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   ۱زاده  و حميدرضا زماني۲کسري شريفي، **۱ مظاهر بينائيان
  )۲۷/۱۱/۸۹ :رشيخ پذي؛  تار۱۹/۸/۸۹: افتيخ دريتار(

  

  دهيچك
. زميني ايران پراكنـده اسـت   شود و در اكثر مناطق كشت سيب  ايجاد ميColletotrichum coccodesزميني توسط  بيماري خال سياه سيب

وضـعيت  . شـود  ها و افت وزن محصول در انبار مي  و باعث پوسيدگي غدهاستهم كاهش عملكرد در مزرعه   عامل بيماري يكي از عوامل م     
،   هـاي اردبيـل   زميني كاري اسـتان    براي اين منظور از مناطق عمده سيب      .  اين قارچ در ايران مشخص نبود      زايي  بيماريتنوع ژنتيكي و توان     

 جدايه بـا توجـه بـه منـاطق نمونـه      ۴۸ آمده به دست جدايه ۱۰۸از . هان با علايم بيماري شدبرداري از گيا   اصفهان و همدان اقدام به نمونه     
-IRN-VCG1 ،IRN-VCG2 ،IRNهاي سازگاري رويشي در مجموع چهـار گـروه چنـد عـضوي       پايه واكنش  بر. برداري انتخاب شدند  

VCG3   و IRN-VCG4      هـاي   جدايـه . ش گروه تك عضوي تعيـين شـدند    درصد  و ش    ۱۶/۴ و   ۱۶/۴،  ۲۹/۱۴،  ۸۶/۴۲ به ترتيب با فراواني
ي تـك عـضوي را   هـا  گـروه ها   درصد قرار گرفتند و بقيه جدايه۵/۱۲ و  ۵۰ با فراواني    IRN-VCG2 و   IRN-VCG1ي  ها  گروهاردبيل در   

 در بر هاي همدان را  درصد جدايه۱۳ و ۱۳،  ۵۵ به ترتيب با فراواني      IRN-VCG3 و   IRN-VCG1  ،IRN-VCG2سه گروه   . تشكيل دادند 
 و  IRN-VCG1 ،IRN-VCG2هاي استان اصفهان به سـه گـروه    جدايه. ي تك عضوي جاي داده شدند  ها  گروهها در     گرفتند و باقي جدايه   

IRN-VCG4   با استفاده از دو روش تلقـيح اينوكلـوم     . ي تك عضوي بودند   ها  گروه درصد تعلق داشتند و بقيه جزو        ۱۲ و ۱۹،  ۲۵با فراواني
هـا قـادر بـه پوسـانيدن      به جز پنج جدايه بقيـه جدايـه  . ها بررسي شد  جدايهزايي بيماريسازي ريشه،  زميني و آلوده  يبهاي س   قارچ به غده  

هـاي مربـوط بـه شـدت       مقايـسه داده  . ها توانستند در ريشه و ساقه زيرزميني ايجاد بيماري كننـد             بودند و همه جدايه    زميني سيبهاي    غده
چنين  هم. ي زيرزميني مستقل از هم هستندها اندامها در  هاي جدايه ها و گسترش ميكرواسكلروت ندگي غده نشان داد شدت پوسانزايي بيماري

هـا    و مناطق جغرافيايي جدايهها گروه وجود نداشت ولي بين اين      بستگي  همها     جدايه زايي  بيماريي سازگاري رويشي و قدرت      ها  گروهبين  
   .ي سازگاري رويشي در اين گونه استها گروهگر تنوع قابل توجه پژوهش حاضر نشان.  شدديده اندكي بستگي هم
  

 Colletotrichum coccodes،  ، شدت بيماريnitزميني، جهش يافته  تنوع ژنتيکي، مرگ زودرس سيب : يدي كل يها واژه

  
  

 قاتي واحد علوم و تحقي دانشگاه آزاد اسلام،يعي و منابع طبينگارنده اول، ارائه شده به دانشکده کشاورز       ارشد   يکارشناس نامه انيپا از يبخش :*
  تهران

  mazaherbn@gmail.com :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**
  ، تهرانقاتي واحد علوم و تحقي دانشگاه آزاد اسلام،ياهي گي شناسيماري باري ارشد و دانشي سابق کارشناسي دانشجوبيبه ترت. ١
   کشور، تهرانيپزشک اهي گقاتي مؤسسه تحقي پژوهشيمرب. ٢
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  مقدمه
ــيب   ــياه ســ ــال ســ ــاري خــ ــي بيمــ ــط زمينــ   توســ

Colletotrichum coccodes (Wallr) Hughes (syn. 
C. atramentarium (Berk. & Taub)ه  ايجــاد و بــ

 هــــاي اســــکلروتهــــا يــــا ميکرو ســــختينهوســــيله
)Microsclerotia (  هـا    روي ريـشه   دار زائده  سياه کوچک   ،

ــاقه ــتولن س ــا، اس ــا ه ــده)Stolens(ه ــري  و غ ــاي دخت   ه
  قابــل تــشخيص اســت در آخــر فــصلدر گياهــان آلــوده

)Nitzan et al. 2002, Lees & Hilton 2003.(  
 C. coccodes  ي زيرزميني گياهان و بقايـاي  ها اندامروي

گياهي به شکل ميکرواسـکلروت يـا هيـف وجـود دارد و             
در . کنـد  زمستان را به صورت ميکرواسکلروت سپري مـي       

  زمينـي قـارچ بـه صـورت         زمـان بـا کـشت سـيب        بهار هم 
ي هــا انــدامهــا در آســروول. يابــدآســروول گــسترش مــي

شـوند   زيرزميني در داخل يا سطح بافت اپيدرم مستقر مـي         
)Bailey & Jeger 1992.(  

زميني در جهـان      در اکثر مناطق کشت سيب     اين بيماري   
 دهـد   درصـد عملكـرد را كـاهش مـي        ۳۰ تا   ۲۰ و شناسايي

)Tsror (Lahkim) et al. 1999, Lees & Hilton 2003.( 
تحـت نـام    ( توسط شريف    زميني اولين بار   خال سياه سيب  

 از ۱۳۳۴در سال )  C. atramentarium آن  عاملمترادف
 از مناطق مختلف ايران از    سپس . شد  گزارش باسمنج تبريز 

جمله فارس، آذربايجان شرقي، اردبيل، سـمنان، همـدان و          
طق اصلي کشت اين گياه هستند گـزارش       اصفهان که از منا   

 ,Behdad 1996(و بـر اهميـت آن تأکيـد شـده اسـت      

Omati & Karimi 2002, Binaiyan et al. 2008, 
Fazli et al. 2008.(  دهـد ايـن    تحقيقات اخير نشان مـي

زمينـي  بيماري در سـطح وسـيعي از منـاطق کـشت سـيب            
دبيـل،  مزارع اسـتان ار   % ۶۰-۱۰۰که   طوري هپراکنده است، ب  

مـزارع اســتان  % ۵۰-۶۵مـزارع اسـتان اصـفهان و    % ۸۵-۷۵

 .Binaiyan et al(همدان آلوده به عامل بيمـاري هـستند   

2008.(  
 يـک   )VCG ( رويـشي  يي سـازگار  هـا   گروهشناسايي    

هـاي   روش مناسب براي تعيين سـاختار ژنتيکـي جمعيـت         
هـاي  جدايـه   و زاي گيـاهي بـوده     هاي ناقص بيمـاري    قارچ

ــك   ــه ي ــق ب ــه   متعل ــل ب ــشي تماي ــازگاري روي ــروه س گ
معمـولاً ايجـاد   . گذاري و تبادل مواد ژنتيكي دارنـد    اشتراك
 ـ     ها  گروه وسـيله تـشكيل جهـش      ه  ي سـازگاري رويـشي ب
حاصل از كلـر اسـت كـه در مـصرف        ) nit(هاي نيت    يافته

  ).Glass & Kulda 1992. (انواع نيترات نقص دارند
وان منبع نيتـروژن  عنه  توانند از نيترات ب    ها مي  اکثر قارچ   

 نيترات به آمونيوم    ياستفاده کنند که اين کار از طريق احيا       
 )Nitrate reductase(ي نيترات ريداکتاز ها آنزيم به وسيله

. گيرد صورت مي) Nitrite reductase(و نيتريت ريداکتاز 
 به وسيله عنوان آنالوگ نيترات، به کلريت      ه   کلرات ب  ياحيا

هـاي   جدايـه . شود ميت محيط مي  نيترات ريداکتاز باعث س   
توانند نيترات را به نيتريت احيا کننـد   حساس به کلرات مي 

هاي مقاوم بـه کلـرات توانـايي ايـن تبـديل را              ولي جدايه 
يي جهـش   ها  هيفالرشد در واقع     سکتورهاي سريع . ندارند

) Exotroph ( اگزوتـروف يافته با رشد ظريف و نـازک يـا   
 که در آنها صـورت گرفتـه   دليل تغييرات ژني ه  هستند که ب  

 اين كـه  توانايي سنتز آنزيم نيترات ريداکتاز را نداشته و يا          
  ).Corell et al. 1987(توانند اين آنزيم را القا کنند  نمي
ي پايدار و    ايجاد هتروكاريون  VCG  تعيين اساس روش   

در ) Prototroph ( پروتوتروف ظهور رشد تيپ وحشي يا    
 کـه  هاپلوئيـد  nitش يافتـه  هاي دو جهمحل برخورد پرگنه  

