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از طريق   Botrytis cinerea(tel: Botrytinia fakelianae) در اين تحقيق ساختار جمعيت قارچ

که قادر به استفاده از  sulهاي استفاده از جهش يافتهبا  (VCG) هاي سازگاري رويشيبررسي گروه

از  B.cinereaجدايه قارچ  26براي اين منظور . يون سولفات نيستند مورد ارزيابي قرار گرفت

به  ،ها پس از شناسايينمونه. وري شدآهاي منطقه ورامين جمعهاي صيفي و سبزي از گلخانهميزبان

منظور هب. کشت شدند BSM اختصاصيروي محيط کشت ازي تک اسپور شده و سخالص منظور

حاوي سديم  Vogel'sها، روي محيط کشت پايه جدايه (VCG) هاي سازگاري رويشيبررسي گروه

سلنات يک ترکيب سمي و آنالوگ سولفات بوده . رشد داده شدند (گرم در ليتر سه تا يک) سلنات

تگان مقاوم به سلنات در اين محيط به صورت جهش ياف. ها قادر به استفاده از آن نيستندو قارچ

يافتگان سپس جهش. ندشدشده بودند مشاهده از حاشيه کلني خارج با رشد سريع که  ييسکتورها

ها منتقل و خصوصيات رشدي آن( MM:Minimmal Media)منظور تأييد به محيط کشت پايه به

رشد تنک روي محيط کشت پايه و  يافتگان اکسوتروفي که دارايجهش. مورد ارزيابي قرار گرفت

 sulيافتگان عنوان جهشمتيونين بودند به -داراي رشد وحشي روي محيط کشت پايه همراه با ال

 پايه، کشت محيط روي اکسوتروف رشد الگوي اساس بر جهش بروزپس از اطمينان از  .دندشتعيين 

هايي جدايه. کرومات منتقل شدندمنظور تعيين فنوتيپ به محيط حاوي پتاسيم به sul يافتگانجهش

صورت حساس به که قادر به رشد روي اين محيط بودند مقاوم به پتاسيم کرومات و در غير اين

هاي سازگاري رويشي جهش منظور تعيين گروههدر نهايت ب. دندشپتاسيم کرومات تعيين فنوتيپ 

گان مقاوم به پتاسيم کرومات از يافتگان حساس به پتاسيم کرومات از يک جدايه در مقابل جهش يافت

( نشان دهنده سازگاري)محل تماس دو جدايه از نظر رشد پروتروفيک . جدايه ديگر قرار داده شد

هايي که جدايه. ماه مورد بررسي قرار گرفتبعد از يک( نشان دهنده ناسازگاري)و يا وجود شکاف 

در يک گروه سازگاري رويشي قرار  در محل تماس رشد پروتروفيک از خود نشان دادند، سازگار و

 ،گروه سازگار رويشي تعيين شد 95 جدايه مورد بررسي تعداد 26در نهايت از مجموع . داده شدند

 .آوري شده همبستگي نداشتندهاي سازگاري رويشي با نوع ميزبان و مناطق جمعگروه
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 Botryotinia fukelinia)بیماری کپک خاکستری توسط قارچ 

