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هاي كلزا در بسياري از مناطق توليد اين گياه روغني و با  ترين بيماري پوسيدگي اسكلروتينيايي ساقه يكي از مهم
زارع با درصد و ميزان خسارت ناشي از آن، گاهي در م 80هاي بيمار در بعضي از مزارع تا ميزان بوته. ارزش است

-مي Sclerotinia sclerotiorumاين بيماري كه عامل آن . رسد درصد عملكرد محصول نيز مي 50آلودگي شديد تا 
باعث  باشد، بر روي كلزا، آفتابگردان و ساير گياهان از قبيل كلم، كاهو، توتون، شب بو و تعدادي از گياهان ديگر نيز

هاي گياهي بوده و داراي دامنه فاژترين پاتوژناري، يكي از پليقارچ عامل بيم. شودپوسيدگي ساقه و طوقه مي
نمونه عامل بيماري بر روي كلزا، كلم و  33گروه سازگار ميسيليومي از  19در اين تحقيق، . ميزباني وسيعي است

كشت داده شد و  PDAآوري و در محيط كشت جمع 1387- 88آفتابگردان از مناطق مختلف استان در سال زراعي 
 .Sهاي مختلف قارچ تلاقي انجام شده ايزوله 171ورد بررسي مورفولوژيكي و مولكولي قرار گرفتند كه در نتيجه از م

sclerotiorum ،21  داراي ناسازگاري ميسيليومي ) درصد 7/87(تلاقي  150داراي سازگاري و ) درصد 3/12(تلاقي
 PCRدر واكنش  RAPDآغازگر  8ست آمده، از هاي به دچنين براي بررسي تنوع مولكولي جدايه هم. بودند

- هاي مولكولي با نرم تجزيه داده. دست آمد نشانگر چندشكل پس از الكتروفورز در ژل آگارز به 136 كه استفاده شد
به علاوه . هاي مورد بررسي، تنوع ژنتيكي نسبتاً بالايي وجود دارد نشان داد كه در بين جدايه POPGENE32افزار 

آوري شده ارتباط هاي جمعها و فواصل ژنتيكي، با دور يا نزديك بودن فاصله مكاني نمونهشباهتمشخص شد كه 
هاي ژني مورد  توان گفت جمعيت مورد مطالعه درتمام مكان ، ميواينبرگ - تعادل هاردي با توجه به آزمون. ندارد

هاي كلزا در استان گلستان، ميزبان توان جوان بودن زراعتبررسي در حال تعادل بوده است؛ علت اين امر را مي
و يا شايد تنوع كم ارقام تحت كشت كلزا در منطقه طي چند سال اخير ) هاي هرزاز جمله علف(فراوان اين قارچ 

  . دكرذكر 
 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
 .Sناشي از قارچ  بيماري پوسيدگي اسكلروتينيايي ساقه

sclerotiorum (lib) de bary عوامل بيماريزاي گياهي با يكي از
مهمترين يكي از  دامنه و توزيع وسيع ميزباني و جغرافيايي و

هاي كلزا و ساير گياهان پهن برگ در مناطق توليد اين گياه بيماري
اولين گزارش اين بيماري در كلزا و . باشدزش ميروغني و با ار

سپس بارها به صورت شديد . باشدخردل مربوط به كشور هند مي
 هند، كانادا، سوئد، از كشورهاي دانمارك، فنلاند، برزيل، چين،

 Boland and(فرانسه، انگلستان و ايتاليا گزارش شده است  آلمان،

Hall 1994( .80عضي از مزارع كلزا تا هاي بيمار در بميزان بوته 
و ميزان خسارت ناشي از آن گاهي در مزارع با آلودگي صد در

 Chang and( باشددر صد عملكرد محصول مي 50شديد تا 

Kozub 1994( .كند به اين بيماري با توجه به علائمي كه ايجاد مي
بلايت سفيد، پوسيدگي سفيد، پوسيدگي  هاي مختلف از قبيلنام

كلزا  شكستگي ساقه، شانكر ساقه يا شانكر ،ساقهساقه، بلايت 
معمولاً در شرايط طبيعي بيشتر آلودگي ساقه . ناميده شده است

ممكن نيز هاي هوايي گياه تمام اندام چندره ،شودمشاهده مي
هاي علائم روي ساقه به صورت لكه .است مورد حمله قرار گيرند

ليوم پنبه مانند شود كه بعداً ميسيسوخته ظاهر ميآب و كشيده
علائمي چون كلروزيس و پژمردگي . پوشاندقارچ روي آنها را مي

 ها نيز از علائم اين بيماري است كه درها و نكروز پايه ساقهبرگ
ميرند و سرانجام مي شده ها سفيدمرحله پيشروي بيماري، ساقه

)Gaetn and Madina 2005 .( ساقه آلوده ممكن است شكافته
منظم، كروي سفيد سختينه صورت تعداد زيادي شود، در اين 

شود كه از علائم خاكستري تا سياه در داخل بافت ساقه ايجاد مي
در هواي مرطوب اين سختينه ها . باشدبارز اين عامل بيمارگر مي

