
 

 

                                                                                                            هي هاي گيافصلنامه تحقيقات بيماريدو
  1399سال ششم، شماره اول، بهار و تابستان 

   17- 33 صص
  

با استفاده از برخي خصوصيات  L.biglobosaو  Leptosphaeria maculansشناسايي گونه هاي 
  شناسي در شرايط آزمايشگاهيريخت

 
  4صلاتي ، منصور3صدروي مهدي، 2رهنما كامران، 1*ميرآبادي زمان علي

  2/9/97تاريخ پذيرش:        1/12/96تاريخ دريافت: 
  

  چكيده
عوامل بيماري ساق  L.biglobosa و غير مهاجم maculans Leptosphaeriaتفكيك گونه مهاجم  اين بررسي به منظور

در چهار محيط غذايي و چهار دما  اين عواملاز  جدايه 49تعيين ارتباط رشد پرگنه، توليد رنگدانه و پيكنيديوم سياه كلزا، با 
ها از نظر ها نشان داد بين جدايهنتايج تجزيه و تحليل دادهانجام گرفت. و سه تكرار  سه زمان بررسيتيمار) در  784(مجموع 

. تنوع در توليد داشت  هاي غذايي و تيمارهاي دمايي و اثرات متقابل آنها اختلاف معني داري وجودرشد پرگنه در محيط
ن رشد پرگنه . بيشتريدر هر دو گونه مشاهده شد CDAو  V8 ،MEA ،PDA ،CDBرنگدانه و پيكنيديوم در محيط هاي كشت 

 درجه سانتي گراد 15و كمترين آن در دماي  ميلي متر) 05/48(درجه سانتي گراد در محيط  30روز در دماي  12بعد از 
درجه سانتي گراد و  30و دماي  PDAمحيط زاپك مشاهده شد. بيشترين ميزان توليد رنگدانه در در و  ميلي متر) 01/17(

هاي و زاپك عمدتا رنگدانه قهوه ايي و در . در محيطگرديد رجه سانتي گراد مشاهدهد 15و دماي  MEAكمترين آن در محيط 
ها در محيط زاپك مايع توليد رنگدانه كردند. درصد جدايه 78/93. رويت شدنارنجي - رنگدانه زرد MEAو  PDAمحيط هاي 

داراي رشد پرگنه و سرعت رشد  L.biglobosaجدايه هاي  در مقابل و كمسرعت رشد و قطر پرگنه  L.maculansهاي جدايه
هاي مناطق دشت ناز، اسلام ت قبلي بيماريزايي موجود، جدايهاهاي بدست آمده و اطلاعبر اساس نتايج داده ي بودند.بيشتر

مچنين و جدايه هاي تلوكلا، لالا و خالخيل و ه L.maculans به گونه مهاجمآباد، فاضل آباد، كوهي خيل و بيكار آيش مربوط 
 .قرار گرفتند L.biglobosa در گونه غير مهاجمجدايه روي خردل 

  .، ساق سياه، محيط كشت و كلزاLeptosphaeria maculans ،L.biglobosa :هاي كليديواژه

                                                            
 ساري، ايران.  روغني، هاي دانه كشت توسعه شركت بذر توليد و كاربردي تحقيقات مركز، دكتري دانشجوي -1

  .ايران ،گرگان گرگان، طبيعي منابع و كشاورزي علوم دانشگاه گياهي، شناسي بيماري گروه، دانشيار -2

 ، ايران.ياسوج ،ياسوج دانشگاه گياهپزشكي، گروهدانشيار،  -3

  ، مشهد، ايران.رضوي خراسان طبيعي منابع و كشاورزي تحقيقات مركز ،پژوهش استاديار -4
 alizaman2006@gmail.com* نويسنده مسئول مكاتبات: 



 شناسي در آزمايشگاهبا استفاده از خصوصيات ريخت L.biglobosaو  L. maculansشناسايي                                       18

 

 مقدمه
Leptospharia maculans  وL. biglobosa شوند كه به به عنوان عوامل بيماري ساق سياه كلزا شناخته مي

زا معمولا قارچ عامل كه بدليل اهميت گونه بيماري )Williams & Fitt, 1999(هستند مهاجمو غير  مهاجمترتيب 
 Leptosphaeria maculans (Desmaz.) Ces&De Not (anamorphتحت عنوان ، بيماري ساق سياه كلزا

Plenodomus lingam ( Tode: Fr.) Des.) ياهان خانواده يكي از عوامل مهم بيماري زا بر روي گ شود كهشناخته مي
خسارت ناشي از  .گرددهاي بسياري در كشورهاي توليد كننده كلزا ميهر ساله منجر به خسارت و چلئيپائيان است

. در ايران اولين بار )Fitt et al., 2006( شودميليون دلار در سال برآورد مي 300تا  22اين قارچ در جهان در حدود 
كه خسارت چنداني  L.biglobosa) يا PG1شكل غير جنسي قارچ عامل بيماري ساق سياه كلزا (تيپ بيماري زاي 

از  1387و شكل جنسي آن در سال  )Fernando et al., 2007( از استان گلستان گزارش شد 2007هم ندارد در سال 
. تحقيقات بيشتر بر روي حضور )Zaman Mirabadi et al., 2008( استان هاي مازندران و گلستان گزارش گرديد

. در در استان مازندران وجود دارد PGTو  PG2زاي زاي قارچ در ايران نشان داد كه تيپ بيمارينژادهاي بيماري
منطقه از پنج استان  15در  )Afshari-Azad et al., 2008(تحقيق انجام شده توسط افشاري آزاد و همكاران 

خوزستان، اردبيل، قزوين، مازندران و گلستان شكل غير جنسي عامل بيماري ساق سياه كلزا جداسازي گرديد. در 
از برگ، ساقه و  )Zaman Mirabadi et al., 2010, 2017( نمونه برداري انجام شده توسط زمان ميرآبادي و همكاران
، اكاپي) در مناطق زير كشت اين محصول در ايران 401بقاياي كلزا (ارقام ريجنت در كبري، ساري گل، هايولا

