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  چکیده

هـاي بدسـت آمـده، گونـه     از بین گونه. آوري و شناسایی شدنداز مناطق مختلف ایران جمع  Venturiaاي آنامورفی مختلف مرتبط با جنسهدر این مطالعه، گونه

Venturia inaequalis  هـاي  جدایـه از هـر یـک از گونـه     10تعـداد  . به عنوان گونه غالب در ایران شناسایی شـدV. inaequalis  وV. pyrina   در شـرایط

برخی . جدایه کشت شدندها به صورت تکها، تعدادي از جدایههمچنین، جهت بررسی هموتال و هتروتال بودن جدایه. اهی دو به دو با یکدیگر تلاقی داده شدندآزمایشگ

 .Vهـاي گونـه   لاقی بارور بین جدایهاز این بین، هفت ت. هاي دو گونه نیز به صورت تصادفی با یکدیگر جهت بررسی مفهوم گونه بیولوژیکی تلاقی داده شدنداز جدایه

inaequalis هاي گونه و پنج تلاقی بارور بین جدایهV. pyrina جدایه نیز هیچ تلاقی صورت نگرفت که تائیدي بر هتروتال بـودن  هاي تکدر کشت. به دست آمد

 .باشدکه این نتیجه نیز بیانگر دو گونه بیولوژیکی متمایز میهاي دو گونه هیچ تلاقی مشاهده نشد بین جدایه. باشدهاي مربوط به هر دو گونه میجدایه

  

  Venturiaلکه سیاه، مرحله جنسی، سیب، گلابی، : هاي کلیديواژه

  

   2 1 مقدمه

هــاي  یکــی از بزرگتــرین جــنس   .Venturia Saccجــنس 

. باشدمی Venturiaceae E. Müll. & Arx ex M.E. Barrخانواده

هاي مهم گونه). 18(یمارگر گیاهان هستند هاي این قارچ، باغلب گونه

 V. pyrinaو  V. inaequalis (Cooke) G. Winterایـن جـنس،   

Aderh.    هستند که عوامل بیماري لکه سیاه، به ترتیـب روي سـیب و

ترین بیمـاري  ها، از نظر اقتصادي مهمباشند که این بیماريگلابی می

ــی  ــان محســوب م ــن درخت ــارچی ای ــوند ق ــالیو ) 16(ش ــث س انه باع

و به خصوص در منـاطقی  ) 21(هایی در نقاط مختلف دنیا شده  اپیدمی

که در طی فصول بهار و اوایل تابستان هـوا خنـک و مرطـوب باشـد،     

، ایـن  1325اسفندیاري در سال ). 1(خسارت بیماري شدید خواهد بود 

ایـن گـروه از   ). 5(دو گونه را براي اولین بـار از ایـران گـزارش کـرد     
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هاي نابـالغ در  بیوتروف هستند که به صورت سودوتسیومهمی ها، قارچ

هاي آلوده ریخته شده در پـاي درخـت و نیـز در    ها و عمدتاً برگمیوه

هـا بـه صـورت فـرم غیرجنسـی،      هـا و جوانـه  مناطق معتدل در شاخه

  ).3(کنند زمستانگذرانی می

هاي کروي شـکل و  سودوتسیوم Venturiaceaeاعضاي خانواده 

معمـولاً در اطـراف   . کننـد اي تولیـد مـی  ستروماي چنـدحجره یا آسکو

ــوه  ــاي قه ــتیول خاره ــی اُس ــکیل م ــی تش ــگ مشخص ــونداي رن . ش

هـاي سـبز زیتـونی تـا     رنگ و یا بـه رنـگ  آسکوسپورها دو سولی، بی

انـدازه  ها دو سلول آسکوسپور هماي هستند و در بسیاري از گونه قهوه

باشد که ها میگروه هیفومیست آنامورف این خانواده قارچی از. نیستند

  ).20(ها به صورت اَنلیدیک و یا سیمپودیال است زایی آنکنیدي

تولیدمثل جنسی بـا تولیـد اسـپورهاي جنسـی هـوازاد در انتشـار       

بیماري و بخصوص در ابتـداي فصـل بهـار در شـروع بیمـاري نقـش       

ر بنابراین آگاهی در مورد چرخه تولیدمثل جنسـی د . کندمهمی ایفا می

بینـی پتانسـیل   هاي بیمارگر گیاهی جهت مدیریت بیماري و پیشقارچ

. باشـد هاي جدید در جمعیت بیمـارگر حـائز اهمیـت مـی    وقوع ژنوتیپ

پتانسیل تغییرپذیري بیمارگر از عوامل مهم مـوثر بـر شکسـته شـدن     

. باشــدمقاومــت و بــی اثــر شــدن ســموم شــیمیایی بــر بیمــارگر مــی

تغییرپـذیري بیشـتري برخـوردار باشـند،      بیمارگرهایی که از پتانسـیل 

توانایی بیشتري جهت شکستن مقاومت میزبان و بی اثر شدن سـموم  

نوع سیستم تولیدمثلی از جملـه عوامـل تاثیرگـذار بـر     . شیمیایی دارند

  )علوم و صنایع کشاورزي(حفاظت گیاهان  نشریه
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به عنوان مثال، بیمارگرهاي . باشدساختار ژنتیک جمعیت بیمارگرها می

از امتیـازات  ) رجنسـی جنسـی و غی (داراي سیستم تولیـدمثلی مخـتلط   

 .Vدو گونـه قـارچی   ). 6(باشند بیشتري در جهت تکامل برخوردار می

inaequalis  وV. pyrina هستند یکداراي سیستم آمیزشی هتروتال .