(tel:   Botrytise cinerea این بیماری یکی از . شودایجاد می

های پس از برداشت در محصولات سبزی و ترین بیماریمهم

مطالعه  (Elad et al. 2004) آیدصیفی در ایران به حساب می

به ( VCG)های سازگاری رویشی وهجمعیت با استفاده از گر

-ها در سالگیری تنوع ژنتیکی در جمعیت قارچعنوان ابزار اندازه

نه تنها  های سازگاری رویشیگروه .های اخیر گسترش یافته است

استفاده  هابرای تعیین تنوع در ساختار جمعیت بسیاری از قارچ

اری های سازگارتباط بین گروهشود بلکه در بعضی موارد  می

زایی در یک میزبان خاص نیز مشاهده شده رویشی با بیماریی

های سازگاری رویشی تعیین گروه .(Correll 1991)است 

(VCGs ) هایجمعیتیک ابزار مفید جهت تجزیه و تحلیل 

-گیری تنوع ژنتیکی میقارچی و یک ابزار مطالعاتی جهت اندازه

توان رویشی می های سازگاریدر واقع از روش تعیین گروه. باشد

عنوان یک نشانگر برای نشان دادن اختلافات ژنتیکی درون یک به

سازگاری رویشی با عنوان سازگاری . گونه استفاده نمود

سازگاری  .(Leslie 1993)شود هتروکاریونی نیز شناخته می

-ترین صورت به این معنی است که دو هیف میرویشی در ساده

ها، تشکیل یک پس از تبادل هستهتوانند با هم آمیخته شوند و 

هایی که از لحاظ جدایه ،بر این اساس. هتروکاریون پایدار دهند

هتروکاریون های پایدار  تشکیل یکدیگر با و بوده سازگار رویشی

-می سازگاری رویشی قرار گروه با عنوان گروه یک دهند درمی

 .(Correll et al. 1986; Leslie 1993 ; Woo et al. 1996)گیرند 

های در قارچاساس ژنتیکی سازگاری و ناسازگاری رویشی، 

 vegetative) هایگاهوسیله ژنهای آسکومیستی ب ریسه

incompatibility) vic  و یاhet (heterokaryon 

incompatibility )سازگاری رویشی و یا ترتیب کنترل کننده که به

یر اللیک صورت اللیک و غبهناسازگاری هتروکاریونی هستند 

-هایی که دارای اللجدایه .(Khodaparast 1392) شود کنترل می

هستند امکان تشکیل  vicهای ژنی های یکسان در تمام جایگاه

در غیر این صورت، . باشندهتروکاریون پایدار را دارا می

ماند، که در طبیعت این فرایند هتروکاریون حاصل از رشد باز می

 Jin and) شودشده سلولی شناخته می ریزیصورت مرگ برنامهبه

Reed 2002; Koonin and Aravind 2002). که واکنشاز آنجایی-

صورت ظاهری قابل ها بههای سازگاری یا ناسازگاری بین جدایه

-که قادر به مصرف سلنات نمی selیافتگان مشاهده نیست، جهش

. اندهای سازگاری رویشی معرفی شدهباشد، جهت تشخیص گروه

. شوندنیز در محیط حاوی سلنات انتخاب می sulیافتگان جهش

-وسیله آنزیم احیاهعنوان آنالوگ سولفات عمل کرده و بسلنات به

ترتیب بدین. کننده سولفات به ماده سمی سلنیت تبدیل میشود

یافتگان مقاوم به سولفات که دارای نقص ژنتیکی در زمینه جهش

های سریع ستند، در قالب قطاعهکننده سلنات ساخت آنزیم احیا

این . باشندالرشد از روی محیط حاوی سلنات قابل جداسازی می

عنوان تنها منبع یافتگان روی محیط کشت حداقل که بهجهش

سولفات است، رشد ضعیف، گسترده و تقریباً بدون اسپورزایی و 

دلیل این رشد ضعیف به. دهندمیسیلیوم هوائی از خود نشان می

عنوان تنها مصرف سلنات به بر sulیافته انائی قارچ جهشعدم تو

های سازگاری رویشی، برای تعیین گروه. منبع سولفات است

 MM= Minimal) روی محیط کشت حداقل بر sulجهش یافتگان 

medium) یافتگانی که قادر جهش. شوندبا یکدیگر مقابله داده می

قرار  VCGند در یک به تشکیل هتروکاریون پایدار با یکدیگر باش

چنین حالتی دلیل بر تشکیل هتروکاریون و در نتیجه . گیرندمی

بر این اساس  .(Puhalla 1985)تشابه ژنتیکی دو جدایه است 

 تشکیل یکدیگر با و بوده سازگار هایی که از لحاظ رویشیجدایه

 گروه با عنوان گروه یک دهند درمی های پایدارهتروکاریون

 Correll et al. 1986; Leslie) گیرندمی قرارسازگاری رویشی 

1993;Woo et al. 1996). مطالعات نشان داده است که بین گروه-

های مختلف های سازگاری رویشی و مناطق جغرافیایی در قارچ

توان که در مواردی میوجود دارد چنانارتباطی بسیار پیچیده 

یک  .(Puhalla 1984) همبستگی مثبت بین این دو مشاهده نمود

-های بیمارییبندی بر اساس سازگاری رویشی جدایهروش طبقه

ارتباطی بین  شده که در این روشپیشنهاد  F.oxysporum زایی

های یک فرم اختصاصی و گروه سازگاری رویشی نشان جدایه

کنترل کننده ) vicمکان ژنی  بر اساس این روش. استه شدهداد

کند، زایی را کنترل میبیماری هایی کهگاهو ژن( سازگاری رویشی

روش  این .(Puhalla 1985)پیوستگی نزدیکی با یکدیگر دارند 

-ها و بررسی تنوع ژنتیکی میبندی جدایهمعیار مناسبی برای گروه
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هدف از  .(Puhalla and spieth 1985; Kistler et al. 1987) باشد

ای ههای سازگاری رویشی در جدایه این مطالعه، بررسی گروه

عامل بیماری پوسیدگی یا کپک خاکستری و   B.cinereaقارچ 

زایی، مناطق جغرافیایی و میزبان ارتباط آن با خصوصیات بیماری

 .باشدهای مورد بررسی میدر جدایه

 