استان مورد تحقيق، نمونه هاي آلوده به قارچ عامل بيماري ساق سياه در هفت استان  13مشخص شد كه از مجموع 
در تحقيقي ديگر توسط زمان آبادي و همكاران مچنين ه گلستان و مازندران وجود دارد. نطقه در استان هايم 28و 

(Zaman Mirabadi et al., 2017)  تفكيك اين گروه هاي قارچي با استفاده از خصوصيات جوانه زني هاگهاي
در بررسي ديگر، شكل جنسي قارچ از بقاياي كلزا در . )Zaman Mirabadi et al., 2017( جنسي بررسي شده است

 )Vakili-Zarj et al., 2017( در مطالعات وكيلي و همكاران .منتشر نشده)اطلاعات منطقه الشتر جداسازي گرديد (
زا تحت اين دو گروه بيمارينيز گزارش گرديد. با آزمون بيماريزايي بر روي ارقام افتراقي  PG4و  PG3دو نژاد 

و بسيار  )NA )Badawy et al., 1991 و Aتيپ زا زا و غيربيماريبيماريهاي مهاجم و غير مهاجم عناوين گروه
هاي ارزان قيمت و آسان در تشخيص عوامل بيمارگر گياهي يكي از روش نامگذاري شدند. زا زا و كم بيماريبيماري

و اين در حالي است كه  و قابل انجام با امكانات اوليه آزمايشگاهي بررسي خصوصيات مربوط به پرگنه قارچي است
هاي زاي قارچ عامل ساق سياه كلزا نيز توسط بررسي خصوصيات ريخت شناسي بر اساس ويژگيهاي بيماريگروه

و  )Hammond et al., 1985; Huang et al., 2001; Zaman Mirabadi et al., 2017( هاي جنسيمربوط به هاگ
هاي مختلفي از جدايه (Cunningham, 1927) . كانينگهامرگنه قارچ نيز قابل تفكيك هستندغير جنسي و رشد پ

L.maculans زايي مورد از نيوزلند و كشورهاي ديگر جداسازي نمود و از نظر خصوصيات رشد پرگنه و بيماري
زا به ترتيب داراي رشد پرگنه كم و زياد زا و غير بيماريهاي بيمارينشان داد كه برخي جدايه بررسي قرار داد و

زا از غير بيماري زا بر اساس اندازه گيري ميزان سرعت  هاي بيماريگزارشات زيادي مبني بر تفكيك جدايه هستند.
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 & Humpherson‐Jones, 1983; Veldboom( رشد در دامنه زيادي از محيط هاي كشت حاوي آگار وجود دارد

Lee, 1996(. زيابي توليد رنگدانه در محيط هاي كشت براي تشخيص تيپ هاي بيماري زا، از روش هاي ديگري ار
  )Somda et al., 1996; Sock & Hoppe, 1999( است كه در بسياري موارد نيز كارايي مطلوبي داشته است

استفاده  CDYو  V8 ،OAدر بررسي مقايسه رشد پرگنه هاي برخي از جدايه هاي موتانت از محيط هاي 
هاي براي تفكيك تيپ CDBاز محيط عصاره نخود فرنگي و محيط  )Voigt et al., 2001( كردند. ويگت و همكاران

زاي به موازات آزمون بيماري )McGee & Petrie, 1978(مكگي و پتري  بيماري زا و غيربيماري زا استفاده كرد.
درجه سانتي  20روز در دماي  7هاي قارچي بر روي كوتيلدونها، ميزان رشد قارچ و توليد پيكنيد را بعد از جدايه

درجه سانتي گراد بعد از چهار  20زان توليد رنگدانه را در محيط زاپك در دماي گراد ارزيابي كردند. آنها همچنين مي
براي بررسي رشد  PDAو  V8 ،MEAهاي  از محيط )Hill et al., 1984(هيل و همكاران  هفته مطالعه نمودند.
هونگ و همكاران براي تفكيك تيپ هاي بيماري زا براي توليد رنگدانه استفاده نمود.  CDBپرگنه و از محيط 

)Hong et al., 2009(  از محيط هايPDA ،OA  وMEA  براي بررسي نوع گونه جدايه عامل بيماري ساق سياه كلزا
ايي در محيط كشت زاپك كه توسط برخي تيپ هاي غير هاي قرمز متمايل به قهوهد. توليد رنگدانهناستفاده نمو

براي  CDBاز محيط  كاسك و همكاران .شود در برخي تيپ هاي بيماري زا نيز مشاهده گرديدبيماري زا توليد مي
از محيط زاپك كوچ و همكاران  .)Kuusk et al., 2002( توليد رنگدانه و تفكيك تيپ هاي بيماري زا استفاده نمودند

. )Koch et al., 1989( ا و غير بيماري زا استفاده نمودبراي تفكيك تيپ هاي بيماريز Yeast extractمايع بعلاوه 
نشان داد كه ارتباط معني داري بين آزمايشات  )West et al., 2002(وست و همكاران  اتنتايج حاصل از تحقيق

   .مولكولي و مشخصات رشد پرگنه و توليد رنگدانه جدايه هاي بيماري زا و غير بيماري زا وجود دارد
در اين تحقيق تلاش شده است رابطه رشد پرگنه، توليد رنگدانه و توليد پيكنيديوم در جدايه هاي مختلف 
قارچ عامل بيماري ساق سياه كلزا مربوط به استان هاي مازندران و گلستان (كه پيش از اين از نظر آزمون بيماري 

هاي تقسيم شده بودند) در محيط L. biglobosaو  L. maculansزايي روي كوتيلدونها و علائم شناسي به دو گونه 
در آزمايشگاههاي داراي امكانات  كه بتوان با اين بررسي، كشت و شرايط دمايي مختلف مورد ارزيابي قرار گيرد

