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 استاد بيماري شناسي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان -2

  دانشيار بيماري شناسي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان -3

  23/3/91 :تاريخ پذيرش                      11/7/90 : تاريخ دريافت

  

  چكيده

- شود، يكي از بيماريايجاد مي Armillariaهاي بيماري پوسيدگي آرميلاريايي ريشه و طوقه كه توسط گونه

اين بيماري در استان . باشدهاي مهم گياهان چوبي اعم از درختان ميوه، جنگلي و زينتي در مناطق مختلف مي

از آنجا كه در ميان . سازدساله خسارت فراواني را به درختان ميوه وارد مياصفهان به شدت شيوع دارد و همه 

شود و هيچ اقدام موثري نيز در كنترل كامل بيماري درختان ميوه تعداد كمي رقم مقاوم به بيماري يافت مي

ئز حاريزي يك طرح مديريتي و كاهش خسارت بيماري جهت پايهوجود ندارد، رديابي عامل بيماري در خاك 

هاي خاك از نمونه  Armillariaهايجدايه ، حساس و اختصاصيرديابي سريع در اين تحقيق جهت. اهميت است

-به طور مستقيم از نمونه DNA استخراج .استفاده شد با موفقيت AR2و  AR1 و چوب، از آغازگرهاي اختصاصي

در  ITS4و  ITS1رهاي عمومي در مرحله اول به وسيله آغازگ ITSناحيه و  انجام گرفت هاي خاك و چوب

با  .تكثير شد nested PCRدر واكنش  AR2و  AR1و در مرحله دوم توسط آغازگرهاي اختصاصي  PCRواكنش 

هاي خاك و ريشه بدون نياز به جداسازي در نمونهبه طور مستقيم ، رديابي بيمارگر nested PCRاستفاده از روش 

  .باشدپذير مييه بيماري امكانو كشت ميسليوم آرميلاريا و در مراحل اول

  

  اي، رديابي، آغازگرهاي اختصاصيآشيانه PCR، يي ريشه و طوقهآرميلاريا پوسيدگي :واژه ها كليد

  

  مقدمه

بيماري پوسيدگي آرميلاريايي ريشه و طوقه از 

باشد كه به وسيله هاي مهم گياهان چوبي ميبيماري

عسلي موسوم به قارچ  Armillariaهاي برخي گونه

هاي گونه). 2000 1؛ بي نام،1361، بهداد(گردد ايجاد مي

-مختلف اين قارچ به صورت بيمارگر،گندرو و يا مرده

خوار روي دامنه وسيعي از گياهان ميزبان ايجاد آلودگي 

هاي در ميان گونه .)2003، 2كوتز و همكاران(نمايند مي

 Armillaria mellea آرميلاريا گونه زايبيماري

                                                           

1- Anonymous.  
2- Coetzee et al. 

(Vahl : Fr. Kummer) اي در آب و هواي مديترانه

مرگ درختان ميوه، جنگلي   تر است و علت عمدهشايع

اين گونه نه  .)2010، 3دليلي و همكاران(باشد مي و زينتي

ها و مناطق ها، بلكه در جنگلها و تاكستانتنها در باغ

. )2010، 4بوم گارتنر و همكاران(شهري نيز شايع است 

به طور وسيعي در سراسر كشور  A. melleaدر ايران 

گسترش دارد و به عنوان عامل پوسيدگي ريشه به خوبي 

و دليلي و  2003آصف و همكاران، (شناخته شده است 

) 1361( بهدادبر اساس گزارش ). 2010همكاران، 

                                                           

3- Dalili et al.  
4- Baumgartner et al.  
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  ...عامل پوسيدگي Armillaria melleaرديابي سريع  :يوسفي

