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  صفات مورفولوژيكي،

  ،ISSRنشانگر 
Pythium aphanidermatum Fitzp.  

  
  

 چكيده

 
 
 

  
  
 
  

 Pythium aphanidermatum Fitzpهاي  بررسي تنوع ژنتيكي جدايه
عامل مرگ گياهچه و پوسيدگي ريشه چغندرقند با استفاده از نشانگر 

  )ISSR(تكثير بين توالي تكراري ساده
 3، سيد باقر محمودي2*، ناصر صفايي1معصومه اميني

  شكده كشاورزي دانشگاه تربيت مدرسدان و دانشيار ارشدسي كارشنا آموختهدانش -2و1

   موسسه تحقيقات چغندرقند استاديار - 3 
 

 Nsafaie@modares.ac.ir :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

 ) 23/3/91:تاريخ پذيرش - 24/2/90 :تاريخ دريافت( 

، يكـي از  Pythium aphanidermatum Fitzpبيماري پوسيدگي ريشه چغندرقند ناشي از قارچ 
عامل اين بيمـاري،   جهت بررسي تنوع ژنتيكي. باشد هاي چغندرقند در ايران مي مهمترين بيماري

. برداري شـد  نمونه از هر مزرعه، نمونه 20تا  10از مزارع چغندركاري هشت استان كشور به تعداد 
هـاي رويشـي و زايشـي،     شناسـي انـدام   سازي، براساس خصوصيات ريخت ها پس از خالص جدايه

هـا   مطالعـات مولكـولي جدايـه   . جدايه براي بررسي تنوع ژنتيكـي انتخـاب شـدند    19شناسايي و 
اي  نتـايج حاصـل از تجزيـه تحليـل خوشـه     . و با هشت آغازگر انجـام شـد   ISSRبراساس نشانگر 

هـا را بـه    درصد جدايـه  64و ضريب جاكارد، در سطح تشابه  UPGMAآغازگرها بر اساس روش 
 Cº 2±26ها در دو دماي  نتايج حاصل از تجزيه و تحليل سرعت رشد جدايه. پنج گروه تقسيم كرد

ها را به دو گروه تند رشد و كند رشد  ، جدايهMVSPو  MSTATC، توسط نرم افزار Cº 2±29و 
هـاي   نتايج حاصل از تجزيه و تحليل مولكولي و مورفولوژيكي نشـان داد كـه جدايـه   . تقسيم كرد

به اين هشت ناحيه جغرافيايي، داراي قرابت ژنتيكي بوده و لزوماً ارتباطي بين سرعت رشد متعلق 
 .ها و پراكنش جغرافيايي آنها وجود ندارد جدايه

  

  مقدمه

چغندرقند   تيومي ريشه يكي از مهمترين عوامل كاهش عملكرد چغندرقند پوسيدگي پي
همچنين . باشد هاي گياهي نابالغ مي و بافتها  بذور، گياهچه  پاتوژن ،Pythiumجنس . باشد مي

هاي گياهي بالغ حمله كرده و در آنها باعث بيماري  هاي اين جنس به بافت تعدادي از گونه
 Pythium aphanidermatumتيومي ريشه ايجاد شده توسط  بيماري پوسيدگي پي. شوند مي

Fitzp دا، استراليا و ايران گزارش شدههاي آريزونا، كاليفرنيا، كلرادو، تگزاس، كانا در ايالت 
نيز با علائم متفاوتي  P.deliense Meursتيومي ريشه ايجاد شده توسط  است و پوسيدگي پي 

هاي  ها و جمعيت شناسايي دقيق گونه ).Rush 1987(است در آريزونا و تگزاس گزارش شده
دليل عدم وجود صفات  به. باشد اي بيمارگرها، اولين گام جهت كنترل موثر آنها مي درون گونه

همانند  Pythiumمورفولوژيكي تشخيصي و تغييرپذيري ساختارهاي مورفولوژيكي در جنس 
 هاي مورفولوژيكي در شناسايي اعضاي داخل  استفاده از ويژگي، Oomycetesهاي  ديگر جنس

 هاي كليدي واژه
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 ;Levesque and de Cock 2004(  است مشكل  بسيار  ها   گونه

