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 چکیده

ریخـت   تاکنون شناخته نشـده اسـت، بـا ایـن وجـود سـطوح بـالایی از تنـوع         Cercospora beticolaگونه مرحله جنسی 
هـاي  تیـپ  حاضـر  در تحقیـق . هاي این قارچ گزارش شده اسـت ها در بین جمعیتکش، ژنتیکی و مقاومت به قارچشناختی
ان تشکیل مرحله جنسـی در  امک با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی تعیین و C. beticola گونهجدایه ایرانی  70 آمیزشی

از مزارع چغندرقنـد منطقـه مغـان     1388براي این منظور در مهر و آبان سال  .گردید شرایط آزمایشگاه و گلخانه بررسی
جدایـه  DNAهـاي برگـی تهیـه و    صورت مستقیم از لکهههاي تک اسپور بکشت. عمل آمدبرداري به، نمونه)استان اردبیل(

و با استفاده  قبلی هاي آمیزشی از طریق تغییرات اعمال شده درآغازگرهاي طراحی شدهتیپ .دهاي قارچی استخراج گردی
 8/0ژل آگـارز   مـراز روي پلیاي زنجیرهمحصولات واکنش الکتروفورز  .شدتعیین گانه چند مرازاي پلیزنجیرهواکنش از 

جفت  440اي به اندازه و قطعه MAT1-1یپ آمیزشی هاي با تجفت باز را تنها در جدایه 800 طولاي به تکثیر قطعه ،درصد
هاي آمیزشی در ایـن ناحیـه   تیپ که نتایج بررسی نشان داد .تایید نمود MAT1-2هاي با تیپ آمیزشی باز را تنها درجدایه

 و MAT1-1جدایـه تیـپ آمیزشـی     52دست آمده، هجدایه قارچی ب 70از در مجموع  .از فراوانی مساوي برخوردار نیستند
هـاي بـا تیـپ    جدایـه القاي مرحله جنسـی بـین   براي بررسی شش روش  ندر ای .داشتند MAT1-2 جدایه تیپ آمیزشی 18

-نظـر مـی  بـه . زمایشگاه و گلخانه موفقیت آمیز نبودآنتایج حاصل در شرایط  .آمیزشی مخالف مورد استفاده قرار گرفت
هـاي دخیـل در   ژنتیکـی در ژن قارچ دخیل بوده و یـا نقصـان  اي در القاي مرحله جنسی این فاکتورهاي ناشناخته رسد که
  . مثلی منجر به عدم تشکیل مرحله جنسی در شرایط مزرعه و یا شرایط کنترل شده می گرددتولیدچرخه 

 MAT1-1 ،MAT1-2 ،مراز چندگانهاي پلیواکنش زنجیره ،آمیزشی تیپ هايژن ،جنسی مثل تولید :کلیدي هايواژه
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  مقدمه
قـارچ   کـه عامـل آن  برگی سرکوسپورایی بیماري لکه

Cercospora beticola Sacc. و  تـرین شایع یکی از باشد،می
در هـوایی چغندرقنـد    هـاي انـدام هاي ترین بیماريمخرب

که تحت شرایط محیطی گرم و مرطوب  استسطح جهان 
کنـد  بیشترین خسارت را به محصول چغندرقند وارد مـی 

 2003، لارتی و همکـاران  2009و  2008ان خان و همکار(
در ایران بیماري مزبور ابتدا توسط اسفندیاري  .)2005و 

شـد و منـاطق انتشـار آن شـامل      گـزارش  1326در سال 
اردبیل، بندرعباس، خوزستان، بجنـورد، سـواحل دریـاي    

به نقل (باشند آباد، خوي و ارومیه میخزر، کازرون، خرم
منجـر بـه کـاهش     ایـن بیمـاري   .)1376از منبع اعتباریان 

دار در میزان محصول، قند ریشه، قند استحصالی و معنی
دلیل افزایش در ضمن به .دگردقابلیت انبارداري ریشه می

هـاي پـردازش افـزایش    هزینه، ناخالصی در ریشه میزان
   .)1992، شان و تنگ 1973اسمیت و راپل ( یابدمی

ائی به روش غیـر  زاز طریق کنیدیوم C. beticolaقارچ 
و مرحله جنسـی بـراي آن شـناخته     یابدمیجنسی تکثیر 
هاي این قارچ تنـوع فنـوتیپی   حال جدایهاین با. نشده است

گسـترش  ، پرگنـه ، هاکنیدیوم یسشناریختبالایی از نظر 
از خـود   هـا کـش علایم بیماري و مقاومت نسبت به قـارچ 

کـخ   ، ویلنـد و 2004مـورتی و همکـاران   ( دهنـد نشان می
-گـر انجام شده مبتنی بر نشان مطالعاتدرضمن ). 2004
مولکولی حاکی از وجود تنوع ژنتیکی بـالا در داخـل   هاي 

مورتی ، 2004ویلند و کخ ( باشدهاي این قارچ میجمعیت
  ).2008، خرونوالد و همکاران 2006و همکاران 

هاي آمیزشـی از طریـق تلاقـی   به صورت سنتی تیپ
ز یک گونه با تیپ آمیزشی مخالف هاي جنسی دو جدایه ا

غیــاب مرحلـه جنسـی مشــخص،    در. شـوند شـناخته مـی  
توانـد بـراي بررسـی امکـان تولیـدمثل      چندین روش مـی 

هایی که به صورت منظم تولید جمعیت. کار رودهجنسی ب
مثل جنسی دارند، بایستی سطح بالایی از تنوع ژنتیکی را 

ل غیرجنسـی  هایی کـه فقـط تولیـد مث ـ   در مقایسه با گونه
روش دیگـر بـراي    ).1996میلگـروم  ( دهنـد دارند، نشـان  

مثل جنسی، بررسی وقـوع و فراوانـی   امکان تولید آزمون
هاي تیپ آمیزشی حضور ژن. هاي تیپ آمیزشی استژن

بــراي اثبــات حضــور مرحلــه جنســی یــا تاییــد آمیــزش  
کـه انتخـاب   با این حال در صورتی. تصادفی کافی نیست

هاي تیپ آمیزشی فراهم باشـد،  وانی در ژنوابسته به فرا
هـاي آمیزشـی از فراوانـی مسـاوي     هاي تیپآن وقت آلل

ــود   ــد ب ــوردار خواهن ــار ( برخ ــدي و همک ، 1999ن اهالی
ــاران 1996میلگـــروم  ــده و 2002، والویـــک و همکـ ، لینـ

   ).2003همکاران 
هاي سـازگاري  هاي مولکولی تعیین تیپمروزه روشا

-نیاز به تلاقیصیت را بدون جنسی، شناسایی این خصو
پـذیر سـاخته و اجـازه    هـا امکـان  هاي جنسی بین جدایـه 

-هاي آمیزشی را نسـبت بـه روش  تر تیپتشخیص سریع
هـاي تیـپ   ژن .دهـد تلاقـی قـدیمی مـی   هـاي  آزمـون هاي 