 Purdy(ها نيز پديد آيند ممكن است بر روي ساقه و يا غلاف

1975; Kolte 1985 .(  
شامل سويا،  اين قارچمله ترين محصولات مورد حمهم

زميني، توتون و سبزيجاتي چون كاهو، لوبيا، آفتابگردان، كلزا، بادام
زميني، كلم، كرفس، كدو، هندوانه، يونجه، شبدر و هويج، سيب

اين قارچ . باشندديگر بقولات علفي و تعدادي گياهان زينتي مي
، )دزفول( فرنگيدر ايران علاوه بر كلزا از روي نخود و توت

اهواز و ( ، كاهو)مازندران، كردستان، آذربايجان( آفتابگردان

 و بادمجان) گيلان( ، توت)زنجان( فرنگي، گوجه)انديمشك
 ).Ershad 1995( گزارش شده است) زنجان(

ناسازگاري ميسيليومي روش ماكروسكوپي  -سيستم سازگاري
ها جدايه ١خودي - غير خودي و خودي -خودي بوده كه از روش

شده و  ادغامكند، كه در حالت سازگاري دو جدايه  اده مياستف
هاي هر اما در حالت ناسازگار پرگنه. دهندتشكيل يك پرگنه را مي

مرده بين دو پرگنه قابل  هايجدايه با تشكيل يك سري از سلول
 .Sمعمول بوده و علاوه بر  هااين روش در قارچ .تفكيك هستند

sclerotiorum هاي ديگر از جمله مطالعات قارچ در
Cryphonectria parasitica  و عامل بيماري مرگ نارون

)Ophiostoma ulmi( ثر براي تشخيص و وبه عنوان روش م
زا شناسايي اي در جمعيت عامل بيماريارزيابي تنوع درون گونه

با توجه به اين كه تشخيص  ).Kull et al. 2004(شده است 
قارچ بر اساس فاكتورهاي اي هاي درون گونههتروژني گروه
زايي و يا پراكنش جغرافيايي ها همچون بيماريفنوتيپي گروه

باشد، بنابراين وجود معيارهاي مستقلي براي تفكيك و محدود مي
 .Kohen et al( اي ضروري استبندي هتروژني درون گونهطبقه

1990; Kohen et al. 1991 .( تحقيقي بر روي  1999در سال
از نشانگرهاي با استفاده ي انواع اسكلروتينياها مقايسه ژنتيك

ريبوزومي بر روي  DNAو آناليز  RAPDو  RFLPمولكولي 
آفتابگردان در استراليا و  يزاهاي جداشده عامل بيمارينمونه

هاي كه نشان داد بين جدايه )Letourmeau 1979(كانادا انجام شد 
، در 1384همچنين در سال . مختلف تنوع ژنتيكي وجود دارد

ايران نيز تحقيقي بر روي تنوع ژنتيكي قارچ اسكلروتينيا 
اسكلروشيوروم انجام شد كه با استفاده از نشانگرهاي مولكولي 

RFLP  وRFLP-PCRنشان داده شد كه در بين برخي از جدايه ، -

هاي عامل قارچ اسكلروتينيا اسكلروشيوروم بر روي كلزا تنوع 
روي  تحقيقي بر 1996در سال ). Karimi et al. 2010(وجود دارد 

قارچي اسكلروتينيا اسكلروشيوروم جداشده  مقايسه ژنتيكي عامل
هدف از اجراي اين تحقيق . از مزارع نيوزيلند و آمريكا انجام شد

هاي هرز امكان استفاده از اين قارچ براي كنترل بيولوژيكي علف
 DNAليز و آنا RAPDدر نيوزيلند بود و از نشانگرهاي مولكولي 

 ).Noonan et al. 1996( ريبوزومي جهت تعيين تنوع استفاده شد

                                                            
1 Self-nonself and self-self 
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آوري شده گياه كلزا آلوده در اونتاريو تا هاي جمعآناليز جدايه
ها از نظر ژنتيكي شمال آلبرتا كانادا نشان داد كه اين جدايه

ها اين كلون. هتروژن و با تعدادي كلون قابل تشخيص هستند
. دشواي ميژنوتيپي درون گونهجداسازي ژنتيكي وسبب تفكيك

هاي سازگار ها بر اساس گروهتفكيك و جداسازي كلون
نشان داده شد  و صورت گرفت DNAنگاري ميسيليومي و انگشت

يك كلون با هم سازگاري ميسيليومي دارند و با  يهمه اعضاكه 
چنين انگشت هاي ديگر ناسازگاري دارند و هماعضا كلون

  ).Bardin and Huang 2001( يكساني دارند  DNAنگاري
ژنتيكي از طريق بررسي صفات  بررسي تنوعدر گذشته 

استفاده از ارزيابي  اما، .شدميمورفولوژيك يا بيوشيميايي انجام 
ژن ممكن است روش قابل ثير محيط بر بيانافنوتيپي به دليل ت

سي برردر عوض، . هاي ژنتيكي نباشداعتمادي براي تعيين تفاوت
DNA از . كند ژنتيكي را فراهم مي  امكان ارزيابي مستقيم تنوع
در ارزيابي تنوع ژنتيكي  DNAهاي گوناگوني براي بررسي روش