Martin 2000 .(  حل تواند به  مولكولي ميهاي  تكنيك زا استفاده
هاي مولكولي كه جهت  از جمله تكنيك. كند اين مشكل كمك 

 P. aphanidermatumهاي  شناسايي و بررسي تنوع ژنتيكي جدايه
، RFLP،ALP ،RAPD ،AFLP ،SSR  : استفاده شده عبارتند از

ISSR ،SCAR ،ITS ،PCR-RFLP Chen, 1992; Francis et al. 
1994; Herrero and Klemsdal  1998; Kageyama et al. 1998; 
Matsumoto et al. 2000; Harvey et al. 2000; Garzon et al. 
2005; Youssuf et al. 2005 ; Vasserur et al. 2005; Al-Sadi  
2007; Garzon et al. 2007; Al-Sadi et al. 2008; Lee and 

Moorman  2008.(  گر ، نشان1994از سالISSR (Inter-simple 

sequence repeat amplification)  در مطالعات ژنتيكي مورد
از  در اين نشانگر،). Zietkiewicz et al. 1994(استفاده قرار گرفت

هاي غيرتكرار شونده به  تغييريافته با رديف SSRآغازگرهاي 
. كنند استفاده مي 5'يا انتهاي  3'صورت قلاب شده در انتهاي 

تر آغازگر به جايگاه  اتصال محكم  آغازگر، اجازه  قلاب شده  ناحيه
استفاده از اين نشانگر بسيار سريع و آسان است . دهد هدف را مي
رسد كه به دليل طويل بودن آغازگرها، قابليت تكثير  و به نظر مي

 ;Zietkiewicz et al. 1994(را نيز داشته باشد SSRنشانگر 

Tsmmura et al. 1996 ; Nagaoka and Ogihara  1997.(  اين
نشانگر به دليل فراواني مناطق تكرار شونده در ژنوم، چندشكلي 

و باندهاي  دادهنشان  RAPDبيشتري را نسبت به آغازگرهاي 
 .Esselman et al( دهد حاصل اطلاعات بيشتري را از ژنوم مي

تيوم با  پي Fهاي گروه  بر اساس مطالعات روي گونه ).1999
هاي اين  از اين نشانگر مشخص شد كه در ژنوم گونهاستفاده 

كه نشانگر ه هاي تكراري وجود دارد و ثابت شد گروه موتيف
ISSR  مربوط به مطالعه هايتجزيهتوانايي تمايز بالايي را در  

پوسيدگي  ).Vasserur et al. 2005(ها دارد ميكوريزها و پاتوژن
هاي مختلف  انها در است ريشه و مرگ گياهچه چغندرقند سال

حائز  شود و از آنجا كه كشت چغندرقند در كشور ايران ديده مي
باشد، لذا داشتن اطلاع دقيق از نقش و اهميت  اهميت مي

به عنوان عامل مرگ گياهچه و پوسيدگي  Pythium هاي گونه
 P و P. aphanidermatumدو گونه . باشد ريشه چغندرقند مهم مي

.deliense هاي  تان و خراسان به ترتيب گونهدر استانهاي خوزس
 Afzali and Ershad 2006; Zamani)بيماريزاي غالب هستند

Noor et al. 2004 ) .هاي  در استان كرمانشاه نيز، در بين قارچ

از بيشترين  P. aphanidermatumبيماريزا در مزارع چغندرقند، 
. )Sheikholeslami et al. 2002( پراكندگي برخوردار است

ن ثابت شده است كه در مزارع چغندرقند شمال غرب همچني
و  P. aphanidermatum, P. ultimum var. ultimumايران 

Pythium group HS هاي  بيماريزاي بسيار بالايي روي ريشه
  ).Babai-Ahary et al. 2004(چغندرقند دارند

  
   هامواد و روش

  برداري نمونه
هاي آذربايجان  استان برداري از مزارع مختلف چغندرقند نمونه

غربي، خراسان، فارس، تهران، كرمانشاه، لرستان، مركزي و همدان 
. در طول فصل زراعي و با بازرسي از مزارع انجام شد