 هاي غذايي معين روي محيطداراي رشد اگزوتروف هستند 
  کـــووايـــن روش بــراي اول بـــار توســـط  . باشـــد مــي 

)Cove 1976(  براي قـارچ Aspergillus nidulansـ  ه  ب
ي سازگار رويشي در    ها  گروهاو دريافت كه    . كار گرفته شد  
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۳۳  

 ايـن گونـه همـاهنگي    هاي اختصاصي  جمعيت قارچ با فرم   
دارند و پيشنهاد نمود كه ممكن است هر گـروه سـازگاري         

  متفاوت باشد و جمعيت ها  گروهرويشي از نظر ژنتيكي با بقيه       
 ). Puhall 1985, Leslie 1993(معين را تـشكيل دهـد   

ها، سازگاري رويـشي دارنـد      هايي كه با ديگر جدايه    جدايه
درك بيـشتر  . گيرند قرار مي در يك گروه سازگاري رويشي   

ي مختلـف ممكـن اسـت بـه تکميـل           هـا   گـروه نوع بـين    ت
اطلاعات در خصوص اپيدمي بيمـاري و كنتـرل آن کمـک         

  .(Glass & Koldau 1992) نمايد 
 مرحلــه جنــسي C. coccodesاز آنجــايي كــه بــراي   

مشخصي شناسايي نشده است، احتمالاً تبادل ژنتيكي بـين         
ي اه  هيفهاي آن از طريق آناستوموزهاي هيفي بين         جدايه

ــشي هــستند، صــورت  ــرادي کــه داراي ســازگاري روي   اف
 و همکــاران بروکــر). Nitzan et al. 2006(گيــرد مــي

)Brooker et al. 1991( جدايـه  هفت اولين بار با تعداد 
 ، قابليـت توليـد   Colletotrichum گونـه مختلـف     پنجاز  

ي ها  كشتجهش يافتگان مقاوم به کلرات حاصل از محيط         
PDC) Potato dextrose chlorate(و  MMC 

)Minimal medium chlorate(  را جهـــت تعيـــين
هـيچ يـک از   . ندي سازگاري رويشي آزمايش نمود   ها  گروه

ــا جهــش يافتگــان جدايــه  هــاي ديگــر  جهــش يافتگــان ب
 .ند گروه مجزا معرفي نمودهفتند لذا   شتخودسازگاري ندا 
 ـ )Nitzan et al. 2002( نيتزان و همكـاران  ا اسـتفاده از  ب

 ،يلائرساز ا  C. coccodes جدايه۱۱۰ با تي نييازجهش
 ـه سازگار رو  ورگ چهارد و فرانسه    نله  ي بـا درصـدها   يشي
ــب در  ۱۰و ۲۰، ۵/۳۵، ۳/۷ ــه ترتيـ ــا EU/I-VCG1بـ  تـ

EU/I-VCG4 چير هد) %۳/۲۷ (جدايه ٣٠ . نمودند يمعرف 
 . نگرفتند و فقط با خودشـان سـازگار بودنـد          ي جا يگروه

زميني  ا روي ارقام حساس سيبه  جدايهزايي بيماريقدرت 
)Desiree   و Monidal (  هاي گـروه  آزمايش شد كه جدايه

EU/I-VCG3   نيتـزان و   . را داشـتند زايـي   بيماري بيشترين
 ۱۲۳ سازگاري رويـشي  )Nitzan et al. 2006( همكاران

ت متحـده  ايالا( از آمريكاي شمالي  C. coccodesجدايه 
فلفـل و    فرنگـي،  جـه گو زميني، جدا شده از سيب   ) و كانادا 

 )NA-VCGs ( گروه سـازگاري رويـشي  هفتنعناع را در    
  ،۱/۸  ،۴  ،۶/۱  ،۶/۱بندي نمودنـد كـه بـه ترتيـب         تقسيم

  از درصد۶/۱۴. شدند درصد را شامل     ۶/۳۶  ، ۵/۱۹  ، ۸/۱۳
 . گروه جاي نگرفتندهفتها در هيچ يك از جدايه

 پژوهش حاضر با توجه به اهميت اين بيماري در ايران           
ي هـا   گـروه با هـدف بررسـي وضـعيت بيمـاري و تعيـين             

سازگاري رويـشي ايـن قـارچ در سـه اسـتان مهـم توليـد                
  .زميني کشور، اردبيل، اصفهان و همدان، انجام شد سيب

  
  روش بررسي

   نمونه برداري-۱
ــال    ــاييز س ــستان و پ ــتان   ۱۳۸۶در تاب ــه اس ــدهاز س  عم

 توجـه   با و همدان     اصفهان ، کاري شامل اردبيل   زميني سيب
 .به عمل آمدبرداري   نمونهبه علائم ظاهري از گياهان آلوده       

هـاي پـراکنش   طور تصادفي بر اساس نقـشه   ه  گيري ب  نمونه
 بـا  ۱۳۸۵زمينـي و آمارنامـه کـشاورزي سـال       کشت سـيب  

زميني از هر استان و از     انتخاب سه منطقه مهم کاشت سيب     
. ام شد گياه انج۱۰ مزرعه و از هر مزرعه ۵هر منطقه تعداد 

هاي نايلوني در مكـاني   آوري شده در كيسه هاي جمع  نمونه
سرد قرار داده شد تا در مدت كوتاهي به آزمايشگاه انتقال            

  .دنداده شو
  
   هيجداي نگهدار وي ساز خالص، جداسازي–۲

 .بـا آب شـسته شـدند      ريشه و طوقه گياهان در آزمايشگاه       
متـري از قـسمت طوقـه و سـاقه            سـانتي  ۵سپس قطعـات    
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۳۴  

 يـك درصـد   هيپوکلريدسـديم   زيرزميني بريده و با محلول      
 درصد ماده ۲۵/۵ سي سي هيپوکلريت سديم تجاري با ۲۰(

 ۳ بـه مـدت     ) سي سي آب مقطر رقيـق شـد        ۱۰۰فعال در   
 قطعات .عفوني و سپس با آب مقطر شسته شدند    دقيقه ضد 

را روي کاغذهاي صافي در زير هود ميکروبيولـوژي قـرار           
هاي ها اسكلروت   ساقه  از زير پوست   .داده تا خشک شوند   

طبق توصيه  (PDA  غذايي برداشته شد و روي محيط  قارچ
 گـرم در يـک ليتـر آب    ۳۹، ) آلمان Merk(شرکت سازنده   

گـرم در   ميلي۱۰۰به غلظت (حاوي استرپتومايسين  )مقطر
 و در انكوبـاتور     ظـروف پتـري   . ند قرار داده شـد    )يک ليتر 

 روز در شـرايط    هفـت دت  گراد به م    درجه سانتي  ۲۷دماي  
 .Cهاي قـارچ   جدايهمشخصات  .تاريكي نگهداري شدند

coccodes  بيلـي و ججـر   شناسـايي  كليدبا )Bailey & 

Jeger 1992(  هـا را در   سپس جدايه. شدندمطابقت داده
با توجه به توصيه شـرکت سـازنده   (محيط کشت آب آگار   

)Merkتــک)  ليتــر آب مقطــر ۱ گــرم در ۱۸، ) آلمــان 
 بـه  جدايـه  هـر  از آمـده  به دسـت   يها  هيف و   رکردهاسپو
هـاي  جدايهاز پرگنه   .  کشت زاپک انتقال داده شدند     طيمح

تک اسپور شده يک قطعه کوچک به محيط خاک و زاپـک       
  . شدند در طولاني مدت انتقال داده نگهداريجهت

  
  )CDA) Czapeck Dox Agarمحيط کشت زاپک يا 

شـرکت  (ده   طبق توصيه شرکت سـازن     CDAمحيط کشت   
Difco   تهيـه  )  گرم در يک ليتر آب مقطر۴۹ ايتاليا به ميزان

 دقيقه در دماي ۲۰ اتمسفر به مدت     ۱گرديد و سپس در فشار      
  . درجه سلسيوس توسط دستگاه اتوکلاو سترون شد۱۲۰

  
  محيط کشت خاک

 ميلـي ليتـري   ۱۵هاي در لوله) ۴:۱( مخلوط خاک و پرليت  
-Czapeck(ول زاپـک     ميلـي ليتـر محل ـ     ۲ريخته و حدود    

Dox Broth Difco ( گرم در ليتر اضافه شد۳۵به غلظت  .
 ۱۲۰لوله هاي حاوي محيط کـشت در اتـوکلاو بـا دمـاي              

 دقيقـه، دو  ۲۰ اتمسفر به مـدت    ۱درجه سلسيوس و فشار     
  .بار سترون شدند

  
  ي سازگاري رويشيها گروههاي تعيين  آزمون-۳
  ي مورد استفادهها كشت محيط -۳-۱

  (BM)کشت پايه محيط 
ي مورد ها كشتاين محيط کشت براي ساخت ساير محيط   

ي ســازگاري رويــشي و هــا گــروههــاي نيــاز در آزمــايش
 Correll et( استفاده گرديـد  nitنگهداري جهش يافتگان 

al. 1987.( ۱ گرم ساکارز، ۳۰ تهيه محيط کشت به منظور 
 گـرم  MgSO4. 7H2O ، ۵/۰  گـرم KH2PO4  ،۵/۰ گرم 

