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چکیده
ازبسیاريدرریشهسفیدپوسیدگیبیماريعاملعنوانبهکهاستجهانیپراکنشبازيخاكزايبیماريقارچیک،Athelia rolfsiiگونه

و آوريجمعگلستانومازندرانگیلان،استانسهاز،جدایه90تعداد،قارچاینژنتیکیتنوعبررسیمنظوربه. شودمیشناختهباغیوزراعیگیاهان
در این .مورد مطالعه قرار گرفتندSCoTو ISSRدو نشانگر مولکولی و ) MCG(سازگار میسلیومی هايگروهبا استفاده ازسپس و شدندسازيجدا

ترین فراوانی از نظر تعداد جدایه و داراي بیش) عضو36با (MCG3میسلیومیگروه سازگار . گروه سازگار میسلیومی شناسایی شدنه ،بررسی
هاي هر سه نمونهاین گروه تنها گروهی بود که از ،همچنین. بود)میزبانبا آلودگی هشت گونه گیاهی(ترین گروه از لحاظ دامنه میزبانیمتنوع

.کردتقسیمگروهچهاربه% 57تشابهسطحدرراهاجدایه،ISSRآغازگرهايايخوشهتجزیهازحاصلدندروگرام. استان جداسازي شده است
اصلیمختصاتبهتجزیهازحاصلنتایج.دادقرارگروهسهدر% 59تشابهسطحدرراهاجدایه، SCoTآغازگرهايايخوشهتجزیهازحاصلامدندروگر

تفکیکنمازندراوگیلانهايجدایهاز) جدایهدوجزبه(گلستاناستان هايجدایهنشانگر،دوهرنتایجبراساس.کردییداتراهابنديگروهایننیز
. داشتمطابقتMCGبنديگروهازحاصلنتایجبا،مازندرانوگیلانهايجدایهکناردرجداگانهکلاستریکدرجدایهدواینگرفتنقرار.شدند
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Summary
Athelia rolfsii is a globally distributed soil-borne fungal pathogen causing root rot disease in many crops. In order to study the

genetic diversity of this fungus, 90 isolates were collected and isolated from Guilan, Mazandaran and Golestan provinces (North of Iran).
Genetic diversity of these isolates was investigated using Mycelial Compatibility Groups tests (MCG) and ISSR and SCoT markers. In
this study, nine MCG groups were identified. The MCG3 group (with 36 members) was the most frequent in terms of the number of
isolates and the most diverse group in terms of host domain (due to infection of eight host species). This group (MCG3) was also the
only group that isolated from specimens in all three provinces. The dendrogram derived from cluster analysis of ISSR primers divided
the isolates into four groups at a similarity level of 57%. The dendrogram obtained from cluster analysis of SCoT primers placed the
isolates in a similarity level of 59% in three groups. Based on the results of both markers, Golestan isolates (except two isolates) were
separated from Guilan and Mazandaran isolates. However, the presence of these two isolates in a separate cluster along with the isolates
of Guilan and Mazandaran provinces was consistent with the results of MCG grouping. The results of this study showed that, these two
types of markers are useful to differentiate isolates based on geographic regions.

Keywords: ISSR, MCG, molecular marker, SCoT, white rot
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مقدمه
Athelia rolfsiiقارچ (Curzi) C.C. Tu & Kimber

)syn.: Sclerotium rolfsii Sacc. ( با پراکنش یک بیمارگر
این . ه کنیدیومی استگونه مرحلباشد که فاقد هرجهانی می

گونه 500به طوري که بیش از ،قارچ دامنه میزبانی وسیعی دارد
Harlton(کند گیاهی مختلف را آلوده می et al. 1995, Okabe

et al. 1998, Cilliers et al. کنترل بیماري پوسیدگی .)2000
ریشه به دلیل رشد زیاد میسلیوم، بقا در خاك، اسکلروتیومی 

هاي قارچ و دامنه میزبانی وسیع آن مشکل ی جمعیتتنوع ژنتیک
و توزیع آن در مناطق این قارچ شناخت تنوع ژنتیکی . باشدمی

براي مدیریت با گسترش جهانیآلوده به عنوان یک بیمارگر 
هاي گروه. ریشه مفید خواهد بوداسکلروتیومی بیماري پوسیدگی 
به طور ) psMycelial Compatibility Grou(سازگار میسلیومی 

هاي گسترده جهت ارزیابی غیرمستقیم تنوع ژنتیکی بین جدایه
نقش مهمی در و)Leslie 1993(قارچی گیاهان استفاده شده 

هاي قارچی و تسهیل تبادلات ژنتیکی ایفا تعریف جمعیت
در جنسی تولید مثلهایی که به ویژه در رابطه با قارچ(دنکنمی
ناسازگاري میسلیومی . )اري داردکمی بر چرخه بیمثیر تاها آن

شود که ممکن است میمنجر به ایجاد استخرهاي ژنی جداگانه
متفاوت زایی بیماريو ی، فیزیولوژیکیاز لحاظ صفات اکولوژیک