-نوع روش مولكولي مورد استفاده براي اندازه. استفاده شده است
هاي ژنتيكي در حال به ميزان تفاوت هاي ژنتيكيگيري فاصله

  . )Ahmadikhah 2008( ارزيابي بستگي دارد
سازي چندشكلي ژنتيكي در گياهان هاي آشكاريكي از روش

چندشكلي حاصل از تكثير تصادفي  يا RAPDاستفاده از نشانگر 
DNA باشدمي ); Williams et al. 1990 Welsh and Mc 

Clleland 1990(.  اين روش مبتني بر واكنش زنجيره پليمراز با
 باشدباز مي 10 تا 9به طول  يك آغازگر تصادفي اليگونوكلئوتيدي

)Williams et al. 1990 Welsh and Mc; Clleland 1990 .( اين
باشند و دماي اتصال مي G/Cدرصد باز  60- 80آغازگرها داراي 

هم اكنون روش اين . باشدين ميياي پاها تا اندازهنيز براي آن
با معمولا آغازگرها . دارددر تعيين تنوع ژنتيكي كاربرد وسيعي 

 دهندباند را مي 3-15نوكلئوتيد اجازه تكثير  9-10طول 
)Weeden et al. 1993; Rus-Kurtekaas et al. 1994; Jones et 

al. 1999 .( قطعاتDNA  تكثير يافته با روشRAPD  در سراسر
منحصر به فرد و  هايتواند تواليتوزيع يافته است و مي ژنوم

مزيت اين روش  ).Williams et al. 1990( تكراري را شامل شود
باشد كه ناشي از توالي در سادگي تكنيك و سريع بودن آن مي

اين روش نيازمند اطلاعات در مورد . آغازگرهاي تصادفي است

 گيردقرار نمي DNAثير كيفيت انيست و تحت ت DNAتوالي 
)Jones et al. 1999; Virk et al. 2000 .(ش به مواد اين رو

 ;Tingey et al. 1992( استنسبتاً ساده  ارد وراديواكتيو نياز ند

Weeden et al. 1993 .( مزيت مهم تكنيكRAPD  امكان انجام
-ژني و انجام مقايسه كلي ژنوم مكانچند زمان فراواني آزمون هم

   ).Ahmadikhah 2008( باشدها براي مطالعات مختلف مي
عات سال مورد مطال 150براي بيش از  S. sclerotiorum قارچ

زايي و مورفولوژي قرار مختلف بيولوژيكي، علائم شناسي، بيماري
ها اطلاعات زيادي در مورد اين هر چند اين تلاش. گرفته است

قارچ فراهم آورد، ولي در مورد تنوع ژنتيكي، شناسايي و مقايسه 
از اين  هدف. هاي آن اطلاعات چنداني در دست نيستسويه
تفاوت ژنتيكي بين ي و همچنين سازگاري ميسليوم بررسي تحقيق
 .S)پوسيدگي سفيد ساقه كلزا  گونه قارچ عامل بيماريهاي ايزوله

sclerotiorum) بوده است در استان گلستان.  
  

  هاآوري نمونهجمع
، هاي كلزااين بررسي از اسكلروت و يا ساقه ها دركليه نمونه

كه از سال آوري شدند عجمآفتابگردان و كلم آلوده به بيماري 
هاي مختلف استان از شهرستان 1388و يا سال  )1387( گذشته

آباد گلستان شامل گرگان، گنبد، كلاله، بندرتركمن، كردكوي، علي
دست آمده ه گز ب، آزادشهر، راميان و بندرقلامينودشت، آق و

  . نديخچال نگهداري شددر  C˚4ها در دماي نمونه .بودند
شامل هايولا  1387- 88تحت كشت در سال زراعي  هاي كلزارقم
ز ارقام رقم اخير يكي ا[بودند  4815و رقم  420و هايولا  401

آباد در روستاي نصرتكه در سطح بسيار محدودي است جديد 
   .]شودميآباد كشت شهرستان علي

  كشت و جداسازي
 وايتكس( سديمدرصد هيپوكلريت دهها در محلول ابتدا نمونه

ده و سپس با آب مقطر شور دقيقه غوطه 5/1به مدت ) يتجارت
ها از دن نمونهكرو براي خشك  ندبار شستشو داده شد سهاستريل 

عمليات در زير هود استريل (د شكن استريل استفاده خشك كاغذ
 39( PDA١دن محيط كشت، از پودر كرجهت آماده ). انجام شد

                                                            
1 Potato dextrose agar 

   هامواد و روش
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ري از آلودگي جهت جلوگي. آماده استفاده شد) گرم در ليتر
  Greer and Dilts() قطره در ليتر 15(ميكروبي از اسيدلاكتيك 

د و سپس شاستفاده ) ليتر در ليترميلي 100(و كلرامفنيكل  )1995
ديش با طور جداگانه در پتريه ب PDAها در محيط كشت نمونه
 5روز، قطعات منظم  سهپس از . دشمتر كشت سانتي 10قطر 
هاي ديشهاي رشد يافته به پترياز نمونه هر يك متري ازميلي