KCL ، ۱۰گـرم    ميليFeSO4. 7H2O ، ۲۰   گـرم آگـار و 
با هم مخلـوط و     ) ليتر ميلي ۲/۰(محلول عناصر کم مصرف     

 ۱۰۰ تهيـه    بـراي .  ليتـر رسـانيده شـد      ۱حجم محلـول بـه      
، ) گرم۵(سي محلول عناصر کم مصرف، اسيد سيتريک    سي

ZnSO4. 7H2O) ۵گرم ( ،Fe(NH4)2 (SO4)2. 6H2O 
 MnSO4. H2O، ) گـرم ۲۵/۰ (uSO4. 5H2O، ) گـرم ۱(
ــي۵۰( ــرم ميل ــي۵۰ (H3BO4، )گ  .NaMoO4،)گــرم ميل

2H2O) ۵۰ ميلـي ليتـر آب مقطـر حـل          ۹۵در  ) گـرم   ميلي 
 اتمـسفر و دمـاي    ۱هاي تهيه شده در فـشار        محلول. شدند
 دقيقـه سـترون شـدند    ۲۰ درجه سلسيوس بـه مـدت     ۱۲۰

)Correll et al. 1987.(  
  

  )MM(محيط کشت حداقل 
 ــ ــا اف ــديم  ۲زودن ايــن محــيط کــشت ب ــرات س ــرم نيت  گ

)NaNo3 (        به يک ليتر محيط کشت پايـه)BM(    پـس از ،
 .Correll et al(سترون کردن سوسپانسيون تهيـه گرديـد   

1987 .(  
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۳۵  

  MMCمحيط کشت 
 درصدهاي مختلفي از کلرات پتاسيم     MMبه محيط کشت    

اضافه نمـوده کـه در     %) ۵/۱( گرم در ليتر     ۱۵ابتدا به مقدار    
و % ۵ف سريع الرشد از درصـدهاي       صورت عدم ايجاد هي   

اين محـيط نيـز در شـرايط        . کلرات پتاسيم استفاده شد   % ۷
  ).Brooker et al.  1991(ذکر شده بالا سترون شد 

  
  MMC1محيط کشت 

ــشت    ــيط کـ ــاد محـ ــراي ايجـ ــاتMMC1بـ    از ترکيبـ
، کلـرات  ) گرم۲(، نيترات سديم    ) گرم ۶/۱(آسپاراژين   -ال

) BM(تر محيط کشت پايه يک لي و)  گرم۵۶ - ۳۰(پتاسيم 
  هـايي   جدايـه . استفاده شد که پس از اختلاط سـترون شـد         

   محتــوي KClO3 بـا محـيط   nitکـه ايجـاد جهـش يافتــه    
ــيم  ــرات پتاس ــيط  % ۷و % ۵، %۳کل ــن مح ــه اي ــد، ب   نکردن

 Howthorne & Ress-George(کـشت بـرده شـدند    

1996 .(  
  

  MMC2 کشت محيط
، نيتـرات   ) گـرم  ۳/۲(ن  ترئـوني  -اين محيط با اضافه کـردن ال      

 به يک ليتر محيط)  گرم۳۰-۵۶(، کلرات پتاسيم ) گرم۲(سديم 
هايي که با  جهت ايجاد موتانت در جدايه) BM(کشت پايه 

 استفاده گرديد، با اين ،ي فوق جهش ندادند ها  كشتمحيط  
 در اين محيط NitMتفاوت که احتمال وقوع موتانت از نوع 

 نيـز طبـق روش بـالا        اين محيط کشت  . استکشت بيشتر   
  ).Howthorne & Ress-George 1996(سترون شد 

  
  WACمحيط کشت 

 کلـرات  درصد ۳آگار، درصد ۲اين محيط کشت از ترکيب   
 جهــت ايجــاد جهــش در گلــوکز درصــد ۰۲/۰ و ميپتاســ
  ).Nitzan et al. 2002 (شدها تهيه و سترون جدايه

  هاهيجدا از تين جهش يافتگان جاديا -۳-۲
 نيتـزان و   بـه روش C. coccodesهـاي  دايـه جهش در ج

مطابقت داده ) Puhalla 1985 (پوهالاو ) ۲۰۰۲ (همکاران
بـراي   .ايجاد شـد ) ۱۹۹۱ (بروکر و همکارانشده با روش 

 از )يمکعب متر يلي م ۲حدود  (هاي هيف    جهش بلوک ايجاد  
، در مرکز )MM( رشد يافته روي محيط حداقل  يها هيجدا

 پتاسـيم  کلـرات ي هـا  كـشت  طيمح ـظروف پتـري حـاوي    
)MMC، MMC1، MMC2، WAC( شــدندداده قــرار  .

ــرات  ــدا از درصــدهاي کل  درصــد در محــيط ۷ و ۵، ۳ابت
WAC   و MMC          استفاده شد و چنانچه جهـش يافتـه nit 

 و MMC1هـاي   ها مجـدداً بـه محـيط      حاصل نشد، جدايه  
MMC2ها روزانه بازديد شد  رشد پرگنه.  انتقال داده شدند

الرشد، از نـوک هيـف       ديدن جهش يافته سريع   و به محض    
حداقل  حاوي محيط   تشتکبه  آن قطاع کوچکي برداشته و      

 درجه سلسيوس در انکوباتور نگهداري ۲۵ه و در دماي برد
 ـ۵رشد قارچ در ايـن محـيط تـا    اگر  . شد صـورت  ه  روز ب

 نيـت انتخـاب     هبه عنوان جهـش يافت ـ     ي نازک بود  ها  هيف
 ۱۵هــاي   شــده بــه لولــه جهــش يافتگــان بازيــابي.گرديــد
ليتري حاوي محيط کشت پايه جهت نگهداري انتقـال         ميلي

  ).Brooker et al. 1991(داده شد 
  
  هاي فنوتيپي جهش يافتگان نيت تعيين کلاس-۳-۳

متر مکعبـي از    ميلي۲براي تشخيص نوع جهش يافته قطعه   
ي پايه حاوي يکي از منـابع ازت        ها  كشتروي محيط   آنها  

و )  گرم در ليتر۵/۰(، نيتريت ) گرم در ليتر ۲(شامل نيترات   
ظـروف  .  شـدند  کـشت داده  )  گرم در ليتر   ۲/۰(هيپوزانتين  

 درجه سلسيوس بـه مـدت   ۲۵پتري در انکوباتور در دماي  
ها با توجه بـه     سپس جهش يافته  . پنج روز نگهداري شدند   

بسته به شکل رشد وحـشي يـا ظريـف          (شکل رشد پرگنه    
  ). Correll et al. 1987( شدند بندي طبقه) ۱ جدولطبق 
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  ۳۱-۴۶: ۱۳۹۰ سال / ۱شماره  / ۴۷جلد   /هاي گياهي بيماري

۳۶  

   متفاوتنيتروژنهاي غذايي با منابع   تعيين نوع جهش يافتگان بر اساس نحوه رشد آنها روي محيط.۱جدول 
Table 10. Identification of nit mutants by growing on different nitrogen sources  

  )Grows on nitrogen sources(رشد روي منبع نيتروژن 

  )MM(نيترات   )NM(نيتريت   )HM(هيپوزانتين 

 فنوتيپ موتانت
Mutant designation 

  
  تيپ وحشي  +  +  +
+  +  -  nit1 
+  -  -  nit3  
-  +  -  NitM  

 رشد تيپ گسترده و بدون ميسليوم هوايي)= -(رشد تيپ وحشي ، (+)= 
(+): Typical wild-type growth, (-): Thin growth with no aerial mycelium  

  
 جهــت تعيــين يکيولــوژيزيفي ســاز مکمــل آزمــون -۳-۴

  ي سازگاري رويشيها گروه
ي سـازگاري رويـشي ابتـدا خـود     هـا  گروهبه منظور تعيين    

ها انجام شد، براي اين منظور يک       سازگاري رويشي جدايه  
 هر جدايه در NitMيافته متر مکعبي از جهش    ميلي ۲بلوک  

) MM(اقل  مرکز ظروف پتري حـاوي محـيط کـشت حـد          
 همـان  nit3 و nit1گذاشته شد و در اطراف آن قطعاتي از       

.  قـرار داده شـد     NitMمتـر از      سانتي ۱-۲جدايه به فاصله    
 درجه سلسيوس بـه     ۲۵ظروف پتري در انکوباتور با دماي       

رشد ضخيم و وحـشي  .  روز قرار داده شدند ۱۴ تا   ۷مدت  
ــشکيل    ــر ت ــت دال ب ــوني موتان ــورد دو کل در محــل برخ

هـا   اريون و خودسازگاري است و اين نـوع فنوتيـپ         هتروک
ي سـازگاري رويـشي در      هـا   گروه ادامه مطالعه تعيين     براي
در . هاي حاوي محيط کشت حداقل نگهـداري شـدند        لوله

ي ضخيم و وحـشي در محـل   ها هيفصورت عدم تشکيل   
تلاقي نشان دهنده خودناسـازگاري بـوده و چنـين جهـش         

ل در روند آزمـون حـذف       يافتگان براي جلوگيري از اختلا    
  .شدند

هــاي جهــت بررســي ســازگاري رويــشي بــين جدايــه  
يافتگـان  هاي جهشهاي مختلفي بين فنوتيپ  مختلف، تقابل 