  .و بر اساس مواد و تجهيزات حداقل شناسايي اوليه، گروههاي مهاجم و غير مهاجم تشخيص داده شود محدود
  

  هامواد و روش
  هاي مورد آزمايشجدايه

فاده است 2و  1به شرح جدول  )Zaman Mirabadi et al., 2010( جدايه مورد آزمايش 49در اين تحقيق از 
  گرديد. 
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  مشخصات جغرافيايي, نوع نمونه، ميزبان و تعداد جدايه هاي قارچ عامل بيماري ساق سياه كلزا - 1جدول 

  استان  رديف
 تعداد
  جدايه

  ميزبان
گروه

  بيماريزا
آبشرايط

  هوايي و
  )نماد(  رقم نام

 محل روستاي
  برداري نمونه

  نمونه نوع

 بقايا لالا L پي اف و زرفام كوهستاني غيرمهاجم* كلزا 3 مازندران 1

 بقايا  مازاروستاق M  زرفام كوهستاني مهاجم* كلزا  3 مازندران 2

 بقايا  تلوكلا T زرفام كوهستاني غيرمهاجم كلزا  5 مازندران 3

 بقايا  خالخيل KH زرفام كوهستاني غيرمهاجم كلزا  2 مازندران 4

 برگ  نازدشت  DO1  401هايولا معتدل مهاجم كلزا  6 مازندران 5

 بقايا  دشت ناز D02 - معتدل غيرمهاجم خردل وحشي  3 مازندران 6

 بقايا  بيكارآيش BK 401هايولا معتدل مهاجم كلزا  3 مازندران 7

 بقايا  بيكار آيش BK-H - معتدل غيرمهاجم خردل وحشي  3 مازندران 8

 بقايا  كوهي خيل K 401هايولا معتدل مهاجم كلزا  4 مازندران 9

 بقايا  اسلام آباد D04 401هايولا معتدل مهاجم كلزا  7 مازندران 10

 برگ  رستم كلا R 401هايولا معتدل غيرمهاجم كلزا  1 مازندران 11

 بقايا  سورك S 401هايولا معتدل غيرمهاجم كلزا  4 مازندران 12

 بقايا  بندرتركمن B 401هايولا نيمه خشك غيرمهاجم كلزا  2 گلستان 13

 بقايا  فاضل آباد F 401هايولا معتدل مهاجم كلزا  3 گلستان 14

*L.biglobosa  و**L.maculans 

  

  كلزا سياه ساق بيماري عامل قارچ بررسي مورد هاي جدايه اختصاري علائم و كد - 2 جدول
  جدايه عنوان جدايه عنوان جدايه عنوان جدايه عنوان
T-aa 1-B* D04-614-AS-2027-B Kh-g 40-B 
T-cc2-B D04-415-AB-228-B K-19 41-A 
T-bb3-B D04-a16-AB-129-B K-3 42-A 
T-rr4-B D04-d17-AD02-b30-B K-1 43-A 
T-g5-B B-kh-aaa18-BD02-2031-B K-18 44-A 

D01-k6-A** B-kh-dd19-BD02-332-B M-ad 45-A 
D01-w7-A B-kh-bbb20-BL-b33-B M-a 46-A 
D01-g  8-A Bk-1421-AL-aa34-B M-ab 47-A 
D01-aa  9-A Bk-b22-AL-a35-B D01-l 48-A 
D01-ac  10-A Bk-223-AF-136-B R 49-B 
D04-12  11-A S-324-BF-gg37-B   
D04-11  12-A S-225-BF-nn38-B   
D04-5  13-A S-126-BKh-m39-B   

*L.biglobosa=B          **L.maculans=A 
  

  آنها تهيه طرز و استفاده مورد غذايي هايمحيط
  .گرديد استفاده 3 جدول كشت هاي بستر از مختلف غذايي هاي محيط در پرگنه رشد ميزان بررسي منظور به
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  مربوطه كد و سازنده كشور مارك، ، استفاده مورد غذاي هاي محيط - 3 جدول
 رديف محيط كشت مخفف شركت و كشور سازنده كد
1,01614 Merck (Germany) A Agar1 

M638 Himedia (India) V8Vegetable 8 juice agar 2 
1,10130 Merck (Germany) PDA Potato dextrose agar 3 
610173 Liofilchem (Italy) MEA Malt exteract agar 4 
610095 Liofilchem(Italy) CDA Czapeck dox agar 5 
1250Conda (Spain)CDBCzapek dox modified Broth6 

  
، V8،MEA ،PDA، به منظور توليد رنگدانه از V8و  PDAجداسازي و نگهداري قارچ در يخچال از براي 

CDB وCDA براي بررسي خصوصيات ريخت شناسي جدايه از ،PDA ،MEA، V8 وCDA  و براي خالص سازي
تمام محيطهاي كشت غذايي پس از تركيب با آب مقطر استريل به نسبت لازم بر اساس مقدار  استفاده شد. Agarاز 

دقيقه در روي شيكر هيتردار تا حصول محلول يكنواخت قرار داده شد و  30توصيه شركت سازنده به مدت حداقل 
تريل شد. پس از سرد دقيقه در فشار يك اتمسفر در اتوكلاو اس 16درجه سانتي گراد به مدت  121سپس در دماي 

پي پي ام آنتي بيوتيك سولفات  100درجه سانتي گراد، به آن  55تا  45شدن محيط كشت در دماي حدود 
  پني سيلين براي ممانعت از فعاليت باكتري ها اضافه گرديد. پي پي ام 200استرپتومايسين و 

  پرگنه رشد ميزان بررسي
گنه، توليد پيكنيديوم و رنگدانه) قارچ عامل بيماري ساق به منظور بررسي خصوصيات ريخت شناسي (رشد پر

ري شده جمع آو (Zaman Mirabadi et al., 2010)جدايه مربوط به تحقيق زمان ميرآبادي و همكاران  49سياه كلزا، 
 30و  25، 20، 15)، چهار دما (V8و PDA ،MEA ،CDAمازندران و گلـستان در چهار محيط كشت ( هاياستان از

مورد و سه تكرار روز بعد از تلقيح)  12و در سه مرحله (پنج، هشت وتيمار  784مجموعا  درجه سانتي گراد) 
  ارزيابي قرار گرفت.

