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  چكيده

جهت كشت .  مورد بررسي قرار گرفتUstilago maydisهاي  و ميسليومبازيديوسپوررفتار هسته در تليوسپور، 

-ميكروسكوپ اپيمطالعه رفتار هسته با استفاده از . روز استفاده گرديددكست% PDA + 10تليوسپورها از محيط 

سپور كروي و بزرگ و هسته در تليو.  اورنج صورت پذيرفتآميزي با دو رنگ اتيديوم برمايد و اكردينفلورسنت و رنگ

زني رشد  روش جوانه و بهغيرانگليبه صورت ) اسپوريديوم(ها بازيديوسپور. اكثر فضاي داخلي آن را اشغال نموده است

 بازيديوسپورهسته در .  مادري قرار دارنداسپوريديوم از º45 الي º35زده با زاويه هاي جوانهبازيديوسپوركنند و مي

 مهاجرت و پس از تقسيم ميتوز يك اسپوريديوم به محل تشكيل ، جديداسپوريديومبيضوي شكل و در هنگام تشكيل 

برخي .  بافت آلوده به دو صورت مشاهده شدنددرونها ريسه. شودتشكيل منتقل مي در حال اسپوريديوم هسته به درون

ها در محل هاي متورم درون سلولي تا زوائد انگشت مانند و برخي ريسه و ظريف و به اشكال متفاوت شاخهايهستهدو

آلوده در محيط كشت بافت حاصل از  U. maydisهاي ريسه .بودند و ضخيم و ديپلوئيد ايهستهتكتشكيل تليوسپور 

هاي درون حفره.  ديواره سلولي قرار داشتندها در ارتباط نزديك با يكديگر و در نزديكي و هستهايهستهدوكشت عموماً 

 مشاهده ايدو هستهو ريسه ها در حال تبديل شدن به تليوسپور بودند يوسپورهاي جوان و بالغ، همه ريسهمملو از تل

  .نگرديد

  

، ريسه ايهستهدوريسه ، )اسپوريديوم (بازيديوسپور، سيتولوژي، تليوسپور، Ustilago maydis: هاكليد واژه

 ايهستهتك

      

  مقدمه                           

هك معمولي ذرت قارچ اعامل بيماري سي
Ustialgo maydis (D.C.) Corda (Syn= U. 

zea Ung)از خصوصيات بارز اين قارچ . باشد مي

آوري زياد و دوام نسبتاً طولاني تليوسپورهاي آن، زاد

تغيير پذيري زياد در نحوه زندگي و علائم خاصي 

به طور كلي تعداد . كندكه در گياه ايجاد مياست 

اسپورهاي موجود در يك سانتي متر مكعب گال آن 

-7زنند و دوام آنها بين  ميليارد تخمين مي6-25را 

تليوسپورها ). 21  و10، 3( سال گزارش شده است 5

نوك و اي سياهرنگ، بيضوي بيزيتوني تا قهوه

). 1(باشند  ميكرومتر مي8-11خاردار به قطر 

تليوسپورهاي ديپلوئيد پس از يك تقسيم ميوز، كه 

زده و توليد گيرد، جوانهدر درون تليوسپور صورت مي

كنند، از هريك از  چهار سلولي ميبازيديوميك 

بيضي شكل ) مواسپوريدي (سپوربازيديوها يك سلول

ها بازيديوسپور. آيدو يك هسته بيرنگ به وجود مي

شوند و اغلب نيمه به طور جانبي يا انتهايي توليد مي
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). 4(گردد  از نيمه پاييني آن جدا ميبازيديومبالايي 