NitM        يافتگـان    از يک جدايـه بـا جهـشnit1   و nit3)  از

 به روش بالا انجـام  nit3 و nit1و گاهي بين  )جدايه ديگر
 رشـد   شد که در صـورت تـشکيل هتروکـاريون پايـدار و           

وحشي در محل برخود دو پرگنه در يک گـروه سـازگاري          
  .رويشي قرار داده شدند

  
  زايي بيماريهاي   آزمون-۴

ــي   ــي بيمــاريبــراي بررس  و شــدت آن از دو روش زاي
  . به شرح زير استفاده شدزايي بيماري

  
   آزمون ميزان پوسانندگي غده-۴-۱

 قارچ به به روش تزريق اينوكلوم ها جدايه زايي  بيماري ابتدا
 PDAها در محيط جدايه. شدزميني آزمايش هاي سيب غده

ــاتور    ــنج روز در انکوب ــدت پ ــه م ــشت و ب ــه ۲۵ک  درج
زميني رقم اگريـا    هاي سيب غده. سلسيوس نگهداري شدند  

هاي تقريياً يکسان و بدون آلودگي تهيه شد و بعـد   با اندازه 
از ضدعفوني سطحي با محلـول هيپوکلريـت سـديم يـک            

ــا آب مقطــر شستــشو شــدند درصــد و  . الکــل صــنعتي، ب
هـا بـا    متر در غـده     و عمق دو سانتي    ۵/۱هايي به قطر     حلقه

هاي سپس پرگنه . کن ايجاد شد  پنبه سوراخ استفاده از چوب  
متــر تهيــه و در  ســانتي۱ و عمــق ۱هــر جدايــه بــه قطــر 

زمينـي   هاي سيب  هاي مورد نظر قرار داده شد و حلقه        حفره
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۳۷  

 بـر جـاي خـود قـرار داده و بـا نـوار               برداشته شده مجدداً  
هاي تلقيح شده همه غده. پارافيلم در جاي خود ثابت شدند

هـاي   داخـل پاکـت   ) محيط کـشت بـدون پرگنـه      (و شاهد   
 درجه سلسيوس به مـدت يـک       ۱۵کاغذي و در انکوباتور     

ها از مرکز محل تلقيح بريده سپس غده. ماه نگهداري شدند
 )Wiersma 1979 (يرسماواشاخص  با استفاده از شدند و

  تــــــرون و هــــــولزتوســــــط تكميــــــل شــــــده 
)Theron & Hols 1987(، با زايي بيماري ارزيابي شدت 

 در ايـن شـاخص نمـره        .شـد  انجام   ۵ تا   صفردهي از    نمره
 مربوط به عدم ايجـاد پوسـيدگي غـده توسـط قـارچ             صفر

 ۱نمـره  . زمينـي بـود    درون حفره ايجاد شده در غده سـيب       
سـيدگي انـدک در حفـره درون غـده          مربوط بـه ايجـاد پو     

 درصـد  ۱۰زميني به طوري که آلودگي قارچ تا حدود     سيب
 درصـد غـده را   ۳۰ تا ۱۰ حدود   ۲غده را فرا گرفت، نمره      

 ۵۰ تا   ۳۰ مربوط به پيشرفت     ۳پوسيدگي فرا کرفت، نمره       
 تا  ۵۰ براي پيشرفت پوسيدگي     ۴درصدي پوسيدگي، نمره    

ي ايجـاد پوسـيدگي      بـرا  ۵ درصدي و در نهايت نمـره        ۸۰
آزمايش در قالب طرح کـاملاً     . کامل غده در نظر گرفته شد     

هاي حاصل با اسـتفاده     انجام و داده  ) با سه تکرار  (تصادفي  
  . تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين شدندSASاز نرم افزار 

  
ها به روش آلوده کردن  جدايهزايي بيماريتعيين شدت  -۴-۲

  خاک
 ـ     ليتـري در    ۱۰هـاي    ه در گلـدان   آزمايش در شرايط گلخان

براي اين  . قالب طرح کاملاً تصادفي با سه تکرار انجام شد        
هاي بذري رقم اگريا عاري از بيماري تهيه و در     منظور غده 

بـراي  . دشهاي مورد نظر کشت     خاک تلقيح شده با جدايه    
ها در ظروف پتري حاوي محيط  تهيه مايه تلقيح ابتدا جدايه

 ۲۷دت هفـت روز در دمـاي         کشت و بـه م ـ     PDAکشت  
هـاي   بلـوک . درجه سلسيوس در انکوباتور نگهداري شدند 

 ها به ظروف ارلـن متر مکعبي از هر پرگنه جدايه   يک سانتي 
يک ليتري حاوي جو دو بار استريل انتقال داده و به مـدت    

.  و شرايط تاريکي نگهداري شدند    c°۲۵سه هفته در دماي     
 ـ غده ت سـديم يـک درصـد    هاي بذري با محلول هيپوکلري

- سـي ۱۰۰ درصـد در  ۵سي از هيپوکلريت سديم  سي ۲۰(

 دقيقـه ضـدعفوني و بـا آب مقطــر    ۵بـه مـدت   ) سـي آب 
هاي ها، جوانه  بعد از خشک شدن غده    . شستشو داده شدند  

 ساعت در رطوبت ۷۲آنها توسط قاشقک خارج و به مدت  
 درصد در اتاقک رشد نگهداري شدند تا سطوح بريده ۱۰۰

 گرم از مايه ۱۵به ازاي هر گلدان . اي شوند پنبهشده چوب
تلقــيح حاصــل اضــافه شــد و ســپس يــک قطعــه جوانــه  

. زميني آماده شده در وسط هر گلـدان کـشت گرديـد        سيب
تـدريج متوقـف شـد تـا     ها پس از سه ماه بـه   آبياري گلدان 

ي يهاي هوا  ها نکروز شده و قسمت     گياهان پير و همه برگ    
گيـري ميـزان    از طريق انـدازه   شدت بيماري   . خشک شوند 

هــاي پيـشرفت اسـکلروت در طــول سـاقه ارزيـابي و داده    
 Helimann(حاصل تجزيه آماري و مقايسه ميانگين شدند 

et al. 2006.(  
  

  نتايج
  ها جداسازي و شناسايي جدايه-۱

زردي هاي مشکوک به بيماري خال سياه داراي علائم نمونه
هـاي   در قـسمت يـوز و پژمردگي شبيه ورتيـسليوز و فوزار      

هـاي زيرزمينـي از جملـه سـاقه         هوايي بودند و در قسمت    
صورت پوسيدگي و جداشدن پوست     ه  زيرزميني و ريشه ب   

هـاي آلـوده در     در بافت . ريشه از استوانه مرکزي ديده شد     
هـا بـه وضـوح قابـل        هاي ميکرواسکلروت زير بينوکلر سته  

ــه   ــم شناســايي در گون ــضاي مه ــه از اع ــوده ک ــشاهده ب   م
C. coccodes ها يک روز بعد از کشت روي پرگنه. است

 نمايان شدند که در ابتدا کرم رنگ بوده     PDAکشت  محيط
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تدريج برنگ نارنجي روشن در آمدند ولي به سـرعت  ه  و ب 
هـا کـه اغلـب کـل محـيط      به دنبال تشکيل ميکرواسکلرت   

هاي هـوائي در  ميسليوم. گيرند، سياه شدند   کشت را فرا مي   
فيد رنـگ، تنـک و گـاهي اوقـات فاقـد            صورت وجود س ـ  

 سيلندري با انتهاي     اين قارچ  کنيدي. ميسليوم هوايي بودند  
ميکـرون انـدازه     ۱۶-۲۴ بدون ديواره عرضـي،    شفاف، پخ،

 کنيـديفورهاي تـک سـلولي سـيلندري         در انتهـاي   دارد که 
تخـم   اپرسوريوم زرد مايـل بـه سـبز،        . شد ايجاد فياليديک
 متـر  ميکرو ۴-۱۱در   ۵-۱۴ازه  به طور نامنظم با انـد      مرغي،
ها بـه رنـگ نـارنجي کـم رنـگ قابـل             آسروول. شدتوليد  

 در  PDAمشاهده با چشم غيـر مـسلح در محـيط کـشت             
مراحل اوليه رشد پرگنه قابل مشاهده بود ولي بعد تبديل به 

اين مشخـصات بـا     . هاي سياه رنگ شدند   ميکرواسکلروت
 در مجمـوع . همخـواني داشـت   C. coccodesمشخصات 

هـاي  از جدايه.  جدايه از سه استان مورد نظر جدا شد    ۱۰۸
 جدايه با توجه به پـراکنش مـزارع        ۴۸ آمده تعداد    به دست 

ها براي مراحل بعـدي ايـن        زميني در آن استان   کشت سيب 
  .تحقيق انتخاب گرديد

  
ي سـازگاري   ها  گروههاي تعيين    نتايج آزمون  -۲

  رويشي
   توليد جهش يافتگان نيت-۲-۱

به  جهش يافته نيت     ۳۱۳دايه مورد آزمايش تعداد      ج ۴۸از  
 بـه وسـيله  الرشـد  ي سـريع هـا  هيفزمان ايجاد .  آمد دست

 روز و در برخـي  ۳۰ تـا  ۱۴دار ي کلـرات هـا  كـشت محيط  
ــونين-مــوارد در محــيط ال  روز بــه طــول ۶۰دار تــا  تروئ

هـا جهـش ايجـاد    با اين وجـود برخـي از جدايـه        . انجاميد
بـه  الرشـد   ي سـريع  ها  هيفي از   طور بسيار  همين. نکردند
 رشد تيپ وحشي را داشـتند و  MM آمده در محيط    دست