این قارچدرژنتیکیتنوعبررسیجهت. )Remesal 2012(باشند
يهاکیبر تکنیمبتنیمختلفيهاروش،MCGعلاوه بر 

ت استفاده شده اسیتواللیو تحلهیو تجزیمولکولينگارانگشت
)Harlton et al. 1995, Nalim et al. 1995, Cilliers et al. 2000,

Punja & Sun 2001, Sarma et al. 2002, Remesal et al. 2012,
2017et al.Jebaraj,2013et al.Gawande,2014et al.Xie.(

ژنتیکیتنوعتحلیلوتجزیهبرايمولکولینشانگرهاي
وشناختیریختصفاتبراساسسنتیهايبنديطبقهبهنسبت

ومحیطیپارامترهايعدم وابستگی بهلحاظازهاایزوآنزیم
Zervakis(دارند برتري،ردیابیقابلچندشکلیبالايسطح et

al. 2001.(ISSR)Inter Simple Sequence Repeats ( یک
ناحیه مجاور دو ،است که در آنDNAنگاري انگشتروش 

ریزماهواره یکسان که در جهت مخالف هم قرار دارند تکثیر 
Weising(شود می et al. هاي ها یا توالیریزماهواره).1994

در نواحی کدشونده و غیرکدشونده ژنوم وجود تکراري ساده
تر هستند هاي غیرکدشونده بیشولی در قسمت،دارند

)Katti et al. جهت بررسی ISSRنشانگرهاي مولکولی).2001
تنوع ژنتیکی و ساختار جمعیت به طور گسترده 

اند در بسیاري از موجودات مورد استفاده قرار گرفته

)Kauserud & Schumacher 2003, George et al. 2009,

Wang et al. سادگی، ،از مزایاي عمده این روش). 2012
Zhang(باشد یمي آن تکرارپذیري و تنوع بالا et al. 2007.(

منطقه یک سیستم نشانگر مولکولی معمولااز آنجا که
دهد، ممکن است سطح خاصی از ژنوم را مورد هدف قرار می

تنوع ژنتیکی با استفاده از یک سیستم نشانگر به خوبی مشخص 
SCoT)Start. نباشد Codon Targeted ( یک سیستم نشانگر

تنوع یا چندشکلیتواند که میمولکولی ساده و جدید است
تري را در مقایسه با چندین نشانگر مولکولی دیگر شناسایی بیش
Collard(کند  & Mackill 2009, Xiong et al. و زیونگ). 2011

Xiong(همکاران et al. SCoTاظهار داشتند که نشانگر ) 2009

مورد RAPDو ISSRتواند به عنوان یک مکمل مؤثر براي می
.فاده قرار گیرداست

و RAPD،RFLP ،AFLPنشانگرهاي مولکولی کنون تا
ISSR مورد مطالعه قرار جهت تعیین تنوع ژنتیکی این قارچ
Harlton(اندگرفته et al. 1995, Okabe et al. 1998, Punja &

2017et al.Jebaraj,2013et al.Gawande,1200unS(، اما
در .نشده استاکنون استفاده تدر این قارچ، SCoTنشانگر

از سه استانA. rolfsiiهاي تنوع ژنتیکی جدایه،مطالعه حاضر
و دو نشانگر MCGبا استفاده از گیلان، مازندران و گلستان

.ه استمورد بررسی قرار گرفتSCoTو ISSRمولکولی 

روش بررسی
قارچسازي خالصبرداري و نمونه-

ناشی یدگی سفید ریشهپوسشاخصم یگیاهان داراي علا
هاي طوقه و ریشه، شانکر شامل پوسیدگیA. rolfsiiقارچ از 

از سه 1390- 95هاي طی فصول زراعی سالمیري ساقه و بوته
مشخصات .آوري شدنداستان گیلان، مازندران و گلستان جمع

با تیغ ،جداسازي قارچجهت .آمده است1ها در جدول جدایه
نواحی سالم و آلوده قطعات کوچکی در از مرز سترون اسکالپل 

این . متر جدا و زیر جریان ملایم آب شسته شدندحد چند میلی
هیپوکلریت سدیم % 5/0قطعات به مدت یک دقیقه در محلول 

سپس سه بار و هر بار به مدت. تجاري قرار گرفتند
هاي نمونه. شدنددادهشستشوسترونثانیه با آب مقطر 15-10

سترونخشک و با پنس سترونبا کاغذ صافی شدهضدعفونی
-زمینیکشت سیبلیتر محیطمیلی20به تشتک پتري حاوي 

Potato(آگار- دکستروز Dextrose Agar: PDA(منتقل شدند .
درجه 27±1ساعت در دماي24- 48هاي پتري به مدت تشتک

بعد از.تحت شرایط تاریکی نگهداري شدندسلسیوس 
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قارچ بالغ هاي ، سختینهبه روش نوك ریسهها جدایهسازي خالص

آوري و در زیر هود میکروبیولوژي به جمعکشتاز سطح محیط
ونآوري درساعت خشک شدند و پس از جمعدو مدت حدود 

.گردیدندنگهداري سلسیوس درجه - 20میکروتیوب در دماي 
هاي سازگار میسلیومیگروه-

ها به یهسازگاري میسلیومی، ابتدا جداتعیینبراي
سپس از حاشیه در حال رشد . منتقل شدندPDAکشت محیط

