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 ومعامل بيماري سفيدك سطحي .Uncinula necator (Schw.)Burr بررسي تنوع ژنتيكي

  دراستان خراساني ماركر مولكول با استفاده از

 
  1عباس صفرنژاد -محمود اخوت - عباس شريفي تهراني -جواد زاد -*محمد حاجيان شهري

  6/12/85:تاريخ دريافت

  19/8/86:تاريخ پذيرش

  

  

  چكيده

هـا   جدايـه  اين .جمع آوري شدند1382ازموستانهاي سطح استان خراسان از خرداد ماه تا شهريور ماه سال  Uncinula necatorجدايه  34

اسـتخراج و  ها  جدايهاين  DNA. بااستفاده از برگهاي سالم نهالهايي كه با بهره گيري از روش ريزازديادي تكثير شده بودند، تك اسپور شدند

ايـن  بـراي توليـد مـواد قـارچي لازم در      .ارزيابي شـد آغازگر  22واستفاده از  RAPD-PCR با استفاده از تكنيكها  تنوع ژنتيكي بين جدايه

 6-38روز پس از مايه زنـي بـين    12برگ انگور استفاده شد و ميانگين توليد اندامهاي قارچ عامل بيماري در هر جدايه  10از حداقل ق تحقي

 گـروه . دو گروه مشخص ژنتيكي را آشكار كرد RAPD-PCR تكنيكبر اساس  دست آمده به بند 126اي  آناليز خوشه. ميلي گرم متغير بود

و  عـدد آنهـا پلـي مورفيـك     24و  كردنـد  توليـد  DNAبنـد   47كه ) خرداد ماه تا تيرماه(ع آوري شده در مرحلة اول جدايه جم11شامل  اول

 DNAبنـد   79) مرداد مـاه تـا شـهريور مـاه    (گروه دوم هاي  جدايه .بود%8/2ها  اين جدايهميانگين عدم شباهت ژنتيكي به دست آمده براي 

 126مجمـوع  از .بـود %8/6هـا   اين جدايهميا نگين عدم شباهت ژنتيكي به دست آمده براي و بودند عدد آنها پلي مورفيك 33كردند كه  توليد

بنـد بـا    27جدايه  34درميان  ،درصد بندها پلي مورفيك بودند 45بند يا  57 به دست آمد آزمايش جدايه مورد 34از كه مشخص RAPD بند

اطلاعـات مولكـولي و   . بـود  0735/0جدايـه   34تيكي به دسـت آمـده بـراي    ميانگين عدم شباهت ژن ودرصد وجود داشتند  10-90فركانس 

 باشند كه ازنظر ژنتيكي قابل تفكيـك  مي در دوگروه، نمايندة دو بيوتيپ مختلفها  كه دسته بندي جدايه دادندبيولوژيكي به دست آمده نشان 

  .باشند مي

  

  Uncinula necator RAPD-PCR سفيدك سطحي، انگور، تنوع ژنتيكي، خراسان و :كليديهاي  واژه

  
  

  1   مقدمه

 Uncinula necatorعامل بيماري سفيدك سطحي مو  قارچ

(Schwein)Burrill    يكي از مهمترين قارچهـاي بيمـاري زاي

                                                
،  مركزتحقيقات كشاورزي و منـابع طبيعـي اسـتان خراسـان    پژوهش  استاديار .1

مركزتحقيقـات   واسـتاديار  استادان ، استاديارگروه گياهپزشـكي دانشـگاه تهـران   

  ستان خراسانكشاورزي و منابع طبيعي ا

                            Email:Mhagi52570@yahoo.comنويسنده مسئول* 

ايــن قـارچ در حـال حاضـر در تمــام    . )1،10(ايـن گيـاه اسـت   
نواحي موكاري دنيا گسترش دارد اما اعتقاد بر اين اسـت كـه   

ايـن قـارچ هتروتـال    . )10(باشـد  مـي  شماليمنشا آن امريكاي 
ــه شــكل كليستوتســيوم    ــا ب ــواحي دني ــوده و در بســياري از ن ب

از آنجايي كه ايـن قـارچ   . )2،11،12(كند مي زمستان گذراني
ژنتيكـي   تنـوع  اطلاعات كمي دربـاره . پارازيت اجباري است

. توليد مثل جنسي آن وجـود دارد  آن، اپيدميولوژي يا اهميت
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  1387، سال 1، شماره22مجله علوم و صنايع كشاورزي، ويژه حفاظت نباتات، جلد      50

اين گونه قـارچي در دنيـا بـر     ژنتيكي رسي تنوعدر راستاي بر
كارهــاي زيــادي انجــام شــده  RAPD-PCRتكنيــك  اســاس
و اسـتفاده از ايـن تكنيـك ابـزار مفيـدي      ) 3،4،5،6،20(است 

نشـانگرهاي  . باشد مي براي مطالعه ژنتيك مولكولي اين قارچ
RAPD  باشـند امـا   مـي  نشانگرهاي غالـب U. necator   يـك
باشـد كـه تـا حـد      مـي اي  د و تـك هسـته  قارچي هاپلويي گونه

زيادي مطالعه ژنتيكي و آناليز اطلاعات بدست آمـده از آنـرا   
ــان    ــك آس ــن تكني ــاس اي ــر اس ــي ب ــد م ــتمهاي). 4(نماي  سيس

بوجـود   U. necatorاطلاعاتي براي مطالعه ژنتيك مولكـولي  
روش كشت ايـن گونـه   ) 10(گادوري و پيرسون  .آمده است
ف كردند و در اروپا با استفاده از توصي In vitroدر قارچي را
ــاي PCRروشــهاي  ــا آغازگره ــتراليا ) 3(تصــادفي  ب و در اس
تنوع ژنتيكي آن شناسايي  ISJR1ازآغازگر  با استفاده جنوبي

) 9(در همــين ارتبــاط اوا نــس و همكــاران . )20( شــده اســت
 U. necatorهـاي   بالايي از تنوع ژنتيكي، در بين جدايه سطح

. دهنـد  مـي  با دو نشـانگر نشـان   RFLPاز تكنيك را با استفاده 
 تـري از تنـوع   پـائين  سـطح ) 4و 3(و همكـاران  در مقابـل دليـه  