نمونه از هر مزرعه بسته به وسعت  20تا  10برداري به تعداد  نمونه
  .آن انجام شد

  جداسازي 
سيدگي به مدت هاي چغندرقند داراي علائم پو ها و گياهچه ريشه

ثانيه با الكل  20سپس به مدت . دقيقه با آب شستشو داده شد 20
درصد ضدعفوني و پس از دو بار شستشو با آب مقطر  70اتيليك 

هاي ضدعفوني  از نمونه. استريل روي كاغذ صافي آبگيري شد
شده قطعات نيم تا يك سانتمتري از فواصل بين بافت آلوده و 

دانه  g 60ي  عصاره[ CMAكشت  سالم جدا شده و در محيط
 ]آگار و يك ليتر آب مقطر g16 كلرامفنيكل،  mg200 ذرت، 

 48تا  24هاي بدست آمده پس از تقريباً  پرگنه. كشت شدند
درصد كشت و به روش  دوساعت روي محيط كشت آب آگار 

براي ). Singelton et al. 1990( نوك ريسه خالص شدند
از خاك نيز از دو روش  P. aphanidermatumجداسازي 

گذاري با بذر چغندرقند و ديگري كشت بذر چغندرقند در  طعمه
هاي آلوده به روش بالا  خاك آلوده و جداسازي قارچ از گياهچه

 Singelton et al. 1990  Van der Plaats- Niterink( انجام گرفت

 1982; .(  
  سازي و شناسايي خالص

ز روش كشت نوك ريسه ها ا براي تهيه قارچ خالص از جدايه
 ;Islam et al. 2004; Lamour and Hausbeck  2001 (استفاده شد

Lamour and Hausbeck  2000    .(ها بر اساس  شناسايي جدايه

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
91

.7
.3

.9
.8

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

25
 ]

 

                               2 / 8

https://dorl.net/dor/20.1001.1.20084439.1391.7.3.9.8
http://mg.genetics.ir/article-1-1124-fa.html


  ناصر صفايي و همكاران    ...هاي  بررسي تنوع ژنتيكي جدايه                                     
 

 1391 پاييز/ 3شماره / هفتمدوره / ژنتيك نوين 279

 

 Van der Plaats- Niterink( يكيژهاي مورفولو كليدها و ويژگي

هاي رويشي و  براي توليد اندام). 1جدول ( انجام شد) 1982
  پنج ميلي متري از هر جدايه در آب مقطر دو بار  زايشي سه قرص

اسپورانژها به فاصـله يـك تـا    . زير نور فلورسانت نگهداري شدند
  .سه روز بعد تشكيل شده و مورد بررسي قرار گرفت

 ي حاوي بذور شاهدانه جوشانده شده قرار داده و در استريل شده
  

 P. deliense و يك جدايه  P. aphanidermatumاز گونه هاي مورفولوژيكي  بر اساس ويژگيجدايه انتخاب شده  19مشخصات  -1جدول
  نام جدايه  نام گونه  شكل پايه اووگوني  )86سال (تاريج جمع آوري منشا آوري محل جمع  علائم بيماري
 P. aphanidermatum 8D  پايه اووگوني راست  تير  ريشه  آذربايجان غربي  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 24D  پايه اووگوني راست  تير ريشه ن غربيآذربايجا  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 26A  پايه اووگوني راست  ارديبهشت  خاك فارس  مرگ گياهچه

 P. aphanidermatum 17D  پايه اووگوني راست  آبان ريشه كرمانشاه  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 10D  پايه اووگوني راست  تير ريشه لرستان  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 19A  پايه اووگوني راست  ارديبهشت خاك فارس  مرگ گياهچه

 P. aphanidermatum 16D  پايه اووگوني راست  تير ريشه همدان  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 19B  پايه اووگوني راست  ارديبهشت  خاك فارس  مرگ گياهچه

 P. aphanidermatum 7D  اووگوني راستپايه   مهر ريشه  تهران  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 22D  پايه اووگوني راست  تير ريشه كرمانشاه  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 11D  پايه اووگوني راست  آبان ريشه لرستان  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 15D  پايه اووگوني راست  مهر ريشه  مركزي  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 23D  پايه اووگوني راست  آبان ريشه لرستان  يشهپوسيدگي ر