هاي میسلیومی از هر جدایه مورد نظر برداشته پرگنه قارچ، قرص
Juhásová(همکارانوجوهاسواروششدند و طبق et al. 2004(

هايجدایهسایرسازگاريو)جدایه آزمایشگر(انتخاب جدایهیک
ه طوري که براي هر تشتک پتري، بگردید،بررسیآنبامنطقه

یک جدایه آزمایشگر در مرکز و شش جدایه به فاصله مساوي از 
از این شش جدایه، یک جدایه به . یکدیگر در اطراف قرار گرفتند

و پنج جدایه ) تکرار جدایه آزمایشگر(عنوان شاهد مثبت 
. ها در دو تکرار انجام شدهر تلاقی بین جدایه. ناشناخته بودند

درجه 27±1اقک رشد تاریک تحت دماي تهاي پتري در اکتشت
هاي روز، نتایج تلاقیهفتتا ششبعد از . سلسیوس قرار گرفتند

. انجام شده به صورت ماکروسکوپی مورد بررسی قرار گرفت
وجود یا عدم وجود ناحیه براساسسازگاري یا ناسازگاري رویشی 

جدایه ارزیابی شدهاي دو ممانعت از رشد در محل برخورد پرگنه
)Mehri et al. 2013.(

مورد استفاده در این پژوهشAthelia rolfsiiهايمشخصات جدایه-1جدول
محل

وريآجمع نام میزبان کد 
جدایه ردیف محل

آوريجمع نام میزبان کد 
جدایه ردیف محل

آوريجمع نام میزبان کد 
جدایه ردیف

: مازندران
بابل لوبیا M1B3 61 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O1T8 31 : گیلان
رشت لوبیا G1B1 1

:مازندران
بابل لوبیا M2B3 62 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O2T8 32 : گیلان
رشت فلفل G2P1 2

: مازندران
بابل لوبیا M3B3 63 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O3T8 33 : گیلان
رشت فرنگیگوجه G3T3 3

: مازندران
بابل لوبیا M4B3 64 : گانگر

دلند فرنگیگوجه O4T7 34 : گیلان
رشت لوبیا G4B3 4

: مازندران
بابل لوبیا M5B3 65 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O5T7 35 : گیلان
رشت فلفل G5P1 5

: مازندران
بابل لوبیا M6B3 66 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O6T8 36 : گیلان
لاهیجان بادمجان G6E3 6

: مازندران
بابل لوبیا M7B3 67 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O7T8 37 : گیلان
لاهیجان لوبیا G7B3 7

: مازندران
بابل لوبیا M8B3 68 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O8T7 38 : گیلان
رشت لوبیا G8B4 8

: مازندران
بابل لوبیا M9B3 69 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O9T8 39 : گیلان
رشت لوبیا G9B1 9

: مازندران
بابل لوبیا M10B3 70 : گرگان

دلند
هرز علف

زنگوله O10W7 40 : گیلان
آستانه

خروس تاج
وحشی G10W1 10

: مازندران
بابل لوبیا M11B3 71 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O11T7 41 : گیلان
کوچصفهان لوبیا G11B1 11

: مازندران
بابل لوبیا M12B3 72 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O12T7 42 : گیلان
فومن فلفل G12P1 12

: مازندران
بابل لوبیا M13B3 73 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O13T7 43 : گیلان
فومن فلفل G13P1 13

: مازندران
بابل لوبیا M14B3 74 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O14T7 44 : گیلان
فومن فلفل G14P1 14
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)ادامه(1جدول 
: مازندران

بابل لوبیا M15B3 75 : گرگان
دلند فرنگیگوجه O15T7 45 : گیلان

فومن لوبیا G15B1 15

: مازندران
بابل لوبیا M16B3 76 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O16T7 46 : گیلان
فومن لوبیا G16B1 16

: مازندران
رامسر فلفل M17P3 77 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O17T7 47 : گیلان
فومن فلفل G17P5 17