های منطقه ورامین و ، از گلخانه1393برداری در سال زراعی نمونه

جواد آباد  و ین، فلات ورامینحومه آن شامل محمد آباد، قلعه س

ها در هر خط برای این منظور پس از بازدید از گلخانه. دشانجام 

های هرس شده بررسی و از ناحیه ساقه، برگ کشت تک تک بوته

-ها در پاکتنمونه. برداری صورت گرفتهای آلوده نمونهو میوه

خانه و ها نام محصول، گلداری و روی پاکتهای مخصوص نگه

د و شها نوشته شده و در یخچال نگهداری یر مشخصات نمونهسا

 .دشبرای کشت و جداسازی عامل بیماری به آزمایشگاه منتقل 

ای که علائم بیماری های آلودهبرگ و میوه ،پس از انتقال ساقه

عامل بیماری  ها نمایان بود جداسازی قارچکپک خاکستری در آن

پورهای قارچ از روی بافت طور مستقیم و از طریق انتقال اسبه

( آگار –دکستروز  –زمینی سیب)  PDAآلوده به محیط کشت

از بررسی  پس B. cinereaمنظور تأیید قارچ به. صورت گرفت

 .Mirzaei et al) خصوصیات میکروسکپیک و ماکروسکپیک

 (Botrytis selective medium) اختصاصی از محیط کشت (2002

BSM  استفاده شد(Edwards and Seddon 2001).  در روش

 .B  هر جدایه از قارچ BSMاستفاده از محیط کشت اختصاصی 

cinerea  متر از یک قارچ شاهد که در این سانتی سهبا فاصله

بود و از کلکسیون  .Alternaria spتحقیق یک جدایه از قارچ 

شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران قارچ

و  .Alternaria spعدم رشد قارچ  .شودمیقرار داده  دتهیه شده بو

بیانگر صحیح بودن روند شناسایی و تأیید  B. cinerae رشد قارچ

منظور به .(Edwards and Seddon 2001) است B. cinerae گونه

های قارچی شناسایی شده نیز  ابتدا هر جدایه خالص سازی جدایه

کشت ( آگار –وز دکستر –سیب زمینی ) PDA روی محیط کشت

طور کامل فرا هها سطح ظروف پتری را بپس از آنکه جدایه. شد

نانومتر در  315-044گرفتند تحت اشعه فرابنفش با طول موج 

 12ها قرار گرفته و دوره نوری متر از سطح نمونهسانتی 24فاصله 

ها اعمال شد تا ساعت تاریکی بر آن 12ساعت روشنایی و 

پس از اینکه همه . دشوند اسپور تحریک تولی رایها بجدایه

به میزان کافی اسپور تولید کردند عملیات خالص سازی ها جدایه

 144بدین صورت که از هر جدایه . به روش تک اسپور انجام شد

ها یک پرگنه اسپور کشت و در نهایت پس از بررسی الگوی پرگنه

از هر  در نهایت. دشعنوان نماینده برای هر جدایه انتخاب به

جدایه دو نمونه یکی برای انجام کارهای معمولی آزمایشگاهی و 

برای نگهداری . دشیکی برای نگهداری طولانی مدت انتخاب 

صورت کشت مورب و تحت ها بهطولانی مدت نیز جدایه

گراد نگهداری درجه سانتی-24درصد و در دمای  04گلیسیرین 

 (.Nielsen 2000)شدند 

های سازگاری رویشی از ظور بررسی گروهمندر این تحقیق به

 ;Korolev et al. 2006) محیط کشت حداقل ووگل استفاده شد

Vogel 1964). عنوان محیط پایه در ساخت سایر از این محیط به

 هایگروههای کشت از جمله محیط مورد نیاز برای تعیین محیط

 نگهداریو  selو   sulهایایجاد جهش یافتهرویشی،  سازگاری

چنین آزمون تعیین فنوتیپ جهش یافتگان و هم یافتگان،جهش

قابل ذکر است  .(Correll et al. 1987) مکمل سازی استفاده شد

که پس از تهیه محیط کشت پایه و قبل از اضافه کردن ترکیبات 

 فشار درمحیط کشت حاصله ( ها و بیوتینتریس المنت)فرعی 

 دقیقه 24مدت  به سلسیوس درجه 124و در دمای اتمسفر یک

درون اتوکلاو ضد عفونی و پس از سرد شدن، عناصر فرعی به 

 .دشمحیط اضافه 

 ،و تائورین (Na2O4Se) این محیط کشت با افزودن سدیم سلنات

(Nc2H7So3 ،144 گرممیلی)  به یک لیتر محیط پایه ووگل تهیه و

 دشاستفاده  selیافتگان پس از استریل شدن برای تولید جهش

(Korolev et al. 2006 ; Correl et al. 1987). که از آنجایی

های متفاوت سلنات سدیم تولید های مختلف در غلظتجدایه

نمودند لذا در این تحقیق از ( یافتهجهش)های سریع الرشد قطاع

-گرم در لیتر سلنات سدیم برای تولید جهش 5و  3 ،1سه غلظت 

قطعاتی از هر  selیافتگان هشمنظور تولید جبه. دشها استفاده یافته

متر روی این محیط قرار میلی پنجبه قطر   B. cinereaجدایه قارچ 

های کشت حاوی قارچ در انکوباکتور، در دمای محیط. داده شد
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در طی این . دشگراد و در تاریکی نگهداری درجه سانتی 2±25

های سریع الرشد مدت ظروف پتری مرتباً از نظر تولید قطاع

( شدندها خارج میهای پر رشدی که از حاشیه کلنیسلیوممی)

محیط حاوی سلنات سمی و جلوگیری کننده از . دندشبررسی 

های های جدایهلذا میسلیوم. برای قارچ سمی است بوده ورشد 

و یا رشد بسیار  نبودهتیپ وحشی قادر به رشد در این محیط 

هـای جهـش در عوض سلول. دهندمحدودی را از خود نشان می

های مسیر بیوشیمیایی مصرف سولفات ای که در ژن و یا ژنیافته

ها جهش رخ داده باشد قادر به تبدیل سلنات به سلنیت نبوده و آن

هایی با رشد سریع نمایان صورت میسلیوماز حاشیه کلونی به

بوده و های سریع الرشد قطاعها همان این میسلیوم. شوند  می

ها خارج و به هفته از حاشیه پرگنه 0تا  3ذشت بعد از گمعمولاً 

های قطاع. باشندهای پرگنه قابل تمایز میوضوح از سایر قسمت

سریع الرشدی که در این محیط ایجاد شدند سپس برای تأیید 

های قطاع. یافتگی به محیط کشت پایه انتقال داده شدندجهش

ا اصطلاحاً سریع الرشدی که در محیط پایه، فنوتیپ کم پشت و ی

یافته تعیین شده و عنوان جهشرشد تنک از خود نشان دادند به

برای انجام سایر مراحل آزمایش مورد استفاده قرار گرفتند 

(Korolev et al. 2008). 

از محیط کشت حداقل و  selبرای تعیین فنوتیپ جهش یافتگان 

گرم در  5/4با غلظت  L-methionineمحیط کشت حداقل حاوی 

های های جدایهبرای این منظور از حاشیه پرگنه .دشاستفاده لیتر 

متر به محیط میلی پنجیافته مرحله قبل قطعاتی به قطر جهش

انتقال و  L-methionineو محیط حداقل حاوی  (MM) حداقل

به انکوباتور منتقل و در دمای های کشت حاوی قارچ سپس محیط

پس از گذشت . دندش گراد و در تاریکی نگهداریدرجه سانتی 22

ها از نظر الگوی رشدی در هر دو محیط روز جدایه 24تا  15

هایی که در محیط حداقل فنوتیپ جدایه. مورد بررسی قرار گرفتند

رشد وحشی  L-methionine رشد تنک و در محیط حداقل حاوی

 در نظر گرفته شدند sulیافتگان عنوان جهشاز خود بروز دادند به

(Leslie and Summerell 2006.)  