پس از رشد . هاي جديد انتقال داده شدندحاوي محيط كشت
در  PDB١ها براي توليد انبوه ميسيليوم از محيط كشت ميسيليوم

در شروع  .دشروز استفاده  چهاربه مدت  oC22 دماي درشيكر 
ط رشته ميسيليومي از محي تك ٢آزمايش براي تشكيل نوك ريسه

 اها مكررنمونه. منتقل شد آب آگار به محيط كشت PDAكشت 
 جهت توليد ميسيليوم كشت و پس از دو PDBكشت  در محيط

گرم ميلي 150د، به ميزان كر هفته كه تمام سطح پليت را اشغال
   .دشده استفا DNAآوري و بلافاصله براي استخراج جمع

  S. sclerotiorumهاي قارچ بررسي سازگاري در بين جدايه
هاي مختلف براي تشخيص سازگاري و يا عدم سازگاري جدايه

متري سانتي 10هاي در پتري ديش PDAقارچ، روي محيط كشت 
به  S. sclerotiorumهاي قارچ متري از جدايهميلي 4نمونه دو 

گذشت  كه پس از ندقرار داده شد متر در مقابل همسانتي 8فاصله 
هايي كه با هم سازگاري ا، جدايههروز و رشد ميسيليوم 10

هاي يكساني را تشكيل داده و مرزي بين آنها تشكيل داشتند، رشته
-هاي سازگار ميسيليومي ميها گروهبه اين گروه از ميسيليوم. نشد

هايي كه با هم سازگاري نداشتند، مابين گويند و ميسيليوم جدايه
ه قلمرو جدايه ها قبل از رسيدن بآنها مرزي تشكيل و ميسيليوم

زدند، و يا در محل رسيدن مقابل به سمت داخل حيطه پس مي
هاي ها گروهبه اين گروه از ميسيليوم. شدندها جفت ميميسيليوم

  .گويندناسازگار ميسيليومي مي
 و الكتروفورز )PCR(اي پليمراز و واكنش زنجيره DNAاستخراج 
) CTAB )Saghai-Maroof et al. 1984با روش  DNAاستخراج 
اي پليمراز از كيت شركت انجام واكنش زنجيرهبراي . انجام شد
به اين . دشاستفاده ) PCR Master Mix, CinnaClone(سيناكلون 

ميكروليتر  25/6ميكروليتري،  5/12منظور، براي تهيه يك واكنش 

                                                            
1 Potato dextrose broth 
2 Hyphal tip 

 5/0، ديونيزه H2O ميكروليتر PCR Master Mix، 5/5از 
ميكروليتر  75/0و ) 1جدول( RAPDآغازگر از هر  ميكروليتر

در يك ) نانوگرم بر ميكروليتر 50با غلظت ( نمونه  DNAاز
ها در دستگاه بپس از قرار دادن ميكروتيو. دشميكروتيوب اضافه 

PCR واكنش آغازگرها در ، دماي اتصالPCR 1به شرح جدول 
  .دشتنظيم 

ر درصد و بافيك از ژل آگارز  ،PCRبراي الكتروفورز محصولات 
TBE X1  باندها در زير اشعه  آشكار كردنجهت . دشاستفادهUV 

ميكرگرم در ميكروليتر  5/0از ماده اتيديوم برومايد به ميزان 
تنظيم شد و به مدت يك ولت  100در ولتاژ دستگاه . استفاده شد

 .دش الكتروفورزساعت و چهل و پنج دقيقه 
 

 35با  PCRحرارتي مورد استفاده و برنامه  RAPDآغازگرهاي  -1جدول
 چرخه تكثير

 ̊)C(  اتصالدماي   )3΄به  5΄( آغازگر توالي نام آغازگر

OPC04 CCGCATCTAC 30 

OPB07 GGTGACGCAG 3/35  

OPA02 TGCCGAGCTG 4/42  

OPD02 GGACCCAACC 8/36  

OPC05 GATGACCGCC 8/38  

OPB03 CATCCCCCTG 6/38  

OPC10 TGTCTGGGTG 32 

OPC01 TTCGAGCCAG 8/35  

  
 هاي مولكولي داده تجزيهو امتيازدهي به الگوهاي باندي 

به صورت يك و به ترتيپ  RAPDباند هر حضور يا عدم حضور 
افـزار  هاي مولكـولي از نـرم  دادهتجزيه جهت  .امتيازدهي شدصفر 

POPGENE32 )Yeh et al. 1999( افـزار،   در اين نرم. استفاده شد
آلل مشاهده شـده، تعـداد آلـل     تعداد :متعددي از جمله معيارهاي

 شـانون تنوع شاخص و  نئي تنوع ژنيثر، فراواني آللي، ضريب وم
 Nei and  Liاز روش ژنتيكي با اسـتفاده  هاي شباهت .برآورد شد