: مازندران
رامسر فلفل M18P3 78 : گرگان

نددل
هرز علف

سلمه O18W7 48 : گیلان
فومن فلفل G18P3 18

: مازندران
رامسر

هرز علف
فرفیون M19W3 79 : گرگان

دلند فرنگیگوجه O19T8 49 : گیلان
رشت لوبیا G19B1 19

: مازندران
کتري فرنگیگوجه M20T3 80 : گرگان

مینودشت زمینیبادام O20G3 50 : گیلان
نشاءلشت زمینیبادام G20G3 20

: مازندران
کتري فرنگیگوجه M21T3 81 : گرگان

سنگستان آفتابگردان O21F3 51 : گیلان
نشاءلشت زمینیبادام G21G1 21

: مازندران
کتري فرنگیگوجه M22T3 82 : گرگان

سنگستان آفتابگردان O22F7 52 : گیلان
نشاءلشت زمینیبادام G22G3 22

: مازندران
کتري فرنگیگوجه M23T3 83 : رگانگ

سنگستان آفتابگردان O23F7 53 : گیلان
نشاءلشت زمینیبادام G23G3 23

: مازندران
کتري فرنگیگوجه M24T3 84 : گرگان

سنگستان آفتابگردان O24F7 54 : گیلان
آستانه کدو G24S3 24

: مازندران
رامسر فلفل M25P1 85 : گرگان

سنگستان آفتابگردان O25F8 55 : گیلان
رشت چمن G25O9 25

: مازندران
رامسر فلفل M26P1 86 : گرگان

سنگستان آفتابگردان O26F8 56 : گیلان
رشت لوبیا G26B2 26

: مازندران
رامسر لوبیا M27B1 87 : گرگان

سنگستان فرنگیگوجه O27T7 57 : گیلان
شفت فرنگیگوجه G27T1 27

: مازندران
رامسر فرنگیگوجه M28T1 88 : گرگان

سنگستان فرنگیگوجه O28T8 58 : گیلان
لنگرود لوبیا G28B6 28

: مازندران
رامسر فرنگیگوجه M29T1 89 : گرگان

سنگستان فرنگیگوجه O29T8 59 : گیلان
رشت

زمینی سیب
ترشی G29H4 29

: مازندران
رامسر لوبیا M30B1 90 : گرگان

سنگستان
خروس تاج

وحشی O30W8 60 : گیلان
رشت

زمینی سیب
ترشی G30H3 30

DNAستخراج ا-

استفاده Chelexژنومی از روش DNAبراي استخراج 
Hirata(شد & Takamatsu 1996( .که با سوزن ترتیبین ه اب

از پرگنه )یک برداشت با نوك سوزن(مقدار کمی ریسهسترون
هاي کشت شده روي جوان و در حال رشد هر یک از جدایه

لیتري یمیل5/1برداشته و به میکروتیوب PDAکشتمحیط
. منتقل شد% 5میکرولیتر محلول چلکس150سترون حاوي 

درجه 56ها به مدت حداقل دو ساعت در دماي میکروتیوب
دقیقه در آب در هشتسپس به مدت . نگهداري شدندسلسیوس 

قرار گرفته و پس از آن) سلسیوسدرجه 100(حال جوشیدن 

گاه ثانیه توسط دست10–12به مدت محتویات میکروتیوب
ماده چلکس و . این مرحله دو بار تکرار شد. هم زده شدورتکس 

چهار بقایاي دیواره و محتویات سلولی با سانتریفیوژ در دماي 
دور در دقیقه 14000دقیقه و پنجبه مدت سلسیوس درجه 

استخراج DNAکه حاوي لایه فوقانیمحلول . رسوب داده شدند
و PCRل و تا انجام هاي جدید منتقبه میکروتیوب،شده بود

.نگهداري شدسلسیوس درجه -20در دماي DNAتکثیر 
:ISSRهاي بررسی- PCR وSCoT: PCR
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که مورد بررسی اولیه قرار ISSRآغازگر 15از بین 

و تنوع باندي،از لحاظ تعداد)2جدول (آغازگر11گرفتند، 
ها مورد انتخاب شدند و براي تکثیر کلیه جدایهتکرارپذیري

.استفاده قرار گرفتند
20در حجم PCRواکنش ،ISSRتکثیر نواحی براي 

Master mixمیکرولیتر10میکرولیتر براي هر جدایه شامل 

)Ampliqon6، آغازگراز هر میکرولیتر یک، )دانمارك
. انجام شدنمونه DNAمیکرولیتر از 2میکرولیتر آب دیونیزه و

Zhao(رانژائو و همکاروشبراساسPCRشرایط  et al. 2013 (
:با اندکی تغییر به صورت زیر تنظیم شد

هاي مورد مطالعه پس از جدایهDNAتکثیر قطعات 
سازي اولیه الگو با انجام عمل واسرشتهي DNAرشته کردن تک

چرخه 35، سلسیوسدرجه 94یقه در دماي دقپنجبه مدت 
30به مدت سلسیوس درجه 94سازي در دماي واسرشتهشامل 

بسته به (سلسیوسدرجه 43-55در دماي اتصال آغازگرها، ثانیه
درجه 72بسط آغازگرها در دماي ثانیه، 45به مدت )آغازگرنوع 

و در نهایت بسط نهایی به مدت ثانیه60به مدت سیوس لس
.انجام شدسلسیوس درجه 72دقیقه در دماي هفت

زگر آغاچهار ،آغازگرهشت بین از،SCoTبراي انجام 
کردند، انتخاب که باندهاي واضح و تکرارپذیري ایجاد می) 2جدول (

PCRواکنش . ها مورد استفاده قرار گرفتندکلیه جدایهو براي تکثیر

میکرولیتر 10میکرولیتر براي هر جدایه شامل 20در حجم 
Master mix)Ampliqon6، آغازگراز هر میکرولیتر یک ، )دانمارك

در دستگاه DNAمیکرولیتر از 2ونیزه و میکرولیتر آب دی
سازي اولیه به مدت واسرشتهبه صورت ترموسایکلر با برنامه حرارتی