، تمامی جهش یافتگان sulهای منظور تعیین فنوتیپ جهش یافتهبه

-Lو ( گرم در لیتر یک)در محیط حداقل حاوی پتاسیم کرومات 

methionine (40/4 گرم در لیتر )ظروف پتری . کشت داده شدند

 درجه 124دمایحاوی قارچ سپس به انکوباتور منتقل و در 

هایی که جدایه. شدروز نگهداری  34تا  25به مدت  سلسیوس

روی این محیط قادر به رشد بودند با فنوتیپی مقاوم به پتاسیم 

هایی که قادر به رشد روی این محیط نبودند با کرومات و جدایه

 Weed)دند شفنوتیپ حساس به پتاسیم کرومات تعیین فنوتیپ 

et al. 1998).  

هر جدایه برای آزمون دست آمده از هب sulهای یافتهتمامی جهش

ها از نظر امکان یافتهاین جهش .شدند انتخاب 1مکمل سازی

برای انجام این . آزمایش گرفتند تلاقی و تکمیل یکدیگر مورد

برای این منظور ابتدا از . آزمون از محیط کشت حداقل استفاده شد

متر جدا و به یک میلی پنجهای جوان قطعاتی به قطر حاشیه پرگنه

منتقل و در تمامی حالات ری حاوی محیط کشت حداقل پت ظرف

ها دست آمده از همان جدایهههای بممکنه با سایر جهش یافته

 22تا  25 ظروف پتری حاوی قارچ در دمای. تلاقی داده شد

بعد . گراد در انکوباتور و در تاریکی نگهداری شدنددرجه سانتی

نظر حضور و روز محل تماس دو جدایه از  34تا  25از گذشت 

. یا عدم حضور رشد پروتوتروفیک مورد ارزیابی قرار گرفت

هایی که در محل خط تلاقی واکنش ناسازگاری از یافتهجهش

از  در این مرحله. خود بروز دادند از ادامه آزمایش حذف شدند

عنوان مقاوم و یا یافته که قبلاً بههای جوان جهشحاشیه پرگنه

عیین فنوتیپ شده بودند قطعاتی به حساس به کرومات پتاسیم ت

متر انتخاب و به ظروف پتری حاوی محیط حداقل میلی پنجقطر 

های مقاوم یافتهاز حاشیه پرگنه جهش حاصلقطعات . دندشمنتقل 

در تمامی حالات ممکنه با  و یا حساس به پتاسیم کرومات

رشد پروتوتروف در خط محل تلاقی . یکدیگر تلاقی داده شدند

عنوان معیاری برای سازگاری رویشی و وجود یافته بهدو جهش

شکاف و یا رشد کم پشت میسلیومی در محل خط تلاقی دو 

در نهایت  .دهنده ناسازگاری رویشی در نظر گرفته شدجدایه نشان

های ها با یکدیگر گروهسازگاری و یا ناسازگاری جدایه اساس بر

-به .(Beever and Parker 2003) دندشسازگاری رویشی تعیین 

زمینی منظور آماده سازی مایه تلقیح، ابتدا هر جدایه به محیط سیب

ها سطح انتقال و پس از آنکه جدایه (PDA)آگار  –دکستروز  –

ها منظور تحریک جدایهطور کامل فرا گرفتند بهظروف پتری را به
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( نانومتر 315-044طول موج)به اسپورزایی تحت اشعه فرابنفش 

ها قرار داشت متر از سطح نمونهسانتی 24 ن در فاصلهکه لامپ آ

. ساعت تاریکی قرار داده شدند 12ساعت روشنایی و  12به مدت 

های قارچی که به  منظور تهیه سوسپانسیون اسپوری جدایهبه

وسیله اسکالپل تکه تکه شده و همرحله اسپوردهی رسیده بودند ب

. خوبی هم زده شدندهو بمقطر استریل وارد لیتر آبمیلی 54درون 

سوسپانسیون حاصل از لحاظ تعداد اسپور توسط لام هماسیتومتر 

146مورد بررسی قرار گرفت تا غلظت اسپورها به میزان 
0  اسپور

 .لیتر به ازای هر جدایه باشددر میلی

لوبیا های جدا شده و از میزبان از روش برگ زنیمایه برای تست

رقم درسا که بذور اصلاح شده آن ( phaseolus vulgarisg)سفید 

بذور را به مدت . د استفاده شدشاز ایستگاه تحقیقاتی خمین تهیه 

های ساعت در آب خیسانده، بعد از مشاهده جوانه 02الی  20

های کوچک بر روی بذور و اطمینان از رشدشان، درون گلدان

 25حاوی خاک مرغوب کشت شدند و در شرایط گلخانه با دمای 

به تا رسیدن مدت دو هفته  به گراد و نور کافی،ه سانتیدرج

های سالم زنی برگبرای مایه .داری شدندنگهبرگی  پنجمرحله 

پس از جدا شدن از میزبان در یک پتری حاوی لایه نازکی از 

قرار داده ( PDA)آگار  –دکستروز  –زمینی محیط کشت سیب

یتر از میکرول 54سپس با کمک یک سمپلر مقدار . شدند

گذاری سوسپانسیون اسپور روی سطح برگ و در سه نقطه لکه

 20 تا 22 های تلقیح شده به انکوباتور منتقل و در دمایبرگ. شد

علایم حاصل از . گراد و در تاریکی قرار داده شدنددرجه سانتی

ساعت پس از تلقیح مورد بررسی قرار گرفت و از  02بیماری 

. یادداشت برداری صورت پذیرفتصورت روزانه قطر هر لکه به

ها روی این کار تا هفت روز پس از تلقیح و تا زمانی که زخم

گیری میانگین قطر با اندازه. سطح برگ به هم رسیدند ادامه یافت

زایی توان بیماریتوان ها میمحل نکروزه برای تمامی جدایه

 این آزمایش در قالب طرح پایه کاملاً .را تعیین نمود هاجدایه

های آماری در سطح احتمال تصادفی با سه تکرار انجام و تجزیه

منظور چنین بههم. صورت گرفت SPSSافراز پنج درصد با نرم

-زایی از نرمها بر مبنای توان بیماریای جدایهبندی خوشهدسته

 . دشاستفاده  NTSYS pc ver 2/02افزار 

 