 P. aphanidermatum 12D  پايه اووگوني راست  مرداد ريشه مركزي  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 21D  پايه اووگوني راست  تير ريشه لرستان  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 19D  تپايه اووگوني راس  مهر ريشه آذربايجان غربي  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 14D  پايه اووگوني راست  آبان ريشه لرستان  پوسيدگي ريشه

 P. aphanidermatum 18D  پايه اووگوني راست  مرداد ريشه  خراسان  پوسيدگي ريشه

 P. deliense 5D    پايه اووگوني خميده  مرداد ريشه  خراسان  پوسيدگي ريشه

  P. aphanidermatum 13D  پايه اووگوني راست  آبان ريشه هكرمانشا  پوسيدگي ريشه
 

 
  گيري سرعت رشد اندازه 

 C°و  C 2±26°ها در دو دماي  گيري سرعت رشد جدايه اندازه
هاي تشكيل شده بعد  قطر كلني. ، با چهار تكرار ، انجام شد 2±29

  .گيري و ثبت شد ساعت از كشت اندازه 48و  24از 
  مطالعات مولكولي 
 يه توده ميسليوم ته

جهت تهيه توده ميسليوم، حدود سه قرص از حاشيه فعال كشت 
از محيط كشت  ml50 هاي حاوي  ها به فلاسك جدايه  دو روزه

منتقل و  ) دكستروز mg15 سيب زميني و  g200 ي  عصاره(مايع 
 به مدت چهار تا هفت روز روي شيكر در C 25°در دماي 

rpm110   هاي ميسليومي به   ز تشكيل تودها بعد. شدند نگهداري 
 

 
 

 ها با آب  مقطر سترون شستشو و  متر، توده ميسليوم قطر دو سانتي

 نگهداري شدند - C 70°آبگيري شده و بلافاصله در دماي 

)Matsumoto et al. 2000.(  
  DNAاستخراج  

روش (از روش صفايي و همكاران  DNAبه منظور استخراج 
). Safaie et al. 2005(فاده شداست )DNAكاربرد محلول نمكي 

استخراج شده با استفاده از  DNAگيري كميت و كيفيت  اندازه
هاي استخراج شده در ژل  دستگاه بيوفتومتر و الكتروفورز نمونه

آميزي با اتيديوم برومايد صورت  درصد و رنگ 8/0آگاروز 
  .گرفت
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ــايي  ــه    P. aphanidermatumشناس ــازگر نيم ــتفاده از آغ ــا اس ب
  صاصياخت

 ، از يك جفت آغازگر نيمهها جدايهبه منظور شناسايي مستقيم 
 ,'Pa1:5'-CCACGTGAACCGTTGAAATC-3) اختصاصي

ITS2: 5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3')  استفاده
 20در مخلوط واكنش  PCRواكنش . )Wang et al. 2003(شد

 PCR Buffer (50 mM KCL, 10 mMاز  ٢ µlميكروليتري حاوي 

Tris-HCL, pH 9.0) ،MgCL2  mM٢ ، µM100  از هر يك از
dNTPها ،µM 4/0  از هر يك از آغازگرهايPa1 و ITS2 ، ng 

 در Taq polymeraseواحد آنزيم  2نمونه و  DNAاز  20
، با DNAتكثير قطعات . شدترموسايكلر اپندروف گراديانت انجام 

به مدت پنج  C 94°ژنومي در دماي  DNAسازي اوليه  واسرشته
به  C 67°به مدت يك دقيقه،  C 94°چرخه شامل  35قيقه و د

 10به مدت  C 72°به مدت دو دقيقه و  C 72°مدت دو دقيقه، 
نشانگر نردبان به همراه  PCRمحصولات  .دقيقه انجام گرفت

درصد به مدت يك ساعت  8/0روي ژل آگاروز  bp 100 ژنومي 
  .الكتروفورز شد

  ISSRنشانگر 
مورد  ISSRآغازگر  18ها،  يكي جدايهجهت بررسي تنوع ژنت

مطالعه قرار گرفتند كه از ميان آنها تعداد هشت آغازگر 
تكرارپذيري و چند شكلي بيشتري را نشان دادند لذا براي كليه 