 جدايـه مـورد     ۴۸رغم تکرار آزمايش، پـنج جدايـه از         علي
  .آزمون قادر به توليد جهش يافته نيت نبودند

  
   تعيين فنوتيپ جهش يافتگان نيت-۲-۲

) شکل رشد وحشي يا ظريف(با مطابقت نحوه رشد پرگنه     
ي پايه حاوي يکي از منابع ازت شامل ها شتكروي محيط   

 nit1 ،nit3، سه نوع فنوتيـپ      نيترات، نيتريت و هيپوزانتين   
شد ولي تفـاوت رشـد در       بايست مشاهده مي   مي NitMو  

 nit3  و nit1بين جهش يافتگان اين قارچ به خصوص بين
مـشهود نبـود و از آنجـا کـه بـين برخـي فنوتيـپ جهــش        

 ولـي تروکـاريون تـشکيل شـد،     هnit3 يـا   nit1هـاي  يافته
از ميان  .  در نظر گرفته شد    nit1/3فنوتيپ مذکور به عنوان     

يافتـه از   جهش۶۰ آمده تعداد  به دست جهش يافتگان نيت    
يافتـه از نـوع    جهـش ۲۵۳و % ۴/۱۹ با فراوانـي    NitMنوع  

nit1/3 هــاي کــشت از محــيط. بودنــد% ۶/۸۰ بــا فراوانــي
دار حاوي آسپاراژين و ال ترئونين جهـش يافتگـان          کلرات
NitM آمدبه دست بيشتري .  

  
  ي سازگاري رويشيها گروه تعيين -۲-۳

 جدايـه مـورد آزمـايش       ۴۸پـنج جدايـه از       يافتگـان جهش
 و NitMبا قـرار دادن    . خودسازگاري رويشي نشان ندادند   

nit1/3 يافته ها در مقابل همديگر تعداد هفت جهش       جدايه
NitM           که بيشترين سازگاري رويشي را داشتند بـه عنـوان

ــشگر  ــستر(آزماي ــدند ) ت ــاب ش ــا  . انتخ ــه ب ــش جداي ش
آزمايشگرهاي تعيين شده هتروکـاريون تـشکيل ندادنـد و          

هاي ممکن روي محيط کشت حداقل انجام شد        کليه مقابله 
و چون هيچ هتروکاريوني تشکيل ندادند، در نتيجه هر يک   

در .  تـک عـضوي قـرار گرفتنـد        از آنها در يک گروه مجزا     
، %۷۵/۴۳نهايت چهار گروه اصلي چند عضوي با فراوانـي          

ــه ترتيـــب در % ۱۶/۴و % ۱۶/۴، ۵۸/۱۴% ــروهبـ ــا گـ   ي هـ
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، )IRN-VCG1) Iranian-VCGســــازگاري رويــــشي 
IRN-VCG2 ،IRN-VCG3 و IRN-VCG4 شناســايي 

  ). ۲ جدول(شدند 
  يهــا گــروههــاي اســتان اردبيــل تنهــا در    جدايــه  

IRN-VCG1   و IRN-VCG2       قرار گرفتند که به ترتيـب 
. هاي اين استان را در بر داشتند درصد از جدايه۵/۱۲ و ۵۰
ي تک عـضوي را     ها  گروههاي اردبيل    درصد جدايه  ۷۵/۱۸

 درصد نيز خودناسازگار بودنـد و يـا      ۷۵/۱۸. تشکيل دادند 
  ). ۲جدول (يافتگان نيت پايدار ايجاد نکردند  جهشاين كه

  هــاي اســتان همــدان ســه گــروه اصــلي يــهبــراي جدا  
IRN-VCG1  ،IRN-VCG2   و IRN-VCG3    به ترتيـب 

ــي   ــا فراوانـ ــد  ۱۳ و ۱۳، ۵۵بـ ــايي شـ ــد شناسـ   . درصـ
IRN-VCG3          فقط از منطقه کوريجان همدان با دو عـضو 

ي تـک   هـا   گـروه هاي همـدان     بود و شش درصد از جدايه     
هـاي  جهش يافتگان مربوط به جدايـه     . عضو تشکيل دادند  

 ۵/۱۲همدان هيچ يک خودناسازگار نبودنـد ولـي از      استان  
  ). ۲جدول (دست نيامد درصد از آنها جهش يافتگان نيت به

ــه   ــلي   جداي ــروه اص ــه گ ــتان اصــفهان در س ــاي اس   ه
IRN-VCG1  ،IRN-VCG2   و IRN-VCG4    به ترتيـب 

 درصــد ۱۹ جــاي گرفتنــد و ۱۲ و ۱۹، ۲۵بــا درصــدهاي 
 بقيـه  يـن كـه  اضـمن  . ي تک عضوي تشکيل دادندها  گروه
جايگـاه مشخـصي بـا روش       %) ۴/۱۲(هاي اصـفهان    جدايه

  ).۲جدول (سازگاري رويشي پيدا نکردند 
هاي متعلق بـه    يافتگان برخي جدايه  از طرفي بين جهش     

 IRN-VCG1 بـــا آزمايـــشگرهاي IRN-VCG2گـــروه 
هتروکاريون ضعيف در ابتدا تشکيل، ولي بعد از چنـد روز      

 پروتروفيک واضح در محل     رشد کافي پيدا نکردند و رشد     
  .تلاقي دو ريسه سازگار حاصل نشد

  

  ها جدايهزايي بيماريهاي  آزمايش-۳
   تلقيح غده-۳-۱

زميني هاي سيب   ها در پوسانيدن غده   بررسي توانايي جدايه  
، PC5،PC17هـاي   جـز جدايـه   ه  ها ب نشان داد همه جدايه   

PC18 ،PC24 و PC25آوري شــده از   بــه ترتيــب جمــع
آبـاد بهـار و دو    اردبيل، دو جدايه بعدي از هارون    کلخوران

. زا بودنـد   جدايه آخري از کوريجـان کبودرآهنـگ بيمـاري        
هاي آلوده و اي شدن محل  صورت قهوه ه  علائم پوسيدگي ب  

مـرز بـين سـالم و     (در مرکز پوسيدگي خشک، در حاشـيه        
 ).۲شـکل  (صورت نرم و کرم رنـگ تظـاهر کـرد    ه  ب) آلوده

بوط به آزمون پوسانندگي غده نشان داد تجزيه داده هاي مر
% ۱هــا از نظـر شــدت پوســانندگي در ســطح  بـين جدايــه 

آوري   جمـع  PC10دار وجود دارد و جدايـه       اختلاف معني 
هـاي   شده از منطقه مرکزي اردبيل بيشترين شدت و جدايه        

PC4 ،PC21 و PC41آوري شــده از   بــه ترتيــب جمــع
آباد فريدن  و دولت مناطق نمين اردبيل، کبودرآهنگ همدان      

  ).۲جدول ( را داشتند زايي بيمارياصفهان کمترين شدت 
  
ها به روش آلوده کـردن      جدايه زايي  بيماري شدت   -۳-۲

    خاک
ها از طريـق آلـوده کـردن         جدايه زايي  بيمارينتايج بررسي   

 ۵/۲خاک اطراف ريشه نشان داد که علايم بيماري حـدود           
. شـوند گياه ظاهر مي  ي هوايي   ها  اندامماه پس از کشت در      

هاي هوايي، تغييـر رنـگ در قـسمت         اي شدن ساقه  ماشوره
طوقه و پژمردگي از علايم بارز بيماري در اين بررسي بـود   

هـاي  راحتي از ساقهه و در اين مرحله قارچ عامل بيماري ب      
. جـدا شـد   ) متـر بـالاتر از طوقـه       سـانتي  ۵حـدود   (هوايي  

 ـ        چنين ريشه  هم شه از اسـتوانه    ها پوسـيده و يـا پوسـت ري
ــي   ــدا م ــهولت ج ــه س ــزي ب ــر پوســت  مرک ــد و در زي   ش
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  زميني سيبC. coccodesهاي  جدايهزايي بيماريهاي سازگاري رويشي شناسايي شده و ميانگين شدت  جغرافيايي، گروهأ منش.۲جدول 
Table 2. Geographical origin, determined vegetative compatibility groups (VCGs) and Averages comparison of disease 

severity of C. coccodes isolates collected from Potato. 
Geographic origina 

Isolate 
Province, Town Area, stead 

Sampling 
time VCG Tuber rot 

severity 

Sclerotia 
development by 

Root 
inoculation 

PC1 Ardabil, Namin Vilkij, 1 86.6.26 IRN-VCG1 1.62bcdefg 2.71abcd 
PC2 Ardabil, Namin Vilkij, 1 86.6.26 IRN-VCG1 1.73abcdef 2.21bcd 
PC3 Ardabil, Namin Vilkij, 4 86.6.26 IRN-VCG1 1.73abcdef 2.70abcd 
PC4 Ardabil, Namin Vilkij, 5 86.6.26 IRN-VCG1 1.27ghi 2.57abcd 
PC5 Ardabil, Namin Kalkhoran, 1 86.6.26 IRN-VCG1 1.00i 2.42abcd 
PC6 Ardabil, Markazy Kalkhoran, 2 86.6.26 IRN-VCG1 1.41fgh 2.08d 
PC7 Ardabil, Markazy Kalkhoran, 3 86.6.26 HSIb 1.51defgh 2.71abcd 
PC8 Ardabil, Markazy Kalkhoran, 2 86.6.26 NTc 1.80abcde 2.61abcd 
PC9 Ardabil, Markazy Dowlatabad, 3 86.6.26 HSIb 1.73abcdef 2.63abcd 

