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هاي قارچ  جدايهزايي بيماري تصف با  ISSRو RAPD انگرهاي مولكولينش بطهار سيربر رمنظو به مطالعه ينا

(Pers.) Fr. Cytospora chrysosperma  افزار با نرم اي توسط رگرسيون مرحله گردوهاي نهالرويSPSS، 58 
 ،يپذيرارتكر و چندشكلي ،باند تشكيل انميز سساابر آغازگر مورد استفاده پس از بررسي 40از بين  .جدايه انجام شد

 ودرصد  7/94 به ترتيب ISSRو  RAPDكه آغازگرهاي  انتخاب شد  ISSR آغازگر 12 و RAPDآغازگر  10تعداد 
 تابع متغير انعنو به زاييبيماريصفت مطالعه  ينا طي. ندداد ننشا چندشكلي مختلف يهادايهج بين درصد در 8/95
 ل،مد به هشد وارد تصف به توجه با .شد گرسيونير لمد وارد ثابت متغير انعنو به )يك صفر و( مولكولي يهاداده و

 در مجموع مرتبط بودند و زاييبا صفت بيماري  RAPDپنج نشانگر كه داد ننشا نتايج. شد سيربر بالا  R2 با يباندها
- دو نشانگر رابطه مثبت و سه نشانگر رابطه منفي با صفت بيماري كه درصد تغييرات اين صفت را توجيه كردند 7/43

و كمترين ) =2/18R2درصد ( =bp 1900A7 بيشترين درصد تغييرات توجيه شده مربوط به نشانگر. زايي نشان دادند
زايي با صفت بيماري  ISSRهمچنين پنج نشانگر. بود) =8/4R2درصد ( =bp400 OP13 مقدار مربوط به نشانگر 

سه نشانگر رابطه مثبت و دو نشانگر رابطه . دندكردرصد تغييرات اين صفت را توجيه  39 مرتبط بودند كه در مجموع
زايي بيماري تصف براي  ISSRنشانگر توسطه شدتبيينات تغيير بيشترين. زايي نشان دادندمنفي با صفت بيماري

درصد ( =bp740 UBC880  و كمترين مقدار مربوط به )=6/11R2درصد (=bp 350 UBC864مربوط به نشانگر 
4/5R2= (توان براي گزينش به كمك نشانگراز نشانگرهاي شناسايي شده مي .بود )MAS (ها استفاده و شناسايي جدايه

  . كرد

 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
 Cytospora(سيتوسپورايي بيماري سرخشكيدگي و شانكر 

canker( از جمله گردو  ميوهدرختان مهم هاي  يكي از بيماري
موجب كاهش عمر مفيد درختان  دنيا ست كه در بسياري از نقاطا

 ,Bigs 1989a. كنداي را ايجاد مي شده و زيان اقتصادي گسترده

1989b; Belisario 1992; Adams et al. 2002; Adams et al. 
2006; Fotouhifar and Hedjaroude 2010)(. بيماري توسط  اين

در بسياري . شود ايجاد مي Cytospora جنسهاي مختلفي از  گونه
به عنوان يك بيمارگر ضعيف و  Cytospora از منابع، جنس 

با وجود اين، خسارت بيماري از . طلب معرفي شده استفرصت
در . ديگر و از باغي به باغ ديگر متفاوت است اي به منطقهمنطقه
رسد خسارت بيماري فراتر از خسارت اي از موارد به نظر ميپاره

شود اين سئوالي كه مطرح مي. طلب باشديك بيمارگر فرصت
- است كه چرا در برخي از نقاط بيماري به صورت حاد ظاهر مي

زا به لحاظ بيماري هاي مختلف يك گونهشود؟ آيا بين جدايه
داري وجود دارد؟ يا اين اختلاف به عوامل ژنتيكي اختلاف معني

زا نظير شرايط آب و هوايي، ميزان ديگري غير از عامل بيماري
هاي محيطي و مقاومت ارقام مختلف ميزبان، سن ميزبان، تنش

توان با شود؟ برخي از اين قبيل سوالات را ميغيره مربوط مي
  .زايي بيمارگر پاسخ دادژنتيكي و بيماري مطالعه تنوع