با استفاده از اين  PCRواكنش ). 2جدول (شدند  ها استفاده  جدايه
 Lµ 5/2ميكروليتري حاوي 25آغازگرها در مخلوط واكنشي 

از هر يك از  PCR Buffer ، mM MgCl2 5/1 ، µM200از
dNTPها ، µM4/0  از هر يك از آغازگرهايISSR ،  ng15  از
DNA  واحد آنزيم  5/2نمونه وTaq polymerase  در ترموسايكلر

 3هاي تكثير ذكر شده در جدول  اپندروف گراديانت و طبق برنامه
  انجام گرفت

 5/1ز روي ژل آگاروز با الكتروفور PCRارزيابي محصولات 
 ، اسيدبوريكg/lit  8/10 تريس بازي ( 1X TBAدرصد در بافر 

5.5 g/lit ،EDTA  نيم مولار ml/lit 4 (آميزي با اتيديوم  و رنگ
 براي تخمين اندازه قطعات تكثير شده. برومايد صورت گرفت

 ). 3شكل ( ستفاده شدا kb    يكنشانگر ، از PCR   طي واكنش
 

  استفاده شده در اين مطالعه ISSRلي آغازگرهاي توا -2جدول 
  آغازگر  توالي  منبع  )Cº(دماي اتصال

58  (Xue et al. 
2006) 5'-TGTCTGTCTGTCTGTCTGTC-3'  (TGTC)5 

52  (Stepansky 
et al. 1999) 5'-TCTCTCTCTCTCTCTCC-3'  P1  

54  
(Bornet and 
Branchard, 
2004) 

5'-CTGGTGTGTGTGTGTGTGT-3'  P4 

53  (Sharma et 
al. 2005) 5'-ACTGACTGACTGACG-3'  ISSR02 

52  (Arbaoui et 
al. 2008) 5'-(GACA)4 TA-3'  LB-A 

48  (Arbaoui et 
al. 2008)  5'-(GACA)4TT-3'  LB-B 

48  (Arbaoui et 
al. 2008)  5'-(GACA)4GT-3'  LB-C  

67  (Arbaoui et 
al. 2008)  5'-(GTC)7-3'  PcMs  

  
ها، وجود و عدم  ريس شباهت بين جدايهبدست آوردن ماتبراي 

بر . وجود هر يك از باندها به صورت اعداد صفر و يك تعيين شد
  تشابه ضريب   از استفاده  با   كه ماتريس شباهت   نتيجه اساس
اي به كمك  بدست آمده بود و تجزيه و تحليل خوشه جاكارد
، دندروگرام مربوط به MVSPدر نرم افزار  UPGMAروش 
 .شدع آغازگرها رسم مجمو

  
    نتايج و بحث

  P. aphanidermatum  شناسايي گونه
در شناسايي مورفولوژيكي گونه براساس شكل پرگنه و توليد 

 20شكل اسپورانژها،   و CMAهاي هوايي در محيط كشت  ريسه
جدايه شناسايي شد كه در شناسايي مولكولي توسط جفت آغازگر 

  210قطعه  يك  جدايه  20اين  نيز در  Pa1/ITS2نيمه اختصاصي 
 .Pهاي گونه  جدايه  ).2و  1شكل(  شد  تكثير بازي   جفت

aphanidermatum   به قدري هاي مورفولوژيكي ويژگي  لحاظ از 
  صفات   روي  از  آنها  بررسي  و  تمايز  هم مشابهت دارند كه با

 .Pهاي گونه  نه تنها جدايه. باشد مورفولوژيكي بسيار مشكل مي

aphanidermatum بلكه حتي دو گونه ،P. aphanidermatum  و
P. deliense  نيز از لحاظ بسياري از صفات مورفولوژيكي مشابه

باشند طوري كه بعضي از محققين اين دو گونه را يكي  هم مي
به   قادر  اختصاصي، نيمه   آغازگر  اين  كه  از آنجا. كنند تلقي مي