PC10 Ardabil, Markazy Dowlatabad, 3 86.6.26 IRN-VCG1 2.08a 2.66abcd 
PC11 Ardabil, Markazy Dowlatabad, 4 86.6.26 IRN-VCG1 1.51defgh 2.70abcd 
PC12 Ardabil, Markazy Dowlatabad, 5 86.6.26 self compatibled 1.51defgh 2.57abcd 
PC13 Ardabil, Hir Bodalo , 1 86.6.26 IRN-VCG2 1.51defgh 2.82abcd 
PC14 Ardabil, Hir Bodalo, 2 86.6.26 IRN-VCG2 1.73abcdef 2.34abcd 
PC15 Ardabil, Hir Bodalo, 3 86.6.26 self compatibled 1.13hi 2.66abcd 
PC16 Ardabil, Hir Bodalo, 5 86.6.26 self compatibled 1.38fgh 2.45abcd 

PC17 Hamadan, Bahar Haroon Abad, 
4 86.7.7 NTc 1.00i 2.51abcd 

PC18 Hamadan, Bahar Haroon Abad, 
4 86.7.7 IRN-VCG2 1.00i 2.87ab 

PC19 Hamadan, Bahar Haroon Abad, 
4 86.7.7 IRN-VCG2 1.62bcdefg 2.88ab 

PC20 Hamadan, Bahar Haroon Abad, 
4 86.7.7 IRN-VCG1 1.13hi 2.85abc 

PC21 Hamadan, Laljin Laljin, 1 86.7.7 IRN-VCG1 1.27ghi 2.10dc 
PC22 Hamadan, Laljin Laljin, 2 86.7.7 IRN-VCG1 1.13hi 2.58abcd 

PC23 Hamadan, 
Kabudar Ahang Korijan, 1 86.7.7 IRN-VCG3 1.90abcd 2.55abcd 

PC24 Hamadan, 
Kabudar Ahang Korijan, 2 86.7.7 IRN-VCG3 1.00i 2.76abcd 

PC25 Hamadan, 
Kabudar Ahang Dastjerd, 1 86.7.7 self compatibled 1.00i 3.00a 

PC26 Hamadan, 
Kabudar Ahang Dastjerd, 2 86.7.7 IRN-VCG1 1.47efgh 2.76abcd 

PC27 Hamadan, 
Kabudar Ahang Tasaran, 1 86.7.7 IRN-VCG1 1.62bcdefg 2.81abcd 

PC28 Hamadan, 
Kabudar Ahang Tasaran, 2 86.7.7 IRN-VCG1 1.82abcde 2.58abcd 
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   ادامه.۲جدول
Geographic origina 

Isolate 
Province, Town Area, stead 

Sampling time 
VCG 

Tuber rot 
severity 

Sclerotia development 
by Root inoculation 

PC29 Hamadan, Razan Razan, 1 86.7.7 IRN-VCG1 1.73abcdef 2.57abcd 
PC30 Hamadan, Razan Razan, 2 86.7.7 IRN-VCG1 1.91abc 2.58abcd 
PC31 Hamadan, Razan Razan, 3 86.7.7 IRN-VCG1 1.71abcdef 2.81abcd 
PC32 Hamadan, Razan Razan, 3 86.7.7 NTc 1.73abcdef 2.77abcd 
PC33 Esfahan, Faridan Koordsofla, 1 86.7.15 IRN-VCG1 1.91abc 2.31abcd 
PC34 Esfahan, Faridan Koordsofla, 2 86.7.15 NTc 1.51defgh 2.69abcd 
PC35 Esfahan, Faridan Koordsofla, 2 86.7.15 NTc 1.73abcdef 2.70abcd 
PC36 Esfahan, Faridan Koordsofla, 3 86.7.15 self compatibled 1.60cdefg 2.81abcd 
PC37 Esfahan, Faridan Dowlatabad, 

1 
86.7.15 HSIb 1.71abcdef 2.82abcd 

PC38 Esfahan, Faridan Dowlatabad, 
2 

86.7.15 IRN-VCG4 1.41fgh 2.82abcd 

PC39 Esfahan, Faridan Dowlatabad, 
2 

86.7.15 HSIb 1.41fgh 2.54abcd 

PC40 Esfahan, Faridan Dowlatabad, 
3 

86.7.15 HSIb 1.73abcdef 3.00a 
PC41 Esfahan, Faridan Kordalia, 2 86.7.15 self compatibled 1.27ghi 2.88ab 
PC42 Esfahan, Faridan Kordalia, 3 86.7.15 IRN-VCG4 1.13hi 2.76abcd 
PC43 Esfahan, Faridan Kordalia, 3 86.7.15 IRN-VCG1 1.27ghi 2.56abcd 
PC44 Esfahan, Faridan Kordalia, 4 86.7.15 IRN-VCG2 1.62bcdefg 2.63abcd 
PC45 Esfahan, Faridan Damaneh, 1 86.7.15 IRN-VCG1 2.00ab 3.00a 
PC46 Esfahan, Faridan Damaneh, 2 86.7.15 IRN-VCG2 1.99abc 2.76abc 
PC47 Esfahan, Faridan Damaneh, 3 86.7.15 IRN-VCG1 2.00ab 2.44abcd 
PC48 Esfahan, Faridan Damaneh, 3 86.7.15 IRN-VCG2 1.41fgh 2.81abcd 

 

a-هاآوري جدايه اطلاعات جغرافيايي مناطق جمع .b-هاي خود ناسازگار رويشي جدايه  .c-ها جهش يافتگان نيت ايجاد نشد از اين جدايه  .d- 
  . رويشي ولي با هيچ جدايه ديگري هتروکاريون ندادندهاي داراي خود سازگارجدايه

a- source data showed for Iranian isolates. b- This isolates were identified as heterokaryon self-incompatible. c- This isolates was not 
create nit mutants.  d- This isolates was self compatibility but couldn’t anastomose with another isolate mutant. 

  
شـدت  . هاي قارچ با بينوکولر قابـل مـشاهده بـود          آسروول

گيري ميزان پيـشرفت اسـکلرت در       بيماري از طريق اندازه   
هـا در ايـن روش      همـه جدايـه   . طول سـاقه ارزيـابي شـد      

هـا نـشان داد   تجزيه داده . زا بودند  سازي خاک بيماري   آلوده
ــه ــا درجداي ــطح ه ــي % ۱ س ــتلاف معن ــته و اخ داري داش
 بيـشترين و جدايــه  PC25 و PC40 ،PC45هـاي   جدايـه 

PC6 آوري شده از منطقـه مرکـزي اردبيـل کمتـرين            جمع
  ).۲جدول( را در اين روش داشتند زايي بيماريشدت 

  
  زايي بيماري بين نتايج بستگي هم -۳-۳

ــه داده  ــايج تجزي ــه روش نت ــوط ب ــابي  اي مرب ــاي ارزي ه
 بـين دو روش     بـستگي   هـم ها نشان داد     جدايه زايي  يبيمار

هـا در     جدايـه  زايـي   بيمـاري  وجـود نـدارد و       زايـي   بيماري
 آنها در ريشه و زايي بيماريهاي سيب زميني مستقل از  غده

  ).۳ جدول(کند طوقه گياه عمل مي
  
ي هــا گــروه و زايــي بيمــاري نتــايج بــستگي هــم -۳-۴

   سازگاري رويشي
ي سـازگاري   هـا   گروه و   زايي  بيماريبين  با توجه به نتايج،     

به طوري که بعضي    .  ديده نشد  بستگي  همها  رويشي جدايه 
ها متعلق زاترين جدايه زا و بيماري هاي غير بيمارياز جدايه

ــشي    ــازگاري روي ــروه س ــک گ ــه ي ــال (ب ــوان مث ــه عن   ب
IRN-VCG1 (ــستند ــه . ه  IRN-VCG1 از PC10جداي

  بيـشترين ارتفـاع    . ودبيشترين پوسانندگي غده را ايجاد نم ـ     
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جفت شـدگي سـازگار جهـش    = B. جدايه خود سازگار= Colletotrichum coccodes : Aهاي  جدايهnitيافتگان تقابل بين جهش. ۱شکل 
هاي هوايي در  سازگاري با حضور يا عدم حضور هيف). هاي کناريقطعه (nit1/3و جهش يافتگان ) هاي مرکزيقطعه (NitMيافتگان 

  . شود مشخص ميnitM و nit1/3محل تماس جهش يافتگان 
Fig. 1. Pairings on minimal medium of nitrate nonutilizing (nit) mutants of isolates of Colletotrichum coccodes. A. self 

compatible isolate. B. Complementary pairings of NitM (center blocks) and nit1/3 mutants (surrounding blocks). 
Compatibility is scoral by the presence or absence of aerial mycelia at zones of contact between nit1/3 and NitM 
mutants. 