  جامد محيط در رنگدانه و پيكنيديوم توليد بررسي
كشت روز بعد از  17و توليد پيكنيديوم كشت روز بعد از  20تيمارهاي توليد رنگدانه  ،علاوه بر تيمارهاي فوق

 V8از محيط كشت غذايي  Leptosphaeriaهاي شش ميلي متري مورد ارزيابي قرار گرفت. در اين بررسي پلاگ
)V8 ميلي متري حاوي قرار داده و پس از مهر و  80هاي پليت) را با يك پيپت پاستور استريل برداشته و در مركز

ه گيري قطر ها در انكوباتور قرار گرفت و تيمارهاي دمايي اعمال گرديد. اندازها با پارافيلم، نمونهموم كردن پليت
رنگدانه در مود بر يكديگر بر پشت پليت و محاسبه ميانگين عددي آنها برآورد گرديد. توليد پرگنه با رسم دو خط ع

اي مشخص گرديد. حضور هنارنجي يا قهو-هاي مختلف با تغيير رنگ اطراف محيط رشد پرگنه به زردجدايه
هاي قارچ عامل بيماري ساق سياه كلزا با مشاهده تجمع ساختارهاي سياه كروي ثبت گرديد. آزمايش به پيكنيديوم

تيمار دما به عنوان ي در سه تكرار انجام گرديد. صورت كرتهاي خردشده فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادف
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تجزيه و تحليل فرعي در نظر گرفته شد و -فاكتور اصلي، جدايه فاكتور فرعي و محيط كشت به عنوان فاكتور فرعي
  انجام شد. Microsoft Office Excel 2007و رسم نمودارها در برنامه  SAS version 9.1ها توسط نرم افزار داده

  ليد رنگدانه در محيط مايعبررسي تو
هاي هاي مختلف قارچ به شيشههاي شش ميلي متري از جدايهدر مطالعه توليد رنگدانه در محيط مايع، پلاگ

درجه سانتي گراد به مدت  21منتقل و در شرايط تاريكي در دماي تقريبي  CDBپني سيلين حاوي محيط كشت 
اي اقدام نسبت به تعيين توليد يا عدم توليد رنگدانه زرد يا قهوهپس از زمان مذكور  و چهار هفته نگهداري شدند

  گرديد.
  
   نتايج

  كلزا سياه ساق بيماري عامل قارچ هاي جدايه شناسي ريخت بررسي
نتايج تجزيه واريانس نشان داد بين تيمارهاي آزمايش (دما و محيط غذايي) و اثرات متقابل آنها بر قطر پرگنه 

و تيمار رشد پرگنه در  )4يك درصد تفاوت معني دار وجود دارد (جدول  در سطح احتمال هاي مذكورپس از زمان
  تواند براي تفكيك گونه هاي  مهاجم و غير مهاجم استفاده گرديد. هاي كشت ميتمامي دماها و محيط

  روز 12و  8، 5محيط كشت و دما پس از  چهاردر  Leptosphaeriaجدايه  49جدول تجزيه واريانس قطر پرگنه  -4 جدول

  آزادي درجه  تغييرات منابع
  مربعات مجموع

 روز 12 از بعد روز 8 از بعد روز 5 از بعد

 A(  3  51/3914  **87/15021 **3/35918دما (

  E(  8 68/3 31/7  44/157خطا (
  B(  48  **69/107  **40/337  **48/715جدايه (

  AB(  144  **39/91  **50/235  **16/467اثر متقابل جدايه و دما (
  C(  3  **54/6872  **11/39272  **121410محيط كشت (

  AC(  9  **85/484  **27/1816  **59/4006اثر متقابل دما و محيط كشت(
  BC(  144  **87/33  **95/132  **32/365اثر متقابل جدايه و محيط كشت (

  ABC(  432  **37/30  **68/101  **351اثر متقابل دما، جدايه و محيط كشت(
  E( 1560 41/2 27/9  98/104خطا (

  4/24%  11/16% 61/13%   ضريب تغييرات%
  باشد.مي درصد 1 سطح در بودن دار معني نشانگر**  علامت

  
اختلاف معني داري از نظر رشد پرگنه بعد از پنج روز در هر چهار تيمار دمايي وجود داشت ولي بعد از هشت 

درجه سانتي گراد، اختلاف معني داري مشاهده نگرديد كه اين امر نشان  30و  25روز از آزمايش در دماهاي  12و 
 15در دماي  Leptosphaeriaرشد پرگنه جدايه هاي دهنده عدم روند افزايش رشد پرگنه با افزايش دما بود. كمترين 

درجه سانتي گراد مشاهده  30درجه سانتي گراد و بيشترين آن براي پنج و هشت روز بعد از اندازه گيري در دماي 
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، V8جدايه در تمامي تيمارهاي غذايي ( 49) كه در خصوص همه جدايه ها رويت نشد. رشد پرگنه 1(شكل  شد
PDA ،MEA  وCDAروز بعد از  12درجه سانتي گراد) از پنج تا هشت و سپس  30و  25، 20، 15دمايي ( ) و

  ). 2اندازه گيري، افزايش يافت (شكل 
  

  
  دما ( سانتي گراد)

 8، 5) پس از 30و  25، 20، 15در چهار دما ( Leptosphaeriaنمودار ميانگين قطر پرگنه جدايه هاي مختلف قارچ  -1شكل 
  درجه سانتي گراد هستند.  30و  25، 20، 15به ترتيب بيانگر دماهاي  4و  3، 2، 1عدد  x. روي محور روز 12و 
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  