هی آلوده به بیماری کپک های گیاپس از جداسازی قارچ از اندام

و  شناسی میکروسکپیکخصوصیات ریختخاکستری 

از نظر خصوصیات . ماکروسکپیک قارچ مورد مطالعه قرار گرفت

های این قارچ عموماً رشد سریع داشته، ماکروسکپیک پرگنه

های هوایی فراوان و کرکی شکل و به رنگ سفید تا میسیلیوم

 وصیات میکروسکپیکخص. نمودندخاکستری رنگ تولید می

مورد ارزیابی قرار منظور شناسایی قارچ های مورد مطالعه بهجدایه

های مورد مطالعه در این تحقیق نیز با تأیید گونه جدایه. گرفت

 Botrytis selective) حیط کشت اختصاصیماستفاده از 

medium)BSM   صورت گرفت(Edwards  and Seddon 2001). 

در مقایسه با عدم رشد قارچ شاهد  B. cinereaرشد قارچ 

Alternaria sp.  در محیط کشتBSM کننده گونه قارچ تأیید

B.cinerea   26در نهایت پس از انجام مراحل فوق  (1شکل )بود 

( 1جدول )جداسازی و شناسایی شد  B. cinereaجدایه از قارچ 

 .و برای انجام سایر مراحل تحقیق مورد استفاده قرار گرفت

-های سریع الرشد مقاوم به سلنات سدیم و همشد قطاعسرعت ر

های انتقال یافته به چنین زمان ایجاد این قطاع ها در اطراف پرگنه

-در بعضی جدایه. محیط حداقل حاوی سلنات سدیم متفاوت بود

روز  10تا  12های سریع الرشد، حدود قطاع( BC-7 , BC-1)ها 

روز شکل  34ا ت 25پس از گذشت  مابقیپس از کشت و در 

جدایه مورد بررسی در این  26در مجموع از  (.2شکل )گرفتند 

 244گرم در لیتر سلنات سدیم  5و  3،  1غلظت  3تحقیق و در 

ها، جهش عدد از آن 162قطاع سریع الرشد حاصل شد که تنها 

ها در غلظت درصد از کل جدایه 45/90طور کلی هب .یافته بودند

گرم  سهها نیز در غلظت درصد از جدایه 95/5گرم در لیتر و  یک

 پنجهای سریع الرشد نمودند ولی در غلظت در لیتر تولید قطاع

 .(2شکل)د شهای سریع الرشد مشاهده نگرم در لیتر تولید قطاع

های یافته، تمامی جهشsulهای یافتهبرای تشخیص و تأیید جهش

sel راه با در محیط کشت حاوی محیط حداقل و محیط حداقل هم

L-methionine جدایه  244 در نهایت از مجموع. کشت شدند

تشخیص   sulیافتهها جهشیافته حاصل شد که همه آنجهش 162

 . داده شدند

  نتایج
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روی محیط  B. cinereaهای قارچ تنوع مورفولوژیک پرگنه: A-B -1 شکل

 B. cinereaالگوی رشد قارچ: C( اگار –دکستروز  -زمینیسیب) PDAکشت 

در محیط کشت ( سمت راست)  .Alternaria spقارچو ( ت چپسم)

 (.BSM) اختصاصی

 

دست آمده از هر جدایـه بـرای آزمـون    هب  sulیافتگانتمامی جهش

یافتگان از نظر تـوان تلاقـی   انتخاب شدند، این جهش سازیمکمل

برای  .با یکدیگر و تکمیل هم از نظر ژنتیکی مورد آزمایش گرفتند

هـا در تمـامی حـالات    های مربوط به جدایهافتهیاین منظور جهش

در مـورد برخـی   (. 2شـکل  )ممکنه با یکدیگر تلاقـی داده شـدند   

هـا، پـس از آناسـتوموز، رشـد     یافتهها در محل تلاقی جهشجدایه

اولیه متوقف شده و ادامه نیافـت و در برخـی    سلول هتروکاریون 

 ازگار از رشدهای دو پرگنه ناسدیگر در محل به هم رسیدن، ریسه

-یافتـه جهـش . ها باقی ماندناحیه بدون رشد در آن باز مانده و یک

هایی از هر جدایه که در تلاقی با یکدیگر واکـنش ناسـازگاری از   

زمـایش بـه   آایـن  . دندش ـخود بروز دادند از ادامه آزمایش حذف 

د و پس از اطمینـان کامـل از نـوع    شازای هر جدایه سه بار تکرار 

یافتگان سایر مراحل آزمـون سـازگاری رویشـی    شواکنش بین جه

-از محیط حداقل حاوی پتاسیم کرومات به همـراه ال  .ادامه یافت

دسـت آمـده   هب sulهای یافتهمنظور تعیین فنوتیپ جهشمتیونین به

از  (.2شـکل )د شجدایه مورد بررسی در این تحقیق استفاده  26از 

هـا مقـاوم بـه    هدرصـد جدای ـ  sul ،29/16یافته جهش 162مجموع 

درصــد حســاس بــه پتاســیم کرومــات  1/23پتاســیم کرومــات و 

های سازگاری رویشـی،  منظور تعیین گروهبه .تشخیص داده شدند

تعیین فنوتیپ شده در تمـام حـالات ممکنـه بـا      sulیافتگان جهش

جدایـه مـورد    26در نهایت از مجمـوع  . یکدیگر تلاقی داده شدند

د ش ـسـازگاری رویشـی تعیـین     گـروه  15بررسی در این تحقیـق  

تـرین  دارای بـیش  (VCG) و گـروه سـازگاری رویشـی   ( 3شکل )