 
  

 

زمينـي توسـط   هـاي سـيب    پوسـيدگي غـده  هاي اگريا در مطابقت با مقياس وايرسما بـراي ارزيـابي شـدت    علائم پوسيدگي غده  . ۲شکل  
Colletotrichum coccodes ،زني شده و پوسيده هاي مايهنماي بيروني غده.  ترون و هولزتكميل شده توسط)A(  شدت پوسـيدگي ،

  ).C (۵ از ۳و شدت پوسيدگي غده با نمره ) B (۵  از ۲غده با نمره 
Fig. 2. Wiersma index scale for assessment of potato tuber rot severity by Colletotrichum coccodes, complemented by Theron 

& Holz. Out view of tuber inoculation and rot (A), Tuber rot severity that indicated number 2 of 5 (B) and Tuber rot 
severity that indicated number 3 of 5 (C). 

A 

B 

C B 

b 

B A
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  زايي بيماريهاي مختلف آزمون  بستگي بين متغيرهاي ارزيابي شدت بيماري در روش  مقايسه ضرايب هم.۳جدول 
Table 3. Comparison of correlation coefficient among assessment variances of disease severity in different method of 
pathogenicity tests. 

variant N b a 
a 147 0.053ns 1 
b 147 1  

 

N  : ،تعداد مشاهدهa : ،شدت پوسانندگي غدهb :سازي خاک اطراف ريشهميزان گسترش اسکلروت در طول ساقه در آلوده .ns :دارغير معني.  
N: Number of observation. a: Tuber rot severity, b: Height of sclerotial mass in stems were obtianed from root inoculation method, 
ns: Not significant. 

  
تشکيل اسـکلروت روي سـاقه در آزمـايش تلقـيح خـاک             

، گـروه  IRN-VCG1اطراف ريشه مربوط به اعضاي گروه    
هـاي گـروه سـازگاري      عضوي و يک جدايه از جدايـه      تک

  .رويشي نامشخص بود
  

  بحث
ــپاراژين و ال    ــرات، آس ــوع محــيط کــشت و غلظــت کل ن

ار حائز اهميـت    تروئونين در توليد جهش يافتگان نيت بسي      
است به طوري که در اين تحقيق با وجود تکرار فـراوان از    

هرچنـد  .  نيامد به دست  جهش يافتگان نيت     WACمحيط  
 با رشـد سـريع بـه محـيط     گاهي با انتقال نوک ريسه قطاع     

ــدار، حــداقل جهــت شناســايي جهــش  يافتگــان نيــت پاي
کـوو  . کردنددار رشد ميهايي با رشد ضخيم و فاصله    پرگنه

ثابت نمود که منبع ازت مـورد اسـتفاده در محـيط      ) ۱۹۷۶(
دار فراواني نسبي جهش يافتگان نيت را تحت تأثير          کلرات

ها در محيط   در اين تحقيق براي برخي جدايه     . دهدقرار مي 
 نيامد يا بـراي     به دست  جهش يافتگان نيت     MMCکشت  

 بازيـابي نـشد   NitMها جهـش يافتگـان     بسياري از جدايه  
ــابراين ــيدآمينهبن ــپاراژين و ال   از اس ــايي همچــون آس  -ه

 Klittich & Leslie (ليزلي کليتيچ و. ترئونين استفاده شد

اظهار داشتند استفاده از ترئونين در محـيط کـشت          ) 1988
 بيـشتري   NitM دار باعث بازيـابي جهـش يافتگـان       کلرات

  .شود مي

ــش     ــين جه ــوتيپي ب ــاوت فن ــانتف  nit3 و nit1 يافتگ
روي هم برخي با     هلي در آزمايش تقابل روب    مشخص نبود و  

چــن و تحقيقــات . دادنــديکــديگر تــشکيل هتروکــاريون 
ــاي روي جدايـــه) Chen et al.1994 (همکـــاران هـ

Verticillium dahliae  ــزان و همکــارانو  و ۲۰۰۲ (نيت
نيـز عـدم    C. coccodesهـاي  در خصوص جدايه) ۲۰۰۶

. نمايـد د مـي  را نأييnit3 و nit1وجود تفاوت ظاهري بين    
 در آزمايش تعيين فنوتيپ     nit3 از   nit1تشخيص  چنين   هم

بروکـر و  توسط   C. malvarum مربوط بهجهش يافتگان
رسد جهـش   به نظر مي  . امکان پذير نبود  ) ۱۹۹۱ (همکاران

در جايگاه ژني ساختماني آنزيم احياکننده نيترات که منجر         
اه ژنـي  طور جهش در جايگ ـ شود و همين ميnit1به توليد  

تنظيم اختصاصي مسير مصرف نيترات که منجـر بـه توليـد       
nit3 تـشکيل   . در ايـن قـارچ مـشخص نيـست    ،شـود  مـي

هتروکاريون بين دو فنوتيپ متفاوت جهت تکميـل نقـص          
گيـرد تـا    هـا صـورت مـي     بيوشيميايي در بين هتروکـاريون    

موجـود در   ) نيتـرات يـا نيتريـت     (بتوانند از منابع نيتروژن     
  ). Nitzan et al. 2006(فاده نمايند محيط کشت است

ها که در محيط کلرات دار قادر به توليد بعضي از جدايه  
ي هـا   كـشت  در محـيط     ايـن كـه   رغـم   جهش نبودند علـي   

دار توليـد قطـاع بـا    ترئـونين  -دار و آسپاراژين يا ال     کلرات
رشد سريع توليد کردند ولي بـه علـت قابليـت اسـتفاده از         

يافتگان نيت محسوب نشده و از      منابع نيترات جزو جهش     
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يافتگـان  به اين نوع، جهـش    . ها حذف شدند  روند آزمايش 
crn )Chlorate-resistant nitrate-utilizing mutants (
گويند که با وجود مقاومت به کلرات قادر به استفاده از            مي

يافتگان بـه   اين جهش . هستندمنبع ازت به صورت نيترات      
ي سـازگاري   هـا   گـروه  تعيـين    هاي  طور معمول از آزمايش   

  ).Leslie & Summerell 2006(شوند  رويشي حذف مي

 ۴۸در اين تحقيق چهار گروه سازگاري رويشي در بين          
هاي اردبيل، آوري شده از استان جمعC. coccodesجدايه 

 و  ۱۶/۱۴،  ۵۸/۱۴،  ۷۵/۴۳همدان و اصفهان بـا درصـدهاي        
، IRN-VCG1 شناسايي شدند و به ترتيب اسـامي         ۱۶/۱۴

IRN-VCG2  ،IRN-VCG3   و IRN-VCG4 گذاري   نام
ي سازگاري رويشي مـشترک در بـين   ها گروهوجود  . شدند
ها در مناطق مختلـف ايـران شـايد بـه دليـل کـشت          جدايه
 ـ   محصولي در مناطق کشت سـيب      تک جـايي   هزمينـي و جاب
اي به منطقـه  هاي بذري آلوده به عامل بيماري از منطقه     غده

    .ديگر باشد
عـضوي بـا    چهار گروه چنـد   ) ۲۰۰۲ (همکاران و يتزانن  

ــدهاي  ــع۱۰ و ۲۰، ۵/۳۵، ۳/۷درصـ ــده از  جمـ آوري شـ
زميني کشورهاي اسـرائيل، فرانـسه و هلنـد         هاي سيب  بوته

هـا بـا     درصد از جدايـه ۳/۲۷ اين كهضمن  . معرفي نمودند 
وجود خودسازگاري رويشي در هيچ گـروه چنـد عـضوي           

 نيتزان و همكارانمجدداً . دجاي نگرفته و تک عضوي بودن
 C. coccodes جدايه قارچ۲۱۱ سازگاري رويشي) ۲۰۰۶(

  جدايـه ۱۲۳ و  ۲۰۰۲ جدايه از تحقيق سال      ۱۰۸ که شامل   
  گـروه سـازگاري رويـشي   ۷در  بـود را  از آمريكاي شمالي  

)NA-VCGs( ۶/۱ ،۶/۱بندي نمودند كه به ترتيب      تقسيم، 
هــا در ايــن دايــهاز ج درصــد ۶/۳۶ و ۵/۱۹ ،۸/۱۳ ،۱/۸ ،۴

ها در هيچ  درصد جدايه۶/۱۴ بندي شدند که تقسيمها گروه
ه و تک عـضوي      جاي نگرفت   تعيين شده   گروه هفتيك از   
  .بودند

هاي متعلـق بـه   بين برخي از جهش يافتگان نيت جدايه   
ــروه ــا گ ــاريون IRN-VCG2 و IRN-VCG1ي ه  هتروک

دهنـده وجــود شــباهت در   ضـعيف ايجــاد شـد کــه نــشان  
باشد و ممکن است      بين اين دو گروه مي     VICهاي   هجايگا

ها به علت شـرايط طبيعـي در     حاکي از حذف برخي از ژن     
) ۱۹۸۵ (پوهـالا بنـا بـه ادعـاي    . طول تکامـل قـارچ باشـد      

ــا گـــروهجمعيـــت    ي ســـازگاري رويـــشي در قـــارچهـ
F. oxysporum     داراي تنوع زيادي بـوده اسـت ولـي در 

امـل طبيعـي و شـرايط    طول زمان بعضي از آنها بـر اثـر عو   
سازگاري رويشي شاخـصي عـالي از       . ميزبان حذف شدند  

هـا   شاخص خوبي براي تفـاوت     وليشباهت ژنتيکي است    
يافتـه  تشکيل هتروکاريون ضـعيف بـين دو جهـش        . نيست

نــوعي هتروکـــاريون مـــوقتي اســـت کـــه در آن مـــرگ  
ــي     ــرعت کم ــتوموزي از س ــل آناس ــمي در مح سيتوپلاس