توسط خرونوالـد و همکـاران    C. beticola گونه  آمیزشی
یج نتـا  واست ه سازي گردیدهمسانهشناسایی و ) 2006(

هتروتـال  مـذکور  این بررسی نشان داد که گونه قـارچی  
ماهیـت   .بوده و داراي سیستم آمیزشـی دو قطبـی اسـت   

هـا حفاظـت   هاي آمیزشی به اندازه کافی در بین گونهتیپ
-شده است که بتوان آغازگرهاي مبتنی بر ناحیه حفاظـت 

هـا طراحـی   هاي تیپ آمیزشی را براي تکثیـر آن شده ژن
 ).1997، کـوپین و همکـاران   2000اران آري و همک ـ( کرد

هـاي تیـپ   کلـون کـردن ژن   براي ترکار سادهبنابراین راه
. باشـد مـراز مـی  اي پلـی زنجیرهآمیزشی قارچی، واکنش 

-از طریـق طراحـی آغـازگر   ) 2006(خرونوالد و همکاران 
-گونـه  هاي تیـپ آمیزشـی  بر اساس توالی ژن 1هاي هرز

-کارگیري این آغازگرهو با ب Mycosphaerella هاي جنس
 .C هـاي تیـپ آمیزشـی قـارچ     هـاي هـرز بخشـی از ژن   

beticola  مــراز پلــیاي زنجیــرهرا بــا اســتفاده از واکــنش
علاوه بر ایـن   ،طراحی شده آغازگرهاي هرز. تکثیرکردند

گونه، قادر به تکثیر بخشی از ناحیه تیپ آمیزشی از دیگر 
ز مشـکلات  یکـی ا . باشـند می  Cercosporaهاي جنسگونه

امکان تکثیر غیر اختصاصی  ،استفاده از آغازگرهاي هرز
هـاي قـارچی و   نواحی ژنومی از گونه هدف و دیگر گونه

ــالاي آغــازگر در   ــه اســتفاده از غلظــت ب ــاز ب واکــنش نی
از . بــر اســتباشــد کــه هزینــهمــراز مــیپلــیاي زنجیــره

هاي تیـپ آمیزشـی   آغازگرهاي اختصاصی مبتنی بر ژن
                                                             

1. Degenerate primers  
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مولکولی براي شناسایی اختصاصـی و   گراننشعنوان به
صـورت تـوام نیـز    هاي تیپ آمیزشـی بـه  کردن آللغربال

جویی در وقت و استفاده گردیده است که منجر به صرفه
   ).2007و همکاران ور (گردد هزینه می

مطالعــات محــدودي روي ســاختار ژنتیکــی تــاکنون 
 و تانجام شده اس این گونه قارچی در ایران هايجمعیت

اطلاعات اندکی درباره پتانسـیل ایجـاد مرحلـه جنسـی و     
اهمیت تکثیر جنسی در چرخه زندگی این گونه قارچی به 

بنابراین در پژوهش حاضر  .ظاهر غیرجنسی وجود دارد
مرحله جنسی  وقوععنوان اولین قدم در بررسی امکان به

 تعیـین این قارچ در ایران، آغازگرهاي اختصاصـی بـراي   
 C. beticolaهـاي ایرانـی قـارچ    یزشـی جدایـه  هـاي آم تیپ

اي شرایط واکنش براي انجام یک واکنش زنجیره ،طراحی
هاي آمیزشی تیپسازي و توزیع ینهبه 1چندگانهمراز پلی

در ضمن امکـان القـاي مرحلـه جنسـی ایـن       .گردید تعیین
-با استفاده از روش قارچ در شرایط آزمایشگاه و گلخانه

  .شدبررسی  هاي مختلف
  
  هاواد و روشم

 هاقارچ جداسازي و نمونه آوريجمع
برگــی هــاي داراي علایــم لکــهبــرداري از بــرگنمونــه

ــی    ــد ط ــان چغندرقن ــپورایی در گیاه ــاهسرکوس ــاي م ه
ــر ســال   ــان 1388شــهریور و مه ــه مغ اســتان ( در منطق

هاي برگی در زیر بینوکولر مـورد  لکه. انجام شد )اردبیل
 .C از تاییـد حضـور قـارچ   و پـس   نـد گرفتبررسی قـرار  

beticolaاسپور مطابق روش توضـیح داده  هاي تک، کشت
به ایـن  . ایجاد شدند )2011( بخشی و ارزنلو شده توسط

عصـاره  کشـت   یطمح ـ يحـاو  پتـري  صورت که تشـتک 
به صورت مـورب قـرار    ،اسیدي شده )MEA(مخمر آگار 

 یـک در  یلآب مقطـر اسـتر   یتـر لیلـی م 10و حـدود  گرفته 
در  یبرگ ـ يهاسپس بافت. شد کشت اضافه یطحگوشه م

و  یـز ت یـک سـوزن  و با استفاده از  یبررس ینوکولرب یرز
با دقـت از سـطح لکـه     یدیوفورتوده کنیدیوم و کن یلاستر
 شـده  اضـافه  آب داخـل  در سپس و خراش داده شدبرگ 
 تـا  زده شـد  هـم بـه  کـاملا  و گرفتـه  قـرار  پتري تشتک به

                                                             
1. Multiplex PCR  

 حالـت  بـه  پتـري  تشـتک  .شـوند  پخش و آزاد ها کنیدیوم
 هايتشتک اضافی و آب نگهداري شب یک مدت به مورب
مورد بررسـی قـرار    بینوکولر زیر در و شده خالی پتري
 حاوي هايتشتک به زدهجوانه هايکنیدیومسپس . گرفت
و در اتاقــک رشــد بــا درجــه  هیافتــ انتقــال کشــت محــیط
در ضـمن پـنج   . در تاریکی نگهداري شـدند  C °25حرارت

از موسسه قـارچ  ) با تیپ آمیزشی مشخص(ایه تستر جد
شناسی فرهنگسـتان علـوم کشـور هلنـد، واقـع در شـهر       

 .گردیداوترخت تهیه 
  

  DNAاستخراج
 MEAها بر روي محیط کشت براي این منظور، جدایه

در تـاریکی رشـد داده    C °25دماي روز در 8-10به مدت
 مـورد  DNAاسـتخراج   بـراي  ،شدند و پس از رشد کـافی 

از بافت قـارچ،   DNA براي استخراج. استفاده قرار گرفتند
کمیـت و  . اسـتفاده شـد   )1992( از روش مولر و همکاران

ــت  ــه روش اســپکتروفتومتري  DNA کیفی استحصــالی ب
 .مورد بررسی قرار گرفت

  
هـاي  بـراي تعیـین تیـپ    هاي مورد اسـتفاده لیست آغازگر

  ازمرپلیاي آمیزشی با استفاده از واکنش زنجیره
 C. beticolaهاي گونـه  جدایهتعیین تیپ آمیزشی  براي

ــازگر  ــت آغ  CercosporaMat1rو  CercosporaMat1f از جف
 جفـت  و MAT1-1اساس ناحیـه حفاظـت شـده ژن     که بر