 ها از اين لحاظ، تفكيك اين دو گونه نبود لذا جهت تفكيك جدايه
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،آغازگرهاي مربوط به نشانگر PCRواكنش هاي دمايي  چرخه -3جدول 
ISSR  

  

  5(TGTC) آغازگر  LB-C وLB-B، LB-A آغازگرهاي 
  مدت زمان  درجه حرارت  مراحل مدت زمان درجه حرارت  مراحل 

  دقيقه Cº95  5واسرشت اوليه دقيقه Cº94 2  واسرشت اوليه
  ثانيه Cº94  20 سازي واسرشت  دقيقه Cº94 1  سازي واسرشت 

  دقيقه Cº58  1اتصال دقيقه Cº53 1  صالات
  ثانيه Cº72  20گسترش اوليه دقيقه Cº72 5  گسترش اوليه
  دقيقه Cº72  6گسترش نهايي دقيقه Cº72 10  گسترش نهايي

  PcMs  آغازگر  ISSR02وP1،P4 آغازگرهاي
  مدت زمان  درجه حرارت  مراحل مدت زمان درجه حرارت  مراحل

  دقيقه Cº94  5واسرشت اوليه دقيقه Cº95 5  واسرشت اوليه
  دقيقه Cº68  2اتصال اوليه ثانيه Cº45 45  اتصال اوليه

  دقيقه Cº70  2گسترش اوليه دقيقه Cº72 1  گسترش اوليه
  دقيقه Cº94  1 سازي واسرشت  دقيقه Cº95 1  سازي واسرشت 

  دقيقه Cº68  1اتصال ثانيه Cº45 45  اتصال
  دقيقه Cº70  2شگستر دقيقه Cº72 1  گسترش

  دقيقه Cº70  10گسترش نهايي دقيقه Cº70 10  گسترش نهايي
 
 

 هــاي مورفولــوژيكي اســتفاده شــد و براســاس خميــده از ويژگــي
 .Pها به جز يـك جدايـه،    اووگوني همه جدايه  ياراست بودن پايه

aphanidermatum و يك جدايه هم ) 2شكل (خيص داده شد تش
خراسان  استان   مربوط به  شناسايي شد كه  P. deliense به عنوان

و قبلاً نيز اين گونـه از چغندرقنـد از اسـتان خراسـان جـدا و       بود
ــي  ــده معرف ــود  ش ــه ). Afzali and Ershad 2006(ب  .Pگون

aphanidermatum   ــه ــت  و گون ــوني راس ــه اووگ  .P داراي پاي

deliense بـا توجـه بـه ايـن     . باشد داراي پايه اووگوني خميده مي
بـه   نتايج مشخص شد كه در اين مطالعـه، روش مولكـولي خـود    

نزديك به هـم نيسـت     ي بسيار گونه دو  تفكيك  تنهايي قادر به 
 دو  تـوان ايـن    حاليكه با اسـتفاده از روش مورفولـوژيكي مـي    در

  هاي في هم استفاده از روشاز طر. كرد تفكيك   هم  از  گونه را
ها، به دليل تغييرپذيري  ها و جدايه شناسايي گونه درمورفولوژيكي 

بـر   ساختارهاي مورفولوژيكي اين جـنس، بسـيار مشـكل و زمـان    
لـذا  . باشد و نبايد صرفاً به مطالعات مورفولوژيكي بسـنده كـرد   مي

 نيزمـا  ها،  جدايه شناسايي  جهت  مولكولي  روش  از  استفاده 

 بود كه يك آغازگر كـاملاً اختصاصـي  تر خواهد  تر و سريع راحت

 .ي مورد نظر وجود داشته باشد براي شناسايي گونه

 
 

و  MSTATC افزار ها در دو دما، با نرم تجزيه و تحليل داده
MVSPبه دو گروه مجزاي  4/2ها را در فاصله اقليدوسي  ، جدايه

درصد  58( IIرشد و تند ) ها درصد جدايه I )42كند رشد 
   هاي كند  سرعت رشد جدايه). 3شكل( بندي كرد  تقسيم) ها جدايه

با  P. aphanidermatumهاي   الگوي باندي بدست آمده از جدايه -1 شكل
، bp100 نشــانگرنردبان ژنــومي : Pa1/ITS2 ; Lاســتفاده از جفــت آغــازگر

