آناسـتوموز      Neurosporaهاي ديگر مثل    قارچ

 proliferationدر حالت واكنش رويشي سازگار به صـورت         
ــلول  ( ــريع س ــد س ــا ) رش ــت ناس ــورت  و در حال ــه ص زگار ب

deterioration) 6(باشد   مي)زوال.(  
اي از جمله علل كمبود و يا عدم آناسـتوموز درون گونـه           



  157      ...بررسي گروههاي سازگاري ميسليومي

ــارچ  ــن ق ــضا -1: اي ــت واكــنش ف ــسليومي ي در حال  آزاد مي
تـر زوال هيفـي در يـك جدايـه و يـا در ناحيـه واكـنش                   بيش

 در واكـنش برخـي      -2. شـود   مـي  مربوط بـه دو جدايـه ديـده       
ــه حالــت هــا نيــز تبــدجدايــه ــده يل تيــپ هيفــي ب  توليــد كنن

شـود و ايـن       مـي  سبب نـاتواني در آناسـتوموز     ميكروكنيديوم  
 .شـود حالت در واكنش ناسازگار بيشتر از سازگار ديـده مـي          

فاكتورهايي چون كمبـود موادغـذايي و يـا تمـاس بـا             اگرچه  
سطح خارجي براي مثال ميسليوم ديگر، آگار خيلـي خـشك           

تـأثير زيـادي    )  روز 14تـر از    بـيش (تـر   هـاي مـسن   و يا در لام   
  ميكروكنيـديوم كنندهتوليد  تيپ هيفي به    شدن  تبديل رونددر

هاي توليد  ي شاخه كه به فاصله سلول انتهاي    طوريبه. )6 (دارد
اغلـب  شـود و ايـن اسـپرماتيوفرها        ايجـاد مـي    كننده اسپرماتي 

ــشكيل اســپ  ــدهرمودوكيومشــاخه شــاخه شــده و ت اي را  پيچي
ــده)9 ( و گروگــانه پاترســونچــاگــر. دهــد مــي   توليــد كنن

ــازگاري     ــم ناس ــنش را از علائ ــه واك ــدي در ناحي ميكروكني
ميسليومي اين قارچ ذكر نموده، ولي در آزمايشات مـشخص          
شده كه توليد ميكروكنيـدي در هـر دو حالـت جفـت شـدن               

ميكروكنيدي تنها به   توليد  شود و سازگار و ناسازگار ديده مي    
  ناســازگاري ميــسليومي در عنــوان مــلاك ضــعيف بــراي    

 S. sclerotiorumو باشد كه اين نتـايج بـا نتـايج كـوهن     مي 
ــن محقــق تطــابق كامــل دارد، ) 6 (همكــاران ــين در اي همچن
ي خـود بـه ايـن نتيجـه رسـيده بـود كـه سـازگاري                  ها  بررسي

هاي هايي از تيپ  وجود هسته (رويشي و تشكيل هتروكاريون     
علـت فقـدان    بـه ) ممادري مختلف در داخـل يـك سيتوپلاس ـ       

اي و وجود پروتوپلاست بزرگ و چنـد        پروپاگول تك هسته  
 امكان پذير نبوده و علاوه     S.sclerotiorumاي در قارچ    هسته

ها در ايـن گونـه      ي نيت جدايه   ها  بر آن به علت فقدان موتانت     
ــه    ــن گون ــشي در اي ــارچ اهميــت ژنتيكــي ناســازگاري روي ق

ه از نيتروژن استفاده نكننـد      هايي ك ناشناخته مانده، زيرا موتان   
  ).10(باشد در اين گونه موجود نمي

 ناسـازگاري ميـسليومي در      –بنابراين واكـنش سـازگاري      

 ناسـازگاري رويـشي بـه عنـوان روش          –سـازگاري   مقايسه با   
 Sاي قــارچ مــوثر بــراي طبقــه بنــدي هتروژنــي درون گونــه

sclerotiorum هـاي   كـه در مـورد قـارچ   باشد همان طـور   مي
ــد  دي ــر ماننـ  Cryphonectria  وOphiostoma ulmiگـ

parasitica   شود  ميهم استفاده.  
طور كلي سطح ناسازگاري ميـسليومي و عـدم تركيـب           به

ــه ــين جداي ــده S.sclerotiorumهــا در هيفــي ب  مــنعكس كنن
باشد و مطالعات انجام شـده      قارچ مي اي    هتروژني درون گونه  

ا كـشور كانـادا در      در مزارع كلز  ) 4(توسط باردين و هونگ     
نواحي مختلف هم نشان داده كه اين قارچ هتروژنيك بوده و           

هـاي مـزارع كلـزا      تغييرات ژنتيكـي فراوانـي در ميـان جدايـه         
كه جمعيت ايـن قـارچ در مـزارع         طوريوجود داشته است به   

هاي قارچ موجـود در      از جمعيت جدايه    در اروپا    كشور نروژ 
  .فاوت استمزارع كلزا كشور كانادا كاملا مت

كه آيـا ايـن تنـوع ژنتيكـي         وجود دارد   اگر چه اين مسئله     
نتيجه توليد مثل جنسي و يا در ارتباط با ساير عوامل محيطـي             

بخـصوص در سيـستم آسـكوژن در توليـد          (است، زيرا تبادل    
و نو تركيبي در كنار جهش در اين تنوع ژنتيكي          ) مثل جنسي 