چرخه شامل 35، سپس سلسیوسدرجه 94دقیقه در دماي پنج
ثانیه، 60به مدت سلسیوسدرجه 94واسرشته سازي در دماي 

60به مدت سلسیوسدرجه 55–57در دماياتصال آغازگرها
ثانیه 60به مدت سلسیوسدرجه 72نیه، بسط آغازگرها در دماي ثا

درجه 72دقیقه در دماي هفتو در نهایت بسط نهایی به مدت 
PCRمیکرولیتر از محصول واکنش 5مقدار .انجام شدسلسیوس

دهاي تکثیر شده، براي تعیین وجود بان%2با غلظت روي ژل آگارز
90ساعت در ولتاژ دو رز به مدت عملیات الکتروفو. الکتروفورز شدند

ژل با استفاده از دستگاه ها روينمونهولت انجام شد و سپس 
.برداري شدندعکسژل داك

هاتجزیه و تحلیل داده-
یا عدم وجود ) 1(وجود براساسها جدایه،در تفسیر ژل

با دو آلل لوکوسکیبه عنوان باندهر . امتیازدهی شدند) 0(باند 
هاي مولکولی با اي دادهتجزیه خوشه.نظر گرفته شددر تناوبی

NTSYSpcافزار نرماستفاده از  Ver. و UPGMAبه روش 2.02
براي ،همچنین. )Rohlf 1998(ضریب تشابه جاکارد انجام شد

ها به صورت دو بعدي، آنالیز تجزیه مشاهده فواصل بین جدایه
بندي خوشهبه عنوان مکمل روش PcoAبه مختصات اصلی 

PICمحتویات اطلاعات هر نشانگر تحت عنوان.انجام شد

)Polymorphic Information Content (که در نظر گرفته شد
قدرت تفکیک یک نشانگر را در جمعیت مورد مطالعه نشان 

براي هر آغازگر از رابطه PICبه منظور به دست آوردن .دهدمی
PIC=2(fi) (1-fi) کهشداستفادهfi1نی وجود باند و فراوا-fi

ري از گینگیبا میان. فراوانی عدم وجود باند در هر جایگاه است
،هاي یک آغازگربه دست آمده براي تمامی جایگاهPICمقادیر 

PIC آمدآن آغازگر به دست)Roldan-Ruiz et al. 2000(.

یجهنت
سازگار میسلیومیهايگروهجداسازي بیمارگر و تعیین -

داري از مزارع مختلف سه استان گیلان، بردر نمونه
گروه نه وجدایه به دست آمد 90،گلستان و مازندران در مجموع

هايدر جمعیتMCG9تا MCG1به اسامی سازگار میسلیومی
، MCG1جدایه در بیست.تشخیص داده شدمورد مطالعه قارچ 

جدایه در MCG4 ،16جدایه در دو ، MCG3جدایه در 36
MCG7 دایه در ج12وMCG8هاي سازگار قرار گرفتند و گروه

گروه سازگار .هر کدام یک عضو داشتند9و 6، 5، 2میسلیومی 
ترین فراوانی از نظر داراي بیش) عضو36با (MCG3میسلیومی

با آلودگی (ترین گروه از لحاظ دامنه میزبانیتعداد جدایه و متنوع
تنها گروه،گروههمچنین این. بود)هشت گونه گیاهی میزبان

.بودمذکور هر سه استانهاينمونهاز هاییجدایهداراي 
ISSRهاي حاصل از تجزیه و تحلیل داده-

ایجاد باند 184،در مجموعآغازگر استفاده شدهیازده 
بخشی از الگوي .چندشکل بودندباند 153ها،نآاز بین کردند که
نشان داده شده 1در شکل ISSR1آغازگر حاصل از باندهاي 

به ترتیب 36/0و 15/0با ISSR10و ISSR2نشانگرهاي .است
ترین محتواي اطلاعات چندشکلی را داشتندترین و بیشمک
،ISSRآغازگرهايايخوشهتجزیهازحاصلدندروگرام. )2جدول (

.قرار داد)I-IV(در چهار گروه%57تشابهسطحدرراهاجدایه
گیلان و از جدایه 28مازندران، از جدایه 30شامل ،نخستگروه 

،از گیلانG28B6و G17P5دو جدایه .دو جدایه از گلستان بود
گروه . قرار گرفتند) گروه دو و سه(هر کدام در یک گروه جداگانه 

گرفترا دربر)جدایهدوجزبه (هاي گلستان تمام جدایه،چهارم
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تصات اصلی نیز پلات دو بعدي حاصل از تجزیه به مخ. )2شکل (
هاي مشابه گروهها در چهار گروهو جدایهید کردیااین مطلب را ت

UPGMA3شکل (قرار گرفتند.(

Atheliaبراي قارچ SCoTو ISSRهايآغازگرتوالی -2جدول rolfsii و تعداد کل باندهاي ایجادشده، تعداد باندهاي چندشکل و
PICمحاسبه شده براي هر آغازگر