 رهاينشانگ با كار نوين هايروش معرفي و شناسايي از قبل

 غالبا خاص گونه يك در ژنتيكي روابط ارزيابي در ،مولكولي

 علم اخيرا .دندكرمي ايفا را عمده نقش مورفولوژيك صفات

 فيلوژني و ژنتيكي روابط تشخيص در شاياني كمك بيوتكنولوژي

-مي دو هر مورفولوژي صفات و مولكولي نشانگرهاي .است دهرك

 مفيد ابزار تنهايي به توانندينم و باشند يكديگر كننده تكميل توانند

 .شوند محسوب اصلاحي مختلف هايروش در سودمندي و
 و كيمورفولوژي صفات توام ارتباط بر مبني مختلف گزارشات
 Barat ( است شده انبي آماري هايروش از استفاده با مولكولي

shooshtary et al.2005 .(هاي بزرگ كه در ساليكي از پيشرفت-

هاي تشخيص نشانگرها ايجاد شده شناسايي هاي اخير در سيستم
 ).Ebrahimi et al.2011(نشانگرهاي پيوسته با صفات مفيد است 

   RAPDانگرهاي مولكولي بطه نشارسي ربرمطالعه حاضر با هدف 

هاي قارچ  جدايه زاييبيماري تبا صف ISSRو 
Cytospora chrysosperma اجرا در آمده به  هاي گردوروي نهال

  .است
  

ها بر اساس صفات مورفولوژيكي و تشخيص و تعيين نام جدايه 
جدايه بر  58صورت گرفت،  Gvritishvili  1982با كمك كليد

لعات مربوط به اساس پراكنش جغرافيايي انتخاب شده و در مطا
 ).1جدول(استفاده قرار گرفت زايي مورد و بيماريتنوع ژنتيكي 

هاي منتخب از روش ژنومي از جدايه DNAبه منظور استخراج 
)Safaei et al. (2005 شد و پس از استخراج  استفادهDNA ،

 ژل غلظت آن توسط دستگاه اسپكتروفتومتر و كيفيت آن به وسيله

  .الكتروفورز ارزيابي شد

در  Zarei et al. (2008( اساس روشاي پليمراز برواكنش زنجيره
روي ژل آگارز  قطعات حاصل. صورت گرفت µl25 حجم كل 

دقيقه در  20ها به مدت آميزي ژلرنگ. درصد تفكيك شدند 2/1
. گرم در ليتر انجام شدميلي 5/0محلول اتيديوم برومايد به غلظت 
دهي باندها به صورت صفر و الگوي باندي حاصل پس از امتياز

. مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت) وجود يا عدم وجود باند(يك 
 1اي با روش سنتروئيداساس نتايج ماتريس تشابه، تجزيه خوشهبر
)(Mohammadi et al. 2008  و ضريب تشابه جاكارد و با استفاده

از نشانگرهاي نتايج حاصل كه انجام شد  mvspافزار از نرم
RAPD  وISSR آورده شده است 3و  2 هايدر جدول. 

نهال گردوي ايراني  200تعداد زايي آزمون بيماريجهت انجام 
(Juglans regia L.)  تهيه و در شرايط طبيعي در هواي ساله  سه

 به آغشته يپنبه با هاشاخه سطح بدين منظور، دشآزاد غرس 

 2كن راخسو پنبه چوب از با استفاده و شده ضدعفوني اتانول
 و ايجاد آن در مترميلي شش قطر به ايدايره عميق برش يك سترون
 شش قرص يك سپس. شد برداشته محل در اين شاخه پوست

 برداشته قارچي هايجدايه رشد حال در حاشيه پرگنه از متريميلي

  زنيمايه شاخه سطح در شده ايجاد چاهك در محل دقت به و شده
   

                                                            
1 Centroid 
2 Corck borer 

   هامواد و روش
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  .ها آوري آن محل جمعو جدا شده از درختان گردو در ايران  Cytospora chrysospermaاز قارچ  د مطالعهي مورها جدايه -1جدول 

شماره  آوري محل جمع  جدايه
 جدايه

محل  جدايه
  آوري جمع

شماره
  جدايه

 A.kah.2 1 كهريز-آذربايجان غربي KE.sah.6 30  صحنه - كرمانشاه
 A.kah.6 2 كهريز-ربيآذربايجان غ KE.sah.13 31  صحنه - كرمانشاه
  A.koh.2 3  كهنه شهر -آذربايجان غربي  KE.son.2 32  سنقر - كرمانشاه
 A.sal.1 4 سلماس-آذربايجان غربي KE.sah.5 33  صحنه - كرمانشاه

  A.sal.4 5  سلماس -آذربايجان غربي  KE.son.7 34  جاده سنقر به صحنه - كرمانشاه
 CH.ave.2  6 آورگان-ختياريچهارمحال و ب KO.sagh.1 35  سقز - كردستان