ها، بقاي قارچ را در شرایط نامساعد فصل تولیدمثل جنسی در این گونه

نسـیل  همچنین تولیدمثل جنسی با ایجـاد پتا . کندزمستان تضمین می

تغییرپذیري زیاد طی تقسیم میوز، امکان بقاي قارچ را در برابـر ارقـام   

از طرفــی، تولیــدمثل . دهــدمقــاوم و ســموم شــیمیایی افــزایش مــی

هـاي بهـار و تابسـتان، باعـث افـزایش      غیرجنسی مکرر در طی فصل

به همین دلیل در مطالعـات مربـوط   . گرددتغییرپذیري و تنوع قارچ می

هـاي قـارچی، تنـوع    و تنوع ژنتیکـی در ایـن گونـه   به ژنتیک جمعیت 

شود و ایـن  ها مشاهده میژنتیکی زیادي به خصوص در داخل جمعیت

  .کندامر کنترل بیماري را اغلب با مشکل مواجه می

براي اولین بار جزئیات تولیدمثل جنسـی را در گونـه   ) 11(کیلیان 

V. inaequalis نحـوه رشـد و   در این مطالعـه،  . مورد بررسی قرار داد

روي سطح تلاقی آسکوگونیوم و آنتریدیوم و نحوه تشکیل آسکوکارپ 

بر اساس این مطالعه چون روي سطح . مورد بررسی قرار داده شدبرگ 

هاي اولیه تشکیل دهنده آسـکوگونیوم و آنتریـدیوم کـاملاً    برگ هیف

کردند و جدا از هم بودنـد، وي ایـن گونـه را بـه     مجزا از هم رشد می

هـاي مختلـف   جدایـه ) 9(کیت . قارچ هتروتال معرفی کرد یک عنوان

را براي اولین بـار در شـرایط آزمایشـگاهی بـه      V. inaequalisگونه 

جدایه و دو به دو بـا یکـدیگر تلاقـی داد و نتـایج حاصـل      صورت تک

هاي مختلف در تلاقـی بـا یکـدیگر بـه صـورت      نشان دادند که جدایه

لانگفـورد و  . هـاي بـارور هسـتند   سیومهتروتالیک قادر به تولید سودوت

را بـه لحـاظ هتروتالیسـم در     V. pyrinaهاي گونـه  جدایه) 12(کیت 

شرایط آزمایشگاهی مورد مطالعـه قـرار دادنـد و مشـاهده کردنـد کـه       

بر این . هاي این گونه به صورت هرمافرودیت و دگربارور هستندجدایه

  .روتال معرفی کردندرا به عنوان یک گونه هت V. pyrinaاساس، گونه 

اي بـراي مطالعـات و تجزیـه و    این مطالعـات بـه عنـوان مقدمـه    

هاي گیاهی محسـوب  هاي ژنتیکی و همچنین مدیریت بیماريتحلیل

در (هاي داراي دو تیپ آمیزشی متفاوت در این مرحله جدایه. شوندمی

تواننـد جهـت   شوند کـه بـه سـهولت مـی    مشخص می) افراد هتروتال

. مورد اسـتفاده قـرار گیرنـد    MATهاي رسی مولکولی اللردیابی و بر

همراه با چندین ژن دیگر، سازگاري با شرایط محیطی  MATهاي ژن

هاي باردهی و مورد نیاز جهت تولیدمثل جنسی، آمیزش، تشکیل اندام

هـاي  در طـی ایـن مسـیر، الـل    . کننـد تولید آسکوسپورها را کنترل می

MAT  هاي آمیزشی مجـزا را  داراي تیپکنترل آمیزش بین دو جدایه

هاي تنظیمی فقدان هر یک از این ژن. در افراد هتروتال بر عهده دارند

شناسـایی  ). 4(ها گردد تواند منجر به عدم تولیدمثل جنسی در قارچمی

اولین بار توسـط اسـتل و همکـاران در سـال      MATهاي مولکولی ژن

م شـد و بعـد از   انجا Saccharomyces cerevisiaeدر مخمر  1981

 MATهاي الل). 7(اي مورد مطالعه قرار گرفت هاي رشتهآن در قارچ

تاکنون به لحاظ مولکولی در دنیـا   Venturiaهاي مختلف جنس گونه

در ایـن مطالعـه، بـا انجـام آمیـزش      . مورد مطالعه قرار نگرفتـه اسـت  

هـاي داراي دو تیـپ آمیزشـی متفـاوت     ها، جدایـه تصادفی بین جدایه

در ادامـه، بـا طراحـی آغازگرهـاي اختصاصـی، ایـن       . گردندن میتعیی

ها، مورد استفاده قرار خواهند آن MATهاي ها جهت ردیابی اللجدایه

  .گرفت

و به خصوص  ایران مختلفوجود اهمیت این بیماري در مناطق با 

در زمینـه مطالعـه    جـامعی  هیچ پژوهش مناطق کشت سیب و گلابی،

هـدف ایـن مطالعـه بررسـی      .ورت نگرفته استصها قارچاین گروه از 

پراکنش بیماري لکه سیاه سیب و گلابی در ایران و همچنین ارزیـابی  

در  V. pyrinaو  V. inaequalisهاي دو گونـه  باروري جنسی جدایه

هاي آمیزشـی مختلـف   شرایط آزمایشگاهی جهت ارزیابی اولیه از تیپ

  .بوده است

  