Primer Sequence 5’-3’ Total
bands

Polymorphic
bands

PIC Reference

ISSR1 AGAGAGAGAGAGAGAGT 20 19 27/0 Tang et al. 2010

ISSR2 AGAGAGAGAGAGAGAGC 13 8 15/0 Tang et al. 2010

ISSR3 GAGAGAGAGAGAGAGAT 16 12 29/0 Tang et al. 2010

ISSR4 GAGAGAGAGAGAGAGAC 16 14 27/0 Tang et al. 2010

ISSR5 ACACACACACACACACG 15 9 28/0 Yin et al. 2014

ISSR6 TCTCTCTCTCTCTCTCC 21 19 29/0 Yin et al. 2014

ISSR7 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 13 9 25/0 Yin et al. 2014

ISSR8 GAGAGAGAGAGAGAGAA 21 20 22/0 Tang et al. 2010

ISSR9 TGCACACACACACAC 24 20 35/0 Zhao et al. 2013

ISSR10 GTGACACACACACAC 13 12 36/0 Zhao et al. 2013

ISSR11 GGATGCAAACACACACACAC 12 11 29/0 Zhao et al. 2013

SCoT1 ACGACATGGCGACCATCG 11 7 29/0 Zhao et al. 2013

SCoT2 ACCATGGCTACCACCGTG 14 13 12/0 Zhao et al. 2013

SCoT3 CCATGGCTACCACCGCCA 24 20 25/0 Zhao et al. 2013

SCoT4 CCATGGCTACCACCGGCG 12 10 2/0 Zhao et al. 2013

PIC: Polymorphic information content

Atheliaجدایه18براي ISSR1ایجاد شده توسط آغازگر باندهاي الگوي - 1شکل  rolfsii:M. اندازهنشانگر ،N.شاهد.
Fig. 1. ISSR amplification profile using ISSR1 primer in the 18 tested isolates of Athelia rolfsii: M. DNA ladder, N. Control.
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:ISSRنگاري آغازگرهاي براساس انگشتAthelia rolfsiiجدایه90براي UPGMAروش براساسرسم شده دندروگرام -2شکل
دهنده شماره عدد بعد از آن نشاننخستین،)مازندران.Mگلستان، .Oگیلان، .G(آوري جمعدهنده محل ها نشانجدایهنخستحرف 

.استMCGهنده گروه ددهنده میزبان و عدد آخر نشانجدایه، حرف بعدي نشان
Fig. 2. UPGMA dendrogram of 90 Athelia rolfsii isolates constructed using genetic similarity analysis based on ISSR
markers fingerprinting: First letter indicates the origin of each isolate (G. Guilan, O. Golestan, M. Mazandaran), first
number indicates the number of isolates, second letter indicates host, and last number indicates MCGs.
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برايISSRهاي پلات دو بعدي حاصل از تجزیه به مختصات اصلی به روش ماتریس تشابه جاکارد با استفاده از داده- 3شکل
.Athelia rolfsiiجدایه 90

Fig. 3. Two-dimensional plot derived from the principal coordinate analysis by Jaccard's similarity matrix method of
ISSR data for 90 isolates of Athelia rolfsii.

SCoTهاي حاصل از تجزیه و تحلیل داده-

در شکل SCoTآغازگر بخشی از الگوي باندي حاصل از 
باند 61چندشکل از باند 50،در مجموع. تنشان داده شده اس4

.به دست آمدSCoTآغازگر چهار ایجاد شده با استفاده از 
ترین بیش،29/0با SCoT1و ترین کم،12/0با SCoT2نشانگر 

جدول(به خود اختصاص دادند محتواي اطلاعات چندشکلی را 
به روش SCoTهاي حاصل از آغازگرهاي دندروگرام داده). 2

UPGMAگروهسه در % 59در سطح تشابه را ها جدایه)I-III(
هاي مازندران تمام جدایهشامل نخستگروه).5شکل (داد قرار 

.باشدمیجدایه از گلستان دو جدایه از گیلان و 28، )جدایه30(
و گروه سوم شامل ) G26B2(از گیلانگروه دوم شامل یک عضو

تشابه . بود)G28B6(یلاناز گلستان و یک جدایه از گجدایه28
ضریب کوفنتیک بالا . متغیر بود1تا 41/0جدایه از 90ژنتیکی بین 

برآورد ،نشان داد دندروگرام حاصل) SCoT)9/0≥rبراي نشانگر 
ها را ژنوتیپزیادي باشد و با دقت خوبی از ماتریس ضرایب تشابه می

مختصات پلات دو بعدي حاصل از تجزیه به . بندي کرده استگروه
.نشان دادUPGMAبندي مشابهی با گروه) 6شکل (اصلی 

Atheliaجدایه18براي SCoT3ایجاد شده توسط آغازگر باندهاي الگوي - 4شکل  rolfsii:M. ،نشانگر اندازهN.شاهد.
Fig. 4. SCoT amplification profile using SCoT3 primer in the 18 tested isolates of Athelia rolfsii: M. DNA ladder,
N. Control.
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Atheliaجدایه 90براي UPGMAروش براساسدندروگرام رسم شده -5شکل  rolfsiiنگاري آغازگرهاي انگشتبراساسSCoT:
دهنده شماره ننشابعد از آن عدد نخستین، )مازندران.Mگلستان، .Oگیلان، .G(آوري دهنده محل جمعها نشانجدایهنخستحرف 