 يهـا جدول ماتريس شباهت و مورد بررسي قرار گرفت   (1979)
بـر   هـا بنـدي جدايـه  گـروه . دست آمده مورد مطالعه، ب يهاجدايه
وزن هـم غيـر  هـاي   جفت گـروه با روش  ضريب تشابه نئي اساس
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)UPGMA(جهـت تعيـين   از ميانگين فاصله ژنتيكـي  . دشتعيين  ١
 .Malone et al( كلاسـترها اسـتفاده شـد   خط بـرش و تشـخيص   

آنـاليز  (در هـر جايگـاه آللـي     جمعيـت آللي تعادل  آزمون .)2009
محاسـبه   فرمول كـاي مربـع  با استفاده از ) واينبرگ -تعادل هاردي

زيـر  از رابطـه  ) PIC(ميزان اطلاعات چند شكلي هر آغـازگر  . شد
  :محاسبه شد

PIC= 1-∑Pij 2   
 .باشدام ميjام مربوط به فرد iفراواني آلل  Pijكه در آن 

  
    نتايج و بحث

سه نوع متفاوت از ها، در بررسي سازگاري و ناسازگاري جدايه
تشكيل مرز (وع يك نعدم سازگاري ناسازگاري شامل  -سازگاري
هاي تشكيل مرز شفاف و توده(نوع دو عدم سازگاري ، )مشخص

 همراه با(سازگاري ميسيليومي و  )1شكل) (ميسيليومي متفاوت
  .مشاهده شد )2شكل ) (نمونه دوهاي بين ميسيليوم ادغام

نشان  2ولجدايه در جد 19ميسيليومي بين  ادغامنتايج حاصل از 
ميسيليومي بدين مفهوم است كه  دغامااصطلاح . داده شده است

ين دو جدايه تشكيل يك پرگنه داده و ناحيه واكنش مشخصي ب دو
 171از  كه هاي انجام شده نشان دادبررسي. شودجدايه ديده نمي

 21، غير از هاي قارچقي حاصل از كشت دو به دوي ميسيليومتلا
ها تمام سازگاري ميسيليومي بودند و پرگنهتلاقي خودي كه داراي 

لاقي غير تلاقي مربوط به ت 150پوشاندند، ديش را ميسطح پتري
  . خودي بود و ناسازگاري ميسليومي نشان دادند

  
بر روي Sclerotinia sclerotiorum هاي كشت قارچ نمونه -1شكل

  .روز 7پس از PDAمحيط كشت 

                                                            
1 Unweighted pair grouped method by arithmetic average 

گونه سازگاري با لاله هيچآيش و كَ دين و انارهاي چهلجدايه
كلم ايه محمدآباد از ميزبان و جدند ها نشان ندادجدايه ديگر

همچنين جدايه . ها نشان دادكمترين سازگاري را با ديگر جدايه
-رقم(با دو جدايه از كلزا ) جمع شده از روي آفتابگردان(گليداغ 

 سازگاري آبادآوري شده از عليجمع) 401و هايولا  4815 هاي
 ترينبيش. ا ناسازگاري نشان دادهنشان داد، اما با ديگر جدايه

رقم كلزا روي آوري شده از هاي جمعسازگاري مربوط به جدايه
قم ، كلزا ر)آبادمنطقه محمد(، كلم )منطقه مينودشت( 401هايولا 
 420كلزا رقم هايولا  ،)آبادمناطق اسبومحله و فاضل( 401هايولا 
 )كردكوي وتركمن مناطق آزادشهر، بندر( 401زا رقم هايولا و كل

 بوده است )محلهمنطقه اسبو( 401ا رقم هايولا كلزهمچنين  و 
  ). 2جدول (
  

  
 ؛)چپ(عدم سازگاري باتشكيل مرز شفاف  .هابررسي سازگاري ريسه -2شكل 

   ).راست(عدم سازگاري با تشكيل مرز مشخص در كشت متقابل 
  

هاي از نمونه )MCG( گروه سازگار ميسليومي تحقيق هفدهدراين 
يك نمونه از آفتابگردان و  كلزاي آلوده به عامل بيماري، به همراه

 11با ) 2؛ جدولMCG نوزده در مجموع(يك نمونه از كلم 
در . ندمورد بررسي مولكولي قرار گرفت )1جدول( RAPDآغازگر 

، OPC01 ،OPB03 ،OPA02آغازگر  8ميان اين آغازگرها 

OPC10 ،OPD02 ،OPB07 ،OPC04  وOPC05 باندي الگوي 
  .دندكر توليد امتيازدهي قابل و مناسب

 275اندازه باندهاي تشكيل شده بر روي ژل الكتروفورز افقي، بين 
نشان داده  3اي از آن در شكل كه نمونه بودجفت باز  3000تا 

  .شده است
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  .هاي مختلف در مزارع استان گلستانميزبان از مناطق و Sclerotinia sclerotiorumهاي قارچ نتيجه تلاقي ميسيليومي بين جدايه  -2جدول

  
Ö  نشان دهنده سازگاري ميسيليومي وØ باشدنشان دهنده عدم سازگاري ميسيليومي مي.  
  