  هامواد و روش

  هاي قارچیزي و شناسایی نمونهآوري، جداساجمع

ها کـه داراي  هاي آلوده گیاهی شامل برگ، میوه و سرشاخهنمونه

هـاي  هاي باردهی قارچ بودنـد، از میزبـان  علائم بیماري و حاوي اندام

هـا و گیاهـان یکسـاله و یـا     مختلف گیاهی شامل درختـان، درختچـه  

کشـور کـه    برداري از مناطق مختلـف نمونه. آوري شدندچندساله جمع

. داراي آب و هواي خنک و مرطوب و مساعد بیماري بودند، انجام شد

برداري از اواخر فصل زمستان شروع و تا اوایل فصل پاییز سـال  نمونه

آوري نمونـه از  جمـع . انجام گرفت 1393و  1392هاي آینده طی سال

هاي مربـوط بـه هـر گیـاه بـه      باغات به صورت تصادفی بوده و نمونه

هـاي گیـاهی بـه    نمونـه . ک نمونه مجزا در نظر گرفته شـدند عنوان ی

هاي کاغذي قرار گرفته و به آزمایشگاه صورت جداگانه در داخل پاکت

  .منتقل شدند

جهت جداسازي قارچ عامل بیمـاري، بـا اسـتفاده از یـک سـوزن      

هـاي موجـود روي انـدام    هاي قارچ از سطح لکهکشت سترون کنیدي

د و با اسـتفاده از میلـه خمیـده روي محـیط     گیاهی آلوده برداشته شدن

نـد و بـه   دپخـش گردی ) water agar 2%(آگار دو درصـد  -کشت آب

زنــی رجــه سلســیوس، جهــت جوانــهد 18مــدت یــک روز در دمــاي 

 single(سـپس بـه روش تـک کنیـدي     . ها، نگهداري شـدند  کنیدي

spore (هاي جوانـه زده انتخـاب و بـه    و در زیر میکروسکوپ، کنیدي

ــیط ــت مح ــدند ) PDA )potato dextrose agarکش ــل ش . منتق

روز  12تا  10درجه سلسیوس، پس از  18هاي قارچی، در دماي  پرگنه

  .روي محیط کشت ظاهر شدند

هـاي قـارچی، از محـل    شـناختی جدایـه  جهت شناسـایی ریخـت  

هاي نازك عمـودي بـه کمـک    هاي روي بافت گیاه میزبان، برش لکه
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هــاي حاصــل اســلایدهاي از بــرش بــا اســتفاده. دســت تهیــه شــدند

ــتفاده از م ــا اسـ ــکوپی بـ ــا حلـــولمیکروسـ ــل و یـ ــاي لاکتوفنـ هـ

هاي مختلـف  بلو تهیه گردیدند و سپس به لحاظ ویژگی کاتن لاکتوفنل

بـراي  . هاي قارچی مـورد ارزیـابی قـرار گرفتنـد    شناختی، جدایهریخت

نگـاره نوشـته شـده توسـط شـوبرت و      شناسایی در سطح گونه از تک

هاي مربوط بـه هـر جدایـه شـامل     ویژگی. استفاده شد )17(ران همکا

، شـکل،  )منفرد، مجتمع و یا روي اسـپورودوکیوم (آرایش کنیدیوفورها 

انتهـایی،  (زا هـاي کنیـدي  اندازه و دیواره عرضی کنیـدیوفورها، سـلول  

زا؛ داراي هـاي کنیـدي  اي، کنیدیوفورهاي تقلیل یافته بـه سـلول  زائده

، )زاییشد متوالی، سیمپودیال؛ عرض جایگاه کنیديرشد محدود و یا ر

منفرد و یا زنجیري؛ شکل، انـدازه، دیـواره عرضـی، دیـواره     (ها کنیدي

در هـر جدایـه، بـراي    . ارزیـابی شـدند  ) صاف و یا داراي زائده کنیدي

طول و عرض کنیـدي و کنیـدیوفور، عـرض    (ارزیابی هر اندام قارچی 

) ایی، عرض تورم پایه کنیدیوفورزهیلوم کنیدي، عرض جایگاه کنیدي

  .گیري صورت گرفتمورد اندازه 50

 
هاي قارچی در شرایط بررسی امکان تولیدمثل جنسی در جدایه

  آزمایشگاهی

هاي قارچی به دست آمده بررسی امکان تولیدمثل جنسی در گونه

انجـام شـد   ) 15(در شرایط آزمایشگاهی، مطابق روش راس و هملین 

-طبق این روش، برگ). اندآورده شده 1در جدول  هاي منتخبجدایه(

هاي بالغ و سالم میزبان مورد نظر به منظور زدودن گرد و غبـار، زیـر   

جریان آب به مدت ده دقیقه شسته شدند و سپس به قطعاتی بـا ابعـاد   

قطعـات بـرگ درون دسـتگاه اتـوکلاو     . متر بریـده شـدند  سانتی 2×2

ي حـاوي محـیط کشـت    سترون شدند و سپس درون هر تشتک پتـر 

WAیک قرص میسـلیومی از حاشـیه   . ، یک قطعه برگ قرار داده شد

پرگنه در حال رشد هر جدایه قارچی برداشته شد و روي قطعه برگ به 

هاي پتـري در دمـاي اتـاق    تشتک. صورت کشت متقابل قرار داده شد

روز  14ساعت تاریکی بـراي مـدت    12/ ساعت نور  12تحت شرایط 

سپس در شرایط تاریکی مداوم و دماي هشـت درجـه   . نگهداري شدند

ها بعد از حدود شش ماه بـراي تولیـد   تلاقی. سلسیوس قرار داده شدند

  .سودوتسیوم مورد بررسی قرار گرفتند

  

  لیدمثل جنسی در شرایط آزمایشگاهیهاي مورد استفاده جهت بررسی توجدایه -1جدول 

Table 1- Isolates that have been used to study on sexual reproduction in Vitro. 