ها از يك تيپ بازيديوسپورمعمولاً دوتا از اين 

ار آميزشي و دوتاي ديگر از تيپ آميزشي سازگ

بعد از جوانه زدن ). 24و  13، 5(مخالفند 

-ها توليد يك ريسه باريك هاپلوئيد ميبازيديوسپور

كند و احتياج  زندگي ميغيرانگلينمايند كه به طور 

به آميزش با ريسه از نوع جنسي سازگار ديگر دارد تا 

پس ). 6(بتواند در گياه عفونت واقعي به وجود آورد 

  در 1مل ديكاريوتيزاسيوناز آلوده ساختن ميزبان ع

  انجام مي2 ميزبان به طريق سوماتوگاميجنسو

 باشداين قارچ از لحاظ جنسي چهار قطبي مي. گيرد

 زندگي قارچ چرخه در دو هسته ايريسه ). 12(

-اي به نظر ميريسه تك هسته. نقش اساسي دارد

-رسد عمر كمتري داشته و به ندرت زياد رشد مي

 اتصال بوده و قلاب فاقد اين ريسه اصولاً. كند

 به ميسليوم سياهك). 13(كند  تليوسپور توليد نمي

يابند ولي در بعضي فراواني در ميزبان توسعه نمي

اي در ميزبان پخش مراحل به مقدار قابل ملاحظه

اختلاف بسيار زيادي بين مطالعات ). 2(گردند مي

 در ريسهموجود در رابطه با اين سوأل كه آيا رشد 

ان درون سلولي است يا بين سلولي است وجود ميزب

به هر حال گزارشات حاكي از اين حقيقت ). 28(دارد 

 رچ در بيشتر موارد بين سلولي است قاريسهاست كه 

اغلب هيچ علائمي قبل از اسپورزائي در ميزبان  و

اين قارچ مي تواند ). 28 و27(شود آلوده ديده نمي

. انش آلوده كندهر بافت مريستمي را از گياه ميزب

 سيستميك نشده در ميزبان دو هسته ايميسليوم 

هاي آلودگي كه شامل ولي به سرعت در محل

هاي جانبي و بلال در حال هاي جوان، جوانهبرگ

اسپورزايي در اين . يابدباشد، گسترش ميرشد مي

- روز پس آلودگي بروز مي10ها، گاهي حتي محل

ه به طوري كه در  بود3اين قارچ دوشكلي). 29(كند 

                                                 
1- Dikaryotization 

2- Somatogamy 

3- Dimorphic 

خارج از ميزبان مخمر مانند و با جوانه زدن رشد 

اي تغيير كند و در داخل ميزبان به فرم ريسهمي

دهد، براي اين تغيير شكل به موادي نظير شكل مي

اين قارچ از نظر ژنتيكي ). 17(كيتين نيازمند است 

هتروتال چهار قطبي است و براي ايجاد بيماري 

گار كه داراي آلل هاي متفاوت  سازسويهنيازمند 

  .)13(باشد است مي

  

  هامواد و روش

  اسپوريديوم تليوسپور و -1

 زدهحاوي تليوسپور جوانه% 2هاي آب آگار قرص

روي اسلايدهاي ميكروسكوپي پوشانده شده با 

) 40: 1به نسبت % (4 و فرمالين  Hauptچسب 

 ساعت 24 به مدت Cº 45-42قرار گرفته و در آون 

زده  و يا اينكه تليوسپورهاي جوانه)16( شدند خشك

 % 4هاي پتري جهت تثبيت با محلول در تشتك

 18به مدت حداقل /. M 25فرمالدهيد در سوكروز 

 پوشانده شدند و سپس در Cº 5 ساعت در دماي

 Cº 5  ساعت در دماي24به مدت % 70اتانول 

 دو مرتبه با آب مقطر سترون مجدداً تثبيت و سپس

 -Cº 45  شده و به آلبومين منتقل و در آون شسته

  ).30( ساعت خشك شدند 24 به مدت 42

آميزي هسته از اتيديوم برومايد براي رنگ

ليتر بافر فسفات گرم در ميليباغلظت يك ميلي(

M1/0 2/7 و=pH ( و اكراين اورنژ) 1/0با غلظت 

، M1/0ليتر بافر فسفات گرم در ميليميلي

0/6=pH (استفاده شد) آميزي هاي رنگنمونه). 18

 مدل Olympusشده به اين ترتيب با ميكروسكوپ 

BX51 مجهز به كندانسور اپي فلورسانس و به 

-WG) 520 از نوع fluorescence cubeترتيب با 

545 nm excitation wavelength (و WB 

)490-500 nm excitation wavelength( 
   .بررسي شدند
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   دو هسته ايهاي هجداسازي و كشت ريس -2