گـروه   15گـروه از مجمـوع    هشـت . هـا بـود  میزان فراوانی جدایه

ارزیابی علائـم   (.2جدول)بودند  عضوی سازگاری رویشی نیز تک

. زنی آغاز و تا یـک هفتـه ادامـه یافـت    روز پس از مایه دوبیماری 

-روز پس از مایه دوهای سر سنجاقی صورت لکههعلائم بیماری ب

یافتـه  ها به تدریج توسـعه در روزهای بعد این لکه. دشزنی آشکار 

های مورد بررسـی در ایـن تحقیـق پـس از     و در مورد اکثر جدایه

نشـان   نتایج. دشها منجر به بلایت کل برگ یک هفته لکه گذشت

در سـطح   B.cinereaهای قـارچ  زایی جدایهداد که قدرت بیماری

(. 3جـدول )دار داشتند با یکدیگر اختلاف معنیپنج درصد  احتمال

ها بر مبنای تـوان  پس از انجام آزمون مقایسه میانگین دانکن جدایه

 (.0شـکل  )زایـی قـرار گرفتنـد    گـروه بیمـاری   9زایـی در  بیماری

زایی بودند در گروه ترین قدرت بیماریهایی که دارای بیشجدایه

 . داشتند قرار یک

 

 
در محیط کشت حداقل  selهای یافتههای سریع الرشد جهشقطاع: A -2 شکل

(MM ) حاوی سلنات سدیمB :های یافتهالگوی رشد تنک جهشsel  در محیط

سمت )در محیط حداقل  sulهای یافتهالگوی رشد جهش: C (.MM) حداقل

ای در محیط حداقل دار sulهای یافتهو الگوی رشد جهش( چپ

L.mithionin( .سمت راست )D :های یافتهفنوتیپ جهشsul  در محیط حاوی

( تصویر بالا)الگوی رشد پروتوتروف در محل خط تلاقی : E. پتاسیم کرومات

و الگوی رشد ناسازگاری رویشی با ایجاد شکاف در محل خط تلاقی نشان 

 .استداده شده
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 .در شهرستان ورامینهای مختلف ی شده از میزبانورآجمع .cinerea B جدایه قارچ -1جدول 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
کاریون پروتوتروف در جمعیت قارچ و ایجاد هترو sulیافته های جهشبندی سازگاری رویشی، در اثر تلاقی دادن جدایهدست آمده از گروههدندروگرام ب -3شکل 

B.cinerea  با استفاده از روشUPGMA براین اساس با استفاده از ضریب ،coefficient  بندی شدگروه سازگاری رویشی طبقه 15به  . 

 
 B.cinereaجدایه قارچ  26 در (VCG) ی رویشیهای سازگارفراوانی گروه -2جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 میزبان نام قارچ محل  جدایه میزبان نام قارچ محل  جدایه

BC-1  ورامین–محمدآباد B.  cinerea خیار BC-14 پیشوا B.  cinerea خیار 

BC-2 ورامین-جواد آباد B.  cinerea خیار BC-15 پیشوا B.  cinerea خیار 

BC-3 پیشوا B.  cinerea خیار BC-16  ورامین–محمدآباد B.  cinerea خیار 

BC-4 پیشوا B.  cinerea خیار BC-17 پیشوا B.  cinerea خیار 

BC-5 پیشوا B . cinerea خیار BC-18 پیشوا B . cinerea خیار 
BC-6 پیشوا B . cinerea خیار BC-19 پیشوا B . cinerea خیار 

BC-7 فلات ورامین B.  cinerea مجانباد BC-20 پیشوا B.  cinerea خیار 

BC-8 پیشوا B.  cinerea خیار BC-21 پیشوا B.  cinerea خیار 

BC-9 پیشوا B.  cinerea خیار BC-22 پیشوا B.  cinerea خیار 

BC-10 پیشوا B.  cinerea خیار BC-23 ورامین-زاده عونامام B.  cinerea خیار 

BC-11 ورامین B.  cinerea رنگیفگوجه BC-24 پیشوا B.  cinerea خیار 

BC-12 پیشوا B.  cinerea خیار BC-25  ورامین–محمدآباد B.  cinerea خیار 

BC-13  ورامین–فلات B.  cinerea بادمجان BC-26 ورامین-جواد آباد B.  cinerea فرنگیگوجه 

%فراوانی جدایه ساز گاری رویشی  

VCG 1 BC-1،BC-2  ، BC-3   ، BC-4 15.38 

VCG 2 BC-24 3.84 
VCG 3 BC-11   ، BC-23 7.69 

VCG 4 BC-26،BC-8 7.69 

VCG 5 BC-12   ، BC-22 7.69 

VCG 6 BC-16 3.84 
VCG 7 BC-9،BC-10   ، BC-20 11.53 

VCG 8 BC15 3.84 

VCG 9 BC-7،BC-5 ،BC-6 11.53 

VCG 10 BC-17 3.84 
VCG11 BC-14  ، BC-18 7.69 

VCG 12 19  BC- 3.84 

VCG13 BC-25 3.84 

VCG14 BC-13 3.84 
VCG15 BC-21 3.84 
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 45/4در سطح  ANOVAزایی با استفاده از روش جدول تجزیه واریانس توان بیماریی -3 جدول
 منابع تغییرات درجه آزادی مجموع مربعات میانگین مربعات F داری یمعن سطح

44/4  232/1  221/11  426/222  جدایه 25 

44/4  402/149  464/151  24/011  زمان 3 

220/4  132/4  130/1  410/25  زمان *جدایه  15 

  004/1  596/299  خطا 242 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
که میزبان آن گیاه رز  -19BCزایی در جدایه شماره ترین شدت بیماریروی رقم لوبیا درسا که بیش بر B.cinereaی قارچ زایدندروگرام حاصل شدت بیماری -0شکل 

 .دهدها را نشان میبا سایر جدایه BC-19ای بین جدایه بوده است و تفاوت قابل ملاحظه  در منطقه پیشوا

 