قـارچ بـا    ايـن  اروپايي و هنـدي هاي  ژنتيكي را در ميان جدايه
ومـر   است. اند را بدست آورده RAPDاستفاده از نشانگرهاي

ــين روش اي  مقايســه در مطالعــه) 20(و همكــاران  و  RFLPب
نشـان دادنـد كـه تكنيـك     PCRمولكولي مبتنـي بـر    روشهاي
RFLP تمايز بالاتري را در بينجدايـه هـاي   سطحU. necator 
دهد ولي هردوي ايـن نشـانگرها شـباهت درونـي      مي به دست

كننــد و در هــر روش    تواننــد مشــخص  مــي  ايــن قــارچ را 
. گيرنـد  دردو گروه متمـايز قـرار مـي    U. necatorهاي  جدايه

ح قابل توجه انگوركاري واهميـت بيمـاري   لذا با توجه به سط
سفيدك سطحي مو در استان خراسـان ايـن تحقيـق بـا هـدف      

ــزان  ــه   بررســي مي ــين جداي ــتلاف ژنتكــي موجــود ب ــاي اخ   ه
 U. necator    به منظور استفاده از اطلاعات به دسـت آمـده و

ــن      ــدميولوژي اي ــوژي واپي ــه بيول ــود در زمين ــات موج اطلاع

ــر   ــديريت راهب ــاري در جهــت م ــاري انجــام  بيم ــن بيم دي اي
  .گرفت

  
  روش ها مواد و

  قارچ عامل بيماريهاي  توليد انبوه جدايه

و نيـاز بـه برگهـاي     U. necatorهـاي   براي توليد انبوه جدايه 
ازديـادي بـراي تكثيـر     سالم درطول اين تحقيـق از روش ريـز  

 سريع و زيـاد انگـور رقـم عسـكري براسـاس روش گـادوري      
انتهــايي انگــور رقــم هــاي  جوانــه .اســتفاده شــد )10( پيرســون

ــات    ــه قطع ــكري ب ــدند و روي    5عس ــده ش ــري بري ــي مت ميل
غذايي در نصـف غلظـت،    تمامي موادشامل  )MS )15محيط
 گرم در ليتر ساكارز، يك صـدم ميلـي گـرم در ليتـر آلفـا      15
گرم در ليتـر آگـار گذاشـته     7و ) NAA(استيك  تالن اسيدفن

آگـار و اتـوكلاوكردن   محيط قبل از اضافه كردن  pH. شدند
درجه سـانتي گـراد    25محيطهاي كشت در . تنظيم شد 8/5به 

 250-400شـدت نـوري  سـاعته و   16تـاريكي   -با دوره نوري
µEs–1m-2 )  ــع ــر مترمربـ ــه بـ ــرون در ثانيـ ــول الكتـ  )ميكرومـ
ــداري ــدند نگه ــد .ش ــا  10از  بع ــه ه ــب نمون ــهروز، اغل  يي ك

رگتري كه هاي كوچكي توليد كرده بودند به ظروف بز ريشه
بودنـد انتقـال    ولـي بـدون هورمـون    MSمحيط كشـت  حاوي
 هبه اندازه كافي توليد ريشـه كـرد  ها  نمونه پس از آنكه .يافتند

برگ بودند به محيط كشت هيـدروپونيك   5و داراي حداقل 
ــذايي هو  ــول غ ــاوي محل ــتح ــت  1/0در ي ــل غلظ در و منتق

ــه   و بعــد نگهــداري شــدنداطاقــك كشــت  از رشــد كــافي ب
منتقـل و در گلخانـه نگهـداري     هماس -اي حاوي پيت گلدانه
بااسـتفاده از ايـن روش تعـداد زيـادي نهالهـاي انگـور        .شدند
بـرگ بـراي    8 -10از .شـد  استفاده از برگ آنهـا توليـد   براي

جمع آوري شده و تهيـة ميـزان كـافي مـواد     هاي  تكثير جدايه
نظر اسـتفاده شـد و زمـان     مورد DNAقارچي براي استخراج 

  .اوليه براي هر جدايه يادداشت برداري گرديدهاي  كلني ظهور
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  Uncinula necator (Schw.)Burr ...    51بررسي تونوع ژنتيكي 

   U. necatorتك اسپور هاي  تهية جدايه

براسـاس   U. necatorتك اسپور از هاي  به منظور تهيه جدايه
هـاي   برگها يا حبـه . عمل شد) 6(روش دليه و كوريو كاستت 

از نقـاط   انگور آلوده به عامل بيماري سفيدك سطحي انگور
و  1381بهار و تابسـتان سـالهاي   فصل ان در طول مختلف است

جمـع آوري شـده   هـاي   كليه نمونـه . جمع آوري شدند 1382
ــه      ــدي و ب ــته بن ــور بس ــالم انگ ــاي س ــان برگه بلافاصــله درمي

جمـع آوري شـده بــه   هـاي   نمونـه . آزمايشـگاه منتقـل گرديـد   
درصـد در پتـري    2آگـار   -روز روي محيط آب 2 -5مدت 

  هـاي  شـدند تـا كلنـي    نگهـداري ي متر سانت 9ديشهايي به قطر 
 U. necator   برگهـاي جـوان انگـور رقـم     . اسـپورزايي كننـد

كشت بافت تكثير شده بودند از گلخانـه   روشبا عسكري كه 
خـالص عامـل بيمـاري     هـاي  جدايـه جمع آوري و براي تهيـه  

اين برگها در ابتدا در زير هود لامينار به مـدت  . استفاده شدند
ضد عفـوني  % 1محلول هيپوكلريد سديم ه از دقيقه با استفاد 5

 آب مقطر اسـتريل شستشـو داده شـده و در بـين دو    و سپس با 
از ي فـوق  برگهـا . خشـك شـدند  اسـتريل   كاغذ صافي برگ

آگـار   -محل دمبرگ در پتري ديشـهاي حـاوي محـيط آب    
. بـرده شـدند   يـدازول فـرو  مبنزي PPm 500گرم در ليتـر و   20

از كنيـديها از برگهـايي كـه    اي  يك تك كنيـدي يـا زنجيـره   
استفاده از يـك   در ابتدا روي آن تكثير شده بودند باها  جدايه