بيماري مزبور در اصفهان به شدت شيوع دارد و ساليانه 

با . سازدمي خسارت شديدي را به محصولات باغي وارد

وجود اهميت بسيار زياد اين بيماري، كنترل موثري عليه 

در ميان درختان ميوه تعداد كمي رقم . آن وجود ندارد

مقاوم به بيماري وجود دارد و گاه هيچ رقم مقاومي يافت 

از سوي ديگر در صورتي كه عمليات زراعي . شودنمي

يدا ضعيف باشد درختان آمادگي ابتلاي به بيماري را پ

خواهند كرد و انتخاب رقم مقاوم سودي نخواهد داشت 

استفاده پيش از كاشت از سموم ). 1 2004دونر، (

-هاي پوسيده از بين ميتدخيني، مايه تلقيح را در ريشه

تواند تا عمق لازم در خاك نفوذ كند و به برد، اما نمي

از سويي قارچ عامل بيماري . هاي آلوده برسدهمه ريشه

كش كند و سموم زندهوست رشد ميدر زير پ

)Biocide (كش و نيز عوامل كنترل بيولوژيك يا قارچ

بوم گارتنر، (توانند كنترل موثري فراهم نمايند نمي

؛ بوم گارتنر و 2006، 2، بوم گارتنر و وارنوك2004

ها، رديابي بيمارگر از خاك باغلذا  ).2010همكاران، 

تواند در پايه ريزي ها و فضاي سبز شهري مي نهالستان

يك طرح مديريتي جهت پيشگيري و كاهش خسارت 

، 3گوگليلمو و همكاران( بيماري نقش مهمي داشته باشد

هاي تاكنون روش. )2009، 4؛ نيكولوتي و همكاران 2007

هاي خاك زاد استفاده شده متعددي براي رديابي قارچ

هاي مبتني بر محيط هاي روشبه دليل محدوديتاند كه 

هاي جديد گذاري، استفاده از روششت و طعمهك

هاي سرولوژيكي و مولكولي تشخيصي همچون روش

براي رديابي و شناسايي موجودات هدف افزايش قابل 

؛ 1998، 5باهنوگ و همكاران(توجهي داشته است 

 nestedروش ). 20026، فاكسو  روبينسون باكس

PCR ايي هاي آرميلارياي اروپدر رديابي مستقيم گونه

لاكمن و همكاران، (است  هاي خاك به كار رفتهاز نمونه

                                                           

1- Downer 
2- Baumgartner & Warnock 
3- Guglielmo et al. 
4- Nicolotti et al.  
5- Bahnweg et al.  
6- Robinson-bax   & Fox 

طي دو مرحله  DNAدر اين روش، تكثير  ).7 2004

گيرد و اختصاصي بودن و حساسيت تكثير صورت مي

هاي تكثيري به اين ترتيب، فرآورده. يابدافزايش مي

شوند و توالي هدف به كاذب و غير اختصاصي حذف مي

 ).1997نيوتن و گراهام، (گردد طور ترجيحي تكثير مي

در اين تحقيق، به منظور رديابي اختصاصي، حساس و 

هاي خاك و چوب، از روش سريع بيمارگر از نمونه

nested PCR استفاده گرديد.  

  

 هامواد و روش

  بردارينمونه
باغات  درختان مختلف از 1389و  1388 آبان ماه در

 آلو،آلبالو،  اصفهان شامل درختان زردآلو، استان ميوه

گلابي، انگور و همچنين درختان غير  گردو، گيلاس،

در صورت مشاهده . آمد عمل به برداريمثمر چنار نمونه

ها برداري از آنهاي دسته جمعي قارچ، نمونهكلاهك

در درختان داراي علايم مشكوك به . انجام گرفت

بيماري نيز با استفاده از چاقوي باغباني، قطعاتي از پوست 

ناحيه طوقه درخت كنار زده شد و در صورت مشاهده 

-پوشش ميسليومي سفيد رنگ بين پوست و چوب، نمونه

 داخل هانمونه. برداري از چوب آلوده انجام گرفت

 زمان تا و منتقل جداگانه به آزمايشگاه هايپاكت

 C ˚8-6دماي  در )ساعت 48حداكثر تا ( جداسازي

اف درختان آلوده همچنين از خاك اطر. شدند نگهداري

برداري ها، به صورت تصادفي نمونهو يا خاك باغ

  .گرديد

  عامل بيماري جداسازي

) ريشه و طوقه(جداسازي قارچ از اندام گياهي 

  آلوده

سطح اندام گياهي مورد نظر توسط اتانول  ابتدا

ضدعفوني شده، قسمتي از پوست آن با اسكالپل سترون 

ليومي جدا و به كنار زده شد و بخشي از پوشش ميس

                                                           

7- Lochman et al.  
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  91، پاييز 3شماره  35، جلد )مجله علمي كشاورزي(گياه پزشكي 