-توان به فرایندمی های قارچیترین دلایل تنوع در جمعیتاز مهم

ها، چون هتروکاریوزیس، آنیوپلوئیدی، ترانسپوزونهایی هم

به خودی، تولیدمثل جنسی و غیر جنسی اشاره  های خودجهش

مطالعه روی میزان تنوع جمعیت در  .(Pontecorvo 1956)نمود 

های لازم برای یک جامعه قارچی نقش مهمی در توسعه استراتژی

 .(Xia et al. 2000)مت پایدار خواهد داشت تولید یک رقم با مقاو

های ناقص دیده شده و سازگاری رویشی در تعداد زیادی از قارچ

های شود تشکیل هتروکاریون در اثر تلاقی میسلیوم گفته می

های ناقص های سازگار یکی از عوامل بروز تغییر در قارچجدایه

اریون هایی که سازگاری رویشی داشته و هتروک جدایه. است

این . دهند از نظر ژنتیکی بسیار به هم نزدیک هستند تشکیل می

چون عامل بیماری بلاست ها نیز همپدیده در مورد سایر قارچ

محققین از این . استدیده شده( Magnaporthe oryzae) برنج

-ها استفاده کرده و روشی را به نام تعیین گروهخصوصیت قارچ

 (Vegetative Compatibility Groups)های سازگاری رویشی 

VCG های ناقص ابداع برای مطالعه تنوع ژنتیکی جمعیت قارچ

دست آمده از هاین تکنیک، توانایی توجیه نتایج ب. اند کرده

های مولکولی را دارا بوده و حتی قادر است نژادها را از آزمایش

علت کم هزینه و قابل انجام هاز طرف دیگر ب. هم تفکیک نماید

های بیمارشناسی گیاهی برای تواند در اغلب آزمایشگاه، میبودن

که از آنجایی .ژنتیکی قارچ مورد استفاده قرار گیرد تعیین تنوع

صورت ها بههای سازگاری یا ناسازگاری بین جدایهواکنش

یافتگان مقاوم به توان از جهشظاهری قابل مشاهده نیست، می

زگاری رویشی استفاده های ساجهت تشخیص گروه( sel)سلنات 

ن است که سلنات از طریق سیستم پرمئاز آمطالعات بیانگر . نمود

کند به داخل سلولی که سولفات را نیز به درون سلول هدایت می

  بحث
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-وارد می Penicilliumو  Aspergillusچون هایی همسلول قارچ

این سولفات  .(Shrift 1961; Tweedie and Segel 1970) شود

ت کنترل متابولیک سلولی بوده و با وضعیت گوگرد پرمئازها تح

سلنات یک ترکیب سمی  .(Renosto et al. 1990) شوندکنترل می

عنوان یک های زنده بهو آنالوگ سولفات بوده و برای اکثر سیستم

مقاومت نسبت به این ترکیب سمی . نمایدسرکوب کننده عمل می

سیر بیوشیمیایی های دخیل در مد که ژنیرگدر حالی صورت می

یافتگان متعددی تاکنون جهش. مصرف سولفات دچار جهش شوند

های مسیر بیوشیمیایی مصرف سولفات اند که در ژنشناخته شده

یافتگان مقاوم به عنوان جهشها جهش رخ داده و متعاقباً بهآن

-توان به جنسها میاز انواع این قارچ. شوندسلنات شناخته می

 Neurospora ,(Harp and (Marzluf 1970) چونهایی هم

Correll 1998) Magnaporthe ,(Correll and Leslie 1987 )

Fusarium ,(Weeds et al. 1998 )Botrytis ,(Arst 1968 )

Aspergillus ,(Vialta et al. 1999) Acremonium اشاره نمود .