آوري و با  بيمار جمع ذرتهاي آلوده از گياهگال

 درصد ضدعفوني سطحي 5/0هيپوكلريت سديم 

 بار شستشو با آب مقطر سترون، به 3پس از . شدند

 PDAصورت عرضي دو نيم شدند و بر روي محيط 

+ دكستروز و يا محيط سيب زميني % 10به همراه 

رار داده شدند گليسرين ق% 10+ دكستروز % 10

 ساعت نور 12 و Cº 25ها در دماي كشت. )15(

-به منظور رنگ. متناوب در انكوباتور قرار داده شدند

هاي ذكر هاي ميكروسكوپي از روشآميزي و بررسي

  .شده استفاده شد

   ميسليوم هاي تليوسپورزا در بافت ميزبان-3

 25 و 11، 7، 4، 2هاي آلوده به فواصل بافت

% 4آوري و در محلول زني جمعمايهروز پس از 

 و سپس در اتانول M 25/0فرمالدهيد در سوكروز 

سازي با گيري و شفافتثبيت شده و سپس آب% 70

.  زايلن صورت گرفت-بندي شده اتانولسري درجه

 قرار داده Cº 58-56 ها در پارافينپس از آن نمونه

 ميكرومتر 7-10مقاطعي به ضخامت ). 30(شدند 

مقاطع روي .  ميكروتوم دوار از آنها تهيه شدبوسيله

اسلايد حاوي حسب آلبومين گليسرين قرار داده 

 خشك و با زايلن، Cº42-40شدند، در دماي 

ها از سري درجه بندي نمونه. پارافين زدايي شدند

هاي ذكر شده در اتانول تا آب گذرانده و مانند روش

  .)18 (آميزي و مطالعه شدند رنگ1بند 
  

  يجنتا

  :اسپوريديوم تليوسپور و -1

آميزي با هر دو هاي تليوسپورها در رنگهسته

ماده رنگي اتيديوم برمايد و اكريدين ارنج كاملاً گرد 

 كل فضاي داخلي تليوسپور را رسيد كهو به نظر مي

 الي چهار).  B وA-1 شكل(اشغال نموده است 

 ساعت پس از كشت تليوسپورها روي محيط شش

اي ها نخي شكل يك هستهريديوماسپوغذايي 

اي به و در برخي موارد دو هسته) D  وC-1 شكل(

زدن و تقسيم رسيد كه احتمالاً در حال جوانهنظر مي

رشد . ، شكل گرفت)B-2شكل (باشند ها ميهسته

تر تر و سريعروي محيط مايع حاوي گليسرين راحت

زده با زاويه هاي جوانهاسپوريديوم. صورت پذيرفت

º35 الي º45 مادري قرار اسپوريديوم نسبت به 

  ).D و C-2شكل(داشتند 

اي توليد شده در هاي پنبهسيتولوژي ريسه-2

  :محيط غذايي مصنوعي

 بود دو هسته ايريسه جدا شده در محيط كشت 

هاي آنها تقريباً گرد تا بيضوي و هسته) 3شكل(

هاي تقريباً در همه موارد هسته. شكل مشاهده شدند

هاي اسپورزا بصورت دوتايي و در ارتباط سهري

زاويه انشعابات از تقريباً . نزديك با هم مشاهده شدند

 شكل از ريسه مادري Yراست تا يك جداره عرضي 

  ). C-4شكل(متغير بود 

سيتولوژي ميسليوم تليوسپورزا و تليوسپورها -3