 گونه جدایه منبع سال گونه جدایه منبع سال

Year  Source  Isolate  Species  Year  Source  Isolate  Species 
2013  Alborz, Jey  VP48  V. pyrina  2013  Alborz, Moroud  VI1  V. inaequalis 
2013  Alborz, Jey  VP49    2013  Alborz, Moroud  VI2    

2013  Alborz, Jey  VP50    2013  Alborz, Moroud  VI17    

2013  Alborz, Jey  VP51    2013  East Azarbayjan, Mianeh  VI63    

2013  Alborz, Jey  VP53    2013  East Azarbayjan, Mianeh  VI77    

2013  Alborz, Arangeh  VP55    2013  East Azarbayjan, Mianeh  VI79    

2014  Alborz, Jey  3A    2013  East Azarbayjan, Maragheh  VI111    

2014  Alborz, Jey  3B    2013  Lorestan, Khorram-Abad  VI258    

2014  Alborz, Jey  VP1-1    2013  Lorestan, Khorram-Abad  VI259    

2014  Alborz, Jey  VP1-3    2013  Lorestan, Khorram-Abad  VI263    

  

  نتیجه و بحث

هـاي  هاي آلوده گیـاهی در طـی سـال   آوري نمونهدر مرحله جمع

ایران مورد  استان از 18 آب و هوایی، ، بر حسب شرایط1393و  1392

نمونه آلوده گیاهی با علائم مشکوك به این  820بازدید قرار گرفتند و 

نمونـه آلـوده بـه قـارچ      604تعداد  .آوري گردیدندها جمعگروه از قارچ

Venturia/Fusicladium نمونه بـرگ و   540: ها شاملنمونه. بودند

 از F. pomi (Fr.) Lind. (V. inaequalis(میوه سیب آلوده به قارچ 

آذربایجان شرقی، آذربایجان غربی، اردبیل، البرز، اصفهان، ( استان 18

تهران، خراسان رضوي، خراسان شـمالی، زنجـان، قـزوین، گلسـتان،     

 43) ، کرمانشاه، لرستان، مازندران، مرکزي و همـدان گیلان، کردستان

 V. pyrina )F. pyrorumنمونه برگ و میوه گلابی آلوده بـه قـارچ   

(Lib.) Fuckel (هاي البرز، قـزوین، گـیلان و مازنـدران، ده    از استان

 .F. eriobotryae (Cavara) Saccنمونه برگ ازگیل آلوده به گونـه 

ان، پنج نمونه برگ زبان گنجشک آلـوده  هاي گیلان و مازندراز استان

از دو استان گلستان و گیلان، پنج نمونه  .F. fraxini Aderhبه گونه 

 F. oleagineum (Castagne) Ritschelبرگ زیتون آلوده به گونـه 

& U.   Braun  از دو استان گیلان و مازندران، یک نمونه میوه شلیل

از اسـتان   .F. carpophilum (Thüm.) Oudemآلـوده بـه گونـه    

بـه عنـوان    V. inaequalis بر اساس این نتایج، قارچ. مازندران بودند
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برداري این گونه غالب در ایران شناسایی شد که در مناطق مورد نمونه

  .بیماري با شدت زیاد و در سطح خسارتزا دیده شد

 .Vجدایــه از گونــه  325آوري شــده، هــاي جمــعاز بــین نمونــه

inaequalis  دایه از گونه ج 40وV. pyrina  و یک جدایه از گونهF. 

oleagineum جداسازي شدند.  