مـي   P. aphanidermatumمربوط به جدايه هـاي   7Dتا  10Dچاهكهاي 
 :5Dآورده شـده اسـت،    1باشند كه مشخصات آنها به طور كامـل در جـدول   

: P. deliense  ،PO :P. oliganderum ،Ph :Phytophthora، Nگونه 
  كنترل منفي

 چرخه 40

 چرخه 44 چرخه 38

 چرخه35

210 bp 
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  P. aphanidermatumمورفولوژي اسپورانژيوم و اووگوني قارچ  -2شكل

  ها  سرعت رشد جدايه
  ر روز و سرعت رشدسانتيمتر د 8/1و  31/2رشد به طور متوسط 

سانتيمتر در روز به ترتيب در  5و  93/4هاي تند رشد نيز  جدايه
در اين مطالعه ارتباطي بين . بود Cº 2±29و  Cº 2±26دماي 

  . ها و پراكنش جغرافيايي آنها مشاهده نشد سرعت رشد جدايه
UPGMA

Euclidean

7D
17D
18D
8D
19D
19B
10D
13D
16D
22D
26A
11D
23D
14D
15D
21D
12D
24D
19A

4.8 4 3.2 2.4 1.6 0.8 0

بر اساس سرعت  P. aphanidermatumجدايه  19بندي  گروه -3شكل
 Cº 2±29و  Cº 2±26 رشد در دو دماي

 
بر اساس  P. aphanidermatum هاي تعيين تنوع ژنتيكي جدايه

 ISSRنشانگر 

اي آنها بر  خوشه تجزيهنتايج حاصل از تلفيق هشت آغازگر و 
 64اساس ضريب تشابه جاكارد نشان داد كه در سطح تشابه 

گروه اول ). 5و  4شكل(ها به پنج گروه تقسيم شدند درصد جدايه
از تهران،   از فارس، گروه دوم شامل يك جدايه  جدايه شامل يك

شامل يك  از فارس، گروه چهارم  گروه سوم شامل يك جدايه
 94/78جدايه از استان لرستان و گروه پنجم با درصد فراواني 

آذربايجان غربي، خراسان، فارس،  هايي از درصد شامل جدايه
در اين مطالعه با اينكه . كرمانشاه، لرستان، مركزي و همدان بود

ها از لحاظ سرعت رشد در دو گروه كاملاً مجزا قرار  جدايه
هاي مولكولي بسيار نزديكي بودند  گرفتند ولي داراي شباهت

طوري كه بررسي مولكولي با اين نشانگر، هيچگونه تمايزي را 

لذا هيچ ارتباطي . هاي تند رشد و كند رشد آشكار نكرد ن جدايهبي
ها بر  بين پراكنش جغرافيايي و نيز ميزان سرعت رشد جدايه

 .اساس مطالعات مولكولي يافت نشد
هاي اخير با پيشرفت تكنولوژي مولكولي و امكان مطالعه  در سال

اسايي ها، ابزار لازم براي شن دقيق تنوع ژنومي در ميكروارگانيسم
قارچ . است تنوع ژنتيكي درون افراد يك گونه به خوبي فراهم شده

P. aphanidermatum تيومي به علت عامل بيماري پوسيدگي پي 
اهميتي كه دارد در اكثر نقاط دنيا موضوع تحقيقات مختلف بر 

 ISSRبررسي نواحي . است اساس نشانگرهاي مولكولي بوده
هاي يك گونه  ي بين جدايهژنتيك روشي است كه به سرعت تنوع 

  هاي از اين نشانگر در مطالعه تنوع ژنتيكي پاتوژن. دهد را نشان مي

تكثير شده با استفاده از آغازگرهاي به ترتيب از  DNAالگوي باندي  -4شكل
جدايه  19، در ISSRبا نشانگر مولكولي  LB-Aو ISSR02 چپ به راست 

P. aphanidermatum: 10 چاهكهايD  7تاD بوط به جدايه هاي مرP. 

aphanidermatum  1مي باشند كه مشخصات آنها به طور كامل در جدول 
 1Kbنشانگر نردبان ژنومي : P. deliense ،L   گونه: 5D آورده شده است،