  .bp100 نشانگر اندازه مولكولي ) M. باشدمي 2هاي مندرج در جدولها مطابق با شماره ايزولهشماره. OPC05جدايه با نشانگر  19الگوي بانددهي  -3شكل

  
  

 136آغازگر تكثير شدند كه   8توسط جايگاه آللي  138در كل، 
كمترين  OPB03آغازگر ). 3جدول(عدد از آنها چندشكل بودند 

بيشترين  OPB07و  OPA02و آغازگرهاي ) باند 12(تعداد باند 
به طور متوسط هر آغازگر . دندكررا توليد ) باند 20(تعداد باند 

ترين و بالاترين درصد محتواي پايين. دركباند توليد  25/17تعداد 
به ترتيب مربوط به آغازگرهاي ) PIC(اطلاعات چند شكلي 

OPC04 )85/28 درصد ( وOPD02 )62/42 بيشترين . بود) درصد
و  OPD02و كمترين تعداد آلل موثر مربوط به آغازگرهاي 

OPC04 بوده  56/1وثر در اين تحقيق هاي مو ميانگين تعداد آلل
  حدود  نئي  ژني  تنوع  ضريب ميانگين   ).4جدول( است 

  درصد 51 حدود شانون تنوع   شاخص  ميانگين  و  درصد 5/33

 بالاي جمعيت اكه نشان دهنده تنوع ژنتيكي نسبت ،محاسبه شد
قارچ عامل بيماري پوسيدگي سفيد ساقه كلزا، آفتابگردان و كلم 

تيكي حاصل از هاي ژنبر اساس جدول ماتريس شباهت .باشدمي
هاي ژنتيكي ، بيشترين ميزان شباهت)5جدول (هاي مولكولي داده

محله اسبو( 5و   )آبادنصرت( 17شماره   هايجدايه مربوط به 
هاي سپس جدايه .محاسبه شددرصد  89بود كه حدود  ))1( 420
، )كلم( 2و ) آبادنصرت( 17هاي ، جدايه)كلم( 2و ) آبادعلي( 16

هاي بيشترين ميزان شباهت) كلم( 2و ) آفتابگردان( 9هاي جدايه
 11جدايه . دشدرصد محاسبه  87ژنتيكي را دارا بودند كه حدود 

 در رديف بعدي)) 1( 420محله اسبو( 5با جدايه ) سركلاته(
  .دشدرصد محاسبه  86  حدود كه  داشتند  قرار   ژنتيكي شباهت 
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  .مربوط به آنها) PIC(آغازگر و محتواي اطلاعات چندشكلي تعداد باند توليد شده توسط هر  -3جدول 

  PICدرصد  شكلي درصد چند شكلباند چندتعداد باند توليد شدهتعداد  آغازگر
OPB07  20 18 90  27/31  
OPD02  15  15  100  62/42  
OPC10  16 16 100  23/31  
OPA02  20  20  100  22/36  
OPB03  12 12 100  04/33  
OPC01  17  17  100  44/38  
OPC04 19 19 100  85/28  
OPC05 19  19  100  89/33  
  44/34  55/98 0/17 25/17  متوسط

  
  ).انحراف معيارها در داخل پرانتز آورده شده است(تعداد آلل موثر، تنوع ژني نئي و شاخص تنوع شانون براي هر آغازگر  -4جدول 

 شاخص تنوع شانون تنوع ژني نئي تعداد آلل موثر  آغازگر

OPC04  44/1)307/0( 78/27)136/0( 92/43 )161/0(  
OPB07  45/1 )350/0(  11/27 )168/0(  85/41 )221/0(  
OPD02 77/1)186/0( 62/42)076/0( 47/61 )087/0(  
OPC10  49/1 )249/0(  29/31 )102/0(  61/48 )116/0(  
OPA02  64/1)284/0( 90/36)122/0( 77/54 )144/0(  
OPB03  52/1)220/0( 04/33)099/0( 67/50 )119/0(  
OPC01  66/1)277/0( 84/37)117/0( 60/56 )132/0(  
OPC05  56/1)299/0( 39/33)133/0( 59/50 )159/0(  
  )160/0( 61/50 )131/0(47/33 )296/0(56/1 متوسط

  
با ) مينودشت 1B( 1همچنين ميزان شباهت ژنتيكي بين جدايه 

درصد و بين جدايه شماره  85حدود ) گنبد 401هايولا ( 6جدايه 
و ) كَلاله 401هايولا ( 7با جدايه ) 2دين چهل 401هايولا ( 3

 درصد بود و 84) مكل( 2با جدايه ) 420سركلاته ( 11جدايه 

 2با جدايه ) لالهكَ 401هايولا ( 7ميزان شباهت ژنتيكي بين جدايه 
محله اسبو( 5با جدايه ) آبادفاضل 401هايولا ( 8و همچنين جدايه 

  ).5جدول (درصد محاسبه شد  82، ))1( 420
اي بر اساس ضريب تشابه نئي ها با تجزيه خوشهبندي جدايهگروه

- مطابق درخت. استنشان داده شده 4لدر شك UPGMAبا روش 

واره به دست آمده و تعيين خط برش بر اساس ميانگين فاصله 
). 4 شكل(جدايه در سه گروه اصلي قرار گرفتند  19ژنتيكي، 