انتهــاي آن يــك قطعــه مــوي دم اســب  بــهســوزن تلقــيح كــه 
در برداشـته شـد و   چسبانده شده بـود در زيـر يـك بينوكـولر     

پـس  . تلقيح شـدند  سالمسطح رويي برگهاي ضدعفوني شده 
 ضـدعفوني % 70قـيح بـا الكـل   هربار استفاده ايـن سـوزن تل   از
اسـتفاده از پـارافيلم    پتـري ديشـهاي فـوق بـا     اطـراف . شـد  مي

روز در  14برگهــاي تلقــيح شــده بــه مــدت  .گرديــد مســدود
 µEs –1  250شـدت نـوري    و درجه سـانتيگراد  22+ 3دماي 

m-2 )    16بـه مـدت    )ميكرومول الكترون در ثانيـه بـر مترمربـع 
  .ساعت نگهداري شدند

  

  كلروفرم –راساس روش فنل بDNAاستخراج

 هـاي جمـع آوري شـده بـا اسـتفاده از      جدايه DNAاستخراج 
  .فتطي مراحل زير انجام گرو) 14(و همكاران Lee روش
 Tris-HCl، 50يتـر ميلـي ل  50( ميكروليتر بـافر اسـتخراج   400

 40بــه RNaseميكروليتــر 4و  )SDS% 3و  EDTA يتــرميلــي ل
ميلـي   5/1لولـه هـاي   ميلي گرم ميسليوم پـودر شـده قـارچ در   

بـا   همـزن ثانيـه بـا    10مخلـوط بـه مـدت    . اضافه گرديد ليتري
به مـدت  فوق مخلوط . هم زده شددور در دقيقه  200سرعت 

در حمــام آبــي گــرم درجــه ســانتيگراد  65دقيقــه در آب  30
 ايزوآميل الكل: كلروفرم: ميكروليتر محلول فنل 700. گرديد

مخلـوط  .ضـافه گرديـد  به مخلـوط فـوق ا   )25:24:1 به نسبت(
دور در  13000دقيقـه بـا سـرعت     15بدست آمـده بـه مـدت    

ميكروليتـر از فـاز بـالايي مـايع بـه       300و  شددقيقه سانتريفوژ 
. ديـد گرجديد منتقل  ليتري ميلي 5/1دست آمده به يك لوله 

ــديم  30 ــر اســتات س ــالائي  1( ميكروليت ــاز ب  600و  )حجــم ف
ايع م ـبه  )ر نگهداري شدهدر فريز( سرد% 95ميكروليتر اتانول 

 5مخلوط بدست آمـده بـه مـدت    . بدست آمده اضافه گرديد
دور در دقيقه سانتريفوژ گرديـد و فـاز    13000دقيقه باسرعت 

هــاي  ايــن مرحلــه مولكــولپايــان  در. بــالايي دور ريختــه شــد
DNA رنگ در ته لولـه تـه نشـين     به صورت يك توده سفيد
را هـا   درب لولـه  ،DNAبراي خشك كـردن تـوده    .شدند مي

وارونـه در   بـه صـورت  دقيقـه   15بـه مـدت   ها  بازنموده و لوله
. ندددرون انكوبـاتور قـرارداده ش ـ  درجه سـانتيگراد   37دماي 

ــه ــده شــد هــا  ســپس لول ــه حالــت اول برگردان دقيقــه  15و  هب
ميكروليتــر  200درنهايـت  . شــدند نگهـداري درهمـين حالــت  

ميلـي مـول    Tris ،1ميلـي مـول    TE )10آب مقطر و يـا بـافر   
EDTA( هاي  به مولكولDNA از  بعد .درون لوله افزوده شد

بــه هــا  در شــرايط حرارتــي آزمايشــگاه، لولــه دقيقــه انتظــار 5
در  DNAآرامي با انگشت تكـان داده شـدند تـا مولكولهـاي     

اسـتخراج شـده در    DNAحـاوي  هـاي   لولـه . مايع آزاد شوند
يـات اســتخراج  در پايـان، وقتـي عمل   .فريـزر نگهـداري شـدند   
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DNA  بـراي تعيـين غلظـت    يدبه پايـان رس ـ ،DNA   اسـتخراج
بـا  DNAشده قبل از انتقال به فريزر، سه ميكروليتر از محلـول  

مخلـوط   )Gel loading Buffer( يك ميكروليتر بـافر نمونـه  
عبـور   %0/ 7ژل آگارز  ميكروليتر از اين مخلوط از 2. گرديد
  .داده شد

  

   PCRآماده سازي مخلوط 

ــر تكث ــادل   DNAي ــي مع ــوط   25در حجم ــر از مخل ميكروليت
و  اسـت  آمـده  ذيـل كه مقادير حجمي آنها در  PCRواكنش 

انجـام  بـا انـدكي تغييـر     )3(دليـه و همكـاران   بر اسـاس روش  
ــد ــواد شــامل  . گردي ــك از م ــر ي ــادير ه ــول ./4مق از  ميكروم

ــا ــدي 10ي آغازگره ــانوگرم  10، نوكلئوتي ــومي،  DNAن ژن
 dNTPs (dATP، dTTP، dCTPيـك  ميكرومول از هر 200
در  Taq DNA Polymeraseواحـد آنـزيم   يك ، ) dGTPو 

ميلـي مـول كلريـد     HCl، 25ميلي مول تريس  PCR )10بافر 
 سـولفات  ميلـي مـول   17ميلي مول كلريد منيـزيم و   2پتاسيم، 
 و ند بار به آرامي هم زده شد تا مـواد چمخلوط . بود) آمونيوم

آنگـاه  . بخوبي مخلوط شـوند  پليمراز DNAبخصوص آنزيم 
هـاي   جدايـه  DNA(ژنـومي   DNA سه ميكروليتر از هر نمونه

ميكروليتـري بـه مخلـوط    10به كمك ميكروپيپتهـاي  )مختلف
  . اضافه شد PCRدرون هر لوله پليت 

  

  PCR تنظيم برنامه حرارتي براي واكنش

 در ماشين PCRميلي ليتري حاوي مواد مخلوط  5/1هاي  لوله
آنگـاه برنامـه حرارتـي     .گذاشـته شـد   ر اپندورفترمال سايكل