کرومات نیز یک ترکیب سمی دیگر و آنالوگ سولفات معدنی 

ترکیب نیز به کمک سولفات پرمئازها به داخل سلول این . است

رسد که قادر به تولید یک محصول پایدار نظر میوارد شده و به

اولین آنزیم مؤثر در مسیر )سولفوریلاز  ATPوقتی که آنزیم 

. باشدکند مین عمل میآروی ( بیوشیمیایی مصرف سولفات

تجمع آن زیرا  استبرای سلول سمی نیز این ترکیب  احتمالاً

اش از طریق اثرات قوی اکسید کنندگی ها احتمالاًدرون سلول

در  .(Roberts and Marzluf 1971) دشومنجر به مرگ سلولی می

های یافتهجهش  B. Cinereaهای قارچاین تحقیق از تمامی جدایه

چنین فراوانی هم. دشخود به خودی مقاوم به سلنات تولید 

-هدر این تحقیق ب های مورد مطالعهایهبین جد sel هاییافتهجهش

-هایی که بههمه جدایه تقریباً. ای متفاوت بودهظطور قابل ملاح

تعیین شده بودند قادر به استفاده مؤثر از  selهای یافتهعنوان جهش

های ناتوان در یافته عنوان جهشمنابع سولفات نبوده و لذا به

شناسایی  sulهای یافتهجذب سولفات تعیین و تحت عنوان جهش

قطاع  244دست آمده هقطاع سریع الرشد ب 344از بین  .شدند

 sul یافتهدرصد آن جهش 66بود که  selیافته سریع الرشد جهش

عواملی از قبیل شرایط محیطی مثل دما، تغذیه، . در نظر گرفته شد

زا راندمان فشار انتخاب و میزان مقاومت جدایه به مواد جهش

 Leslie)دهد ای سریع الرشد را تحت تأثیر قرار میهتولید قطاع

در کنار هم  جدایههای مربوط به هر یافتهکه جهشزمانی .(1988

های ناسازگار با یکدیگر سازگار بودند و جدایه قرار گرفتند عمدتاً

 منظور جلوگیری از خطا در ادامه آزمایش حذف شدندبه

(Korolev et al. 2008). یافتهشی بین جهشخود سازگاری روی-

و  nitهای یافته نیز قبلاً در مورد جهش B.cinereaهای قارچ 

گزارش  sulهای یافتهبا جهش nitهای یافته مکمل سازی جهش

بر  sulهای یافتهفنوتیپ جهش .(Weeds et al. 1998) استشده

ها بر روی محیط پتاسیم کرومات همراه اساس نحوه رشد پر گنه

ها درصد از جدایه 23/14در این تحقیق . دشین سدیم سلنات تعی

درصد باقی مانده دارای  16/29مربوط به کلاس فنوتیپ حساس و

های مربوط به جدایه sulیافتگان جهش. فنوتیپ مقاوم بودند

با  (MM) مختلف نیز در تمامی حالات ممکنه روی محیط حداقل

ه مورد جدای 26در نهایت از مجموع  .یکدیگر تلاقی داده شدند

که . دشگروه سازگاری رویشی تعیین  15بررسی در این تحقیق 

. صورت چند عضوی بودندگروه تک عضوی و مابقی آن به هشت

-های سازگاری رویشی بیشنسبت به سایر گروه VCG1چنین هم

 15از میان . ها را به خود اختصاص دادترین درصد فراوانی جدایه

تنها در سه گروه سازگاری  دست آمدههگروه سازگاری رویشی ب

ها مربوط به یک جدایه VCG11و  VCG7و   VCG3رویشی

ها یک ارتباط منطقی منطقه جغرافیایی بودند و در مورد سایر گروه

های سازگاری رویشی دیده ها و گروهآوری جدایهبین محل جمع

های سازگاری ها و گروهزایی جدایهعلاوه بین توان بیماریهب. نشد

د، به این معنی که شدار مشاهده ی نیز عدم رابطه معنیرویش

در منطقه ورامین از تنوع بالایی  B. cinereaهای قارچ جدایه

. زایی بسیار متنوع هستندبرخوردار بوده و از نظر قدرت بیماریی

(1987) Correll and Leslie  هاییافتهروی جهشدر مطالعه sul 

 Fusarium solaniو  Fusarium oxysporum هایقارچ در

( 1998)وسیله هدست آمده بهبا نتایج ب گزارش نمودند کهشباهت 

Tyler et al. های یافتهکه به بررسی جهشsul  در قارچ

Magnaporthe grisea این اختلاف احتمالاً . پرداختند متفاوت بود

های دلیل تفاوت در متابولیسم منابع سولفات در قارچبه

اگرچه در  .(Tyler et al. 1998) نموده استآسکومیستی بروز 

نشان داد که  .Tyler et al (1998) نتایج M. griseaمورد قارچ 
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که قادر به استفاده از منابع نیترات نبودند  nitهای یافتهجهش

-را تکمیل کرده و برای بررسی گروه sulهای یافتهتوانستند جهش

در مورد قارچ . تندهای سازگاری رویشی مورد استفاده قرار گرف

Aspergillus nidulans یافته نیز تا کنون پنج نوع جهشsul 

های مقاوم به پتاسیم یافتهگروه اول شامل جهش. استشناخته شده

نوع مختلف از  چهارکرومات بوده و چهار گروه بعدی شامل 

 وسیلههدر تحقیقی که ب. باشندهای حساس به کرومات میژنوتیپ

(1998) Weeds et al. های مقاوم به یافتهانجام شد نیز جهش

سلنات که دارای انواع مقاوم و یا حساس به کرومات بودند در 

با بررسی  .Korolev et al (2008). یافت شدند B. cinereaقارچ 

های سازگاری رویشی در بیست و یک جدایه از قارچ گروه

B.cinerea گروه  10آوری شده از مناطق مختلف اسراییل جمع

گروه سازگاری رویشی آن  12سازگاری رویشی تعیین نمودند که 

( 2002) .تک عضوی و دو گروه باقی مانده چند عضوی بودند

Delecan and melgarejo  تنوع در جمعیت قارچB.cinerea  را

گروه  هفتو  ههای مختلف مورد مطالعه قرار داددر میزبان

یچ ارتباطی بین قدرت اما ه ندسازگاری رویشی را شناسایی نمود

. های سازگاری رویشی نیافتندها و گروهزایی جدایهبیماریی

(2003) Beever and Stephanie در جمعیت قارچ  تنوع

B.cinerea  گروه سازگاری رویشی  9را مورد مطالعه قرار داده و

 .cinerea Bجدایه قارچ  22در تحقیق دیگر  .را شناسایی نمودند

 12ها، ی رویشی قرار گرفتند که در بین آنگروه سازگار 15در 

 .Glass et al) گروه چند عضوی بودند سهگروه تک عضوی و 

2003). (1998) Weed et al. های سازگاری رویشی میان نیز گروه

را مطالعه نموده و موفق به شناسایی  B.cinereaجدایه قارچ  22

آمده در  دستهبر اساس نتایج ب. شدندگروه سازگاری رویشی  59

در مناطق  B.cinereaرسد که جمعیت قارچ نظر میاین تحقیق به

چنین بین هم. مورد بررسی در ایران از تنوع بالایی برخوردار باشد

های سازگاری رویشی با مناطق جغرافیایی در حداقل در سه گروه

زایی نیز گروه سازگاری رویشی رابطه مستقیم و با توان بیماری

با توجه به مشابهت . دشدار مشاهده س و معنییک رابطه معکو

دست آمده از این تحقیق با سایر مطالعات انجام شده روی هنتایج ب

 sulیافتگان رسد که استفاده از جهشنظر میبه B. cinereaقارچ 

های سازگاری رویشی دراین قارچ راه مناسبی برای تعیین گروه

در  Botrytis cinereaچ بررسی ساختار جمعیت قارعلاوه هب. باشد

منظور رصد دینامیک جمعیت و های متناوب بهایران در طی دوره

منظور کاهش زا بههای جدید بیماریارزیابی امکان ظهور نژاد
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