منتقل گرديد و ) 1991، 2ورال( BSMA  1محيط كشت

  .در انكوباتور قرار گرفت C˚25 در دماي 

  جداسازي قارچ از اندام بارده

بخش گوشتي و سالمي از پايه كلاهك به شكل 

به وسيله اسكالپل . موضعي توسط اتانول سترون شد

سترون برشي در آن ناحيه ايجاد و قطعه اي از بافت 

گوشتي مغز پايه به ابعاد حدود سه ميليمتر جدا شده و 

منتقل گرديد و در  BSMAروي محيط كشت 

  .قرار گرفت C ˚25انكوباتور با دماي 

  تهيه زاد مايه تلقيحي

از ، A. melleaجهت تهيه زاد مايه تلقيحي قارچ 

كشت  قطعاتي از محيط .بذور گندم استفاده گرديد

MEA3  حاوي قارچA. mellea بذور گندم اضافه  به

و  C˚ 25 دماي  در شرايط تاريكي و انكوباتور شد و در

  . شدند نگهداري روز 30 مدت به

. اين آزمايش با استفاده از دو جدايه انجام گرفت

به دست آمده از موسسه  )IRAN 295C(جدايه اول 

 A. melleaاي از جدايه تحقيقات گياهپزشكي كشور،

هاي تلاقي ش آزمونبود كه پيش از اين توسط رو

و در اين تحقيق به عنوان جدايه  تشخيص داده شده بود

، )A2(جدايه دوم . شاهد مورد استفاده قرار گرفت

هاي جمع آوري شده بود كه اي از ميان نمونهجدايه

 .Aهاي مولكولي و توالي يابي به عنوان توسط آزمون

mellea پس از آماده شدن مايه تلقيح و . شد شناسايي

 ˚C دقيقه در دماي  45به مدت (ترون كردن خاك س

به ميزان سه درصد از مايه ) PSI 15 فشار  و 121

همچنين يك . ها اضافه گرديدتلقيحي به خاك گلدان

گلدان حاوي گندم عاري از قارچ به عنوان شاهد در نظر 

 آلوده باغي كه خاك از هم گلدان يك در گرفته شد و

هاي سپس از قلمه .دگردي استفاده بود، به قارچ

روبينسون ( استفاده شد 5محكبه عنوان گياه   4شمعداني

                                                           

1- Benomyl streptomycin malt agar 
2- Worrall  
3  -  Malt extract agar  
4- Pelargonium hortorum  

به اين صورت كه . )2002 و فاكس، روبينسون باكس(

قلمه شمعداني در گلدان شاهد قرار گرفت و  2-3تعداد 

هاي تيمار با فاصله به همين تعداد نيز در هر يك از گلدان

 ادهد قرار گلخانه در هاگلدان. زماني يك ماه كاشته شد

 .شدند آبياري بار يك روز سه تا چهار هر و شدند

-ها در زمان صفر و سپس در زمانبرداري از خاكنمونه

هاي معين به مدت شش ماه براي جدايه اول و سه ماه 

به طور  DNAاستخراج براي جدايه دوم انجام شد و 

  .صورت گرفت هاي خاكمستقيم از نمونه

  از خاك DNAاستخراج 

 قارچ به آلوده گندم قبلا با كه هاييگلدان خاك از

 از كه هاييخاك و شاهد خاك بودند، شده زني مايه

 آوريآلوده جمع درختان طوقه كنار از مختلف باغات

 و شنا روش مطابقDNA استخراج  بودند، شده

 اين به .شد انجامبا اندكي تغييرات  )2002( 6همكاران 

 خوب تا دش كوبيده خاك نمونه هر از مقداري منظور

 سنگ متريميلي دو الك از استفاده با سپس و شود نرم

 سه با استخراج .گرديد حذف آن گياهي و بقاياي

 :شد انجام زير صورت به خاك هر از تكرار

 7ايشيشه ساچمه گرم 5/0، خاك گرم 5/0 مقدار 

 پنج فلزي عدد ساچمه دو متر،يك ميلي اندازه سترون با

استخراج  بافر ميكروليتر 700 ههمرا به سترون متريميلي

)0.12 M Na2HPO4 ،1.5 M NaCl ،CTAB 

 بود، شده نگهداري C ˚65گرم  آب حمام در كه) 2%

 روي و شدند ريخته ليتريميلي 5/1هايلوله داخل در

 دقيقه 15-20 مدت به دقيقه در دور 2600 در شيكر

 كامل اختلاط از پس هالوله محتويات .شدند داده تكان

 سانتريفوژ دقيقه در دور 11000 در دقيقه 10 تمد به

 سترون لوله به و شد برداشته فوقاني مايع سپس .شدند

به  كلروفرم ميكروليتر 750 مقدار . يافت انتقال جديدي

 شدت به مرتبه چندين هانمونه و شد اضافه نمونه هر

                                                                                

5- Test plant  -  
6- Schena et al. 2002  
7- Glass beads  
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  ...عامل پوسيدگي Armillaria melleaرديابي سريع  :يوسفي