ــراي واكــنش  ــر قطعــات  PCRب چرخــه  37در  DNAو تكثي
  :بصورت زير تنظيم گرديد

 37 آن و به دنبالدو دقيقه  درجه سانتيگراد 94يك چرخه در
 درجه سانتيگراد 37دقيقه،  يك درجه سانتيگراد 94چرخه در

يـك  نامه پايـاني  و بر درجه سانتيگراد يك دقيقه 72ثانيه،  30
آنجائيكــه تكثيــر  ، ازدقيقــه 5درجــه ســانتيگراد  72درچرخــه 

نيـاز داشـت    PCRبه شرايط بسيار مناسب براي DNA قطعات
ــك   ــام تكنيـ ــل از انجـ ــراي انگشـــت   PCR - RAPDقبـ بـ

قـارچ عامـل بيمـاري، كـل سيسـتم      هـاي   جدايه DNAنگاري
 اب ـسـايكلروآنزيم پليمـراز   ال ، دستگاه ترمPCRشامل مخلوط

 Leveillulaهـــاي  جدايـــه( تفاده از شـــاهدهاي منفـــياســـ

saxaouli( و مثبت )هاي  جدايهU. necator(  سنجيده شده و
  .بهينه گرديد

  

  PCRمشاهده محصول 

% 2/1الكتروفورز با ژل آگـارز   ،PCRبراي مشاهده محصول 
 ميكروليتر بافر رنـگ  5/3. انجام گرديد Cm 15  ×10به ابعاد 

)6X loading buffer( ه محصـول ب PCR    بـه ازاي هـر نمونـه
و  PCRميكروليتر از مخلوط محصول  6آنگاه . اضافه گرديد

ايجادشـده روي ژل  هـاي   بافر بـه ازاي هـر نمونـه در چاهـك    
 3بـه مـدت   ولـت   100عمل الكتروفورز در ولتـاژ  . ريخته شد

آنگـاه ژل بـه منظـور رنـگ آميـزي در      . ساعت انجام گرفـت 
در  Etidium Bromide1/. %V/V)(محلول اتيـديوم برومايـد  

 DNAدقيقه قـرار داده شـد تـا بنـدهاي      20 قرار به مدتآب 
ــوند  ــكار ش ــل    . آش ــار و مح ــه ك ــبرداري از نتيج ــراي عكس ب

 Gel)جداشــــده، از دســــتگاه فتــــوگرافيDNAقطعـــات 

documentation UVP)شــكل ژل تحــت . ســتفاده گرديــدا
بــراي ارزيــابي بنــدهاي . يــك فايــل در كــامپيوتر ذخيــره شــد

DNA     و تعيين اندازه آنهـا از نـرم افـزارLabworks   4نسـخه 
 DNAاينكــه بنــدهاي   از بــراي اطمينــان  .اســتفاده گرديــد 

دو تا سه دفعـه بـراي هـر نمونـه      PCRتكرارپذير هستند عمل 
خوبي از آنهـا  كه باند اي   DNAقطعات  فقط تكرار گرديد و

  .شدندارزيابي  شد، مي ديدهروي ژل 
        

  هاتجزيه و تحليل داده 

كـه   ييبراي تعيين ارتباط ژنتيكي بين جدايه ها، ابتداجدايه ها
ــد  DNAبراســاس مشــاهده شــباهت الگــوي   تكثيرشــده بودن
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بــراي تمــام  DNAانــدازه هريــك از بنــدهاي  وبنــدي  گــروه
. مشخص و تمام بندهاي قابـل ارزيـابي تعيـين شـدند    ها  جدايه

 يـك و وجود و يا عدم وجود هريك از بندها بصورت اعداد 
بـراي عـدم   صـفر  و  DNAبـراي وجـود هـر بنـد      يـك ( صفر

بـراي  ) Binary System(در يك سيسـتم دوتـايي   )وجود آن
جـدول مـاتريكس    .تعيـين و ثبـت گرديـد   ها  هريك از جدايه

از اين ماتريكس براي ايجـاد  . گرديد براي آنها ايجاد دوتايي
بصـورت  هـا   وقتي همه جدايه(ها  ماتريكس شباهت بين جدايه

ــه  ــدند  دو ب ــه ش ــم مقايس ــا ه ــس ) دو ب ــاس ضــريب داي  براس
)Dice´s Coefficient( اســتفاده شــد )براســاس نتيجــه  ).16

ــه   ــل خوشـــ ــه و تحليـــ ــباهت، تجزيـــ ــاتريكس شـــ اي  مـــ
)Clusteranalysis(   ــك روش ــه كمـــــــ  UPGMAبـــــــ

(UnweightedPairGroupMethodWith 
ArithmaticAverage) در نرم افزار كامپيوتري(Statistica) 

رسـم گرديـد بـراي    مربوطـه  انجام شـد و فنـوگرام    1/6نسخه 
محاسبه استحكام دندروگرام حاصل و تأئيد اينكه تا چـه حـد   

ــاد ــترهاي ايجـ ــده واقعـــي كلاسـ ــي شـ ــه و  مـ ــند، تجزيـ باشـ
اسـتفاده   نيز براساس ماتريكس دوتـايي بـا   Boot strapتحليل

در اين روش تشكيل فنـوگرام  . از نرم افزار فوق انجام گرديد
بطـور خودكـار جابجـا    ها  رارگرديد و هربار نمونهبار تك 100

بـه  . گرديده و محاسبه شدند و بهتـرين فنـوگرام بدسـت آمـد    
مشـابه در يـك گـروه    هاي  عبارتي بهترين حالتي را كه جدايه

  . تعيين گرديدگرفتند  مي قرار
  

  نتايج

 بـا مـو   تكثير ريز ازديادي نتايج اين تحقيق نشان داد كه روش
انتهــايي ايــن گيــاه بــرروي محيطهــاي هــاي  اســتفاده از جوانــه

 ايـن گيـاه  سريع بـراي تكثيـر    ساده و كشت بافت روش بسيار
ــي در آزمايشــگاه ــد م ــك دورة  در .باش ــتفاده  30ي روزه بااس