ــازگر ــر  CercosporaMat2r و  CercosporaMat2fآغ ــه ب  ک
خرونوالـد  توسط  MAT1-2شده ژن اساس ناحیه حفاظت

هاي تیپ ژناز  یهایتکثیر بخش براي )2006(و همکاران 
اسـتفاده   ،طراحـی شـده بودنـد     Cercosporaآمیزشـی در 

-در دو نوکلئوتیــد بــه CercosporaMat2fآغــازگر . گردیــد
  ).1 جدول(صورت هرز طراحی گردیده بود 

مراز ابتدا به صـورت مجـزا بـا    پلیاي واکنش زنجیره
تیپ براي تکثیر ناحیه شده هاي طراحیآغازگر استفاده از
هـا در حجـم نهـایی    واکـنش کلیـه  . انجام گردیـد  آمیزشی

هــاي اســتاندارد از اجــزاي میکرولیتــر و در غلظــت 5/12
صــورت ابتــدا بــافر واکــنش بــه. گرفــتصــورت واکــنش 
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ــوط اصــلی ــردن،   1مخل ــوط ک ــس از مخل ــه و پ  5/11تهی
 10الـی  پـنج سـپس  . میکرولیتر به هـر لولـه افـزوده شـد    

میکرولیتـري   200هـاي  ژنومی داخل لولـه DNA  نانوگرم
PCR         5/12افزوده شـد تـا حجـم نهـایی در هـر لولـه بـه 

پس از مخلوط کردن مخلوط واکـنش و   .میکرولیتر برسد
DNA ها به داخـل دسـتگاه ترموسـایکلر انتقـال     الگو، لوله

هاي حرارتی مورد نظـر بـراي تکثیـر    د و چرخهداده شدن
  .قطعات هدف اعمال گردید

  
 مبتنـی بـر  مراز با آغازگرهاي ي پلیازنجیرهانجام واکنش 

 MAT1-1 ژن
 CercosporaMat1rو CercosporaMat1fآغازگرهـــــاي 

مورد  MAT1-1ي هاجدایهبراي تکثیر ناحیه تیپ آمیزشی 
 5-10مخلــوط واکــنش داراي   .قــرار گرفتنــد اســتفاده 
 1،40×واکنش با غلظت نهایی  ، بافرژنومی  DNA نانوگرم

 5/1ومــول از هــر آغــازگر، پیک dNTPs ،5/0میکرومــولار 
 Taq Polymeraseواحـد آنـزیم    05/0و   MgCl2میلی مولار

-هاي حرارتـی شـامل یـک چرخـه واسرشـت     چرخه .بود
چرخـه   C °95 ،40دقیقـه در  پـنج سـازي اولیـه بـه مـدت     
ثانیــه، اتصــال  20بــه مــدت C °94واسرشــت ســازي در

       ثانیــه و بســط در 30بــه مــدت  C °52آغــازگر در دمــاي
C°72    نهایـت یـک چرخـه بسـط      در ثانیـه و  30بـه مـدت

در ضـمن ایـن   . بـود  C °72دقیقـه در  پـنج نهایی به مـدت  
      ها در چرخـه حرارتـی بـا دمـاي اتصـال آغـازگر      واکنش

C °60  شدند آزمودهنیز.  
  

مبتنـی بـر    مراز با آغازگرهاياي پلیانجام واکنش زنجیره
 MAT1-2 ژن

 CercosporaMat2rو  CercosporaMat2fآغازگرهـــــاي 
مورد  MAT1-2ي هابراي تکثیر ناحیه تیپ آمیزشی جدایه

واکـنش   واکـنش و شـرایط   مخلـوط . استفاده قرار گرفتند
. بـود  MAT1-1شرایط مورد استفاده بـراي تکثیـر   همانند 

واکـنش بـا   ، آغازگر مسـتقیم  در ضمن به دلیل هرز بودن
یـن  ا. نیز انجام گردیداین آغازگرها  پیکومول غلظت چهار

                                                             
1. Master mix 

ها نیز در چرخه حرارتی با دماي اتصـال آغـازگر   واکنش
C°60 شدند آزموده.  

  
  چندگانه مرازاي پلیانجام واکنش زنجیره

  MAT1-1آغـازگر مسـتقیم و معکـوس مبتنـی بـر ژن     
)CercosporaMat1f / CercosporaMat1r (   همراه بـا آغـازگر

  MAT1-2مســــتقیم و معکــــوس مبتنــــی بــــر ژن   
)CercosporaMat2f CercosporaMat2r /(   ــنش ــک واک در ی

بـراي تعیـین تیـپ آمیزشـی      چندگانهمراز پلیاي زنجیره
 .کـار رفتنـد  هزمان ببه صورت هم C. beticolaهاي جدایه

مخلـوط  . با غلظت برابر اسـتفاده شـدند   آغازگر چهارهر 
بـافر   ،ژنـومی   DNAنـانوگرم   10الـی  پنج واکنش داراي 

چهـار  ، dNTPsیکرومولار م 1،40×واکنش با غلظت نهایی 
 05/0و   MgCl2مـولار میلـی  5/1پیکومول از هر آغـازگر،  

  . بود Taq Polymeraseواحد آنزیم 
  

  طراحی آغازگرهاي اختصاصی
تکثیـر   جهت طراحی آغازگر اختصاصی مستقیم براي

، تـوالی نوکلئوتیـدي ایـن    MAT1-2 بخشی از ایدیومورف
ستفاده از نـرم  و با اد شایدیومورف از بانک ژن دریافت 

در ضـمن تـوالی   . مورد بررسی قرار گرفـت  Mega5افزار
ــدیومورف  هــاي از دیگــر گــروه MAT1-2نوکلئوتیــدي ای

قارچی با درصد همولـوژي بـالا از بانـک ژن دریافـت و     
 Mega5نرم افـزار   Clustal W گزینهبندي با استفاده از رج

 MAT1-2موقعیـت آغـازگر هـرز روي تـوالی     . انجام شـد 
مشخص و آغازگر اختصاصی مسـتقیم    C. beticolaگونه

  . )1جدول ( طراحی گردید
از نظر دماي ذوب، (خصوصیات آغازگر طراحی شده 

بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     ) GC طول آغـازگر و محتـوي  
 BioMath - Tm Calculations for Oligos - Promegaبـرخط  

  .گردیدارزیابی 
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هاي تیپ براي تکثیر ژن آغازگرهاي مورد استفاده - 1جدول 
  هاآمیزشی و توالی نوکلئوتیدي آن

  

  تعیین تیپ آمیزشی با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی
ــر ژن  ــی بـــ ــازگر مبتنـــ ــت آغـــ   MAT1-1جفـــ

)CercosporaMat1f /CercosporaMat1r (  ــت ــا جف ــراه ب هم
ــر ژن   ــی ب ــازگر مبتن -MAT1-2  CercosporaMat2f [آغ

beticola  وCercosporaMat2r [  اي زنجیـره  در یک واکـنش
 .Cهاي جدایهبراي تعیین تیپ آمیزشی  مراز چندگانهپلی

beticola مخلوط واکـنش  . کار رفتندهزمان ببه صورت هم
ــانوگرم  10-5 ــافر   DNAنـ ــومی، بـ ــنش ژنـ  1،40×واکـ