  CH.far.1 7  فرخ شهر -چهارمحال و بختياري  KO.san.8 36  جاده كامياران به سنندج12كيلومتر - كردستان
 CH.far.2 8 روستاي خيرآباد-فرخ شهر-چهارمحال و بختياري KO.san.5 37  جاده كامياران به سنندج9كيلومتر - كردستان
  CH.sam.1 9  سامان -چهارمحال و بختياري  KO.san.7 38  ران به سنندججاده كاميا13كيلومتر - كردستان

 CH.sam.4  10 سامان–چهارمحال و بختياري KO.san.17 39  جاده موچش17كيلومتر - كردستان
 CH.sh.1  11 شهركرد–چهارمحال و بختياري KO.san.19 40  موچش - كردستان

 F.saf.4  12 صفاشهر-فارس KO.san.26  41  جاده دهگلان به سنندج25كيلومتر - كردستان
 H.nah.1 13 نهاوند-همدان L.ali.1 42  اليگودرز -لرستان

 H.nah.3  14 روستاي قاسم آباد-نهاوند-همدان L.azn.1 43  ازنا -لرستان
 H.nah.6 15 كيلومتربه نهاوند15-همدان L.bor.1 44  بروجرد -لرستان
 H.nah.8 16 ربه نهاوندكيلومت15-همدان L.dor.1 45  دورود -لرستان
 H.nah.18 17 جاده نهاوند5كيلومتر-همدان L.dor.2 46  دورود -لرستان
 H.ser.1 18 ورودي روستاي باباپير-سركان-همدان L.osh.1 47  اشترينان -لرستان
 H.toi.1 19 ابتداي سه راهي تويسركان-همدان L.osh.2 48  اشترينان -لرستان

 H.toi.2 20 تويسركان-همدان M.ara.1 49  اراك -مركزي
 H.toi.4 21 جاده تويسركان1كيلومتر-همدان M.ara.2 50  اراك -مركزي
 H.toi.8 22 جاده تويسركان به كنگاور11تويسركان-همدان M.ara.3 51  اراك -مركزي
 IL.il.2 23 بانقلان-ايلام M.kho.1 52  خمين -مركزي
 IS.dar.1 24 داران -اصفهان M.kho.2 53  خمين -مركزي
 IS.rez.3 25 روستاي تندران-رضوان شهر-اصفهان M.kho.3 54  خمين -مركزي
 IS.rez.4 26 روستاي الوار-رضوان شهر-اصفهان Z.abh.1 55  ابهر - زنجان
 IS.rez.5 27 روستاي مهدي آباد-رضوان شهر-اصفهان Z.zan.1 56  زنجان - زنجان
  KE.gah.1 28  روستاي چفته سنجابي - گهواره -كرمانشاه  Z.zan.2 57  زنجان - زنجان
 KE.kan.2 29 كنگاور-كرمانشاه Z.zan.8 58  زنجان - زنجان

  
 سطح با تماس در قارچ ميسليوم كه بود ايگونه زني بهمايه .شد

 پارافيلم از استفاده با زنيمايه محل سپس .قرار گيرد كامبيوم
 سه با (CRD) فيتصاد كاملا طرح قالب در آزمايش. شد باندپيچي

 شش قرص يك از شاهد تكرارهاي در و درآمد اجرا به تكرار
زني  مايه. شد استفاده زنيمايه جهت PDAمحيط كشت  متريميلي

صورت گرفت و بعد از  1388روي نهال در اوايل مرداد ماه 
هاي  ماه در اواخر مرداد هرس شدند و سطح زخم گذشت يك 

هاي حاصل با استفاده از برنامه  ادهد. گيري شدند ايجاد شده اندازه
MSTATC مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفتند . 

  با  ISSRو  RAPDملكولي   هايبررسي رابطه نشانگر منظور   به
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   . RAPDبا استفاده از نشانگر C. chrysosperma  جدايه از قارچ 58نتايج حاصل از بررسي  -2 جدول

عاتيمحتواي اطلا )MI(شاخص نشانگر
 )PIC(چندشكلي 

درصد
 چندشكلي

تعداد باند
 چندشكل

تعداد كل
 باندها

 آغازگر نام )5'- 3'( توالي دماي اتصال آغازگر

05 /4 41/0 100 15 15 40 GTCCCGACGA OPC07 

66/3 45/0 90 9 10 40 GGTGACTGTG E16 

38/2 40/0 100 6 6 40 GACGGATCAG OPC15 

72/3 37/0 100 10 10 40 GAAACGGGTG A7 

11/2 30/0 100 8 8 40 CCGTCGGTAG AB1 

05/2 40/0 71/85 6 7 40 CTACTGCCGT E17 

82/1 35/0 71/85 6 7 37 ACCTGGGGAG U17 

45/3 38/0 100 9 9 40 AGACCCAGAG U11 

78/4 37/0 33/93 14 15 40 AAGCCTCGTC OPC13 

86/1 36/0 71/85 6 7 37 CCTGGGCTTC UBC1 

  
  . ISSR با استفاده از نشانگر C. chrysospermaجدايه از قارچ  58تايج حاصل از بررسي ن -3جدول 