تشكيل شده است و گروه دوم  5و  2گروه يك تنها از دو جدايه 
 جدايه 11بود و ) 18و  14، 13، 12، 8، 4(شامل شش جدايه 

-هاي جمعاز آنجا كه جدايه. مانده در گروه سوم جاي گرفتندباقي

اند، به بندي شدهگروه طبقه مختلف در يكآوري شده از مناطق 
آوري رسد ارتباط مشخصي بين مكان جغرافيايي جمعنظر مي
گروه يك تنها از دو جدايه  .بندي وجود نداردها با اين گروهجدايه

، 8، 4(روه دوم شامل شش جدايه تشكيل شده است و گ 5و  2
مانده در گروه سوم جاي جدايه باقي 11بود و ) 18و  14، 13، 12

آوري شده از مناطق مختلف هاي جمعاز آنجا كه جدايه. گرفتند
رسد ارتباط مشخصي اند، به نظر ميبندي شدهدر يك گروه طبقه

وجود بندي ها با اين گروهآوري جدايهبين مكان جغرافيايي جمع
  .ندارد

هاي آللي واينبرگ در جايگاه -تعادل هاردي تجزيهبر اساس 
 اسكوير به دست آمده براي هر جايگاه با جدولمختلف، عدد كاي

 و يك درصد 5در سطح احتمال 18آزادي اسكوير با درجهكاي
 عدداز ) 02/13(اين عدد  تر بودن به دليل كوچك  شد و  مقايسه
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  .هاي مولكوليحاصل از داده S. sclerotiorum هاي قارچهاي ژنتيكي جدايهاهتماتريس شب -5جدول 

  

  
در استان  S. sclerotiorumجدايه قارچ  19بندي واره گروهدرخت -4شكل

ها مطابق با شماره. UPGMAگلستان بر اساس ضريب تشابه نئي با روش 
  .باشدمي 2هاي مندرج در جدول شماره ايزوله

 
براي يك  80/34و  درصد 5براي  87/28( جدول اسكوير كاي

گيري شد كه جمعيت مورد مطالعه در تمام ، نتيجه)درصد
  .بوده است) <79/0P(ها در حال تعادل آللي كامل  جايگاه

هاي مختلف آلوده به نمونه حاصل از هايپرگنهدر اين تحقيق 
هاي مختلف، از مناطق مختلف و زراعت S. sclerotiorumقارچ 
تشكيل مرز (عدم سازگاري كه از  ندشتل ظاهري متفاوتي داشك

) هاي ميسيليومي متفاوتتشكيل مرز شفاف و تودهو يا  مشخص
دو هاي بين حل شدن ميسيليوم همراه با(سازگاري ميسيليومي  تا

نتايج نيز  Vakili Zarej and Rahnama  (2010).متغير بود )نمونه
در تحقيقي كه بر روي اين نين چهم. دست آوردنده مشابهي را ب
انجام گرفت،  .Osofee et al  (2005)سطره اردن توقارچ در د

تلاقي انجام شده در  171از مجموع . نتايج مشابهي به دست آمد
سازگاري ميسيليومي ) درصد 3/12(تلاقي  21 تنها اين تحقيق،

سازش ژنتيكي را در  تا حدوديتوان نشان دادند كه در نتيجه مي
با  .بيني نموددست آمده از مناطق مختلف پيشه هاي بنهبين نمو

استفاده از بذور وارداتي در صورت عدم توجه به اين موضوع 
ميزبان اين گياهان زراعي تواند نوعي تهديد براي نظارت دقيق، مي

ها طرف ديگر چون در بين اين تلاقياز . محسوب شود بيماري
- يليومي نشان دادند، ميناسازگاري ميس) درصد 7/87(تلاقي  150

-گونهتوان حدس زد اين قارچ از لحاظ ژنتيكي داراي تنوع درون

اين موضوع نحوه مبارزه با آن را توسط قارچ . استبالايي اي 
  . نمايدهاي رايج مشكل ميكش

مولكولي تنوع ژنتيكي قارچ عامل  بررسيدست آمده از ه نتايج ب
فاده از آغازگرهاي بيماري پوسيدگي سفيد ساقه كلزا با است

RAPD  هاي جمعجمعيت جدايه تنوع نسبتا بالا درنشان دهنده-

در مناطق  ،S. sclerotiorum ،آوري شده قارچ عامل بيماري
در بررسي مولكولي ديگر در ايران . باشدمختلف استان گلستان مي

طور مشابهي و همزمان با بررسي موجود، با استفاده از ه ب
آغازگر  3 ، ازS. sclerotiorumوي قارچ برر RAPD هايآغازگر
-AP( آغازگر چند و Ar0173و  Ar0R2 ،Ar081 شامل انتخابي

PCR ( استفاده شد)Colagar et al. 2010 .( محصولاتPCR  براي
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نمايش . دكرنمونه منفرد هر كدام چندشكلي زيادي را ايجاد  12
لف هاي مختبراي نمونه RAPDباندها با استفاده از نشانگرهاي 