 5/1پیکومــول از هــر آغــازگر،  dNTPs ،5/0میکرومــولار 
 Taq Polymeraseواحـد آنـزیم     05/0و   MgCl2رمولامیلی

  .شدرا شامل می
سازي هاي حرارتی شامل یک چرخه واسرشتچرخه

چرخـه واسرشـت    C °95 ،40دقیقـه در  پنجاولیه به مدت 
ثانیـه، اتصـال آغـازگر در     20بـه مـدت   C °94سـازي در 

بـه مـدت    C °72ثانیه و بسـط در  30به مدت  C °52دماي
 پـنج یک چرخه بسط نهایی به مـدت   در نهایتثانیه و  30

 . بود C °72دقیقه در
  

  روي ژل آگارز PCRمشاهده محصولات 
/ وزن ( درصـد 8/0ژل آگارز  قطعات تکثیر یافته روي

اتیدیوم بروماید لیتر میکروگرم بر میلی 1/0حاوي   )حجم
بـه مـدت یـک سـاعت      90اعمال ولتاژ با TAE ×1 در بافر

  .ده شدندمشاه UVنور زیرو  الکتروفورز

  تلاش براي القاي تولیدمثل جنسی
  روش استفاده از قطعات برگ چغندرقند -الف

هاي قارچی تستر با تیپ آمیزشی مخالف روي جدایه
ــت آب  ــیط کش ــدند -مح ــت ش ــار کش ــرگ  . آگ ــات ب قطع

-جدایه در حد فاصل بینچغندرقند در اتوکلاو استریل و 
-تشـتک درب . داده شدندقرار  1 هاي قارچی مطابق شکل

تـا رطوبـت داخـل آن     گردیـد با پارافیلم محکم  هاي پتري
در و  C °25هـا بـه مـدت یـک مـاه در     پتـري . حفـظ شـود  

 بـراي هـا  پس از این مدت نمونـه . تاریکی قرار داده شدند
  .ندگردیدس کاذب در زیر بینوکولر بررسی یتشکیل پریت

  

  
  
  
  
  
  

 القاي در چغندرقند برگ قطعات از استفاده روش - 1 شکل
  جنسی همرحل

  
  کشروش استفاده از قارچ -ب

هاي قارچی تستر با تیـپ آمیزشـی مخـالف در    جدایه
کـش  قارچ. کشت شدند MEAمقابل هم روي محیط کشت 

لیتـر آب  میلـی  100در امپـی به غلظت چهار پیکاربندازیم 
ور کـردن قطعـات   غوطهپس از . گردیدمقطر استریل حل 

کـش، در هـر   کاغذ صافی استریل در داخل محلـول قـارچ  
کـش مطـابق   پتري دو قطعه کاغذ صافی آغشته بـه قـارچ  

، در حاشیه پتري به منظور ایجـاد اسـترس قـرار    2 شکل
در تـاریکی  و  C °25ها به مدت یک ماه درنمونه. داده شد

ها بـه منظـور تشـکیل    پس از این مدت نمونه. قرار گرفتند
  .مرحله جنسی در زیر بینوکولر بررسی شدند

  
  
  
  
  
  

  

  توضیح  )`3      `5(توالی   آغازگر

  
Cercospora

Mat1f  

  
CTTGCAGTGAGGACAT

GG  

  
  مستقیم

  
Cercospora

Mat1r  

  
GAGGCCATGGTGAGTG

AG  

  
  معکوس

  
Cercospora

Mat2f  

  
GATNTACCNTCTCGAC

CTC  

  
  مستقیم

  
Cercospora

Mat2r  

  
CTGTGGAGCAGTGGTC

TC 

  
  معکوس

  
Cercospora
Mat2f-beticola 

  
GATCTACCGTCTCGAC

CTC  

  
طراحی شده در 

  این تحقیق
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  کش در القاي مرحله جنسیاز قارچ روش استفاده- 2شکل 

  
  روش استفاده از لینولئیک اسید -ج

کرده روي رشد هاي آگار کلنیبراي این منظور، قرص
آمیزشـی   هاي قارچی تستر با تیـپ از جدایهMEA  محیط

 MEAروي محـیط کشـت    ومخلـوط   مخالف بـا همـدیگر  
روغـن   لیتـر میلی 10حدود پس از سه روز، . پخش شدند

باشـد، اسـتریل   گردان که حاوي لینولئیک اسید مـی آفتاب
اضافه و هاي قارچی رشد کرده میسلیومروي  شده و بر

  پتـري در  هـاي تشـتک  .)3شـکل  (به خوبی پخش گردیـد  
C°25  هـا  جدایـه پس از یک ماه . در تاریکی قرار گرفتندو

  . به منظور تشکیل مرحله جنسی بررسی شدند
  
  
  
  
  
  

  
  

  روش استفاده از لینولئیک اسید در القاي مرحله جنسی - 3 شکل
  
  روش استفاده از کاغذ صافی -د

پـس از  . شـدند تهیه  جهاي قارچی مشابه روش کشت
رشد، یک قطعه کاغذ صافی اسـتریل روي محـیط کشـت    

در و  C °25در هـاي پتـري  تشـتک . )4شـکل  ( قرار گرفـت 
بـه منظـور   هـا  جدایـه پس از یک ماه . تاریکی قرار گرفتند

  .ندگردیدتشکیل مرحله جنسی بررسی 
  

  
  
  
  
  
  
  

  روش استفاده از کاغذ صافی در القاي مرحله جنسی - 4شکل 
  
  روش القاي مرحله جنسی در شرایط گلخانه -ه

رقند رشد هاي دو ماهه چغندچههاي حاوي گیاهگلدان
هــاي تســتر بــا تیــپ بــا جدایــه درشــرایط گلخانــه،یافتــه 

بـراي   .زنـی شـدند  مایهC. beticola  مخالفگونه آمیزشی 
هـاي قـارچی   این منظور حجم مساوي از میسلیوم جدایه

با تیپ آمیزشی مخالف در داخل آب مقطر اسـتریل بـاهم   
-سـانتی سـه  میسلیوم جمع آوري شده از سطح ( مخلوط

-برگ روي بر زخم ایجاد بدون و )متر مربع محیط کشت
 بـراي رد نیـاز  منظور تامین رطوبت مـو به. دش پاشیده ها

تیمـار  . شـدند انده ها با نـایلون پوش ـ ایجاد آلودگی، گلدان
زنی شـده بـود، بـا    مایهشاهد نیز که با آب مقطر استریل 

ها و جدایهزایی این بیماري. )5شکل ( شد اندهپوشنایلون 
ها لکه. گردیدروز بررسی  8-10علایم ایجاد شده پس از 

هاي قارچی ایهجدو مشخصات  مشاهدهدر زیر بینوکولر 
 پـنج هـا بـه مـدت    گلدان. در زیر میکروسکوپ مطالعه شد

تیس کـاذب  یماه در گلخانه نگهداري و امکـان تشـکیل پـر   
  .بررسی گردید

  