اغلـب بـه    V. pyrinaو  V. inaequalisزمستانگذرانی دو گونه 

همچنین در مناطق معتـدل  . دهدصورت فرم جنسی در طبیعت رخ می

در طی فصل زمستان، قارچ قادر بـه زمسـتانگذرانی بـه صـورت فـرم      

هـا و  هـاي روي شـاخه  در محـل زخـم  ) کنیديمیسلیوم و (غیرجنسی 

در طبیعت، گرماي نسبی هـوا در طـی    ).3(باشد ها میهمچنین جوانه

هـاي آلـوده   اواسط مهر ماه تا اواسط آذر مـاه، رشـد قـارچ را در بـرگ    

میسـلیوم قـارچ در بافـت    . کنـد ریخته شده در پاي درخت تحریک می

گیـرد کـه   ل مـی برگ رشد کرده و ساختار ابتـدایی سودوتسـیوم شـک   

در طی فصـل  . شودها انجام میزمستانگذرانی قارچ از طریق این اندام

هـاي سـیاه رنـگ و    ر سودوتسـیوم زمستان و اوایل فصل بهـار سـاختا  

 100تـا   50در داخل هـر سودوتسـیوم،   . شونداي شکل کامل می کوزه

. باشـد آیند که هر آسک حاوي هشت آسکوسپور مـی آسک بوجود می

هـا و  بارش باران در فصل بهار شرایط بلـوغ سودوتسـیوم  دماي هوا و 

ــی  ــراهم م ــپورها را ف ــدآسکوس ــدن  . کن ــث آزاد ش ــاران باع ــارش ب ب

شود و آسکوسـپورها توسـط بـاد و جریـان هـوا روي      آسکوسپورها می

  ).2(شود میزبان قرار گرفته و بیماري آغاز می

ــارچ    ــن ق ــز زمســتانگذرانی ای ــران نی در شــرایط آب و هــوایی ای

. دهدصوص در مناطق سردسیر اغلب به صورت فرم جنسی رخ میبخ

و  V. inaequalisبرداي مرحله جنسی دو گونـه  در این مطالعه، نمونه

V. pyrina   تـا اواسـط اردیبهشـت مـاه در طـی      از اواسط بهمن مـاه

در دو استان آذربایجـان شـرقی و البـرز     1393لغایت  1391هاي  سال

وغ و آزادسازي آسکوسپورهاي این قارچ انجام شد و مشاهده شد که بل

شود که در واقع زمان شروع بیماري از اواسط اردیبهشت ماه شروع می

  .باشدمی

، شرایط دمایی و نور، عوامـل مـوثر در   )مواد غذایی(محیط کشت 

هاي این شرایط براي گروه. باشندها میتشکیل مرحله تلئومورفی قارچ

ــه(مختلــف قــارچی  تشــکیل . باشــدتفــاوت مــی، م)جــنس و یــا گون

در دماهاي  V. pyrinaو  V.   inaequalisهاي سودوتسیوم در گونه

محیطی پایین در طی فصل پاییز و زمستان روي بقایاي گیاهی ریخته 

هـا در  جهـت تولیـدمثل جنسـی قـارچ    . افتـد شده روي زمین اتفاق می

شرایط آزمایشگاهی، فـراهم کـردن شـرایط مشـابه طبیعـت از جملـه       

در روش مورد اسـتفاده در ایـن مطالعـه،    . باشدمل مهم و موثر میعوا

جهت تامین رطوبت و قطعات بـرگ گیـاه میزبـان     WAمحیط کشت 

بعد از کشـت  . جهت فراهم کردن مواد غذایی مورد استفاده قرار گرفت

روز در دمـاي   14ها بـه مـدت   ها روي این محیط کشت، پرگنهجدایه

قـارچ روي بافـت بـرگ نگهـداري      اتاق و تناوب نوري جهت توسـعه 

سپس جهت تحریک قارچ براي ورود به فاز تولیدمثل جنسی و . شدند

ها به دماي هشت درجه سلسیوس منتقل شدند و تـا  توسعه آن، کشت

  .تشکیل سودوتسیوم بارور در این شرایط نگهداري شدند

 V. inaequalisدر این مطالعه، ده جدایه از هر کدام از دو گونـه  

ــ( ــاي هجدایـ ، VI1 ،VI2 ،VI17 ،VI63 ،VI77 ،VI79 ،VI111هـ

VI258 ،VI259  وVI263 ( وV. pyrina )هـــاي جدایـــهVP48 ،

VP49 ،VP50 ،VP51 ،VP53 ،VP55 ،3A ،3B ،VP1-1  و

VP1-3 (        به دسـت آمـده از منـاطق مختلـف جهـت بررسـی امکـان

همــه . شــگاهی انتخــاب گردیدنــدتولیــدمثل جنســی در شــرایط آزمای

تلاقـی بـراي    45(ي مربوط به هر گونه دو به دو با یکـدیگر  ها جدایه

جهـت بررسـی   . تلاقـی داده شـدند  ) هاي هر گونه در دو تکـرار جدایه

هـا بـه صـورت    هموتال و یا هتروتال بودن قـارچ، تعـدادي از تلاقـی   

همچنین، جهت بررسی مفهوم گونه بیولوژیکی . جدایه کشت شدند تک

ورت تصادفی بـا یکـدیگر تلاقـی داده    چند جدایه نیز از دو گونه به ص

ها پس از شش تا هشت مـاه جهـت تولیـد سودوتسـیوم     تلاقی. شدند

هاي مربوط بـه  هفت تلاقی بارور بین جدایه. مورد بررسی قرار گرفتند

ــه  ، V. inaequalis )VI63-VI2 ،VI2-VI79 ،VI258-VI77گون

VI258-VI79 ،VI111-VI79 ،VI259-VI111  وVI263-

VI111 (هـاي مربـوط بـه گونـه     نج تلاقی بارور بـین جدایـه  و پV. 