ــد ــسي هموت  . نقــش دارن ــل جن ــد مث ــه تولي اليــك در كــه البت
S.sclerotiorum دهــد و  امكــان نــو تركيبــي را كــاهش مــي

علاوه بر توليد آپوتسيم توسط قارچ و انتشار آسكوسپورها و          
مـواردي از جملـه     ،  جود اندام مقـاوم اسـكلروت در خـاك        و

ماكروكليمـا و پراكنـده     و  تاريخچه كاشت محـصول، ميكـرو     
ر  آلوده به اسكلروت و حتي ميـسليوم قـارچ د          رهايسازي بذ 

توانـد در توزيـع و        مـي  توسـط فعاليـت انـساني نيـز       پوسته بذر 
   ).7( قارچ نقش داشته باشدMCGپراكنش 

ماننـد عمليـات    نيز عوامل متعـددي     ) 4( باردين و هونگ    
، حركت ماشـين آلات كـشاورزي و        كشاورزي، آب آبياري  

نوع بذر را در تغييرات جمعيـت قـارچ در خـاك تأثيرگـذار              
 قـارچ در ميـان گيـاه كلـزا در           MCG دانسته اند و علت تنوع    

علـت   هرا ب ـ )Ranunculus ficaria(مقايسه با ميزبان وحـشي  
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   .عمليات كشاورزي ذكر نموده اند
 جدايـه جمـع آوري شـده از مـزارع           19كـه از    نظر به اين  

 جدايــه ظــاهراً مشخــصات انــواع 12كلــزا در اســتان گلــستان 
 شـاخص   توانـد مـسئله   دهنـد كـه مـي     ناسازگاري را نشان مـي    

كـه  صورت هتروژنـي عنـوان نمايـد، ضـمن ايـن          ژنتيكي را به  
توان پيش بيني نمود نظر به توسعه كـشت كلـزا در اسـتان               مي

هــاي در آينــده نزديــك از طريــق پديــده آناســتوموز كلــون 
جديدي تشكيل شوند كه از نظر خصوصيات ژنتيكـي كـاملاً           

ي  هـا   يممتنوع از اجداد قبلي باشند و اينكه در اين ميـان اپيـد            
، همــراه بــا زايــي بيــشتر از گذشــتهجديــد بــا شــدت بيمــاري

زيـرا  . شكيل شـود، امكـان آن وجـود دارد         ت ـ MCGپراكنش  
هـا و    بـر روي گونـاگوني جدايـه       MCGوسعت وگونـاگوني    

كـه  ويـژه ايـن   ه  ب. )5،6(تهاجم جمعيت قارچ تأثيرگذار است    

رسـد هـر دو گـروه         مـي  نظـر  براساس مطالعات انجام شده بـه     
هاي منـاطق   و جدايه ) كانادا(يه مربوط به مناطق سردسير      جدا

هاي قـارچ عامـل بيمـاري جـدا شـده           گرمسير در ميان جدايه   
هـاي  در نتيجه اين احتمال وجود دارد كه جدايـه        . وجود دارد 

مـورد آزمـايش در     ي   هـا    تحقيق و ساير جدايه    نموجود در اي  
بـه  از طريـق بـذر كلـزا وارداتـي آلـوده             اخيـر    اين چند سـال   

، و بـدين شـكل      ه مزارع كلزا كشور راه يافته انـد       اسكلروت ب 
ها متناسب بـا  خسارت و آسيب وارده در مزارع برخي از سال        
وجـود  . گـردد شرايط آب و هوايي منطقـه متفـاوت ظـاهرمي         

آلودگي در مزارعي كه كلـزا اولـين بـار در آن كـشت شـده              
ست است از جمله مسائل بسيار مهم و پيچيده است كه لازم ا           

 .هاي بيشتري انجام گيرددر اين مورد در آينده بررسي
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Study on mycelial compatibility of Sclerotinia sclerotiorum isolates from 

Canola field of Golestan 

 
Z.Vakili zarej* - K.Rahnama1 

 
Abstract 

Sclerotinia sclerotiorum is the causal necrotroph pathogen with wide host range and 
showed various phenotipic intraspecies variability. Considering to difficult identification of 
intraspecies heterogeneity on the basis of phenotypic factors, compatible mycelium groups 
introduced as an appropriate tool for classification and intraspecies heterogeneity distinction. 
In this research, 19 fungal isolates purified from canola and paired on modified patterson,s 
medium (MPM) with red food colour. Pairings were scored as compatible when isolates 
merged to form one colony but mycelia incompatibility pairings resulted in an interaction 
zone in which a distinct reaction line and abundant aerial mycelia or thin mycelial were 
observed. But, incompatible mycelial with occurrence of interaction zone by red food colour 
in reaction zone on medium showed there is no potential of heterokaryon to be stable when 
two isolates were paired. All pairings of self isolates were compatible and five mycelial 
incompatible groups in isolates observed. Microscopically, mycelial interactions in pairings 
of isolates were complex. Anastomosis between paired isolates was not always observed. 
Incompatible pairings were followed by hyphal deterioration, that was not observed in 
compatible interaction. The result showed that a high level of mycelial incompatibility exists 
among isolates of S. sclerotiorum, comparable to level of vegetative incompatibility reported 
in other ascomycetes. The extent of mycelial incompatibility indicates that the genetic 
heterogeneity exists within the species and the mycelial compatibility- incompatibility 
reactions may be an effective way of categorizing intraspecific heterogeneity.      
 
Key words: Sclerotinia sclerotiorum, Canola, mycelial compatibility- incompatibility 
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