زيادي نهـال مـو بـه دسـت آمـد كـه بـراي         ازاين روش تعداد
 عامـل بيمـاري مـورد   هـاي   جدايـه كـردن  تك اسپور و تكثير 

جدايـه عامـل بيمـاري بااسـتفاده از      34 و اسـتفاده قرارگرفتنـد  
برگهــاي ســالم نهالهــايي كــه بااســتفاده از روش ريزازديــادي 

براي توليـد مـواد قـارچي     .تكثير شده بودند تك اسپور شدند
 10از حـداقل   RAPD-PCRلازم به منظور استفاده در روش 

عملكـرد توليـد انـدامهاي قـارچ عامـل      . برگ مو استفاده شـد 
 6-38عامـل بيمـاري بــين    مايـه زنــي س از روز پ ـ 12بيمـاري  

سـطح   جمـع آوري انـدامهاي قـارچي از   . ميلي گرم متغير بود
مرحلــه امكــان پــذير بــود و بــه علــت   برگهــا حــداكثر در دو

ــدامهاي قــارچي بــه شــدت كــاهش   پيرشــدن برگهــا توليــد ان
  .يافت مي

جمــع آوري  U. necator جدايــه DNA34 درايــن تحقيــق،
اسـتخراج گرديـد و كميـت و     تانشده از منـاطق مختلـف اس ـ  
بـا اسـتفاده از   سـپس   .)1جدول ( كيفيت آن اندازه گيري شد

كــه  PCR- RAPDبراســاس واكــنش RAPDآغــازگر  22
مـورد   ژنوم قارچ را امكان پذير سـاخت  DNAتكثير قطعات 

ــد  ــابي قرارگرفتن ــر واكــنش  در .ارزي ــات  PCRاث ــول قطع ، ط
DNA كيلـو   3ز تـا  جفت با 200شده از ژنوم قارچ بين  تكثير

جفـت   200البته تعداد بندهايي كوچكتر از .باز متفاوت بودند
بـه   PCRباز نيـز در واكنشـهاي   جفت كيلو  3باز يا بزرگتر از 

دســت آمدنــد كــه بــه علــت عــدم تكرارپــذيري در ارزيــابي  
جدايه هايي كه مـورد آزمـايش قـرار گرفتنـد      .استفاده نشدند

هـيچ   امـا ردند را مشخص ك RAPDتعداد زيادي لوكوسهاي 
جدايـه را از   34كدام از آغازگرها به تنهايي نتوانستند تمـامي  

با هر آغـازگر و   RAPDباند  9بين يك تا . هم تفكيك كنند
) amplicon 126( تكثيرشـده  DNAقطعه  126در كل تعداد 

 مختلــف قــارچ بـه دســت آمــد هـاي   قابـل ارزيــابي در جدايــه 
ــه دســت  . )2جــدول ( ــراي تمــامي آمپلــي كونهــاي ب آمــده ب

 .اسـتفاده قرارگرفـت   ساخت ماتريكس فاصلة ژنتيكـي مـورد  
از  RAPDاطلاعـات  اي  فنوگرام ايجاد شـده از آنـاليز خوشـه   

در  UPGMAجدايه به دسـت آمـده بـا اسـتفاده از روش      34
براســاس نتيجــه مــاتريكس  .نشــان داده شــده اســت 1 شــكل
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 بـه  )Cluster analysis(اي  تجزيه و تحليـل خوشـه   و شباهت
ــروه  UPGMAكمــــك روش  ــدو گــ ــي مشــ خص ژنتيكــ

ــاي ( ــد  )IIو Iگروهه ــايي ش ــل  . شناس ــه و تحلي  Bootتجزي

strap100 نتايج نشان داد كـه ايـن گروههـا     .بار تكرارگرديد
 اول گـروه .شـده وجـود دارنـد    نوگرام ايجـاد فدرصد  در صد
خـرداد مـاه   ( جدايه جمع آوري شده در مرحلـة اول 11شامل 
عـدد   24كـه   كردنـد  توليـد  DNAبند  47كه بودند )تا تيرماه

ميانگين عدم شـباهت ژنتيكـي بـه دسـت     و  آنها پلي مورفيك
ايـن   %13 گـروه،  ايـن  در .بـود %8/2هـا   اين جدايـه آمده براي 

گـروه  هاي  جدايه. بودند بندهاي نادر ،هجداي 11بين  در هابند

كردنـد   توليـد  DNAبنـد   79 )مرداد ماه تا شـهريور مـاه  ( دوم
ميانگين عـدم شـباهت   و  ها پلي مورفيك بودندعدد آن 33كه 

مجمـوع  از .بود%8/6ها  اين جدايهژنتيكي به دست آمده براي 
بـه   آزمـايش  جدايه مورد 34از كه مشخص  RAPD بند 126

 ،درصد بنـدها پلـي مورفيـك بودنـد     45بند يا  57 دست آمد،
درصـد وجـود    10-90بنـد بـا فركـانس     27جدايه  34درميان 
ين عدم شباهت ژنتيكي بـه دسـت آمـده بـراي     ميانگ وداشتند 