  روز 12و  8، 5 پس از Leptosphaeriaجدايه  49نمودار مقايسه ميانگين قطر پرگنه  -2شكل
  

روز در تمامي تيمارهاي  12هاي مختلف قارچ عامل بيماري ساق سياه كلزا بعد از ميانگين قطر پرگنه جدايه
زمان ياد شده، دمايي تفاوت معني داري را در سطح احتمال يك درصد با يكديگر نشان داد كه پس از گذشت 

 38ميلي متر)، 92/24(21ميلي متر)، 39/24( 45ميلي متر)،  99/23(11هايكمترين رشد پرگنه مربوط به جدايه
اول تا چهارم (دو جدايه اخير در يك رتبه  ميلي متر) بود و به ترتيب در جايگاههاي 13/25( 9ميلي متر) و  05/25(

) 23/37(43) و 73/37( 36)، 69/38( 32ميلي متر)،  36/39( 48يه هاي قرار گرفتند) و بيشترين آنها مربوط به جدا
و اين نشان داد كه  )3هاي اول تا سوم (دو جدايه اول مشتركا در جايگاه اول) بود (شكل به ترتيب در جايگاه

متر)
لي 

( مي
گنه 

ر پر
قط

 

متر)
لي 

( مي
گنه 

ر پر
قط

 

 

شماره جدايه
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م هاي كشت نسبت به گونه غير مهاج) سرعت رشد كمتري در تمامي محيطL. maculansهاي گونه مهاجم (جدايه
)L. biglobosa.دارند ( 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

روز در محيط  12و  8، 5پس از  Leptosphaeriaنمودار مقايسه ميانگين قطر پرگنه جدايه هاي مختلف قارچ  -3شكل 
  )V8و  CDA ،MEA ،PDAهاي مختلف (كشت

  
و كمترين  V8هاي كشت غذايي در هر سه روز يادداشت برداري مربوط به محيط بيشترين قطر پرگنه در محيط

نيز به ترتيب در جايگاههاي دوم و سوم  PDAو  MEA). محيط غذايي 4در محيط زاپك دكس آگار بود (شكل  آن
تيب از ) به ترCDAو  V8 ،MEA ،PDA( روز، ميانگين قطر پرگنه در هر چهار محيط غذايي12قرار داشتند. بعد از 

هاي اثرات متقابل اثر ميلي متر بود. مقايسه ميانگين 01/17و  71/19، 37/34، 05/48بيشترين تا كمترين در حدود 
درجه سانتي گراد و محيط  30دما و محيط كشت بر روي قطر پرگنه نشان داد كه بيشترين ميزان رشد پرگنه در دماي 

V8 )A1C4 و محيط كشت زاپك دكس آگار ( گراد درجه سانتي 15) و كمترين آن در دمايA4C1 شكل () است
5.(  

  
  
  
  
  
  
  
  

، CDA ،PDAدر چهار محيط غذايي  Leptosphaeriaنمودار مقايسه ميانگين قطر پرگنه جدايه هاي مختلف قارچ  -4شكل 
MEA وV8  روز 12و  8، 5پس از  

متر)
لي 

( مي
گنه 

ر پر
قط

 
 

 محيط كشت

متر)
لي 

( مي
گنه 

ر پر
قط

 

شماره جدايه
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 :C1:CDA, C2(و محيط كشت  A1: 30 ˚Cو A4:15 ˚C  ،A3:20 ˚C  ،A2:25 ˚C(مقايسه ميانگين اثرات متقابل دما  - 5شكل 

MEA, C3: PDA C4: V8 (هاي مختلف قارچ جدايهLeptosphaeria  روز 12و  8، 5بر قطر پرگنه پس از  
  
  رنگدانه توليد

هاي كشت غذايي و دماهاي مختلف بسيار متغير بود. بيشترين ميزان توليد رنگدانه نتايج توليد رنگدانه در محيط
 30). به جز دماي 5(جدول  مشاهده شد CZو سپس  PDAروز در  20در تمامي دماهاي مورد آزمايش پس از 

). با افزايش زمان بررسي (از 5(جدول  مشاهده شد MEAدرجه سانتي گراد، كمترين ميزان توليد رنگدانه در محيط 
هايي كه پتانسيل توليد رنگدانه داشتند و رنگدانه توليد نكرده بودند بيشتر شد. برخي روز)، تعداد جدايه 12تا  5

در تمامي  PDAها در برخي دماها تنها در يكي از محيط هاي غذايي توليد رنگدانه كردند كه همواره محيط جدايه
اي توليد نكردند در هايي كه هيچگونه رنگدانهاها از اين نظر بيشتر تعداد را به خود اختصاص داد. تعداد جدايهدم

ها در مراحل اوليه توليد رنگدانه مي نمودند كه با افزايش رشد پرگنه هاي مختلف متغير بودند. برخي از جدايهمحيط
اشت برداري، رنگدانه توليد شده در ابتداي رشد به سختي قابل بعضا توليد پيكنيديوم در روز هاي بعد از يادد و

  تشخيص و تفكيك بود كه در اين خصوص بر اساس مشاهدات اوليه اقدام شد. 
درجه سانتي گراد در هيچكدام از محيط هاي غذايي قادر  20برخي جدايه ها مانند جدايه شماره يك در دماي 

درجه سانتي گراد در تمامي محيط هاي كشت مورد  30مين جدايه در دماي به توليد رنگدانه نبودند در صورتيكه ه
). اغلب 5(جدول  اشدبآزمايش توليد رنگدانه نمود كه اين مسئله نشان دهنده ارتباط مستقيم توليد رنگدانه با دما مي