  

  

  

  

با تیپ آمیزشی  هاي تسترشده با جدایهزنیمایهگیاهان  - 5شکل 
  مخالف
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  بررسی بقایاي گیاهی و خاك - و
جنسـی قـارچ    منظور مطالعه امکان تشـکیل مرحلـه   به

 15 حـدود ( روي بقایاي چغندرقند و خاك، حجم کـوچکی 
از بقایا و خاك آلوده در درب ظـروف پتـري    )گرم 20تا 

قرار داده شد و ظـروف پتـري     MEAحاوي محیط کشت 
سـطح محـیط   . گرفتندصورت معکوس روي درب قرار به

در زیـر   مـدت یـک هفتـه   صـورت روزانـه و بـه   بـه  کشت
شــده و رتــابآسکوســپورهاي پبینــوکلر جهــت مشــاهده 

  .گردیدزده بررسی جوانه
  

  نتایج 
مبتنی بر مراز با آغازگرهاي اي پلیزنجیرهانجام واکنش 

  MAT1-1ایدیومورف 
هاي قارچی با جدایه DNAنتایج حاصل از تکثیر 

که این آغازگرها نشان داد  آغازگر جفت استفاده از این
    صال آغازگردر دماي ات پیکومول 5/0 قادرند با غلظت

C°52 یک قطعهbp  800 هاي با تیپ آمیزشی را در جدایه
MAT1-1 بهبا رساندن دما . تکثیر کنندC °60  نیز تغییري

  .)6شکل ( عملکرد این آغازگرها مشاهده نشد در
  
  

-MAT1الگوي باندهاي تکثیر شده با آغازگرهاي  - 6 شکل

1F/R در دماي اتصال آغازگرC °60  1چاهک .%8/0در ژل آگارز - 
نمونه با تیپ آمیزشی  - 2؛ چاهک bp100DNA ladder گرنشان

MAT1-2هاي با تیپ نمونه - 8و  7، 6، 5، 4، 3هاي ؛ چاهک
شاهد منفی با تیپ   CPC19190نمونه - 9؛ چاهکMat1-1آمیزشی 
شاهد مثبت   CPC12191نمونه -10؛ چاهکMAT1-2آمیزشی 

  MAT1-1با تیپ آمیزشی 

آغازگرهـاي مبتنـی بـر    مراز با اي پلیهزنجیرانجام واکنش 
  MAT1-2ایدیومورف 

مـراز  اي پلـی نتایج بررسی محصول واکـنش زنجیـره  
بــرخلاف  ایــن آغازگرهــا روي ژل آگــارز نشــان داد کــه

بـــا  CercosporaMat1rو   CercosporaMat1fآغازگرهــاي 
تعـداد   C °52در دماي اتصال آغازگر پیکومول 5/0غلظت 

-یـر  هـا تکث صاصی در تمـامی جدایـه  زیادي باند غیر اخت
بـا همـین غلظـت قـادر بـه       C °60با افزایش دما به. کردند

 MAT1-2 هاي با تیپ آمیزشـی تکثیر هیچ باندي در جدایه
بـودن  دلیـل هـرز  به. )نتایج نشان داده نشده است( نبودند

 پیکومـول  چهـار این آغازگرها، غلظت مورد اسـتفاده بـه   
نهـایی آغـازگر بـه چهـار     با افـزایش غلظـت   . رسانده شد

جفـت   440قطعه مـورد نظـر   مخلوط واکنش، درپیکومول 
بـه   MAT1-2 هـاي بـا تیـپ آمیزشـی    جدایه بازي فقط در

در ضــمن  .)7شــکل (یافتنــد تکثیــر صــورت اختصاصــی 
منجـر بـه تکثیـر     C°52بـه   C°60کاهش دماي اتصـال از  

  .اد زیادي باند غیر اختصاصی گردیدتعد

  

  

  

  

  

  

-MAT1  آغازگرهاي با شده تکثیر باندهاي الگوي - 7 شکل

2F/Rآغازگر  اتصال دماي درC°60 آغازگر پیکومول چهار غلظت با 
 ؛ bp 100DNA ladderگر نشان- 1چاهک. %8/0 آگارز ژل در

 آمیزشی تیپ با مثبت شاهد نمونه CPC19190نمونه  - 2چاهک
MAT1-2آمیزشی تیپ با هاينمونه- 9و 3،4،5،8 هايچاهک ؛ 
MAT1-2آمیزشی تیپ با هاينمونه - 7و6 هايچاهک ؛ MAT1-1  

  

٧        ٨        ٩      ١٠       ۶       ۵       ۴       ٢       ٣       
١   

٧     ٨      ٩     ۶     ۵      ۴       ١       ٢       ٣ 
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با استفاده از چندگانه مراز اي پلیانجام واکنش زنجیره
اختصاصی طراحی شده در این  آغازگرهاي هرز و آغازگر

  تحقیق
دو  در هر مراز چندگانهاي پلیزنجیرهواکنش  نتایج

حالت استفاده از آغازگرهاي هرز و اختصاصی نشان 
هاي به دقت تیپ قادر هستند آغازگرهااین داد که 

در هر . دنآمیزشی این قارچ را از همدیگر تفکیک نمای
به جفت بازي  440یا قطعه  800جدایه تنها یک قطعه 

تکثیر شدند و در   MAT1-2و MAT1-1 هايترتیب از ژن
باند تکثیر دو باند و یا عدم تشکیل ها کدام از جدایههیچ

- هم C. beticolaا هتروتالیک بودن مشاهده نگردید که ب
مراز با اي پلیواکنش زنجیره ،حالبا این. خوانی داشت

تر صرفهاستفاده از آغازگرهاي اختصاصی مقرون به 
بوده و میزان آغازگر مورد استفاده به یک هشتم کاهش 

، در ضمن باندهاي غیر اختصاصی در دماي اتصال یافت
  .)8شکل ( نگردیدتشکیل  C°52آغازگر

  

  

  

  

  

  

  

  

ــا اســتفاده از آغازگرهــاي   -8شــکل  الگــوي بانــدهاي تکثیرشــده ب
بـا   C°52چندگانـه در دمـاي اتصـال آغـازگر     PCR اختصاصـی در  

 -1چاهـک   درصـد 8/0آغـازگر در ژل آگـارز    پیکومـول  5/0غلظت 
-هـاي بـا تیـپ   نمونه -5و2هاي ؛ چاهک)master mix(شاهد منفی 

هاي بـا تیـپ آمیزشـی    ونهنم –4و3هاي ؛ چاهکMAT1-1آمیزشی 
MAT1-2 نمونـه  -6؛ چاهکCPC19190       شـاهد مثبـت بـا تیـپ

شاهد مثبـت بـا     CPC19191نمونه -7چاهک  .MAT1-2آمیزشی 
 bp  100DNA گـر نشـان  -8؛ چاهـک  MAT1-1تیـپ آمیزشـی   

ladder 

  هاي آمیزشیتیپنتایج بررسی توزیع 
 52دســت آمــده، هجدایــه قــارچی بــ 70از در مجمــوع 