pyrina )VP50-VP48 ،VP53-VP50 ،VP1-1-VP1-3 ،3A-

3B  3وB-VP1-1 ( هـا بـین دو جدایـه مختلـف     تلاقـی . بدست آمـد

ها، هیچ اندام جنسی بـاروري  جدایههاي تکصورت گرفت و در تلاقی

  .قارچی بودمشاهده نشد، که تائید کننده هتروتال بودن هر دو گونه 

هاي آمیزشی، در با توجه به عدم آگاهی از فراوانی و پراکنش تیپ

ها به صورت تصادفی از مناطق جغرافیایی جدایه V. inaequalisگونه 

یکسان و مختلف جهت تلاقـی انتخـاب شـدند و تلاقـی بـارور بـین       

ایـن در واقـع نشـان دهنـده     . هایی از مناطق مختلف اتفاق افتادجدایه

باشد که بـر ایـن   هاي مناطق مختلف میژنتیکی بین جدایه سازگاري

ها به احتمال زیاد داراي منشاء یکسانی توان گفت این جدایهاساس می

باشند که توسط عوامل مختلف در مناطق مختلف کشور گسـترش  می

هـاي  توان بـا مطالعـه سـاختار ژنتیکـی جمعیـت     در ادامه می. اندیافته

ماري و سطح تنوع آن در منـاطق مختلـف   مناطق مختلف به منشاء بی

  .هاي مدیریت و کنترل آن را توسعه دادپی برد و بر این اساس، روش

بـه یـک منطقـه     V. pyrinaهاي بـارور مربـوط بـه گونـه     جدایه

هـاي  هاي قـارچی از نمونـه  جغرافیایی تعلق داشتند و جداسازي جدایه

ده بود که تلاقـی  انجام ش) آسکوسپور(و تلئومورفی ) کنیدي(آنامورفی 

هـاي  جدایـه  3Bو  3Aهـاي  جدایـه . هـا مشـاهده شـد   بارور بـین آن 

هـا  آسکوسپوري حاصل از یک آسک بودند که تلاقـی بـارور بـین آن   

هاي آمیزشی مختلف، اسـتفاده از هشـت   جهت تعیین تیپ. بوجود آمد

ها داراي یـک  جدایه آسکوسپوري حاصل از یک آسک که نیمی از آن

تر یمی دیگر داراي تیپ آمیزشی دیگر هستند، مناسبتیپ آمیزشی و ن
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هـا بـه   باشد و نیازي به تلاقـی تعـداد زیـادي از جدایـه    تر میو راحت