 اختلاط كامل از پس هالوله محتويات .شدند داده تكان

 سانتريفوژ دقيقه در دور 11000 در دقيقه 10 مدت به

 مايع فوقاني بريده نوك هايتيپ وسيله به و شدند

 به .يافت انتقال جديدي سترون لوله درون و شد برداشته

 اضافه سرد آن ايزوپروپانول به محلول حجم6/0اندازه 

 آرامي به هالوله داخل محلول مرتبه چندين و گرديد

 ˚Cفريزر  قه دردقي  10-20مدت به و شدند مخلوط

 11000 در دقيقه 10 مدت به هالوله .گرفتند قرار  -20

 قسمت در DNA تا  شدند سانتريفوژ دقيقه در دور

 به DNA رسوب بالايي مايع. كند رسوب لوله پايين

 لوله داخل  DNAكه طوري به شد، آرامي خارج

، DNA محتوي  هايلوله به. بماند باقي نخورده دست

 مدت به و شد افزوده درصد 70 اتانول ميكروليتر 100

 .گرديد سانتريفوژ دقيقه در دور 11000 در دقيقه پنج

 يك مدت به هالوله و شد ريخته بيرون رويي فاز سپس

 قرار جاذب رطوبت كاغذ روي وارونه صورت به شب

 بعد مرحله در .گردد خشك حاصله رسوب تا گرفتند

 افزوده سترون بار مقطر دو آب ميكروليتر 40 لوله هر به

 قرار يخچال درون شب يك مدت به هانمونه و شد

. شود حل مقطر آب درDNA رسوب  گرفتند تا

DNA  ستون  استفاده با از قبل شده خراجاست

)Polyvinylpolypyrrolidone ( PVPP خالص -

   ).2003، 1شنا و ايپوليتو(شد  سازي

  قارچ از ريشه و چوب آلوده DNAاستخراج 

قارچ از چوب و ريشه گياهان  DNAاستخراج 

با اندكي تغييرات  )2003( ايپوليتوشنا و آلوده به روش 

هاي گياهان آلوده از چوب ناحيه طوقه و ريشه. انجام شد

 بدون علائم  ريشه هاي سفيد زير پوست وداراي ميسليوم

با سه تكرار از هر  DNAاستخراج  برداري شد ونمونه

   .نمونه انجام گرفت

با آب شسته و به اندازه سه تا چهار  هاونهنمابتدا 

متر با چاقوي باغباني بريده و روي كاغذ صافي سانتي

سپس سه گرم از بافت ريشه در . سترون خشك شدند

                                                           