  .بود 0735/0جدايه  34
  

  استفاده دراين تحقيق مورد U. necatorهاي  منشاء جغرافيايي جدايه) 1(جدول

 جدايه ها  كدجدايه ها  محل جمع آوري  رقم ميزبان تاريخ جمع آوري
  1381مرداد 

  1382مرداد 

 1381تير 
  1382شهريور 

  1382شهريور 

  1382مرداد 

  1382مرداد 

  1382مرداد 

  1382مرداد 

  1381 تير

  1382مرداد 

  1382تير 

  1382 تير

  1382تير 

  1382شهريور

  1382تير 

  1382مرداد 

  1382مرداد 

  1382مرداد 

  1382مرداد 

  1382تير 

  1382تير 

  1382 مرداد

  1381 مرداد

  1382مرداد 

 1382مرداد 
  1382شهريور 

  1382شهريور 

  1382مرداد 

  1382مرداد 

  1382تير 

  1381خرداد 

  1381تير 

  عسكري

  عسكري

  عسكري

  عسكري

  فخري

  كشمشي

  كشمشي

  فخري

  شاهرودي

  عسكري

  عسكري

  عسكري

  عسكري

  عسكري

  كشمشي

  پيكامي

  پيكامي

  عسكري

  شاهرودي

  عسكري

  عسكري

  عسكري

  كشمشي

  فخري

  فخري

  فخري

  عسكري

  عسكري

  عسكري

  عسكري

  عسكري

  كشمشي

  فخري

  شيرحصار

  شيرحصار

  بخش مركزي

  زيبخش مرك

  الماجق

  مركزي

  مركزي

  بدرانلو

  بدرانلو

  روستاي خيج

  گلمكان

  گلمكان

  مركزي

  مركزي

  خليل آباد

  خليل آباد

  خليل آباد

  مركزي

  طرقبه

  جوين

  مركزي

 مركزي
  مركزي

  مركزي

  ديزباد

  ديزباد

  بخش مركزي

  فيض آباد

  مركزي

  روستاي بيلند

  جوين

  بخش حاجي آباد

 بخش مركزي

Ma1 
Ma2 
Ma3 
Ma4 
Gho1 
Gho2 
Gho3 
Bog1 
Bog2 
Ch1 
Ch2 
Ch3  

Ka1 
Ka2 
Ka3 
Ka4 
Ka5 
Ch4 
Ma5 
Sab2 
Fa1 
Fa2 
Fa3 
Fa4  

Nish1  

Nish2  

Toh1 
Toh2  

Gon1  

Gon2  

Sab1  

Shi1  
Shi2 

 مشهد
 مشهد
 مشهد
 مشهد
 قوچان
 قوچان
 قوچان
 بجنورد
 بجنورد
 چناران
 چناران
 چناران
 كاشمر
 كاشمر
 كاشمر
 كاشمر
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به دست آمده بـر اسـاس    DNAتعداد بندهاي پلي مورفيك  و RAPD بندهاي تعداد كلهمراه با آغازگر استفاده شده دراين تحقيق،  22كد و توالي ) 2(جدول

  RAPD-PCRتكنيك 

د باندهاتعدا توالي كد آغازگر  مورفيك تعداد بندهاي پلي 

OPA 9 

OPA 20 

OPC 8 

OPC 10 

OPC 15 

OPE 7 

OPF 5 

OPI 14 

OPJ 1 

OPJ 18 

OPJ 19 

OPJ 20 

OPP 3 

OPP 6 

OPP 7 

OPQ 6 

OPS 17 

OPU 6 

OPU 12 

OPU 19 

OPU 20 

OPJ20 

GGGTAACGCC  

GTTGCGATCC 

TGGACCGGTG 

GACGGATCAG 

GACGGATCAG 

AGATGCAGCC 

CCGAATTCCC 

TGACGGCGGT 

CCCGGCATAA 

TGGTCGCAGA 

GGACACCACT 

AAGCGGCCTC 

CTGATACGCC 

GTGGGCTGAC 

GTCCATGCCA 

GAGCGCCTTG 

TGGGGACCAC 

ACCTTTGCGG 

TCACCAGGCA 

GTCAGTGCGG 

ACAGCCCCCA 

ACGAGGGACT 

9 
7 
6 
4 
5 
9 
1 
3 
9 
8 
7 
4 
3 
8 
5 
3 
4 
7 
6 
9 
5 
4 

5 
4 
2 
2 
0 
4 
1 
3 
3 
4 
2 
1 
0 
3 
2 
3 
2 
4 
4 
3 
3 
2 

  

تيرمـاه الگـوي   خـرداد مـاه و   جمع آوري شده در هاي  ايهجد
RAPD          خيلي متفـاوتي بـا نمونـه هـايي كـه در مـرداد مـاه يـا

ايـن اطلاعـات   . شهريور ماه جمع آوري شده بودنـد نداشـتند  
 دهند كه در موستانهايي كه نمونه گيري انجـام شـده   مي نشان
 هـا  تغييرات ژنتيكي يـا جابـه جـايي ژنتيكـي بـين جدايـه       است
جمعيت يكساني از قـارچ در موسـتانها   ” بايافتد و تقر مي اتفاق

ش زيـادي از  ــ ـنماينـده بخ احتمـالا  هـا   اين جدايه .وجوددارد
ـــجم ــفيدك سطـ ـــعيت س ــتند  ـ ــول فصــل هس ــو درط  .حي م

نشان داد  ،ماتريكس شباهت كه ازاين اطلاعات به دست آمد
جدايـه مـورد بررسـي وجـود      34كه سطح تنوع كمي درميان 

چهــار جدايــه بيشــترين اخــتلاف را براســاس  . )1شــكل( ددار
 1، چنـاران 2، نيشـابور 1مشهدهاي  جدايه( RAPDنشانگرهاي 
 4ضـريب دايـس شـباهت بـراي ايـن       نشان دادنـد ) 2و قوچان
   .بود%88جدايه 

  

  بحث

ــا پيشــرفت روشــهاي مولكــولي و امكــان    در ســالهاي اخيــر ب
ي شناسايي تنوع مطالعه دقيق ميكروارگانيسمها، ابزار لازم برا

بررسـي  ده اسـت و  ش ـژنتيكي دربين افراد يـك گونـه فـراهم    
قــارچ عامــل بيمــاري ســفيدك U. necator تنــوع ژنتيكــي

سطحي مو به علت اهميتي كـه در ايجـاد بيمـاري روي ارقـام     
مختلف مو دارد ازاين قافله دور نمانـده اسـت و در بعضـي از    

 اسـت  نقاط دنيا موضـوع تحقيقـات مختلـف مولكـولي بـوده     
 RAPD-PCRدر ايــن تحقيــق از روش ). 3،4،5،6،9،20،21(

عامـل بيمـاري    U. necator  يـــ ـي تنوع ژنتيكـــبراي ارزياب
تـاكنون از  . سفيدك سطحي مو در استان خراسان استفاده شد

ــوع   RFLPو  RAPD-PCR روشــهاي ــه منظــور بررســي تن ب
نتـايج بـه دسـت    . ژنتيكي اين گونه قارچي استفاده شده اسـت 