حاليكه تعداد آنها در  گراد توليد رنگدانه نمودند دردرجه سانتي 30روز در دماي  5درصد) پس از  51/75ها (جدايه
درصد). بيشترين مقدار توليد رنگدانه در چهار محيط كشت آزمايش  28/14درجه سانتي گراد كمتر بود (  15دماي 

روز پس از آزمايش در  20درجه سانتي گراد و در  25روز مربوط به دماي  8و  5جدايه مورد بررسي بعد از  49در 
  ).5(جدول  درجه سانتي گراد مشاهده شد 15رين ميزان آن در دماي درجه سانتي گراد بود و كمت 30دماي 

  
  

لي 
( مي

گنه 
ر پر

قط
متر)

 

 )C) و محيط كشت (Aاثرات متقابل دما(
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  هاي غذايي و دماهاي مختلف در محيط Leptosphaeriaايينارنجي يا قهوه - هاي زردتوليد يا عدم توليد رنگدانه - 5جدول 

cNIN  
bNIP  هايمحيط رنگدانه در توليد درصد  

  روز 20 از بعد مختلف كشت
( دما  )روز( هاجدايه تعداد

جه
در

 
تي
سان

 
راد

گ
( CZMEAPDAV812  8  5  

16  4  2  9 5 PDA(34/69a)=CDA(34/69)>V8(26/44)>MEA(24/48)26 15 7  15  
5  5 0 9 0 PDA 55/77 )>CDA( 81/40 )>V8( 77/38 )>MEA( 65/32 ) 43 36 23  20  
5  1 0 9 1 PDA( 51/75 )>CDA( 77/38 )=V8( 77/38 )>MEA( 53/26 ) 43 41 33  25  
6  0 0 6 0 PDA( 79/89 )>CDA( 02/51 )>MEA( 93/46 )>V8( 81/40 )  42 39 37  30  

a ،درصد :bكنند، هاي غذايي توليد رنگدانه ميهايي كه فقط در يكي از محيط: تعداد جدايهc: هايي كه در هيچكدام از تعداد جدايه
  .نمايندهاي غذايي توليد رنگدانه نميمحيط

  
هاي كشت غذايي مشاهده گرديد كه درصد حضور آنها در در محيطايي نارنجي و قهوه-دو رنگدانه زرد

عمدتا  CZو  V8هاي هاي توليد شده در محيطرنگدانه .)6هاي غذايي و دماهاي مختلف متفاوت بود ( شكل محيط
درجه  25و  15اي رنگ بود. در دماهاي زرد تا قهوه PDAو  MEAهاي توليد شده در محيط اي رنگ و رنگدانهقهوه

نارنجي توليد نشد. بيشترين ميانگين مجموع درصد توليد رنگدانه -هيچگونه رنگدانه زرد CZو  V8سانتي گراد در 
). تنوع رنگ و شكل 6(شكل درصد) بود PDA )35/79نارنجي در چهار دماي مورد تحقيق مربوط به محيط -زرد

  . )7در محيط هاي كشت و دماهاي مختلف بسيار متفاوت و متنوع بودند (شكل  Leptosphaeriaپرگنه جدايه هاي 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

، PDAدر محيط هاي غذايي  Leptosphaeriaدرصد توليد رنگدانه هاي زرد و نارنجي يا قهواه ايي جدايه هاي  -6شكل 
CDA ،MEA   وV8  روز. 12درجه سانتي گراد بعد از  30و  25، 20، 15در دماهاي  

يد 
 تول

صد
در
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و  a ،bدرجه سانتي گراد (تصاوير  30در دماي  Leptosphaeriaتفاوت رنگ و رشد پرگنه جدايه هاي مختلف قارچ  - 7شكل 
c درجه سانتي گراد ( تصاوير  20) و دمايd ،e  وf(به ترتيب در هر تصوير از بالا سمت چپ  ) در محيط هاي كشت مختلف

  )CDA و V8،MEA ،PDAبه راست و پايين سمت چپ به راست 
  

  CDB محيط
درجه سانتي گراد از ميان  20ايي بعد از چهار هفته در دماي نارنجي و قهوه-بيشترين درصد توليد رنگدانه زرد

ها در اين محيط توليد درصد جدايه87/93بود ( CDBمربوط به محيط  CDBو  PDA ،V8 ،MEA ،CDAپنج محيط 
  .)6(جدول  رنگدانه نمودند)

  پيكنيديوم تشكيل بررسي
 20عد از پنج روز نشان داد كه دماي دماهاي مختلف ب هاي غذايي ونتايج تشكيل شكل غير جنسي در محيط

 15و  30، 25همچنين به ترتيب دماهاي  .اشدبدرجه سانتي گراد بهترين دما از نظر تشكيل شكل غير جنسي مي
بيشترين و  V8درجه سانتي گراد بهترين دما براي توليد پيكنيديوم در جدايه هاي مختلف اين بررسي بودند. محيط 

CZ 8( شكل  كمترين مقدار توليد پيكنيديوم را به خود اختصاص دادند.(  
  
  
  

a b

c d

e f
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هاي بررسي مقايسه نتايج مربوط به توليد رنگدانه، پيكنيديوم، رشد پرگنه با آزمون تست كوتيلدوني برخي جدايه -6 جدول
Leptosphaeria  

سرعت 
 رشد

قطر پرگنه 
 d(ميلي متر)