  :در مقاطع بافت ميزبان

 روز 11  و7، 4، 2ميسليوم اسپورزا در به ترتيب 

زني و به ندرت در مرحله ايجاد علايم پس از مايه

  ). 4شكل(مشاهده گرديدند 

 و بدون ديواره دو هسته ايهاي جوان، ريسه

در صورتي كه ) 4شكل(ضخيم مشاهده شدند 

تر به صورت منوكاريوتيك و داراي هاي مسنريسه

تر بودند و به عنوان ديپلوئيد فرض ديواره ضخيم

 هرچند يافتن هسته در ريسه درون ).5 شكل(شدند 

  .بافت آلوده مشكل بود

زني و با پيشرفت آلودگي  روز پس از مايههفت

اين . ريسه منشعب شده و وارد فضاي سلولي شدند

هاي متفاوتي داشتند؛ برخي ساده و انشعابات شكل

هايي هستند كه رشد آنها رسيد ريسهبه نظر مي

هاي بين ، برخي شاخه)C-6 شكل(ادامه دارد 

سلولي متورمي بودند و برخي ديگر به صورت 

مانند خاتمه يافته بودند و يا به نوعي متورم انگشت

  ). B-6شكل(گشته بودند 
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و اكريدين ) A(آميزي با اتيديوم برمايد  در رنگUstilago maydis هسته تليوسپورهاي -1شكل 

 و اسپوريديوم D و Cشكل . ي تليوسپور را اشغال نموده استرسد كل فضاي داخلبه نظر مي) B(اورنج 

  .نشان مي دهد) D(و اكريدين اورنج ) C(آميزي با اتيديوم برمايد هسته آن را در رنگ

  

  

     
  .D تا Aدرحال جوانه زدن از : Ustilago  maydis اسپوريديوم -2شكل 

       

  

  

    
  .  در محيط كشتUstilago  maydisهاي قارچ  تشكيل ميسليوم-3شكل 

  .هاي باريك ايجاد شده با پيكان نشان داده شده استريسه

B 

A B 

A C

c

C D 

D 
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ها با هسته. جدا شده از بافت آلوده ميزبان UStilago maydis دو هسته ايهاي  ريسه-4شكل 

   نشان داده شده استC شكل در شكل Yانشعاب . علامت نشان داده شده است

  

  

        
-هاي مسن احاطه درون بافت ميزبان به همراه ريسه Ustilago maydis تشكيل تليوسپور-5شكل 

  . گيري هستنداي كه در آن تليوسپورها در حال شكلكننده حفره

  ريسه مسن ضخيم و مونوكاريون با علامت پيكان نشان داده شده است

  

    
برخي ساده و . Aت آلوده در مقايسه با بافت سالم  در باف Ustilago maydis  گسترش ريسه-6شكل

  ، )C(هايي هستند كه رشد آنها ادامه دارد رسيد ريسهبه نظر مي

  )B(هاي بين سلولي متورمي بودند برخي شاخه

A B 

C 

C 

A 

B 
C 
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  بحث
در اين مطالعه انتقال از مرحله ديپلوئيد به 