1- Schena & Ippolito  

فريزر سرد شده بودند،  هاون چيني سترون كه از قبل در

گرم پودر  1/0. ريخته شد و با نيتروژن مايع پودر گرديد

) Polyvinylpyrrolidone(ر و هم حجم آن پود

PVP متري سترون و به همراه دو عدد ساچمه پنچ ميلي

 5/1 ي سترون ومتريك ميلياي گرم ساچمه شيشه 5/0

 mM NaCl 250 ،mM( ليتر بافر استخراج ميلي

EDTA 25 ،200mM Tris-HCl  وSDS % 

نگهداري شده بود  Cº65كه در حمام آب گرم )  0/5

متري ريخته شد و به مدت هاي دو ميليدر داخل لوله

دور در دقيقه قرار  2600دقيقه روي شيكر در  چهار

ها پس از اختلاط كامل به مدت محتويات لوله. گرفت

 Cº4دور در دقيقه در دماي 11000دقيقه در  پنج

-مقدار يك ميلي ليتر از مخلوط فنول. سانتريفوژ شدند

د و به هر لوله محتوي نمونه اضافه گردي) 1:1(كلروفرم 

گرفتند و طي دقيقه روي شيكر قرار 10ها به مدت لوله

محتويات . ها چندين مرتبه تكان داده شدنداين مدت لوله

 11000دقيقه در  15ها پس از اختلاط كامل به مدت لوله

هاي نوك دور در دقيقه سانتريفوژ شدند و به وسيله تيپ

بريده مايع فوقاني برداشته شد و درون لوله سترون 

به اندازه هم حجم محلول به آن . ديدي انتقال يافتج

ايزوپروپانول سرد اضافه گرديد و چندين مرتبه محلول 

 10-20ها به آرامي مخلوط شدند و به مدت داخل لوله

 15ها به مدت لوله. قرار گرفتند -Cº20دقيقه در فريزر 

  DNAدور در دقيقه سانتريفوژ شدند تا 11000دقيقه در 

مايع بالايي . يين لوله رسوب كنددر قسمت پا

  DNAبه آرامي خالي شد، به طوري كه  DNAرسوب

هاي محتوي به لوله. داخل لوله دست نخورده باقي بماند

DNA ،100  درصد افزوده شد و به  70ميكروليتر اتانول

دور در دقيقه سانتريفوژ  11000مدت پنج دقيقه در 

ها به لولهسپس فاز رويي بيرون ريخته شد و . گرديد

مدت يك شب به صورت وارونه روي كاغذ جاذب 

در . رطوبت قرار گرفتند تا رسوب حاصله خشك گردد

ميكروليتر آب مقطر دو بار  40مرحله بعد به هر لوله 

ها به مدت يك شب درون سترون افزوده شد و نمونه

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

75 

  91، پاييز 3شماره  35، جلد )مجله علمي كشاورزي(گياه پزشكي 

در آب مقطر حل   DNAيخچال قرار گرفتند تا رسوب

- خالص PVPPروي ستون  قبل از استفاده DNA. شود

  .)2003شنا و ايپوليتو، ( سازي شد

  PVPP  ستون با DNA  سازيصخال

 و خاك از شده استخراج DNAآنجايي كه  از

 فنولي، تركيبات مانند موادي داراي آلوده گياهان ريشه

 واكنش  در كه است 2سنگين فلزات و 1اسيد هيوميك

PCRبتداا كنند،مي عمل بازدارنده مواد عنوان به  

DNA ستون اب PVPP ، يدردگخالص.   

  PCRهاي انجام واكنش

و  ITS1- forدر اين تحقيق از جفت آغازگر 

ITS4- rev  براي واكنشPCR ) سينگلتون و

 و AR1-forو از جفت آغازگر ) 1992، 3همكاران

rev AR2 -  برايNested PCR ) ،شنا و همكاران

  .استفاده گرديد) 2002

  

زگرهاي مورد الي آغانام و تو -1جدول 

  Armillaria melleaاستفاده در رديابي 
  آغازگرنام  توالي (3′′′′          5′′′′)

TCC GTA GGT GAA CCT GCG 
G  

ITS1  

 TCC TCC GCT TAT TGA TAT 
GC  

ITS4  

 CTG ACC TGT TAA AGG GTA 
TGT GC  

AR1  

 AAG CTG AAT CCT TCT ACA 
AAG TCA A  

AR2  

  

 5/2يكروليتر شامل م 25در حجم  PCRواكنش 

ميلي مولار  PCR )X 10( ،5/1ميكروليتر بافر 

MgCl2 ،2/0 ميلي مولار از مخلوطdNTPs ،20  نانو

يك ، ITS4و ITS1 هاي مولار از هر يك از آغازگر

، يك  Taq DNA Polymeraseواحد از آنزيم 

ميكروليتر آب مقطر  05/19الگو و  DNAميكروليتر 

-Techne(ه ترموسايكلر واكنش در دستگا. تهيه شد

                                                           

1- Humic acid   -  
2  - Heavy metals   -  
3- Singleton et al.  