بر كلاستر  تجزيه. با هم تفاوت داشتند S. sclerotiorumقارچ 
و  گرفت انجام UPGMAآغازگر به وسيله روش  3اين اساس 
هاي براي جدا كردن گروه RAPDتكنيك  گيري شد كهنتيجه

ارزيابي براي  يو تكنيك قابل اطمينان بودهچندگانه مؤثر 
-اما اين تفاوت. تبوده اسهاي قارچ گوناگوني ژنتيكي بين جدايه

بستگي همهيچ  S. sclerotiorumهاي قارچ هاي ژنتيكي در جدايه
 Colagar( ها نداشته استمشخصي با وضعيت جغرافيايي جدايه

et al. 2010 .( بين  ژنتيكي يهاشباهتنيز در تحقيق حاضر
بستگي با نزديك يا دور بودن همگونه ، هيچ)5جدول(ها جدايه

، دهندآوري شده بيماري نشان نمياي جمعهفاصله مكاني نمونه
آوري شده از مناطق مختلف در گروه هاي جمعزيرا جدايه

آنچه مسلم است اين تنوع . )4شكل(اند بندي شدهيكساني طبقه
در عامل بيماري اسكلروتينيايي در مناطق مختلف استان پراكنده 

ي بر از بررس .Kohen et al  (1979)در بررسي كه توسط. باشدمي
عمل آمد، اظهار داشتند اين نتايج ممكن است ه روي اين قارچ ب

يافته در جهش DNAناشي از تنوع بالاي ژنتيكي و درصد بالاي 
S. sclerotiorum همچنين بر اساس آناليز تعادل هاردي. باشد- 

جمعيت مورد مطاله در حال تعادل  نشان داده شد كهواينبرگ، 
كلزا آن را در جوان بودن زراعت توان علت كه مي استژنتيكي 

هاي از جمله علف(هاي فراوان اين قارچ ميزبان وجوددر منطقه و 
و يا شايد تنوع كم ارقام تحت كشت كلزا در منطقه ) هرز منطقه
 RAPDآغازگر  8 بر اساس هدندروگرام ترسيم شد. ذكر نمود
-اسبو( 5 جدايهو ) كلمگياه  -محمد آباد( 2 كه جدايهنشان داد 

ها جدايهند و مابقي داشتبه هم  اهت بيشتري، شب))1( 420محله 
دست آمده از آناليز ه نتايج ب. اي قرار گرفتندهاي جداگانهدر گروه
RAPD (2001)توسط  Grenedene and Minardi   كه در ايتاليا

- مايكوپارازيت كونيوتريوم ميجدايه  8مطالعه مشخصات  جهت

هيچ الگوي ه بود، انجام شد) كعامل كنترل بيولوژي(تنس ني
، OPA8آغازگرهاي  و مشاهده نشد آغازگرها برخيبانددهي براي 

OPA9 ،OPA1 ،OPA14 ،OPA17 ،OPA18  وOPA20 باندهاي 
، OPA7 ،OPA13 ،OPA15آغازگرهاي اما . توليد نكردندواضحي 

OPB1 ،OPB4 ،OPB6 ،OPB11 ،OPB12 وOPB13   با وجود
ها را آشكار بين جدايهچندشكلي  انستندنتو توليد باندهاي واضح،

 ،OPA8 ،OPA9 ،OPA10(مانده ر باقيآغازگ 8اما، . سازند

OPA12،OPB17 OPA16 ،OPB11  ،OPA11( اندهاي ب
 برخي از آغازگرها. دندكرتوليد ها جدايهدر بين  چندشكل

)OPA12  وOPB17 (د تري بانتعداد بيش) توليد  )باند 14تا
دست آمده از ه ن ماتريس با تركيب اطلاعات ببعد از ساخت. كردند
-هجداييك دندروگرام ترسيم شد كه  مورد بررسي، هايآغازگر
ديگر دسته در مانده باقي جدايه 6و  دستهدر يك  Z2و  Z1هاي 

بر روي شش جدايه  .Arbaoui et al  (2008)مطالعه .قرار گرفتند
هاي فاوتنشان داد كه ت ISSRمختلف اين قارچ با نشانگرهاي 

بين آنها وجود ) درصد 8/54تا  5/12از (ژنتيكي نسبتا بالايي 
دهنده شباهت بيشتر همچنين نتايج اين مطالعه نشان. داشت
آوري شده از گياه لوبيا و آفتابگردان بود و ميان هاي جمعجدايه
. ها ارتباطي مشاهده نشدبندي جدايهجغرافيايي و گروه امنش

 .Meinhardt et al   (2002)و .Carpenter et al  (1999)مطالعات
هاي موجود نيز به ترتيب مويد تنوع ژنتيكي قابل ملاحظه جدايه

  .در نيوزيلند و برزيل بود
رسد با توجه به نتايج به دست آمده از تحقيق حاضر، به نظر مي

قارچ عامل بيماري با وجود جوان بودن زراعت كلزا در استان 
هاي برخوردار است كه وجود ميزبان گلستان از تنوع بالايي

هاي هرز در منطقه احتمالا يكي ديگري از گياهان زراعي و علف
 . باشداز دلايل اين تنوع ژنتيكي مي
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