دو هسته هاپلوئيد منوكاريوتيك و سپس به مرحله 

 Ustilago maydisزندگي  كه در طول دوره اي

  . دهد، بررسي شده استرخ مي

 U. maydis استراحتحال  تليوسپورهاي در

يكرومتر مي باشند رامبرگ و  م11-8تقريباً گرد 

 لايه ديواره سلولي را در آن 3) 23 (1لينمك لاف

بيان ) 14 (2و سالي دونالدسون. تشخيص دادند

 كه هسته در تليوسپور اكثر فضاي داخلي را كردند

اشغال كرده است و از نظر بيوشيميايي و 

اشغال اكثر فضاي . باشدفعال ميفيزيولوژيك غير

از حضور سلولي توسط هسته با نتايجي كه داخل 

  .مطابقت داشتحاصل شد هسته در تليوسپور

 و فيشرقارچ توسط   سلوليچرخهرفتار هسته در 

وصيف شده و شامل سه فاز اصلي ت) 15 (3هولتن

-مرحله دو و ايهستهمرحله تكباشد؛ ديپلوفاز، مي

شود فاز ديپلوئيد يا ديپلوفاز زماني آغاز مي. ايهسته

 با هم تركيب و ايهستهمرحله دوكه دو هسته 

فاز هاپلوئيد يا . دهندميتشكيل هسته ديپلوئيد را 

وز آغاز و  از زمان انجام تقسيم ميايهستهمرحله تك

 به فاز ايهستهتكهاي با تركيب شدن سلول

نتايح اين پژوهش نشان . شود وارد ميايدوهسته

. باشداي مي هسته درون تليوسپور تك هستهداد كه

اين هسته احتمالاً ديپلوئيد بوده و پس از تقسيم 

. شود ميمرحله تك هسته ايميوز وارد مرحله 

 شدن به ميزبان  تا زمان واردمرحله تك هسته اي

  .يابدادامه مي

زني و ميوز با قرار دادن تليوسپور در القاء جوانه

، 4زواركاهايي حاوي سهاي غني نظير محيطمحيط

در اين ). 9(باشد  امكان پذير مي6 يا مليزيتوز5رافينوز

                                                 
1- Ramberg & Mclaughlin 

2- Donaldson & Saville  

3- Fischer & Holton 

4- Sucrose 

5- Raffinose 

 درصد 10پژوهش القاء اين عمل با اضافه كردن 

/  بيشتر به محيط مايع سيب زميني7دكستروز

گليسرين به منظور رشد بهتر قارچ / كستروز د

هاي مايع براي  استفاده از محيط. صورت پذيرفت

هاي سياهك پيشتر توصيف شده بهبود رشد قارچ

در طبيعت وجود مواد خاص درون ). 22 و 15(بود 

در تريلكا. شوندزني قارچ ميميزبان باعث القاء جوانه

هاي فتز در باوسطوح بالاي ساكار) 9( 8و گوتليب

زني عامل تحريك تليوسپور براي جوانهرا آلوده 

زني تليوسپور ميوز و جوانه U. maydisدر . برشمرند

زني جوانه. باشندبه طور همزمان با هم مربوط مي

-تليوسپورها در محيط مصنوعي به صورت غير

 ساعت بعد از شش تا چهار. همزمان صورت پذيرفت

آناليز .  ايجاد گرديدبازيديومزني تليوسپور متاجوانه

) بازيديوممتا(ميسليوم پيشها در تليوسپور و هسته

 هسته به بازيديومگيري متانشان داد كه بعد از شكل

درون آن منتقل شدند، اين نتايج، نتايج رامبرگ و 

را در رابطه با فعاليت تليوسپور ) 23 (لين فلامك

 يومبازيدهر سلول متا. كندزني تائيد ميپس از جوانه

 كرد و سپس رشد به بازيديوسپورزني توليد با جوانه

تقسيم (زني ي و از طريق جوانهغيرانگليصورت 

-اسپوريديومدر اين پژوهش . ادامه يافت) ميتوزي

زني هايي مشاهده گرديد كه در مراحل ابتدايي جوانه

ها صورت بودند به اين مفهوم كه تقسيم هسته

ها لي بين هستهگرفته بود ولي هنوز ديواره سلو

هاي بلندي بودند  شكل نگرفته بود و به نظر سلول

جوانه ايجاد شده . رسيدنداي به نظر ميكه دو هسته

 مادري اسپوريديوم نسبت به º45 الي º30با زاويه 

 9رلستهاي اسنقرار گرفته بودند اين نتايج با يافته

 .تطابق داشت) 25(

 دوهاي  در اين پژوهش همچنين ميسليوم

 در محيط كشت مايع حاوي گليسرين و اي ستهه

                                                                   
6 -Melezitose 

7- Dextrose 

8- Caltrider & Gottlieb 

9- Snetselaar 
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هاي در اين ميسليوم. دكسترز مشاهده گرديد% 10