توليد 
cيومپيكنيد

گروه بيماري   bتوليد رنگدانه
 aزايي

آزمون 
aكوتيلدوني

 جدايه
V8 MEA CDA PDA CDB

 M - - - - + PG1 0B/Tox T-g  6/1±31 سريع

 V - + - + + PG1 0B/Tox F-1 8/8±44 سريع

 M - - + + + PG1 0B/Tox B-kh-cc 78/3±33/38 سريع

 N - - + + + PG1 0B/Tox B-2 2/0±31 سريع

 M - - + + -e PG2 +A/Tox D04-5 44/1±66/22 آهسته

 M - - + + + PGT +A/Tox D04-12 2/3±33/26 آهسته

a ), 2010et al.Zaman Mirabadi (  ،b  درجه سانتي گراد،  20بعد از چهار هفته درc  در محيطV8  20روز در دماي  8بعد از 
بعد از هشت روز،  V8در محيط  dتعداد پيكنيد متغير و متوسط،  Vپيكنيد،، بدون Nتعداد زيادي پيكنيد،  Mدرجه سانتي گراد، 

e محاسبه نشده است  
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درجه سانتي  30و  15در دماي  MEAدرجه سانتي گراد و محيط غذايي  25و  20در دماي  PDAمحيط غذايي 
 20نتايج تاثير دما بر تشكيل شكل غير جنسي نشان داد كه دماي  بيشترين پيكنيديوم را توليد كردند. V8گراد بعد از 

درجه سانتي گراد در بين تيمارهاي آزمايش نامناسب ترين دما براي  30درجه سانتي گراد مناسب ترين و دماي
ديوم توليد پيكني V8هايي كه فقط در درجه سانتي گراد تعداد جدايه 30تشكيل پيكنيديوم بود. اگرچه در همين دماي 

  ).7(جدول  نمودند بيشتر از دماهاي ديگر بود
  در محيط هاي غذايي و دماهاي مختلف Leptosphaeriaتشكيل يا عدم تشكيل پيكنيديوم  - 7جدول

تعداد 
  جدايه

 مختلف هايجدايه پيكنيد در تشكيل عدم
  كشت محيط يك در فقط

 از بعد مختلف كشت هايمحيط پيكنيد در تشكيل
  روز 12

 درجه( دما
  )گراد سانتي

CZ MEAPDAV8
7  0 1 2 5 V8( 55/77 )>MEA( 38/69 )>PDA( 93/46 )>CZ( 04/2 )15  
3  0 1 4 6 V8( 59/79 )>PDA( 38/69 )>MEA( 26/63 )>CZ( 16/8 )20  
13  0 4 1 6 V8( 30/65 )>PDA( 85/42 )>MEA( 28/14 )>CZ( 08/4 )25  
26  0 0 3 11 V8( 42/85 )>MEA( 53/26 )>PDA( 36/18 )>CZ(0) 30  

  
درجه سانتي گراد) از نظر توليد پيكنيديوم براي جدايه هاي مختلف قارچ عامل  30و 15،20،25بهترين دما (

 20) ارزيـابي شـد. دماي MEAوCDA ،PDA ،V8روز در چهار محـيط كـشت (17بيماري ساق سياه كلزا پس از 
داشتند و كمترين  %59/79و  %63/81قدار درجه سانتي گراد بيشترين مقدار توليد پيكنيديوم را به ترتيب به م 15و 

بود. درصد توليد پيكنيديوم در دماي  %77/38درجه سانتي گراد به مقدار  30مقدار توليد پيكنيديوم مربوط به دماي 
  بود. 18/59درجه سانتي گراد  25

  
  بحث 

گرديده است كه رشد پرگنه عامل بيماري ساق سياه مشخص در خصوص  در بسياري از تحقيقات انجام شده 
 زا دارندهاي غيربيماريهاي غذايي نسبت به جدايهزا معمولا رشد كندتري در محيطهاي بيماريجدايه

)Humpherson‐Jones, 1983( .جدايه اسلام هاي انجام شده توسط زمان ميرآبادي و همكاران از طرفي در بررسي
)، تلوكلا 29و  28طق بندر تركمن (جدايه هاي ) و جدايه هاي مناPGT) جزو نژاد بيماري زا (11(جدايه 12آباد 

در  .غير بيماري زا بودند )32و  31، 30، 20، 19، 18 هايو جدايه خردل (جدايه )5و  4، 3، 2، 1 هاي(جدايه
بر روي هاگ هاي جنسي در تعيين جمعيت بيماري زا  )Zaman Mirabadi et al., 2017(مطالعات تكميلي تر توسط

غير بيماري زا مشخص شد كه بخشي از جمعيت قارچ عامل بيماري ساق سياه كلزا در مناطق دشت ناز و 
هاي مربوط به تيپ )44و 41،42،43)و كوهي خيل (38و 36،37) حومه، فاضل آباد (48و 6،7،8،9،10هاي (جدايه
زا لا) و جدايه خردل غير بيماريزا و اغلب جمعيت قارچ در مناطق جنوبي مازندران (تلوكلا، خالخيل و لابيماري

نشان  (Zaman Mirabadi et al., 2010, 2017)و  هاي اين مقاله و دو تحقيق ياد شدهاشد. در مجموع، بررسيبمي
هاي مناطق مربوط به دشت ناز، اسلام آباد و فاضل آباد و كوهي خيل و بيكار آيش را مي دهد كه بخشي از جمعيت
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و مناطق جنوبي مازندران (تلوكلا، لالا و خالخيل) به جز منطقه مازاروستاق (اغلب غير زا هاي بيماريجدايه
زا زا و همچنين جدايه خردل مطلقا غير بيماريهاي غير بيماريزا) را اغلب تيپزا و بخشي هم بيماريبيماري

ي بيشترين رشد پرگنه و ارهاي مربوطه به دشت ناز و فاضل آباد برخي دازدهد. در تحقيق اخير جدايهتشكيل مي
است ) PGT(جزو خطرناك ترين نژادهاي بيماري زا  12برخي داراي كمترين رشد پرگنه بودند. جدايه اسلام آباد 

كه در اين مقاله كمترين رشد پرگنه را به خود در مجموع تمامي تيمارهاي غذايي و دمايي اختصاص داده است. 
تواند در تشخيص و تفكيك ) ميMEAو  V8 ،PDA ،CDAهار محيط كشت (آزمون تعيين قطر پرگنه در چبنابراين 