N :كنترل منفي  

 .Pجدايه  19گروهبندي حاصل از تنوع ژنتيكي -5شكل

aphanidermatum    با استفاده هشت آغازگرISSR 
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و غيـره   )Ratnaparkhe et al. 1998(ي از جملـه فوزاريـوم  زيـاد 
در ايـن مطالعـه بـر اسـاس تجزيـه و تحليـل       . اسـت  استفاده شده

، چهار جدايه هر كـدام در  ISSRباندهاي حاصل از هشت آغازگر 
جدايه نيز در يـك گـروه قـرار گرفتنـد كـه       15هاي مجزا و  گروه

اين نتايج نشـان  . هاي تند رشد و كند رشد بود شامل هر دو جدايه
باشـد و در   ها مـي  دهنده شباهت ژنتيكي بسيار زياد بين اين جدايه

از كمترين تنوع  P. aphanidermatumدهد كه گونه  واقع نشان مي
توان بـر اسـاس ايـن     همچنين نمي. اي برخوردار است درون گونه

هـاي كنـد رشـد     هاي تند رشد را از جدايه نشانگر مولكولي جدايه
ها مشابه هم بودنـد بلكـه    در اين مطالعه نه تنها جدايه. دمتمايز كر

داشتند بـه طـوري كـه      P. delienseقرابت بسيار نزديكي با گونه 
چنـين  . قادر به تفكيك اين دو گونه از يكديگر نشد ISSRنشانگر 
 .Youssuf et al(بدسـت آمـد   اي ، در مطالعـه ديگـري نيـز    نتيجه

 .Pه مشخص شد كه دو گونه اين مطالعبر اساس  همچنين ).2005

aphanidermatum و P. deliense    ــابه ــد مش ــاي رش ــر دم از نظ
بنـدي مولكـولي، ارتبـاطي بـين      نتـايج حاصـل از گـروه   . باشند مي

ها و نواحي جغرافيايي و همچنين سرعت رشد آنهـا نشـان    جدايه
هاي مولكولي اين بود  نكته قابل توجه در اين تجزيه و تحليل. نداد

 استفاده شده در اين تحقيـق بـه اسـتثنا    ISSRازگرهاي كه همه آغ
به ترتيب مربـوط بـه اسـتان      19Bو 7D، دو جدايه LB-Bآغازگر 

هـاي   هـا مجـزا كـرده و در گـروه     تهران و فارس را از ديگر جدايه
ــه ــد جداگانـ ــرار دادنـ ــي روي  . اي قـ ــك تحقيقـ ــي يـ  .Pطـ

aphanidermatum  در عمـــان، بـــا اســـتفاده از نشـــانگرAFLP 
مربوط به عمان  P. aphanidermatumهاي  ص شد كه جدايهمشخ

-Al(دارند) درصد 94(و ديگر مناطق شباهت ژنتيكي بسيار بالايي

Sadi et al. 2008 .(    همچنين بر اسـاس مطالعـه روي نـواحيITS 
كمتـرين تنـوع    P. aphanidermatumنيز مشاهده شـد كـه گونـه    

). Al-Sadi 2007(اشدب دارا مي ITSهاي  اي را در توالي درون گونه
 .P. aphanidermatum, P  اي كه روي سه گونه همچنين با مطالعه

ultimum  وP. irregulare  بــا اســتفاده از انگشــت نگــارAFLP 
ها  بين جدايه P. aphanidermatumانجام شد، مشخص شد كه در 

وجـود دارد و بعـد از آن هـم    ) درصـد  15(ژنتيكي  كمترين فاصله
. درصــد بودنــد 37ژنتيكــي   بــا فاصــله P. ultimumهــاي  جدايــه
را ) درصـد  64(ژنتيكـي   بيشترين فاصله P. irregulareهاي  جدايه

توان نتيجه گرفت كه  در كل مي. )Garzon et al. 2005(نشان دادند
ــه  ــه  P. aphanidermatumگون ــوع درون گون ــرين تن اي  از كمت

  . برخوردار است
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