TC-512(  با برنامه دمايي شامل مرحله واسرشته سازي

 35دقيقه و سپس  5/2به مدت  C 94̊اوليه در دماي 

 40به مدت  C 55̊ثانيه،  30به مدت  C 94̊چرخه شامل 

در پايان يك . ثانيه انجام گرفت 30به مدت  C72̊ ثانيه و 

يقه در نظر دق 5به مدت  C72̊ مرحله گسترش نهايي در 

  . گرفته شد

به عنوان رشته الگو در  PCRدر ادامه از فرآورده 

Nested PCR واكنش . استفاده گرديدNested 

PCR  ميكروليتر بافر  5/2ميكروليتر شامل  50در حجم

PCR )X 10( ،5/1  ميلي مولارMgCl2 ،1/0  ميلي

ميكرو مولار از هر يك  dNTPs ،5/0مولار از مخلوط 

واحد از آنزيم  AR2 ،5/1و AR1 هاي از آغازگر

Taq DNA Polymerase ،ميكروليتر  دوDNA 

واكنش در . ميكروليتر آب مقطر تهيه شد 2/38الگو و 

با برنامه  )Techne-TC-512(دستگاه ترموسايكلر 

 C̊ 94دمايي شامل مرحله واسرشته سازي اوليه در دماي 

به  C 94̊چرخه شامل  35دقيقه و سپس  5/2به مدت 

به مدت  C72̊ ثانيه و  40به مدت  C 60̊ثانيه،  30مدت 

در پايان يك مرحله گسترش نهايي . ثانيه انجام گرفت 30

  . دقيقه در نظر گرفته شد 7به مدت  C72̊ در 

با دو ميكروليتر بافر  PCRپنج ميكروليتر از محصول 

 در بافر% 2/1گارز بارگذاري مخلوط و روي ژل آ

TBEX 1   به مدت يك ساعت ولت  80با ولتاژ ثابت

  .الكتروفورز گرديد

  تعيين توالي نمونه رديابي شده

از  A. melleaجهت اطمينان از صحت رديابي 

با آغازگرهاي   nested PCRپس از انجام خاك، 

با آغازگرهاي و سپس  ITS4و  ITS1عمومي 

ميكروليتر از  30، مقدار  AR2و  AR1اختصاصي 

، A2فرآورده واكنش نمونه رديابي شده مربوط به جدايه 

كره جنوبي  Macrogenبراي تعيين توالي به شركت 

جدا شده از خاك با  A. melleaتوالي . فرستاده شد

موجود در پايگاه  BLASTاستفاده از ابزار جستجوي 

كد ( A. mellea با توالي جدايه NCBIاطلاعاتي 
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موجود در بانك ژن، )  AF163583.1دسترسي 

افزار دوتايي با استفاده از نرم رج بندياز . مقايسه شد

DNAMAN ver.4.02  براي تعيين درصد يكنواختي

  .ها استفاده شدتوالي

  نتايج و بحث

رديابي بيمارگر از خاك مايه زني شده با 

  Nested PCR  استفاده از
از خاك مايه زني شده با گندم آلوده، ابتدا در 

و سپس در ) 35تا روز (هاي زماني هفت روز فاصله

روز به مدت شش ماه براي جدايه  21هاي متناوب فاصله

IRAN 295C  و به مدت سه ماه براي جدايهA2 

انجام  DNAنمونه برداري به عمل آمد و استخراج 

استخراج شده، پس از خالص سازي  DNA. گرفت

با  PCRبه طور مستقيم در واكنش  PVPPروي ستون 

در اين . استفاده گرديد ITS1/ITS4جفت آغازگر 

لذا . روي ژل آگارز مشاهده نشد DNAمرحله هيچ باند 

 nestedفرآورده آن بدون رقيق سازي، وارد واكنش 

PCR  با جفت آغازگرAR1/AR2  و يك گرديد

 1شكل (جفت بازي تكثير شد  720قطعه با اندازه تقريبي

  ).2و 

ه با نتايج به دست آمده نتايج حاصل در اين مرحل

كه تكثير يك قطعه ) 2004( 1لاك من و همكارانتوسط 

 Armillariaهاي جفت بازي را در گونه 724-690

  .گزارش نموده بود، مطابقت داشت

رديابي بيمارگر از خاك باغ و نهالستان با 

  Nested PCRاستفاده از 

نمونه خاك جمع آوري  20از   DNAاستخراج 

هاي مختلف و دو نمونه وقه درختان در باغشده از كنار ط

 )2002( شنا و همكارانخاك از دو نهالستان به روش 

استخراجي پس از  DNAمطابق بخش قبل . انجام گرفت

با  PCRخالص سازي به طور مستقيم وارد واكنش 

گرديد و سپس فرآورده  ITS1/ITS4جفت آغازگر 

 واكنش بدون رقيق سازي به عنوان رشته الگو در

                                                           

1- Lochman et al.  