در این مطالعه به دلیل در دسـترس نبـودن   . باشدصورت تصادفی نمی

هـاي  هـاي مـورد بررسـی از جدایـه    هاي آسکوسپوري در گونـه جدایه

  .آنامورفی استفاده شد

هاي با سیستم آمیزشـی هموتالیـک   داراي گونه Venturiaجنس 

)V. inopina ( ــک ) V. pyrinaو  V. inaequalis(و هتروتالیـ

به دسـت   V. inopinaتولیدمثل جنسی گونه ) 14(نیوکومب . باشد می

را در شرایط آزمایشگاهی مـورد   Populus trichocarpaآمده از گیاه

بـه دو بـا یکـدیگر روي     ها دودر این آزمایش، جدایه. بررسی قرار داد

هاي آگار حاوي میسلیوم قرص. تلاقی داده شدند PDAمحیط کشت 

متري از یکدیگر قرار داده شدند و بـه مـدت   قارچ با فاصله یک سانتی

 12درجـه سلسـیوس و سـپس تحـت شـرایط       20هفت روز در دماي 

سـاعت تـاریکی در دمـاي شـش درجـه سلسـیوس        12/ ساعت نـور  

هـاي بـارور بـه    ز گذشت چهار ماه سودوتسـیوم پس ا. نگهداري شدند

آسکوسپورهاي حاصل از کشت، مشابه . صورت هموتالیک تولید شدند

ها کمی آسکوسپورهاي تشکیل شده در طبیعت بودند و فقط اندازه آن

زمستانگذرانی این گونه نیز به صـورت فـرم جنسـی در    . بزرگتر بودند

  . دهدطبیعت رخ می

میزش جنسی در تلاقی دو استرین با تیپ هاي هتروتال، آدر قارچ

هـاي  تیـپ آمیزشـی در آسکومیسـت   . افتـد آمیزشی مختلف اتفاق می

و  MAT1(هتروتـال بوســیله یــک ژنگــاه تیـپ آمیزشــی بــا دو الــل   

MAT2 (جهت انجـام تولیـدمثل جنسـی در جمعیـت     . شودکنترل می

). 10(باید هر دو تیپ آمیزشی با فراوانی مناسب وجـود داشـته باشـند    

در سـطح جمعیـت، بـه دلیـل      MATهـاي  جهت بررسی فراوانی الل

زمانبر و پرهزینه بودن تلاقی بین همه افـراد جمعیـت در آزمایشـگاه،    

بـر ایـن اسـاس    . اسـتفاده کـرد   PCRهاي مبتنی بر توان از روشمی

هاي قـارچی را در منـاطق مختلـف    توان نحوه زمستانگذرانی گونه می

هـاي مـدیریتی و کنتـرل    م در روشمشخص کرد کـه از عوامـل مه ـ  

  .باشدبیماري می

ــدام ــه لحــاظ ویژگــی ان هــاي هــاي تلئومــورفی تشــکیل شــده ب

) هـا و آسکوسـپورها  شکل و اندازه سودوتسیوم، آسـک (شناختی  ریخت

هـاي  جدایـه (آوري شـده از طبیعـت   هاي جمعبررسی شدند و با نمونه

VI612  وVI613 (رد مقایسـه  هاي جنسی بودنـد مـو  که حاوي اندام

 .Vهاي گونه هاي حاصل از تلاقی بین جدایهسودوتسیوم. قرار گرفتند

inaequalis اي بوده و به صـورت  ها به اشکال گرد تا کوزهروي برگ

-ها به رنگ قهوهاین سودوتسیوم. منفرد و پراکنده تشکیل شده بودند

ــاد    ــه ابع ــیاه و ب ــا س ــره ت  200-1200)700(×200-460)330(اي تی

ها داراي اُستیول واجد پاپیـل مشـخص و   سودوتسیوم. تر بودندمیکروم

داخـل  . بلند بوده و همچنین خارهایی در دهانه اُستیول وجـود داشـتند  

ها کشـیده تـا   آسک. هاي فراوانی تولید شده بودندها آسکسودوتسیوم

. چماقی شکل بوده و داراي پایه نـازك و کوتـاه و یـا فاقـد آن بودنـد     

داخل هر آسک . میکرومتر بود 60-84)67(×8-16)12(ها اندازه آسک

آسکوسپورها داراي یـک دیـواره   . هشت آسکوسپور تشکیل شده بودند

. عرضی و همچنین یک فرورفتگـی در محـل دیـواره عرضـی بودنـد     

آسکوسپورها طوري داخل آسک قرار گرفته بودند کـه سـلول بـالایی    

یضوي شکل و با دو آسکوسپورها تقریباً ب. کوچکتر از سلول پایینی بود

آسکوسپورها . شدنداي روشن دیده میانتهاي گرد بوده و به رنگ قهوه

 13-16)5/14(×5-7)6(هــا داراي ســطحی صــاف هســتند و ابعــاد آن

هـاي تشـکیل شـده در    اندازه سودوتسـیوم ). 1شکل (میکرومتر بودند 

-240)5/162([آوري شـده از طبیعـت   هاي جمعمقایسه با آسکوکارپ

. تفـاوت چشـمگیري را نشـان دادنـد     ])میکرومتر 230-70)150(×85

هاي تشکیل شده در شرایط آزمایشـگاهی داراي  همچنین سودوتسیوم

هـاي  هـا بـین انـدام   سـایر ویژگـی  . هاي بلندتر و مشخص بودندپاپیل

آوري شـده از  هـاي جمـع  تشکیل شده در شرایط آزمایشگاهی و انـدام 

هـاي  شـناختی جدایـه  ي ریختهاویژگی. طبیعت مشابه یکدیگر بودند

ارائـه شـده توسـط     V. inaequalisمورد بررسـی بـا توصـیف گونـه     

  .مطابقت داشت) 17(سیوانسان 

ــه ــین جدای ــه در تلاقــی ب ــرگ V. pyrinaهــاي گون هــا روي ب

اي شـکل بـه صـورت انفـرادي و     هاي تقریباً گرد تا کـوزه سودوتسیوم

اي تیره تـا سـیاه و   هها به رنگ قهوسودوتسیوم. پراکنده تشکیل شدند

ــاد  ــه ابع ــوده، داراي  440-530)485(×230-380)305(ب ــر ب میکرومت

. اُستیول واجد پاپیل مشخص و بلند و خارهایی در دهانه اُستیول بودند

ایـن  . هاي فـراوان کشـیده تشـکیل شـدند    ها آسکداخل سودوتسیوم

د ها داراي یک پدیسل نازك و کوتاه و یا فاقـد آن بودنـد و ابعـا   آسک

داخـل هـر آسـک    . میکرومتر بود 73-120)5/96(×10-12)11(ها آن

هشت آسکوسپور بیضی شکل با دو انتهاي گـرد طـوري قـرار گرفتـه     

آسکوسـپورها بـه   . بودند که سلول پایینی کوچکتر از سلول بالایی بود

اي متوسط با دیـواره ضـخیم و تیـره بـوده و یـک دیـواره       رنگ قهوه

-7)6(اراي سـطح صـاف و بـه ابعـاد     آسکوسـپورها د . عرضی داشتند

هـــا و سودوتســـیوم). 2شـــکل (میکرومتـــر بودنـــد  20-14)17(×5

آوري شـده از  هاي جمعآسکوسپورهاي تشکیل شده در مقایسه با اندام

ــه(طبیعــت  ــه [) VP279و  VP276 ،VP277 ،VP278هــاي جدای ب

ــب  ــر و  75-190)5/132(×80-220)150(ترتیــ -6)5/5(میکرومتــ

هـا بـین   سـایر ویژگـی  . کمی بزرگتر بودند ])رومترمیک 17-13)15(×5

آوري هـاي جمـع  هاي تشکیل شده در شرایط آزمایشگاهی و انداماندام

شـناختی  هـاي ریخـت  ویژگـی . شده از طبیعت مشابه یکـدیگر بودنـد  

ارائه شده توسـط   V. pyrinaهاي مورد بررسی با توصیف گونه جدایه

  .مطابقت داشت) 17(سیوانسان 

 V. pyrinaو  V. inaequalisهاي دو گونه بین جدایهدر تلاقی 
در این مطالعه، باروري جنسی مشاهده نشد که نشان دهنده ماهیت دو 

 .Vنیز دو گونه ) 13(کم و همکاران له. باشدگونه بیولوژیکی مجزا می

inaequalis وS. pyracanthae )  به ترتیب به دست آمده از سـیب و
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، تولیـدمثل  )ITSبر اساس ناحیـه  (ابط ژنتیکی را به لحاظ رو) پیراکانتا

مـورد بررسـی   ) سیب و پیراکانتـا (ها زایی روي میزبانجنسی و بیماري

نتایج حاصل از مطالعات مولکولی یک شـباهت کلـی بـین    . قرار دادند

  .این دو گونه را نشان دادند

  

  
ها و آسک. d-fسودوتسیوم و . cهاي تشکیل شده روي قطعه برگ، وتسیومسود. VI79 ،bو  VI2تلاقی دو جدایه . V. inaequalis :aگونه  - 1شکل 

 )میکرومتر 10= مقیاس (آسکوسپورها 
Fig. 1- V. inaequalis: a. cross between VI2 and VI79, b. pseudothecia on leaf segment, c. pseudothecium and d-f. asci and 

ascospores (Bar = 10 µm)  
  