شاخص
 )MI( نشانگر

محتواي اطلاعاتي 
 )PIC( چندشكلي

درصد
 چندشكلي

تعداد باند
 چندشكل

تعداد كل
 باندها

دماي اتصال
 آغازگر

 آغازگر نام )5'- 3'( توالي

97/3 31/0 100 13 13 63 GTGGTGGTGGTGGTG (GTG)5 

09/3 28/0 100 12 12 59 GACGACGACGACGAC (GAC)5 

36/2 28/0 90 9 10 59 CCACCACCACCACCA (CCA)5 

34/2 38/0 50/87 7 8 56 ATGATGATGATGATGATG P4 

71/2 34/0 100 8 8 56 ACTGACTGACTGACTG ISSR02 

22/2 24/0 91/90 10 11 53 GGAGAGGAGAGGAGA UBC-880 

07/3 30/0 67/91 11 12 53 ACTGACTGACTGACTG UBC-864 

91/2 29/0 100 10 10 56 GAGAGAGAGAGAGAGAC UBC-811 

16/2 30/0 89/88 8 9 53 GAGAGAGAGAGAGAGAYC UBC-841 

04/2 23/0 100 9 9 56 ACACACACACACACACYT UBC-855 

72/2 30/0 100 9 9 53 GACAGACAGACAGACA UBC-112 

17/2 27/0 100 8 8 53 GGAGAGGAGAGGAGA  
ACTGACTGACTGACTG 

 و UBC-880 تركيب
UBC-864 

  
 Cytospora chrysospermaهاي قارچ   زايي جدايهصفت بيماري

روي  SPSSافزار اي با نرمهاي گردو رگرسيون مرحلهروي نهال
  .جدايه انجام شد 58
 

    نتايج و بحث
و  RAPDر هاي منتخب با استفاده از دو نشانگ تنوع ژنتيكي جدايه

ISSR بر اساس يك آزمايش اوليه تعداد . مورد بررسي قرار گرفت

آغازگر از مجموع  12و  RAPDآغازگر  20ده آغازگر از مجموع 
با چندشكلي و تكرارپذيري بالا جهت  ISSRآغازگر  20

ميزان چندشكلي حاصل از . هاي بيشتر انتخاب شدند بررسي
درصد و  7/94با  به ترتيب برابر ISSRو  RAPD نشانگرهاي

 از هاي حاصل اي داده تجزيه و تحليل خوشه. درصد بود 8/95
و ضريب   Centroidبر اساس روش ISSRو  RAPDنشانگرهاي 

  شش و هفت گروه در  به  ترتيب  به  را  ها  جدايه  جاكارد تشابه 
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  .بر اساس ضريب تشابه جاكارد RAPDدندروگرام حاصل از نشانگر  -1شكل 

  

  
  .بر اساس ضريب تشابه جاكارد ISSRدندروگرام حاصل از نشانگر  -2كل ش
  

كه نشان ) 2و 1 هايشكل(بندي كرد  بهترين نقطه برش تقسيم
 C. chrysospermaهاي  تنوع ژنتيكي بالايي در بين جمعيت  دهنده
، نشانگرهاي ISSRو  RAPDكه نشانگرهاي  نشان دادنتايج . است

هاي قارچ  ع ژنتيكي در جدايهمناسبي جهت مطالعات تنو
C. chrysosperma نشانگر  اما باشند ميISSR دليل دماي  به

  با نشانگر  يكسان هزينه   و  قابل قبول  تكرارپذيري  بالا،  اتصال
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  .هاي مورد مطالعهدر جدايهؤثرم RAPDهاي مولكولي براي شناسايي نشانگرهاي زايي و دادهنتايج حاصل از رگرسيون گام به گام بين صفت بيماري -4 جدول

 .B Std. Error Beta T Sig نشانگر
A7=1900bp 579/51- 463/10 501/0- 930/4- 000/0 

OPC13=1900bp 364/26 595/7 366/0 471/3 001/0 

OPC13=400bp 748/22- 634/8 281/0- 635/2- 011/0 

OPC15=1700bp 071/26- 656/8 328/0- 012/3- 004/0 

AB1=1500bp 081/32 697/12 275/0 527/2 015/0 

  
  .هاي مورد مطالعهدر جدايه مؤثر ISSRهاي مولكولي براي شناسايي نشانگرهاي زايي و دادهنتايج حاصل از رگرسيون گام به گام بين صفت بيماري -5جدول 