nested PCR  با جفت آغازگرAR1/AR2  مورد

  ).3شكل (استفاده قرار گرفت 

 15مشاهده مي گردد، در  3همان گونه كه در شكل 

نمونه خاك جمع آوري شده،  20نمونه خاك از 

احتمال دارد عدم رديابي قطعه . بيمارگر رديابي شد

DNA  در پنج نمونه ديگر در واكنشnested PCR 

. باشد A. melleaها به گي اين باغدليلي بر عدم آلود

مربوط به يك باغ در  20و  19، 18، 17هايزيرا نمونه

از سه نمونه اول كه از كنار طوقه . باشندخميني شهر مي

اند، بيمارگر رديابي شد، ولي درختان جمع آوري شده

كه نمونه برداري از سه منطقه باغ به طور  20در نمونه 

رختان است، بيمارگر با اين تصادفي و از كنار طوقه د

اين امر مي تواند دو علت داشته باشد؛ . روش رديابي نشد

اول اينكه مقدار مايه آلودگي در خاك، بر بازدهي و 

و در نتيجه بر تكثير آن در طي  DNAميزان استخراج 

PCR برداري از به شدت تاثيرگذار است و در نمونه

حد معيني  خاك، در صورتي كه ميزان مايه آلودگي از

. كاهش يابد، روش حاضر قادر به رديابي آن نخواهد بود

عمدتا در زير پوست  A. melleaهاي دوم آنكه ميسليوم

هاي آن در خاك نزديك به درخت و ريزومورف

، 3؛ ولك و بوردسال2004، 2دونر(درخت باقي مي مانند 

ها از خاك نزديك به درختان لذا بهتر است نمونه). 1995

شوند و به صورت جداگانه مورد آزمون قرار انتخاب 

  . گيرند

 لاكمن و همكاراندر تحقيق انجام شده توسط 

با جفت  nested PCRروش با استفاده از  )2004(

و جفت آغازگر ثانويه  ITS1/ITS4آغازگر اوليه 

AR1/AR2 نمونه خاك جمع 20نمونه از  11، در 

ل كه ها در جنگآوري شده از نزديكي درختان و كنده

هاي آرميلاريا در آنجا مشاهده شده پيش از اين كلاهك

لاكمن و همكاران، (بود، موفق به رديابي بيمارگر شدند 

  مربوط به دو نهالستان  22و  21هاي نمونه). 2004

                                                           

2- Downer 
3- Volk & Burdsall 
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و  ITS1/ITS4با جفت آغازگر اوليه  Nested PCRتكثير شده با روش  DNAالگوي باندي  -1شكل

 295cجدايه  Armillaria melleaهاي خاك مايه زني شده با از نمونه AR1/AR2ر ثانويه جفت آغازگ

)L : نشانگرbp DNA Ladder plus100  ،Tn :هاي مختلف بر حسب روز پس هاي خاك در زماننمونه

Cاز تلقيح، 
 )نمونه خاك شاهد: C -، 295شاهد مثبت جدايه : +

 

 

  

   

  
  

و  ITS1/ITS4با جفت آغازگر اوليه  Nested PCRشده با روش  تكثير DNAالگوي باندي  - 2شكل 

 A2جدايه  Armillaria melleaهاي خاك مايه زني شده با از نمونه AR1/AR2جفت آغازگر ثانويه 

)M :نشانگر III  ،Tn :هاي مختلف بر حسب روز، هاي خاك در زماننمونه- C :نمونه خاك شاهد( 
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-اين امر نشان. رديابي شد اآنه در بيمارگر كه باشند مي

دهنده امكان حضور بيماري پوسيدگي ريشه آرميلاريايي 

ها و اهميت رديابي و مديريت اين بيماري در در نهالستان

 . اين مناطق مي باشد

رديابي بيمارگر از ريشه و طوقه گياهان با 

  Nested PCRاستفاده از 

هاي با استفاده از قلمه A. melleaدر رديابي 

هايي از پوشش سفيد روز نشانه 30داني، پس از شمع

روي ريشه و طوقه  A2رنگ در گلدان حاوي جدايه 

اي اما هيچ نشانه). 4شكل (گياه شمعداني مشاهده گرديد 

روي  IRAN 295Cمبني بر آلودگي توسط جدايه 

  . ها ديده نشدشمعداني

از چوب ناحيه طوقه درختان آلوده  DNAاستخراج 

طوقه شمعداني داراي ميسليوم سفيد و ريشه و نيز ريشه و 

استخراج شده،  DNAماده . فاقد علايم صورت گرفت

به طور مستقيم  PVPPپس از خالص سازي روي ستون 

 ITS1/ITS4با جفت آغازگر  PCRدر واكنش 

در ژل آگارز  DNAدر اين مرحله هيچ باند . استفاده شد

وارد  لذا فرآورده آن بدون رقيق سازي،. مشاهده نشد

 AR1/AR2با جفت آغازگر  nested PCRواكنش 

  .نشان داده شده است 5نتايج حاصل در شكل . گرديد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

هاي خاك باغ و نهالستان از نمونه Armillaria melleaتكثير شده مربوط به  DNAالگوي  - 3شكل 

: AR1/AR2 )Mثانويه و جفت آغازگر  ITS1/ITS4با جفت آغازگر اوليه  Nested PCRبا روش 

 )شاهد منفي آب: III ،- Cنشانگر 

 

 

  

 
  روي ريشه و طوقه شمعداني  Armillaria mellea پوشش ميسليومي قارچ - 4شكل 
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 Nestedهاي چوب با روش از نمونه Armillaria mellea  تكثير شده DNAالگوي باندي  - 5شكل 

PCR  با جفت آغازگر اوليهITS1/ITS4  جفت آغازگر ثانويه وAR1/AR2 )L : نشانگرbp DNA 

Ladder plus100  ،Wn :هاي چوب، نمونهP : ،نمونه ريشه و طوقه شمعدانيC
شاهد مثبت جدايه : +