مشـابهي   يجبكارگيري هر دو روش نشـان دهنـده نتـا    مده ازآ
ــهاي      ــن روش ــردوي اي ــافي ه ــارايي ك ــت و ك ــه دق ــت ك اس
 مولكولي را در بررسي تنوع ژنتيكي اين گونـه قـارچي نشـان   

ــائيني از تنــوع    ).3،4،9(دهــد مــي در مطالعــه حاضــر ســطح پ
مشخص گرديد  RAPDتوسط تكنيك  U. necatorژنتيكي 

قارچهـاي بيمـاري زاي    وع ژنتيكي در بينپائين بودن سطح تن
  اين تكنيك توسط محققين ديگر نيز ديده  بر اساسگياهي 
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  جدايه34به دست آمده از  RAPDاطلاعات اي  فنوگرام ايجاد شده از آناليز خوشه )1(شكل

  U. necator  با استفاده از روشUPGMA 

 
پلـي   در همين ارتباط حتي مقـدار ). 17،19،22،5( .شده است
ــباهت ” تقريبـــا( كمتـــري مورفيســـم ــه  )%95شـ توســـط دليـ
ــين  )3( وهمكــاران ــه  13در ب ــه   U. necatorجداي نســبت ب

جمع جدايه  34 بررسيدر اين . مطالعه حاضر ديده شده است
 )1شـكل ( دو گروه مشخص دسته بندي شدند ردآوري شده 

 مـاه تـا شـهريور    جمع آوري شده از مـرداد هاي  جدايهتمامي 
جمع آوري شده در يك بـاغ  هاي  جدايهك گروه و ماه در ي

در كلادهــاي يكســان يــا در كلادهــاي مجــاور گــروه بنــدي  
 )3،6( اين موضوع با نتايج محققين قبلي موافقـت دارد  .شدند
در خـرداد و تيرمـاه نيـز     شده جمع آوريهاي  جدايهتمامي  و

هـاي   جدايـه در گروه يكساني قرارگرفتند اما ازنظر ژنتيكي از 

علي رغـم منشـاء جغرافيـايي     و ه دوم خيلي متمايز نبودندگرو
گوناگون، تعداد بندهاي پلي مورفيـك خيلـي كمـي داشـتند     
همچنين آناليز الگوي باندي ضريب شـباهت از اطلاعـات بـه    

 Aبــا گروههــاي فنتيكــي  IIه گــروو  Iدســت آمــده از گــروه
و  و دليـــه )20( توســـط اســـتومرو همكـــاران” كـــه قـــبلاBو

ــورد ) 3،6(همكــاران ــود  U. necatorدر م  گــزارش شــده ب
نتايج تحقيقات در نقاط مختلف دنيا مؤيد ايـن   .دارد مطابقت

ــه اســت كــه زمســتان گــذراني عامــل بيمــاري ســفيدك    نكت
در  )2،10،12( باشـد  مـي  سطحي مو به صـورت آسـكوكارپ  

 در U. nectar همـين رابطـه بررسـي نحـوه زمسـتان گـذراني      
 سـتان گـذراني ايـن قـارچ    كرد كه زماستان خراسان مشخص 
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  Uncinula necator (Schw.)Burr ...    57بررسي تونوع ژنتيكي 

ــيوم  ــه صــورت كليستوتس ــي ب ــه    م ــد ك ــوم گردي ــد و معل باش
تـا تشـكيل   ها  رهاسازي آسكوسپورها از مرحلة بازشدن جوانه

اوج رهاســازي آسكوســپورها بــين و  گــل در مــو ادامــه دارد
بنـابراين احتمـال    )2(افتـد   مـي  اسفند تا ارديبهشت مـاه اتفـاق  

پورهاي رهاسـازي شـده   از آسكوس ـهـا   دارد تمامي اين جدايه
ــند و   ــه باش ــاء گرفت ــداي فصــل منش ــين   در ابت ــايي ب ــه ج جاب

جمعيت گروه اول و دوم در موستانها اتفاق بيافتـد  هاي  جدايه
بيمـاري زايـي    تفـاوت در توانـايي  به علت  رسد مي به نظركه 

نمونه برداري شده هاي  عدم حضور جدايه. باشدها  اين جدايه
دهـد   مي مرداد و شهريور ماه نشاندر طي خرداد و تير ماه در 

نماينــده نســبت پــائيني از جمعيــت عامــل هــا  كــه ايــن جدايــه
ــان   ــن زم ــو دراي ــاري ســفيدك ســطحي م ــي بيم ــ م ــانباش   د ي

فعاليـت زيـادي در موسـتانها ندارنـد و يـا      و اين گـروه رشـد    
  راين دو گروه متعلق به تيپهاي جفت گيـري سـازگا  ” احتمالا

(Mating Type)   و عـدم دسترسـي بـه    هسـتند  مثبـت و منفـي
هـاي   تفكيـك كننـده جدايـه    RAPDتعداد پائين ماركرهـاي  
وجـود نـوتركيبي   توانـد دليلـي بـر     مي گروه اول از گروه دوم

) 21(اسـتومر واسـكات   . اين گروههاباشـد هاي  بالا بين جدايه
بـين نتـاج حاصـل از     ،وجود نوتركيبي جنسي و تفرق ژنتيكي

 را يل ژنوتيپهـاي جديـد  و تشـك  U. necator آسكوسپورهاي
توانـد   مي مثل جنسي دهند كه توليد مي نشان و دنكن مي اثبات

مختلف نماينـدگان گروههـاي فنتيكـي اتفـاق     هاي  بين جدايه
اين محققين هـم  . به توليد ژنوتيپهاي جديد شود بيفتد و منجر

نماينــده هــر دو گــروه فنتيكــي را هــاي  چنــين حضــور جدايــه
 در موسـتانهاي اسـتراليا نشـان    U. necator دربين جمعيتهـاي 

ــي ــد م ــاران    .دهن ــه و همك ــين دلي ــه  )4(همچن ــان دادندك نش
مشـخص   هنـدي ايـن قـارچ در دو گـروه ژنتيكـي     هاي  جدايه

وجود دو گروه مشخص اين محققين معتقدند قرارمي گيرند، 
در . باشد وابسته محيطي ژنتيكي درهند ممكن است به عوامل
حالـت خـواب نمـي رود     آب و هواي گرم جنوب هند مو بـه 