ي هـا   آنـزيم  کـه مـانع توليـد        ايبرخوردار است بـه گونـه     
احياکننده نيترات نشده و در آنجا هتروکـاريون موقـت تـا            

ــاني کــه برخــي از ايــن  ــزيمزم ــاقي هــا آن    ســنتز شــوند ب
 ـ    مي   ي سـنتز شـده     هـا   آنـزيم  ايـن كـه   دليـل   ه  مانـد ولـي ب

شـود  کافي نيست، اين هتروکاريون ضخيم و متـراکم نمـي         
)Mohamadi & Banihashemi 2007.(  

ــود ه  ــين  وجـ ــعيف بـ ــاريون ضـ ــروهتروکـ ــا گـ   يهـ
 IRN-VCG2وIRN-VCG1        و فراواني زياد دو گـروه و 

ي تک عضو، شايد حاکي از خطر توسـعه و          ها  گروهوجود  
ي سازگاري رويشي جديد در مناطق کـشت        ها  گروهايجاد  
 .Ahn et al (آن و همکـاران . زمينـي ايـران باشـد   سـيب 

ر پيدايش بيش از يک گـروه سـازگاري رويـشي د        ) 1998
هاي قـارچ توسـط     يک منطقه را نشان از گسترش جمعيت      
  .دهندبذر، گياهچه و بقاياي گياهي نسبت مي

رغـم توليـد    هاي مورد آزمون علـي    پنج جدايه از جدايه     
جهش قادر به توليد هتروکاريون در مقابله با جهش يافتگان 
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نيت خود نبودند لذا به عنوان خـود ناسـازگار رويـشي يـا        
)HSI = Heterokaryon Self-Incompatibility ( در

) Leslie 1993 (ليزلـي بر اساس تعريف . گرفته شدند نظر
هـاي  هـا و جهـش     نژادهايي که به جهت دارا بـودن نقـص        

ژنتيکي قادر بـه تـشکيل هتروکـاريون حتـي بـا خودشـان              
نيستند، اصطلاحاً خود ناسازگار رويشي يا خود ناسـازگار         

هـاي   نژادها از جمعيـت    اين. شوندهتروکاريوني ناميده مي  
 و F. oxysporum ،F. subglutinansهاي قارچي گونه

F. moniliforme هـاي  گونه جدايه اين. اندشناسايي شده
هاي تعيين خودناسازگار رويشي را در همان ابتداي آزمايش

ي سازگاري رويشي جهت جلوگيري از اشتباه کنار        ها  گروه
ــي ــدمـ ــاز . گذارنـ ــاريون خودسـ ــي هتروکـ گار در بررسـ
 بروکـر مهـم اسـت و    .Colletotrichum sppهـاي  گونـه 

)Brooker et al. 1991 ( در آزمايــشات تعيــين ميــزان
ــهجهــش ــه زايــي روي گون ــارچ از گون   هــايهــاي ايــن ق

C. destructivum و C. fragariaeــه ــاي  جدايـ هـ
  .خودناسازگار رويشي گزارش نمود

روه نشان داد  گ   ) ۲۰۰۶(هليمن و همکاران    هاي  بررسي  
ــت ــدي جمعي ــماليC. coccodesهــاي بن    آمريکــاي ش

)NA-VCGs (      متکي بر سازگاري رويشي مشابهت زيادي
  . داردAFLPبا گروه بندي اين جمعيت به روش مولکولي 

هـاي   نتايج بررسي توانايي جدايه ها در پوسانيدن غـده        
زميني نشان داد علايم مشخص بيماري خال سـياه در      سيب

هاي نامـشخص، فرورفتگـي     ي با حاشيه  اهاي قهوه غده لکه 
هاي اين علائم در غده   . اندک و ايجاد فضاهاي خالي است     

شــود و در مقابــل ديـر برداشــت شــده بيــشتر نمايـان مــي  
هـاي زود برداشـت شـده بيـشتر     هاي نهان در غـده  آلودگي
 قـادر بـه   C. coccodesهـاي   جدايـه % ۸۵بـيش از  . است

 با توجـه بـه شـرايط     .زميني بودند هاي سيب  پوسانيدن غده 
توان زميني در ايران اين قارچ را ميانبارهاي نگهداري سيب

هاي ها در انبار و در غده  يکي از عوامل مهم پوسيدگي غده     
ــد ســطح       ــه در واح ــراکم بوت ــاهش ت ــل ک   بــذري عام

  ولـــت و همکــــاران  -گلـــيس . در مزرعـــه دانـــست  
)Glais-Valet et al. 2004 (     اثبـات نمودنـد کـه شـدت

 در دمـاي بـالاتر   C. coccodes ها توسـط  ن غدهپوسانيد
آنها نشان دادنـد کـه آلـودگي در دماهـاي           . سريع تر است  

دهد اگر چـه     درجه سلسيوس نيز رخ مي     ۱۵و  ۱۰،  ۵پايين  
طور آهـسته تـر   ه در دماهاي پايين تر گسترش پوسيدگي ب      

  .است
شود و  ها در انبار مي   خال سياه موجب کاهش وزن غده       

ــاهش باز  ــث کـ ــي باعـ ــصول مـ ــسندي محـ ــودارپـ   شـ
)Lees & Hilton 2003 .( لذا باتوجه به خسارت بيماري

توان ايـن بيمـاري را در زمـره ديگـر     خال سياه در انبار مي 
هاي انباري چون، پوسـيدگي خـشک فوزاريـومي،           بيماري

اي قرار داده و در ارزيـابي حـساسيت        قانقاريا و شوره نقره   
ها به ايـن    حساسيت غده هاي انباري ميزان    ارقام به بيماري  

  .عامل را نيز مدنظر قرار داد
ــايج شــدت    ــين نت ــشان داد ب ــق حاضــر ن ــايج تحقي نت

 بـستگي   هـم ي سـازگاري رويـشي      هـا   گروه و   زايي  بيماري
ي سازگاري ها گروهتوان  نميبنابراين. دار وجود ندارد معني

بـا  . هـا دانـست    جدايه زايي  بيماريرويشي را ملاک شدت     
  هـاي   جدايـه  زايـي   بيماري) ۲۰۰۲ (مکارانه نيتزان و که   آن

EU/I-VCG           زمينـي و    را با تلقيح قـارچ بـه ريـشه سـيب
گيري شدت تشکيل سـطوح اسـکلروت يـک گـروه         اندازه

 بـا  ولـي زاتـر معرفـي نمـود      سازگاري رويـشي را بيمـاري     
ــه   بررســي ــي روي جداي ــاي تکميل ــق بــه  ه ــاي متعل   ه

NA-VCGs         يـي زا  بيمـاري  که از چندين فـاکتور ارزيـابي 
ي سـازگاري و  ها گروه بين بستگي هماستفاده نمودند، هيچ    

  ).Nitzan et al. 2006( مشخص نشد زايي بيماري
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با استفاده از ) Aqeel et al. 2008 (آکيل و همکاران   
ــون  ــاريدو روش آزم ــي بيم ــه (زاي ــيح جداي ــا روي تلق ه

در شـرايط يکـسان شـدت     ) هـا ي و ريـشه   يي هـوا  ها  اندام
 را مقايـسه و ارتبـاط       NA-VCGsت   جمعي ـ زايـي   بيماري

ي سـازگاري  هـا  گـروه  و زايـي  بيمـاري احتمالي بين شدت   
ــد   ــي نمودن ــوط را بررس ــشي مرب ــشان داد  . روي ــايج ن نت

 از نظر   ۶ و   ۲هاي مربوط به گروه سازگاري رويشي        جدايه
هـا بودنـد ولـي    زاتـرين جدايـه   کـاهش وزن غـده بيمـاري   

 ـها  گروههاي مربوط به     جدايه ، ۳، ۲، ۱شي ي سازگاري روي
ي هوايي  ها  اندام بيشترين تراکم ميکرواسکلروت در      ۵ و   ۴

 بين  بستگي  همدهنده عدم    اين تحقيقات نشان  . ايجاد کردند 
  .ي سازگاري رويشي بودها گروهدو روش مورد آزمون و 

تـوان گفـت تنـوع       آمده مـي   به دست با توجه به نتايج     
ورد  در منـاطق م ـ C. coccodesنسبتاً زيادي بين جمعيت 

 ـ      . بررسي وجود دارد   صـورت تـک    ه  هر چند ايـن تنـوع ب
تـوان  ها نمود داشته ولي آن را مي      عضوي در بعضي جدايه   

. به مراحل اوليه بروز تنوع در جمعيت اين قارچ نسبت داد          
 زايـي   بيمـاري  اخـتلاف در شـدت و نحـوه          اين كـه  ضمن  
چنين نبـود   ها، هم بين اين روش  بستگي  همها و نبود     جدايه
ي سـازگاري رويـشي معرفـي شـده و          هـا   گروه بين   ارتباط
، همه حـاکي از پيچيـدگي ارتباطـات و          زايي  بيماريشدت  

احتمال بروز تغييرات ژنتيکي در درون جمعيت اين قـارچ          
هـاي  رسـد انجـام پـژوهش و بررسـي    نظر مي ه  لذا ب . است

هـاي نـوين مولکـولي     خصوص بر اساس روش   ه  تکميلي ب 
  .است تر و دقيق تر ضروري براي دستيابي به نتايج منسجم
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