 جدایه تیـپ آمیزشـی   18و  MAT1-1تیپ آمیزشی جدایه 
MAT1-2 هـاي آمیزشـی در   بنابراین توزیـع تیـپ  . داشتند

هاي وده و جدایهبمساوي برخوردار ن میزاناین ناحیه از 
از فراوانی بیشتري برخـوردار   MAT1-1با تیپ آمیزشی 

  .بودند
  

  نتایج القاي مرحله جنسی
جنسـی  براي القاي مرحله  روشدر این بررسی شش 

مورد استفاده قرار  C. beticolaهاي تستر گونه بین جدایه
در القـاي مرحلـه جنسـی     هـا کـدام از ایـن  گرفت کـه هـیچ  

ــت ــد وموفقی ــز نبودن ســاختارهاي جنســی مشــاهده   آمی
قنـد بـا   هـاي دوماهـه چغنـدر   چـه گیـاه زنی مایه. نگردیدند

برگی هاي قارچی علایم تیپیک بیماري لکهمیسلیوم جدایه
روز  10هـا بعــد از حــدود  سرکوسـپورایی را روي بــرگ 

نگهداري گیاهـان  پنج ماه با این وجود پس از . ایجاد نمود
ــه ــهســاختار جنســی در محــل   ،در شــرایط گلخان ــا لک ه

نتایج این بررسی نشان داد کـه اسـتفاده   . مشاهده نگردید
زایـی  هـاي بیمـاري  از سوسپانسیون میسلیوم در آزمون

هـاي  بررسـی علایـم و نشـانه    .باشـد ی مـی عملاین قارچ 
زایـی  آمیـز بـودن ایـن روش در بیمـاري    موفقیتبیماري 
. نشـان داد  ايگلخانـه شـرایط  در را چغندرقند روي  قارچ

 هـاي سرکوسـپوروئید  قـارچ مانند دیگر  C. beticolaقارچ 
ایی زشت مصنوعی بـه سـختی اسـپور   کهاي محیطروي 
امکان اسـتفاده  فوق وش سازي ربنابراین با بهینه. کندمی

هــاي  از سوسپانســیون میســلیوم در اجــراي آزمــون   
  .زایی این قارچ فراهم خواهد گردیدبیماري

  
  بحث

    هـاي گونـه  جدایـه هـاي آمیزشـی   تیپدر این بررسی 
C. beticola شـده توسـط   طریق تغییرات در روش ارایه زا

ــاران   ــد و همک ــتفاده از  ) 2006(خرونوال ــا اس ــاوريب  فن
 هـا آن. مراز چندگانه تعیـین گردیـد  پلیاي زنجیرهواکنش 
دو جفـت   C. beticolaهاي آمیزشی گونـه  تیپتعیین  براي

 شـده طراحـی  مسـتقیم طراحی کردند که آغـازگر  غازگر آ
 = MAT1-2 )CercosporaMat2fبــراي تیــپ آمیزشــی   

 ۶        ۵        ۴        ١     ٢       ٣  ٧     ٨ 
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GATNTACCNTCTCGACCTC ( ــت در دو موقعیـــــــــ
آغازگرهـاي   ادر این بررسـی ابتـد  . هرز داشت نوکلئوتید

در  )2006( ونوالـد و همکـاران  مورد اسـتفاده توسـط خر  
هاي متفاوت آغازگر هاي مجزا و استفاده از غلظتواکنش

-تکثیـر تیـپ   برايحرارتی متفاوت  يهاو با اعمال چرخه
جفـت آغـازگر   . قرار گرفتندهاي آمیزشی مورد آزمایش 

Mat1-1  (CercosporaMat1f / CercosporaMat1r)  در
 C°60و  C °52مول و دماي اتصال پیکو 5/0نهایی  غلظت

 حالـت جفت بازي را بـه  800آمیز قطعه صورت موفقیتبه
-در حالی .تکثیر نمودند  Mat1-1هايجدایهز اختصاصی ا

ــازگر  ــه جفــــت آغــ /  MAT1-2 ) CercosporaMat2fکــ
CercosporaMat2r ( ــایی ــول و در  5/0در غلظــت نه پیکوم
قادر به تکثیـر اختصاصـی    C °60و C °52دماهاي اتصال

نبودند و تنهـا موقـع افـزایش      Mat1-2هايجدایه DNA از
مـول و اعمـال   پیکو چهـار غلظت نهایی آغازگر به میـزان  

جفت بازي را بـه صـورت    400قطعه  C °60دماي اتصال
تکثیـر    MAT1-2هاي تیـپ آمیزشـی   اختصاصی از جدایه

 بـــا طراحـــی آغـــازگر جدیـــد   ).  7 شـــکل(نمودنـــد 
CercosporaMat2f-beticola (GATCTACCGTCTCGACCTC)، 

ــرز    ــتقیم ه ــازگر مس ــاي آغ ــه ج ــراي ب ــپ   ب ــر تی تکثی
امکان تکثیر قطعه موردنظر بـا غلظـت    ، MAT1-2آمیزشی

 C °52پیکومـول و در دمـاي اتصـال    5/0نهـایی آغـازگر   
میزشی جفت آغازگر تیپ آ هر دو). 8 شکل(فراهم گردید 

ــه صــورت اختصاصــی بخــش  ــایب ــپ ژن ی ازه ــاي تی ه
 C °52دماي اتصال در آمیزشی را از ایدیومورف مربوط

زمـان از دو جفـت آغـازگر در    استفاده هـم  .تکثیر نمودند
موفقیـت مراز چندگانه بـه صـورت   پلیي اواکنش زنجیره

هاي آمیزشی تیپهدف را از هریک از  DNAآمیز قطعات 
 و C °52،دماي اتصال آغازگرها در واکنش. تکثیر نمودند

پیکـو 5/0غلظت دو جفت آغازگر بـه صـورت مسـاوي و    
طراحــی آغـازگر اختصاصــی  . مـول در نظـر گرفتــه شـد   

در این تحقیق امکان کاهش درجه  MAT1-2مستقیم براي 
به طور . فراهم آورد را C °52به C °60حرارت اتصال از 

کلی استفاده از آغازگرهاي هرز در دماهاي اتصال پایین، 
الگو شده و  DNAصی آغازگر به باعث اتصال غیراختصا

طراحـی آغـازگر   . گردیـد محصول غیراختصاصی ایجـاد  

هــدف در دمــاي  DNAجدیــد امکــان تکثیــر اختصاصــی 
ــاهش در    ــدون ک ــایین ب ــال پ ــی  اتص ــرد اختصاص عملک

چنـین  در این تحقیـق هـم  . پذیر ساخت ها را امکانآغازگر
غلظـت آغازگرهـاي مـورد اسـتفاده در واکـنش چندگانـه       

. پیکومول کاهش داده شـد  5/0از چهار به  MAT1-2براي 
 DNAکاهش غلظت آغازگر خللـی در تکثیـر اختصاصـی    

کــه موقــع اســتفاده از   هــدف ایجــاد نکــرد، در حــالی   
ــازگر   ــت آغ ــی، جف ــاي قبل   /CercosporaMat2f (آغازگره