  
. eآسک و . dسودوتسیوم، . cهاي تشکیل شده روي قطعه برگ، سودوتسیوم. VP1-3 ،bو  VP1-1تلاقی دو جدایه . V. pyrina :aنه گو - 2شکل 

 )میکرومتر 10= مقیاس (آسکوسپورها 
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Fig. 2- V. pyrina: a. cross between VP1-1 and VP1-3, b. pseudothecia on leaf segment, c. pseudothecium, d. asci and e. 
ascospores (Bar = 10 µm)  

  

بررسی امکان تولیدمثل جنسی در شرایط آزمایشگاهی نشـان داد  

هـاي  که این دو جدایه در آمیزش با یکدیگر قادر به تولید سودوتسیوم

زایـی، هـر دو جدایـه یـک اختصاصـیت      به لحاظ بیماري. بارور هستند

ر به آلوده کردن میزبان میزبانی نسبت به میزبان خود نشان دادند و قاد

بر اساس اطلاعات حاصل از این مطالعه، این دو گونه در . دیگر نبودند

  .Vدر گونـه ) forma specialis(نهایت به عنوان دو فرم اختصاصـی  
inaequalis معرفی شدند.  

هاي مربوط به هر دو آسکوسپورهاي تشکیل شده در تلاقی جدایه

کشت و  WAن روي محیط کشت گونه جهت بررسی بارور و بالغ بود

. درجه سلسیوس و شرایط تاریکی مداوم نگهداري شـدند  18در دماي 

ساعت، همه آسکوسپورهاي حاصل از یک آسک جوانه زدند  24بعد از 

آسکوسپورها به روش تک آسکوسپور به روي محیط کشت ). 3شکل (

PDA درجــه سلســیوس جهــت رشــد  18اي منتقــل شــدند و در دمــ

  . اري شدندها نگهد پرگنه

  

  
حاصل از  V. inaequalisدر گونه . : aهاي هر یک از دو گونهتلاقی زنی آسکوسپورهاي یک آسک در نسل اول به دست آمده ازجوانه - 3شکل 

 )میکرومتر 10= مقیاس ( VP1-3و  VP1-1حاصل از تلاقی بین دو جدایه  V. pyrinaدر گونه . bو  VI79و  VI2تلاقی بین دو جدایه 

Fig. 3- Germination of ascospores of an ascus in first generation obtained from crossing in each of the two species: a. in V. 
inaequalis from cross between VI2 and VI79 and b. in V. pyrina from cross between VP1-1 and VP1-3 (Bar = 10 µm)  

  

ر تولیدمثل جنسی در شرایط آزمایشـگاهی،  هاي معتبتوسعه روش

تواند به عنوان ابزار آزمایشگاهی ارزشمندي در جهت توسعه طیـف  می

هـاي ژنتیکـی کلاسـیک،    وسیعی از مطالعات از جمله تجزیه و تحلیل

ــترین  ــلاح اس ــی اص ــا و همچن ــراي   ه ــل ب ــک مکم ــوان ی ــه عن ن ب

نتیکی و هاي فیلـوژ و تجزیه و تحلیل) 7(هاي ژنتیکی مدرن  دستکاري

در  MATهــاي ادعــا کــرد کــه ژن) 19(تورگــون . باشــد) 8(تکــاملی 

داراي تکامـل سـریعتري نسـبت بـه      Cochliobolusهاي قارچ  گونه

باشند و این ناحیه ژنی داراي تنوع می DNAهاي برخی دیگر از توالی

امـا تنـوع آن بـین    . باشـد هاي این جنس قارچی مـی کمی درون گونه

بنابراین این محقق اظهار کرد که ایـن ناحیـه ژنـی    . ها زیاد استگونه

، جهت تجزیـه و  ITSتواند مانند سایر نواحی مورد استفاده از جمله می

 .هاي فیلوژنتیکی مورد استفاده قرار گیردتحلیل

 .Vو  V. inaequalisبررسی تولیدمثل جنسی دو گونـه قـارچی   

pyrina   ررسـی قـرار   در شرایط آزمایشگاهی در ایران تـاکنون مـورد ب

نگرفته است و این پژوهش، اولین مطالعه وضعیت باروري جنسـی در  

هـاي داراي  بر اساس این مطالعه، جدایـه . باشداین دو گونه قارچی می

 V. pyrinaو  V. inaequalisدو گونـه  هاي آمیزشی متفاوت در تیپ
با شناسایی و آگـاهی از حضـور دو تیـپ آمیزشـی     . مشخص گردیدند

تـوان جهـت سـهولت شناسـایی و ردیـابی      هـا مـی  قارچ مجزا در این

هاي تیپ آمیزشـی متفـاوت، در مطالعـات    هاي قارچی حامل الل جدایه

هاي آمیزشی را با طراحی هاي مربوط به هر یک از این تیپبعدي الل

هـاي  چـرا کـه روش  . مورد شناسـایی قـرار داد  آغازگرهاي اختصاصی 

هـا،  وع ژنتیکی جمعیت قارچتوانند جهت بررسی تنمی PCRمبتنی بر 

ها و همچنین مطالعات بیولوژي جمعیـت  فیلوژنی، اپیدمیولوژي بیماري

هاي قارچی در یک منطقه بر اساس فراوانی نحوه زمستانگذرانی گونه(

 .به سهولت مورد استفاده قرار گیرند) هاهاي آمیزشی و نسبت آنتیپ
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