هاي بيشتر يك ميزان استاندارد براي آن مشخص بايست با بررسي جدايهزا كمك نمايد ولي ميهاي بيماريتيپ
زا در نظر زا از بيماريهاي غير بيمارينمود. توليد رنگدانه و سرعت بيشتر رشد پرگنه از ديگر موارد تفكيك جدايه

به ترتيب  زاشود. كه در اين تحقيق موارد متفاوت با اين موضوع در جدايه غير بيماري زا با جدايه بيماريگرفته مي
شود كه تفاوت رشدي زيادي بين اين دو جدايه وجود ندارد يا جدايه مشـاهده مي 7در شكل dو c در تصـاوير

در  bو a توليد رنگدانه مي نمايد (به ترتيب تصاوير PDAدر محيط بيماري زايي كه برخلاف جدايه غير بيماري زاي 
)، لذا معيار توليد رنگدانه حداقل در خصوص جدايه هاي مورد بررسي نمي تواند به طور دقيق تفكيك كننده 7 شكل

د تعداد درجه سانتي گرا 15) باشد. در دماي L.biglobosa) از غير بيماري زا (L.maculansجدايه هاي بيماري زا (
كمي از جدايه ها توليد رنگدانه نمودند، لذا اين دما نمي تواند فاكتور مناسبي براي نشان دادن قابليت توليد رنگدانه 

 ,.Hong et al(هونگ و همكاران  توسط جدايه هاي مختلف براي تفكيك تيپ ها بيماري زا و غير بيماري زا باشد.

 31، تنها در دماي 31و  27، 23، 20در چهار دماي مورد بررسي  L. biglobosaاي از ند كه جدايهدنشان دا )2009
افزايش دما منجر به توليد توليد رنگدانه نمود كه اين موضوع با نتايج اين تحقيق كه معمولا درجه سانتي گراد 
بيشترين  PDAشود يكسان است. با توجه به اينكه هاي كه داراي پتانسيل توليد رنگدانه هستند، ميرنگدانه در جدايه

ميزان توليد رنگدانه را به خود اختصاص داده بود لذا منابع غذايي ديگري كه شايد پتانسيل بيشتري در توليد رنگدانه 
ي بررسي ميزان توليد رنگدانه با اعمال تيمارهاي مختلف دمايي بالا پيشنهاد مي گردد. اگر چه در داشته باشد را برا

رنگدانه توليد نمود ولي در آزمون  CDBدر محيط كشت  Leptosphaeriaآزمون توليد رنگدانه بيشتر جدايه هاي 
 CDBآزمون توليد رنگدانه در محيط  ) بيماري زا بودند. بنابراين نتايج23كوتيلدوني برخي از همين جدايه ها (

تواند به صورت مشخص و تعيين كننده براي تفكيك تيپ هاي بيماري زا استفاده گردد. لازم به ذكر است كه نمي
اختلاف  قدرت توليد رنگدانه يك جدايه در محيط هاي كشت مختلف و دماهاي متفاوت نيز با يكديگر فرق دارد.

روز از نظر رشد پرگنه وجود  12درجه سانتي گراد بعد از  30و  25شي در دماهاي معني دار بين تيمارهاي آزماي
درجه سانتي گراد  30ميلي متر نسبت به دماي  17/0درجه سانتي گراد حدود  25نداشت ولي رشد پرگنه در دماي 

كه مطالعه در  بيشتر بود و احتمالا با افزايش دما اختلاف بيشتري در جهت كاهش رشد پرگنه مشاهده خواهد شد
 15گردد. همچنين مطالعه در خصوص كمينه دما و ميزان رشد پرگنه در دماي كمتر از اين خصوص پيشنهاد مي

روز نيز قابل بررسي است. نتايج اين آزمايش نشان داد كه تشكيل پيكنيديوم يا عدم  12درجه سانتي گراد و بعد از 
هايي كه مي توانند بطور اختصاصي در گيرد. همچنين تعداد جدايه آن مي تواند تحت تاثير دما و محيط غذايي قرار
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هايي ). جدايه7توليد پيكنيديوم نمايند بيشتر از ديگر محيط هاي غذايي است (جدول  V8دماهاي مختلف فقط در 
ارهاي كه در تمامي تيمارهاي دمايي فاقد قدرت تشكيل پيكنيديوم باشد مشاهده نگرديد لذا مي توان با اعمال تيم

مختلف دمايي و غذايي جدايه هاي مختلف را وادار به تشكيل آن نمود كه از اين نظر انجام آزمون بر روي ديگر 
محيط هاي غذايي، تيمارهاي مختلف دما و يا ديگر محرك هاي محيطي مانند منابع و شدت هاي متغير نوري مي 

درجه سانتي گراد  20ه منظور حداكثر توليد آن از دماي براي توليد پيكنيديوم توصيه مي شود ب بايست انجام گيرد. 
، توليد مثل جنسي اين قارچ و Leptosphaeriaتنوع فنوتيپي حاصل از تنوع ژنتيكي در جمعيت هاي استفاده گردد. 

هتروتال بودن آن از جمله عواملي است كه تفكيك جدايه هاي مختلف بيماريزا و غير بيماريزا را با اتخاذ يك روش 
ابت براي جمعيت هاي در حال تغيير كمي مشكل مي كند لذا لازم است حسب اين تغييرات در جمعيت ها، ث

پروتكل هاي جديد تري در شرايط آزمايشگاهي با استفاده از تيمارهاي غذايي و دمايي اتخاذ نمود. لذا پيشنهاد مي 
مونهاي بيماريزايي، در مطالعات محدود به شود در بررسي هاي اوليه قبل از ورود به آزمايشات سخت و زمانبر آز

با استفاده از خصوصيات رشدي ميزان حجم مطالعات مكمل يا ، ضرورت تصميم گيرييك منطقه، در شرايط 
 Leptosphaeriaتكميلي را براي تعيين نژادهاي بيماريزا با استفاده از بررسي خصوصيات رشد پرگنه جدايه هاي

  محدود كرد.
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