.استMCGدهنده گروه دهنده میزبان و عدد آخر نشانجدایه، حرف بعدي نشان
Fig. 5. UPGMA dendrogram of 90 Athelia rolfsii isolates constructed using genetic similarity analysis based on SCoT
markers fingerprinting: First letter indicates the origin of each isolate (G. Guilan, O. Golestan, M. Mazandaran), first
number indicate the number of isolate, second letter indicate host and last number indicate MCGs.
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.SCoTهاي دهپلات دو بعدي حاصل از تجزیه به مختصات اصلی به روش ماتریس تشابه جاکارد با استفاده از دا-6شکل
Fig. 6. Two-dimensional plot derived from the principal coordinate analysis by Jaccard's similarity matrix method of SCoT data.

ISSRو SCoTهاي تجزیه و تحلیل ترکیب داده-

تشابه ژنتیکی ISSRوSCoTهاي ترکیب دادهبراساس
بندي به روش گروه. تغیر بودم1تا 29/0جدایه از 90

UPGMA،در چهار گروه قرار % 57ها را در سطح تشابه جدایه
دقت زیاد 99/0کوفنتیک یهمبستگضریب،همچنین.داد

پلات . براي دو نشانگر نشان دادUPGMAبندي را به روش گروه
بندي حاصل بعدي حاصل از تجزیه به مختصات اصلی با گروهدو
ISSRوSCoTهاي نتایج ترکیب داده.ودمشابه بUPGMAاز 

و پلات آن نیز تقریبابود و شکل دندروگرام ISSRمشابه نتایج 
.به همین دلیل نشان داده نشده استومشابه بود

بحث
همچنین نشانگرهايو هاي سازگار میسلیومیگروه

مختلفهايمیزباندرA. rolfsiiتنوعارزیابیبرايمولکولی 
استشدهاستفادهجهانسراسردرمناطقازيبسیاردرو
)Harlton et al. 1995, Nalim et al. 1995, Cilliers et al.

2000, Punja & Sun 2001, Sarma et al. 2002, Remesal et
etJebaraj,2013et al.Gawande,2014et al.Xie,2012al.

2017al.( .در مطالعه پیشین مهري و همکاران)از ،)1320
شش گروه ،آوري شده از استان گیلانهاي جمعتلاقی جدایه

آوري در مطالعه حاضر، با جمع. سازگار میسلیومی شناسایی شد
تر از سه استان گیلان، مازندران و گلستان هاي بیشتعداد جدایه

MCG8و MCG7دست آمد که ه بمیسلیومینه گروه سازگار 

توان نتیجه گرفت می،لذا. تندتنها در استان گلستان وجود داش

هایی هاگجنسی در منطقه ندارد و تولید مثلقارچ که احتمالا
شود و لذا آمیختگی که باعث پراکنش قارچ شوند تولید نمی

MCG3مشخص شد که،همچنین.تري داردجمعیت شانس کم

طور همان. داردها وجود و در تمام استاناستترین گروه شایع
حضور یک ،انداشاره کرده) 2012(همکاران سال وکه ریم
MCGتواند ناشی از انتشار خاص در مناطق مختلف میMCGs

.بذر باشدیاخاكگیاهی،موادپخشطریقاز
هاي ی جمعیتتاکنون از نشانگرهاي مختلفی براي بررس

این قارچ استفاده شده و ارتباط میان نتایج حاصل از این 
سازگار میسلیومی، میزبان و حتی مناطق هاي ها با گروهنشانگر

.جغرافیایی مورد بحث قرار گرفته است
Cilliers(سیلیرز و همکاران et al. از تجزیه و )2000

مناسب براي ارزیابی تنوع روشبه عنوان یک AFLPتحلیل 
به دست هاي سازگار میسلیومی ها و گروهجدایهمیانژنتیکی 

با استفاده . اي جنوبی استفاده کردنداز بادام زمینی در آفریقآمده
هاي سازگار میسلیومی گروهوضوحبه انمحققاین ،روشاز این 

A. rolfsiiهایی تفاوت،با این وجود.را از یکدیگر تفکیک نمودند
.دیده شدMCGهاي داخل یک بین جدایه

Harlton(نتایج هارلتون و همکاران et al. نشان ) 1995
ITS-RFLP، الگوهاي MCGمتعلق به یک هاي داد که جدایه

توانند میMCGهاي یک دهند، اگرچه جدایهیکسانی نشان می
متفاوتی نیز داشته و همچنین الگوهاي ITS-RFLPالگوهاي 

در همین ارتباط، . هاي مختلف مشترك باشندMCGخاصی بین 
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Nalim(توسط نالیم و همکاران ینتایج مشابه et al. و ) 1995

Okabe(همکاران اوکابه و et al. .ه استبه دست آمد) 1998
درژنتیکیتنوعارزیابیبراينیزRAPDتحلیلوتجزیه