CercosporaMat2r (ــایی در غلظــت پیکومــول  5/0هــاي نه
کـه  با توجه بـه ایـن  . قادر به تکثیر قطعه مورد نظرنبودند

هاي مختلف در مخلـوط پایـه   غلظت نهایی الیگونوکلئوتید
باشد، امکان تکثیر قطعه هدف موقع آغازگر هرز پایین می

بـه   . هاي کم آغازگر فـراهم نمـی شـود   استفاده از غلظت
مـراز  پلـی اي سازي شرایط واکنش زنجیرهبهینهکلی طور
ســی در هــاي ســازگاري جنتیــپگانــه بــراي تعیــین دچن

با موفقیـت انجـام گردیـد و     C. beticolaهاي گونه جمعیت
استفاده از این ترکیب آغازگرها و شرایط واکـنش بـراي   

هـاي آمیزشـی در   تیـپ هاي این گونه براي جمعیتغربال 
باشـد کـه در مقایسـه بـا     میمطالعات بعدي قابل توصیه 

) 2006(توسـط خرونوالــد و همکــاران   روش ارایـه شــده 
صــرفه بــوده و از عملکــرد بــالایی در دمــاي مقــرون بــه 

  . باشداتصال پایین برخوردار می
هاي صورت گرفتـه بـراي القـاي مرحلـه     تمامی تلاش

استفاده از جدایـه هـاي تسـتر ایـن      با C. beticolaجنسی 
کنون هیچ تلئومـورفی   تا. گونه در این تحقیق ناموفق بود

ــراي  ــاختار    C. beticolaب ــت و س ــده اس ــایی نش شناس
حـال  بـا ایـن  . شـود کلونال تلقی مـی  بیمارگراین  جمعیتی

دست ههاي بجدایهسطوح بالایی از تنوع ژنتیکی در میان 
مورتی (آمده از یک زخم در یک گیاه چغندرقند در ایتالیا 

 و خرونوالد. مشاهده شده است) 2006، 2004و همکاران 
-جمعیـت نیز تنوع ژنتیکی بـالایی را در  ) 2008( همکاران

. نـد مشـاهده کرد این گونه بـین کشـورهاي مختلـف     يها
طـور مـنظم تولیـدمثل جنسـی دارنـد،      ههایی که ب ـجمعیت

هـاي بیشـتري داشـته باشـند کـه باعـث       ژنوتیپبایستی 
هـایی کـه   جمعیتتیکی در مقایسه با سطوح بالاي تنوع ژن

). 1996 میلگروم(شود تنها تولیدمثل غیرجنسی دارند، می
 C. beticolaشـده در  ژنتیکی مشاهده تنوع میزان بنابراین
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براي یک میکروارگانیسم با تولیدمثل غیرجنسـی بسـیار   
  .زیاد است

در مورد وقوع یا اهمیـت تولیـدمثل جنسـی در مـورد     
 .Cاز جملـه   Cercosporaظـاهر غیرجنسـی    هاي بـه گونه

beticola در طی مطالعات قبلـی  . اطلاعات کمی وجود دارد
یــک قــارچ   C. beticolaمشــخص شــده اســت کــه گونــه

باشــد، در نتیجــه بــراي وقــوع تولیــدمثل هتروتالیــک مــی
بایستی هـر دو ژن تیـپ آمیزشـی     C. beticolaجنسی در 

در مطالعــات . در داخــل جمعیــت حضــور داشــته باشــند 
-قـاره بـرداري از  نمونـه در ) 2006(همکاران  خرونوالد و
هـاي آمیزشـی مشـاهده    تیپتوزیع برابر از  ،هاي مختلف

که تولیدمثل جنسی در جمعیـت رخ  در صورتی. ده بودش
توانـد بـا   هاي آمیزشی مـی بین تیپ 1:1دهد، نرخ تقریبی 

استفاده از انتخاب وابسته به فراوانی، یک نوع از انتخـاب  
غیرمحتمـل   ،علاوهبه ).2000ریچمن (تعادلی برقرار شود 

دو ژن تیـپ آمیزشـی بـا فراوانـی      رسد که هـر نظر میهب
، مگـر اینکـه   دست آیندبهاي میان جمعیت مزرعه دربرابر 
که تولیدمثل جنسی رخ دهد ها کارا باشند یعنی ایناین ژن

ــاران ( ــال دارد  بنـــابراین). 2003گـــودوین و همکـ احتمـ
ــت ــاي جمعی ــپ    C. beticolaه ــل تی ــر دو آل ــه داراي ه ک

آمیزشی با فراوانی برابر هستند، قادر به تولیدمثل جنسی 
آسانی در طبیعـت مشـاهده   ها بهلئومورف آنباشند، اما ت

، باشـد در این خصوص مطرح می اي کهفرضیه .شودنمی
هـاي  در جمعیـت  1تشکیل مرحله جنسی به صورت پنهان

مطـابق  ). 2007همکـاران   خرونوالد و(این قارچ می باشد 
امکان تشکیل چرخه جنسی ایـن گونـه روي   فوق فرضیه 
منجر بـه توزیـع برابـر    هاي ثانوي وجود دارد که میزبان
بـا   .هـا گردیـده اسـت   جمعیتهاي آمیزشی در داخل تیپ
در  هاي آمیزشـی نتایج این تحقیق نشان داد تیپ ،حالاین

نـرخ   منطقه مغان از توزیع مساوي برخوردار نبوده و از
 عـدم بـا   توزیع نـابرابر تیـپ آمیزشـی   . انحراف دارد 1:1

با توجـه   .ردخوانی دااین قارچ هم مشاهده مرحله جنسی
منطقـه مغـان کـه     گرم و مرطـوب به شرایط آب و هوایی 

مناسـب بـوده و کشـت     C. beticolaبراي رشد و توسـعه  
شـرایط بـراي افـزایش    مداوم چغندرقنـد در ایـن منطقـه،    

                                                             
1 Clandestine sexual reproduction 

جنسی مساعد بوده و غیرجمعیت قارچ از طریق تولیدمثل 
-قارچ عامل بیماري وارد چرخـه تولیـدمثل جنسـی نمـی    

جنسی و بـه دنبـال آن انتخـاب     شکیل چرخهعدم ت. گردد
عنــوان مثــال تفــاوت در بــه(آمیزشــی  وابســته بــه تیــپ

در طول ) هاي با تیپ آمیزشی مخالفجدایهپرآزاري بین 
هــاي آمیزشــی در تیــپزمــان منجــر بــه تغییــر فراوانــی 

  . ي این گونه گردیده استهاجمعیت
هــاي متعــددي بــراي القــاي در ایــن بررســی از روش

هـاي بـا تیـپ آمیزشـی مخـالف      ه جنسی بین جدایهمرحل
کنــون مطالعـه جـامعی در خصــوص   تـا . اسـتفاده گردیـد  

قاي مرحله جنسی در این گونـه قـارچی صـورت    لامکان ا
-طور رایج در شرایط طبیعـی وقتـی گونـه   به. نگرفته بود