295 ،- C :ريشه شمعداني سالم(  

 
كه باند  W9 و W2 ،W5 ،W6هاي ز ميان نمونها

از  W5مورد نظر در آنها مشاهده نگرديد، تنها نمونه 

هاي عامل مشكوك به بيماري و فاقد نشانه درخت

هاي چوب آوري شده بود و ساير نمونهبيماري جمع

-اما بيمارگر در نمونه. هاي پوسيدگي بودندداراي نشانه

اين ). 3شكل (هاي خاك مربوط به آنها رديابي شد 

مطلب بيانگر اين نكته است كه براي اطمينان بيشتر از 

در يك منطقه، لازم است حضور يا عدم حضور بيمارگر 

هاي هاي خاك و هم از نمونهرديابي بيمارگر هم از نمونه

   .چوب صورت گيرد

  استخراج شده از خاك DNAنتايج توالي يابي 

و توالي  ITS2و  ITS1قسمتي از توالي نواحي 

5.8S  مربوط به جدايهA2  كه توسط آغازگرهاي

AR1/AR2  افزار تكثير يافته بود، با استفاده از نرم

BLAST قابل دسترسي در آدرس اينترنتي  

www.NCBI. nlm.nih. gov  با اطلاعات موجود

  . مقايسه شدند GenBankدر 

دوتايي توالي تكثير يافته با توالي موجود  رج بندي

شماره دسترسي ( A. melleaجدايه  GenBankدر 

AF163583.1  (ا استفاده از نرم افزار بDNAMAN 

درصد  99نتايج حاصل از همرديف سازي، . انجام شد

شباهت ميان توالي جدايه رديابي شده از خاك با توالي 

داد كه تنها در يك نشان مي GenBankموجود در 

  ).6شكل (نوكلئوتيد با يكديگر متفاوت بودند 

ــاي    ــودن آغازگرهـ ــي بـ ــابي اختصاصـ ارزيـ

AR1/AR2  
ر ارزيابي ميزان اختصاصي بودن آغازگرهاي به منظو

AR1/AR2 جهت يافتن  بانك ژنهاي موجود در داده

طول قطعه تكثيري توسط . هاي مكمل، جستجو شدتوالي

 Armillaria ،805- 618اين آغازگرها در جنس 

بانك ژن هاي موجود در نوكلئوتيد بود كه با ديگر توالي

اختصاصي بودن نداشت و از اين رو  شباهت معناداري

مورد تاييد قرار  .Armillaria sppاين آغازگرها براي 

لاكمن و (در تحقيق ديگري پيش از اين نيز  .گرفت

جهت تعيين اختصاصي بودن ) 2004همكاران، 

 هاي، علاوه بر استفاده از دادهAR1/AR2آغازگرهاي 

هاي نزديك به موجود در بانك ژن، تعدادي از قارچ

Armillaria هايي كه عموما در خاك يافت قارچ و نيز  
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 Armillaria melleaقارچ  bp 700 بخشي از توالي نوكلئوتيدي قطعه رج بندينتايج  - 6شكل 

علامت فلش . BLASTثبت شده در پايگاه  Armillaria melleaرديابي شده از خاك با توالي جدايه 

  دهدنوكلئوتيد متفاوت را نشان ميجايگاه 

 
 
 

 مورد PCRشوند، به عنوان شاهد منفي در آزمون يم 

در اين   ITSقطعه مربوط به ناحيه . استفاده قرار گرفتند

اي قطعه هيچ nested PCRها تكثير يافت، اما در قارچ

تكثير نشد كه نشان دهنده اختصاصي بودن آغازگرهاي 

  .دارد Armillariaهاي مزبور براي گونه

 nested PCRروش ه، بر اساس نتايج به دست آمد

به دليل حساسيت بالا در رديابي مقادير اندك مايه 

همچنين اين . آلودگي در خاك، به خوبي عمل نمود

روش مولكولي به دليل حساسيت و اختصاصيت بالا قادر 

هاي عامل به تشخيص قارچ آرميلاريا از ساير قارچ

هاي مولكولي اما از معايب آزمون. باشدپوسيدگي مي

ين است كه اطلاعاتي در مورد زنده بودن يا محض ا

لذا در  .گذارندنبودن بيمارگر در خاك در اختيار ما نمي

 Real time PCRشود كه از اين راستا پيشنهاد مي

جهت تعيين زنده بودن يا نبودن بيمارگر در خاك و يا 

 .چوب استفاده گردد
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