& Punja(پونجا و سان.استشدهاستفادهA. rolfsiiهايجدایه

Sun 2001(به دست آمده از یک دامنه هاي توانستند جدایه
هاي وهمتعلق به گرمختلف جغرافیایی منشأ میزبانی وسیع و 

منحصر به الگوهاي بانديسازگار میسلیومی مختلف را توسط
هاي ها جدایهدر مطالعات آن. فردشان از یکدیگر مجزا کنند

مربوط به یک گروه سازگار میسلیومی با وجود تنوع ژنتیکی، 
تعداد زیادي باند مشابه با یکدیگر به اشتراك گذاشتند و تنها 

الگوي ،هاي سازگار میسلیومیتعداد کمی از اعضاي برخی گروه
RAPDاوکابه و ماتسوماتو ،همچنین.یکسانی داشتندکاملا

)Okabe & Matsumoto 2000 (و آلمیدا و همکاران)Almeida

et al. پیوستگی و ارتباطی بین به ترتیب از ژاپن و برزیل )2001
در هاي سازگار میسلیومیو برخی گروهRAPDهاي گروه

.کردندمشاهده ست آمدههاي به دجدایه
نشان )2017et al.Jebaraj(جباراج و همکارانمطالعات 

RAPDنسبت به ISSRنشانگر ،در مبحث تنوع ژنتیکیداد که 

همچنین ارتباطی بین شدت وداردوجود آشکاري برتري کاملا
.ها مشاهده نشدو تنوع ژنتیکی جدایهزایی بیماري

SCoTو ISSRکولی در این مطالعه، نشانگرهاي مول

استفاده A. rolfsiiهايجدایهژنتیکیمشخصاتجهت تعیین
هاي سازگار میسلیومی مورد بررسی ها با گروهشدند و ارتباط آن

SCoTو ISSRحاصل از هر دو نشانگر الگوهاي باندي .قرار گرفت

خاص MCGهاي متعلق به یک نشان داد که به طور کلی جدایه
دهند، اگرچه مشاهده شد سانی از خود نشان میالگوهاي باندي یک
الگوي باندي متفاوتی ،MCGیک به هاي متعلق که برخی جدایه

هاي مختلف MCGهاي خاصی در بین از یکدیگر دارند و باند
و MCGرابطه به علت وجود نتایجی مشابه در مورد. مشترك بود

چ در این قارRAPDو ITS-RFLPالگوهاي باندي نشانگرهاي 
)Harlton et al. 1995, Nalim et al. 1995, Okabe et al.

1998, Punja & Sun 2001 (هاي شود برخی از گروهپیشنهاد می
.کلونال باشندگار میسلیومی ممکن است داراي منشاساز

منطقه جغرافیایی و بیننشان داد کهحاصل اطلاعات 
MCG ارتباطی وارتباط وجود داردجدایه مورد بررسی 90در

دوهرنتایجبراساسلذا .بین میزبان و نشانگر مشاهده نشد
MCGبا جدایهدوجزبه(گلستان استانهايجدایهنشانگر،

تفکیکمازندراناستان وگیلاناستان هايجدایهاز)متفاوت
ها با نتایج به دست آمده از میزان آمیختگی این یافتهوشدند
کلونال بودن ید ؤممطابقت دارد و لیومیسهاي سازگار میگروه

در نتایج مشابهی نیز.گلستان استاستان جمعیت این قارچ در 
به عنوان مثال . به دست آمده استچندین گونه بازیدیومیست 

Zhao(همکاران وژائو اي که توسط در مطالعه et al. با ) 2013
انجام شد، SCoTآغازگرو هشت ISSRآغازگرهفت استفاده از 

Pleurotus eryngiiباط نزدیکی بین تنوع ژنتیکی قارچرتا var.

tuoliensisدر ،همچنین.و توزیع جغرافیایی آن مشاهده شد
Tang(تنگ و همکارانتحقیق et al. 34تنوع ژنتیکی ) 2010
Auriculariaجدایه  auricula با استفاده از نشانگرهايISSR و
SRAP منشأ و هاین جدایهامورد بررسی قرار گرفت و بین

.مشاهده شدارتباط ها نجغرافیایی آ
اطلاعات قابل توجهی در رابطه با تنوع حاضر،تحقیق
قارچ کهبا توجه به این. فراهم آوردA. rolfsiiژنتیکی قارچ 

جریان ژنی کمی بین لذا ،باشدجنسی میتولید مثلفاقد مذکور 
هاي جدایهتفکیکبه همین دلیل،وها وجود داردجمعیت

.باشدهاي گیلان و مازندران قابل توجیه میگلستان از جدایه
مطالعه ساختار جمعیت این قارچ که تغییرات ژنتیکی در 

سازگاريفرآیند جمعیت آن به میزان بسیار زیادي محدود به 
به بیان . اهمیت فراوانی دارددر کنترل این بیمارگر،رویشی است

ار میسلیومی غالب در هر منطقه و به با تعیین گروه سازگ،دیگر
دنبال آن بررسی دامنه میزبانی و حساسیت ارقام زراعی به هر 

توان بهترین محصولات را جهت کشت در ، میهاگروهیک از این 
.نمودهر منطقه شناسایی و توصیه 
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