اين قارچ عامل بيماري نياز به زمسـتان گـذراني نـدارد و     بنابر

شوتها و برگها به طور دائم درحـال رشـد هسـتند و سـفيدك     
زمستان گـذراني  ها  سطحي مو ممكن است در شوتها يا جوانه

   .كند
 تغييــر ديگــر درمطالعــات نشــان داده اســت كــه عامــل مهــم  

امـا  . باشـد مهـاجرت  ن اسـت  ممك ـ هـا قارچ ساختمان جمعيت
ــين ماركرهــاي مولكــولي و منشــاء     ــه همبســتگي ب هــيچ گون

اين موضـوع  به دست نيامد در اين تحقيق ها  جغرافيايي جدايه
بررسـي درايـن    مـورد هـاي   مـامي جدايـه  ت كـه دهـد   مي نشان

فاصــله جغرافيــايي  ودارنــد  زيــاديتحقيــق شــباهت ژنتيكــي 
هرچند توانايي انتشار  .يستنها  عاملي در تمايز ژنتيكي جدايه

قارچي مولد سفيدك سطحي توسط باد مدتها قبـل  هاي  گونه
امـا هـيچ گونـه اطلاعـاتي درايـن      )13،23( شناخته شده اسـت 

به طـور كلـي نتـايج     .ندارد وجود U. necatorزمينه درمورد 
دهـد كـه نشـانگرهاي مولكـولي هماننـد       مـي  اين مطالعه نشان

RAPD  ــد ــي توانن ــا را از  م ــناخت م ــك  ش ــوژي و ژنتي اكول
 مكان بررسي و مطالعـه ا و دنافزايش ده U. necatorجمعيت 

مثــل جنســي و رفتــار انتشــاري ايــن گونــه را   زمينــه توليــد در
 U. necatorهـاي   ويشاوندي ژنتيكي جدايـه بررسي خ .دهندب

جمـع آوري شـده   هاي  توسط ضريب شباهت مجموعه جدايه
بــين و داخــل  درايـن تحقيــق نشــان داد كــه تغييــر ژنتيكــي در 

هــاي  جدايــه). 1شــكل( نــواحي موكــاري اســتان وجــود دارد
هـا   تا حد زيادي متغير بودند و ارتباط بين ايـن جدايـه   Iگروه 

مطالعه حاضر  )4( دليه و همكاران برخلاف نتايج .پيچيده بود
نــواحي  بـر اسـاس  را هـا   هـيچ گـروه بنـدي روشـني از جدايــه    

جمع آوري شـده بودنـد   از اين مناطق ها  كه جدايهجغرافيايي 
ديـده  IIگـروه  هـاي   بـين جدايـه   تفاوت كمـي در و  نشان نداد

 نشـان  يي بـا شـباهت ژنتيكـي زيـاد    توزيع وسيع جدايه ها. شد
بـين نـواحي    )Gene Flow(دهد كه احتمـالا جريـان ژنـي    مي

ا جابـه  ي ـافتد كه ممكن است توسـط بـاد    مي جغرافيايي اتفاق
هـر چنــد  . وده باشـد جـايي مـواد گيـاهي ناشـي از موهــاي آل ـ    

ــر ديگــر و روشــهاي  RFLPروشــهاي  ــي ب ــوع ، PCRمبتن تن
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  1387، سال 1، شماره22مجله علوم و صنايع كشاورزي، ويژه حفاظت نباتات، جلد      58

 دهـد  مـي  اين قارچ نشـان هاي  ژنتيكي بيشتري را دربين جدايه
 ،ايـن بررسـي   اما وجود دو گروه فنتيكي مشـخص در  )9،20(

را در بررســي تنــوع ژنتيكــي  RAPD هاينشــانگر اســتفاده از
نشـان داد   حقيـق از ايـن ت  حاصلنتايج  نمي كند و رد ،قارچها
نياز به مطالعه بيشتري براي شفاف سازي نقش توليـد مثـل   كه 

در  U. necatorجنسي و جريان ژنـي در سـاختمان جمعيـت    
مطالعات شناخت مـا را از   اين. باشد مي استان خراسان و ايران
و همكـــاري در توســـعة  U. necatorديناميـــك جمعيـــت 

  . ساخت ر خواهدراهبردهايي براي كنترل پايدار بيماري بيشت

  سپاسگزاري

اين تحقيق از محل اعتبارات قطب علمي گـروه گياهپزشـكي   
دانشــكده كشــاورزي دانشــگاه تهــران ودر مركــز تحقيقــات  
كشاورزي و منابع طبيعي اسـتان خراسـان اجـرا شـده اسـت و      

وســيله از مســاعدتهاي مســئولين دانشــكده  نگارنــدگان بــدين
نابع طبيعـي اسـتان   كشاورزي و مركز تحقيقات كشاورزي و م

  .نمايند مي خراسان قدرداني

  

  منابع

 .صفحه170بيماري سفيدك سطحي انگور. بيماريهاي درختان ميوه ايران. 1369. بهداد، ا .1
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Genetic variation of Uncinula necator (Schw.) Burr. causal agent of Grape 

Powdery Mildew by using RAPD molecular markers in Khorassan Province 
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Abstract 

Thirty-four isolates of U. necator were taken from diseased grapes from different vineyards in 
Khorassan province. Sample were collected in June, July and August 2003 from the same plants. 
Young plant leaves reproduced through micro propagation method were used to obtain single spore 
isolates. A minimum of 10 leaves were used to produce fungi biomass. Amount of fungi biomass 
production 12 days after inoculation were changed in a range of 6 to 38 mg depending on concerned 
isolates. DNA from these isolates were extracted and genetic variation among all isolates were 
assessed with 22 primersby usingRAPD technique. Cluster analysis based on the 126 RAPD fragments 
obtained using 22 primers revealed two very distinct groups, one group containing 11 isolates from the 
first sampling, the second group containing all the remaining isolates. Isolates clustered in the first 
group displayed 47 RAPD fragments specific to them. These isolates did not exhibit 79 RAPD 
fragments presentin all other isolates. Molecular data suggested that isolates clustering in two groups 
represent two different biotypes of U. necator, which are likely to be genetically isolated. 
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