هاي قارچی بـا فاکتورهـاي محیطـی تهدیـد کننـده رشـد       
از این  شده وثل جنسی شوند، وارد فاز تولید ممواجه می

. کننـد طریق بقاي خود را به نسل هاي بعدي تضـمین مـی  
 دادن قـرار  بـا  توانـد می هیگا کشت محیط روي باروري

از  بخشـی  روي اسـتریل  واتمـن  صافی کاغذ از قطعه یک
 دو یا یک ندداقرار یا و کردن اتوکلاو از قبل کشت محیط
دایـر و  (د یاب ـ افـزایش  کاغذ روي بر لینولئیک اسید قطره

همکـاران   و ، ارزنلو2006لزلی و سامرل ، 1993همکاران 
جاي اسید لینولئیـک خـالص از   هدر این بررسی ب ).2010

روغن آفتابگردان که حـاوي مقـادیر قابـل تـوجهی اسـید      
ولـی نتـایج آزمـایش    لینولئیک می باشد استفاده گردیـد،  

   .منفی بود
اي مرحله کش در القایجاد استرس با استفاده از قارچ

ارزنلـو  . ها موثر شناخته شده استجنسی برخی از قارچ
هـاي کاغـذ   از طریق قرار دادن دیسک )2000(و همکاران 

شـرکت بـایر،   ( کاربنـدازیم  کـش قـارچ  صافی آغشـته بـه  
هــاي در مســیر رشــد جدایــه روي محــیط کشــت )آلمــان

Rhizoctonia solani  مرحلـه   ،جداسازي شده از چغندرقنـد
چ را براي اولین بار در ایران القا و گزارش جنسی این قار

کـش بـراي القـاي مرحلـه     نتایج استفاده از قـارچ  .نمودند
  . همراه نداشتموفقیتی به C. beticolaجنسی 
هـاي بـا تیـپ    میزبان گیـاهی جـو بـا جدایـه    زنی مایه

براي القـاي مرحلـه    ايگلخانهآمیزشی مخالف در شرایط 
با موفقیـت همـراه بـوده     Septoria passeriniiجنسی گونه 

-گیاهچه بررسی حاضردر ). 2007ور و همکاران (است 
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ــه چغندر  ــاي دوماهـ ــدهـ ــا    قنـ ــه بـ ــرایط گلخانـ در شـ
هاي با تیپ سازگار جنسی سوسپانسیون میسلیوم جدایه

علایم تیپیک لکه . مایه زنی شدند C. beticolaمخالف قارچ 
هـا مشـاهده گردیـد ولـی     روز روي برگ 10برگی حدود 

تــی تــا پــس از پــنج مــاه نگهــداري گیاهــان در شــرایط ح
   .مرحله جنسی مشاهده نگردید ،گلخانه

ــارچ    ــه جنســی ق ــدم تشــکیل مرحل ــی ع ــور کل ــه ط            ب
C. betciola      در شـرایط طبیعـی و آزمایشـگاهی نـامعقول

که نتـایج مطالعـات قبلـی نشـان داده     زیرا چنان. باشدمی
 اغلـب  ده و در داخـل است قارچ عامل بیماري هتروتال بو

هـاي آمیزشـی از توزیـع    تیـپ  ،هاي بررسی شدهجمعیت
) 2007ن اخرونوالد و همکار(یکسان برخوردار می باشند 

و از طرف دیگر سطوح بالایی از تنوع ژنتیکی و فنـوتیپی  
هاي مختلف این قارچ گزارش شـده اسـت   جمعیتدر بین 

لد و خرونوا ،2004کخ ویلند و  ،2004ن امورتی و همکار(
این شواهد فرضیه وجود چرخه جنسی  ). 2008همکاران 

هاي ایـن گونـه را تقویـت مـی کنـد      جمعیتفعال در داخل 
از نظـر   C. beticolaگونـه  ). 2008خرونوالـد و همکـاران   (

-مرتبط می Mycosphaerellaبا جنس تلئومورف  زاییتبار
با این حال مرحله جنسی بـراي تعـداد معـدودي از    . باشد

بخشی و (گزارش شده است  Cercosporaاي جنس هگونه
هـاي ایـن جـنس از طریـق     گونـه و اغلب ) 2012همکاران 

  .تولید کنیدي تکثیر می یابند
هـاي آمیزشـی   تیـپ هـاي  مورفور چند حضور ایدیه

ي رهـاي هتروتـال ضـرو   قـارچ مثل جنسی در دبراي تولی
چرخه جنسی کافی باشد ولی شاید براي تکمیل موفق می

باشد میده یالعاده پیچفوقرخه تولیدمثل جنسی چ. نباشد
هـر  . هاي متعددي در تولیدمثل جنسی دخیل هستندو ژن

هاي دخیل در چرخه تولیدمثل جنسـی  نوع نقصان در ژن
اخـتلال در چرخـه تولیـدمثل جنسـی     تواند منجـر بـه   می

ــارچ ــا شــود ق ــون و همکــاررتو(ه ، کــوپین و 1993ن اگئ
، 2000، آري و همکـاران  1998گئون ر، تو1997همکاران 

  . )2006دوباکی و تورگئون 
عنـوان نقطـه شـروعی بـراي     نتایج تحقیق حاضـر بـه  

در آمیزشـی  هاي تیپتحقیقات بعدي در خصوص غربال 
هاي مختلف این گونه با استفاده از واکـنش  داخل جمعیت

نیـاز   دیگر آید و از طرفحساب میاي چندگانه بهزنجیره
ي فهم چرخه زنـدگی ایـن قـارچ و    هاي جدید برابه تلاش
را  آنهـاي  جمعیـت هاي دخیل در تنوع ژنتیکـی  سازوکار
  . دهدنشان می
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Abstract 

Sexual stage of Cercospora beticola has not yet been discovered; however, high levels of phenotypic and 
genetic diversity as well as resistance against fungicides have been reported in different populations of         
C. beticola. In present study, mating types of 70 Iranian isolates of C. beticola were determined using 
specific primer sets and formation of sexual reproduction cycle was evaluated under laboratory and 
greenhouse conditions. For this purpose, C. beticola isolates were recovered directly from sugar beet plants 
showing leaf spot disease symptoms in fields of Moghan region, Ardabil province. Pure cultures were 
established using a single spore technique and subsequently subjected to DNA extraction. Mating types were 
determined by a modification made in the already designed protocol using a multiplex PCR assay. Analysis 
of PCR products revealed a 400 bp amplicon specific only for Mat1-2 and an 800 bp amplicon specific for 
Mat1-1 isolates only. Six different methods were used to induce sexual structures by crossing opposite 
mating type strians under laboratory and greenhouse conditions. The results for the induction of sexual stage 
using different crossing protocols were unsuccessful. It seems that some unknown factors are involved in 
sexual induction or failure in other genes involved in sexual reproduction result in lack of sexual 
reproduction under field or controlled conditions.    

Keywords:, Mat1-1, Mat1-2, Mating type genes, Multiplex PCR, Sexual reproduction 
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