 .B Std. Error Beta T Sig نشانگر

(GAC)5=1300bp 328/18- 428/8 248/0- 175/2- 034/0 

UBC112=1500bp 999/96- 600/23 606/0- 110/4- 000/0 

UBC864=350bp 112/66 382/23 413/0 827/2- 007/0 

UBC880=740bp 159/38 600/17 238/0 168/2 035/0 

UBC855=1600bp 417/40 678/18 252/0 164/2 035/0 

  
RAPD تعيين درجه جهت .از ارجحيت بيشتري برخوردار است 
هاي  ، جدايهC. chrysospermaي در بين جمعيت گونه بيماريزاي

زني شدند و  هاي گردو مايه منتخب در سه تكرار روي نهال
سپس ميانگين سه تكرار محاسبه و . گيري شد مساحت زخم اندازه

نتايج نشان داد كه تنوع . تحليل آماري قرار گرفت مورد تجزيه و
هاي  زايي در جدايهاي از لحاظ بيماري قابل ملاحظه

C. chrysosperma انگرهاي نش بطهار سيربر رمنظو به. وجود دارد
هاي قارچ  جدايهزايي بيماري تصف با  ISSRو RAPD مولكولي

 SPSSافزار اي با نرم توسط رگرسيون مرحله گردوهاي نهالروي 
به  زايييماريبصفت ين مطالعه اطي  .جدايه انجام شد 58روي 
متغير ان به عنو) 1و  صفر(مولكولي ي هاو دادهتابع متغير ان عنو

به ه شدت وارد با توجه به صف. گرسيوني شدل رمدوارد ثابت 
سي ربرو بحث رد شتند مودابالايي   R2ارباندهايي كه مقدل، مد
زايي مرتبط با صفت بيماري RAPD چهار نشانگر .گرفتندار قر

ت اين صفت را تغييرادرصد  7/43و در مجموع  )4جدول (بودند 
نشانگر رابطه منفي  سهنشانگر رابطه مثبت و  كه دو دندكرتوجيه 

بيشترين درصد تغييرات توجيه . زايي نشان دادندبا صفت بيماري
) =2/18R2درصد ( A7 از آغازگر bp1900 شده مربوط به نشانگر 

 از آغازگر bp400 و كمترين مقدار مربوط به نشانگر  )3 شكل(

OP13 )8/4 درصدR2= (همچنين پنج نشانگر .بودISSR   با صفت
 درصد 39كه در مجموع ) 5جدول (زايي مرتبط بودند بيماري

سه نشانگر رابطه مثبت و دو . تغييرات اين صفت را توجيه كردند
بيشترين . زايي نشان دادندنشانگر رابطه منفي با صفت بيماري

زايي ت بيماريصفبراي توسط نشانگرها ه تبيين شدات تغيير
) =6/11R2درصد ( UBC864 آغازگر از bp 350مربوط به نشانگر 

 از آغازگر bp740  نشانگر و كمترين مقدار مربوط به) 4 شكل(

UBC880  ) 4/5درصد= R2 (بود . 

زايي با با استفاده از نشانگرهاي مولكولي مرتبط با صفت بيماري
شناسايي  توان به، مي (MAS)استفاده از انتخاب به وسيله نشانگر

هاي مهم و معرفي نشانگرهاي كانديد براي مطالعه بيشتر ژن
علاوه بررسي پتانسيل ژنتيكي ه ب. هاي قارچي اقدام كردجمعيت
هاي اي خاص پيش از ارزيابي فنوتيپي و شناسايي اللجدايه

همچنين . پذير استهاي قارچي امكانصفت مطلوب در جمعيت
كارگيري آغازگرهاي ه با بهشود در مطالعات آيندپيشنهاد مي

هايي از ژنوم كه ارتباط نزديك معرفي شده در اين مطالعه، قسمت
هاي مولكولي ويژه جدا شده زايي دارند، با تكنيكبا صفت بيماري

 .استفاده قرار گيرند و در مطالعات مولكولي مورد
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  .)نفيو داراي اثر م bp 1900 نشانگر( A7 با استفاده از آغازگر RAPD  الگوي باندي حاصل از نشانگر -3شكل 

  

  
 .)و داراي اثر مثبت bp 350 نشانگر( UBC864 با استفاده از آغازگر ISSR الگوي باندي حاصل از نشانگر -4شكل 
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