ها در رابطه نزديكي با يكديگر  هستهايهسته دو

قرار داشتند و ديواره سلولي در ريسه كاملاً مشهود 

 اسپوريديومجفت شدن ) 15( و هولتن نيز فيشر.  بود

اي را در ه دو هستدو هسته ايو ايجاد ميسليوم 

. توصيف كردندگليسرين آگار محيط كشت 

كند كه همه نيز بيان مي) 11 (1نسنكريستي

هاي ايجاد شده در ابتدا يك سلولي اسپوريديوم

 ايدوهستههستند و در صورت جفت شدن ميسليوم 

براي اولين بار ثابت ) 15(اسلومر . دهندل مييشكت

 قادر  در محيطU. maydisهاي اسپوريديومكرد كه 

به جفت شدن شدن با يكديگر به وسيله مهاجرت 

 به ديگري و در نتيجه اسپوريديومهسته از يك 

 با تاييد )7( 2 ومناب. باشند ميدو هسته ايايجاد فاز 

-اين مسئله بيان كرد كه پس از تركيب شدن هسته

گيرد و از طريق  شكل ميدو هسته ايها ريسه 

دو ريسه ) هاتقسيم ميتوزي سلول(تقسيم معمولي 

هنگامي كه مخلوط ). 8 و 7(كند  رشد ميهسته اي

تليوسپورهاي جمع شده از مناطق مختلف استان 

خوزستان با هم تركيب شدند و روي محيط ذكر 

شده كشت داده شدند، واكنش جفت شدن بين آنها 

اي از  دو هستهدو هسته ايصورت گرفته و ريسه 

دو هسته ه مشاهده ريس. محيط قابل جداسازي بود

نيز توصيف ) 25 (سلرتاسن در محيط كشت توسط اي

  .شده بود

هاي آلوده هاي جدا شده حاصل از گالريسه

اي و در محيط مايع به خوبي قادر به همه دو هسته

هاي درون سلولي مشاهده ريسه. رشد و توسعه بودند

شده در اين پژوهش در ابتدا و قبل از تشكيل 

 و پس از آن دو هسته ايو اي تليوسپورها دو هسته

و در محل تشكيل تليوسپورها يك هسته و ديپلوئيد 

 هاي قبلي اسنتسلر نتايج با يافتهاين. فرض شدند

                                                 
1- Christensen 

2- Bowman 

 4 و ميمزو اسنتسلر) 26 (3كن و مكتسلر، اسن)25(

  .تطابق دارد) 29 و 28، 27(

در روند تليوسپورزايي مشخص شد كه توليد 

 ت است كه ريسه صور اينتليوسپور در اين قارچ به

شوند و هر قطعه منشاء هاي اسپورزا قطعه قطعه مي

هاي اسپورزا تماماً يك تليوسپور آغازين است و ريسه

به تليوسپورهاي جوان تبديل مي شوند، لذا اين 

 با آنچه كه براي تيپ U. maydisپديده در 

Ustilago  در . مطابقت دارد) 20(توصيف شده است

كه در آن  Tilletiaپور در تيپ مقايسه با توليد تليوس

هاي هاي ريسهتليوسپور تنها در برخي قسمت

  ).19(شود اسپورزا توليد مي

 درك صحيحي U. maydisمطالعه سيتولوژي 

ار هسته در خارج و  سلولي و رفتچرخهرا در رابطه با 

  . فراهم كرده استدرون ميزبان

                                                 
3- Snetselaar & McCann 

4- Snetselaar & Mims 
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