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 جدا شده Rhizoctonia solani Kühn قارچ AG-2 مطالعه تنوع درون گروهي آناستوموز
  با استفاده از نشانگر پكتيك زايموگرم(.Lolium perenne L) از گياه چمن

 (Pectic zymogram) 
  محربي غلامرضا بلالي و زهره

  شناسي دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست

  25/03/85: تاريخ پذيرش    01/08/84:  تاريخ دريافت

  چكيده

شناسي شبيه   از نظر مقايسه ريختبوده وهاي قارچي  ترين و پيچيده ترين گونه ، يكي از متنوعRhizoctonia solani         گونه 
آرايه ( مطالعات ژنتيكي وتاكسونوميكي ،دامنه ميزباني وسيع و فقدان صفات تشخيصي در آن. قارچهاي ناقص بازيديوميست است

مولكولي  در اين مطالعه زايموگرم آنزيم پكتيناز بعنوان يك نشانگر. هاي اين قارچ را با مشكل مواجه ساخته استجمعيت) شناختي
 مورد استفاده قرار ،قهوه اي چمن  ، كه عامل بيماري لكهR. solaniقارچ ) AG-2 (2براي مطالعه تنوع ژنتيكي آناستوموز گروه

هاي متعدد در هر سلول بعنوان گروه   جدايه بر اساس واكنش آناستوموز ريسه و وجود هسته256در اين رابطه . گرفت
گالاكتوروناز و ديگري براي  زايموگرافي اين تعداد جدايه دو لوكوس، يكي براي پلي. شناسايي شد AG-2آناستوموزي 

 .Rگروه زايموگرم براي ايزوله هاي قارچ  10استراز مشخص نمود، كه بر اساس پلي مورفيسم اين دو لوكوس تعداد  پكتين

solaniبلكه در تعيين تنوع استهاي آناستوموزي قابل استفاده اين روش نه تنها در شناسايي گروه نظر مي رسدب.  بدست آمد 
 استفاده  كه اين اطلاعات مي تواند در مطالعه اپيدميولوژي اين قارچ مورده ميدهدئژنتيكي درون گروهي نيز اطلاعات مفيدي ارا

  .قرار گيرد

 ,Rhizoctonia solani, AG-2 زايموگرم پكتيك: واژه هاي كليدي

  مقدمه
 يكي از بزرگترين، متنوع ترين Rhizoctonia)جنس(سرده 

 8( و پيچيده ترين گروه هاي قـارچي بازيديوميست است
كه كنيدي توليد نمي كند و به لحاظ رويشي از بقيه ) سرده

 اين  ).20(شودقص متمايز مي تاكسونهاي قارچهاي نا
 de) توسط دكاندول 1815 در سال )جنس(سرده 

Candolle) و گونة Rhizoctonia solani توسط Kuhn  در
 ،)جـنس(سرده ويـژگي اين . گذاري شـد نام1858سال 

 به ريشه ن چسبيد،هاي يك شكل از اسكلروت توليد ريـسه
توليد اسپور درنا تواني  همچنين و ، بيماريايجاد ،گياه زنده

  .)8،24( ستا

ممكن است عامل بيماري بسياري از  R. solaniقارچ 
 و ،گياهان باشد يا بصورت ساپروفيت در خاك زندگي كند

 يا به فرم ميكوريزي با گياهان خانواده اركيده
)(Orchidaceaeهمزيست شود  )20 .( R. solani دامنه

 محدود به ، برخي فقطدزا را داروسيعي از نژادهاي بيماري
برخي ديگر دامنه وسيعي از شوند و  يك گونه ميزبان مي

هاي برخي از گروه. عدد را دارا هستندهاي متميزبان
 در AG-4 و AG-1 ،AG-2 ،AG-3آناستوموزي چون 

چگونگي در حاليكه ) 20( اند سراسر دنيا گزارش شده
 كاملاً بررسي نشده ، كمتر متداول،هاپراكندگي ساير گروه

هاي گياهان خانواده   بيشتر از گونهAG-1هاي  ايهجد. است
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 AG. اند  بدست آمده Poaceae و گندميانFabaceaeنخود 

 از Brassicaceae ،AG 2-2بو   از خانواده شب2-1
 Fabaceae  ، نخودChenopodiaceaeهاي اسفناج  خانواده
 از تعداد زيادي از Solanaceae   ،AG-4زميني  و سيب

 لوبيا، چغندرقند، سويا، پنبه و كتان، گياهان زراعي چون
AG-5از خاك و خانواده Fabaceae ) 20( ،AG-6 و AG-

 اصولاً بيماريزاي گياهي نيستند و عمدتاً از خاك 7
و ) 19(  بيماريزاي غلاتAG-8). 24( اند جداسازي شده
 قدرت بيماريزايي كمي AG-9. است) 27(باقلاي مصري

 از جمله Solanaceae و  Brassicaceaeهاي درخانواده
 از AG-10هاي غيربيماريزاي   و جدايه،)7(زميني دارد سيب

  ).24(گياه جو جدا شده است

زميني و  اولين بار در ايران از گياهان سيب R. solaniگونه 
توسط شريف و  (Pinus eldarica. Medw)كاج ايراني 

توسط  (.Phaseolus vulgaris L)و از گياه لوبيا ) 3( ارشاد
نيز پس از آن .  شده استگزارش) 4(وچهري و قنادزاده من

هاي مختلف اين  شناسي زيادي روي گونه مطالعات بيماري
 درصد موارد 90كه در بيش از ) 1،2(جنس منتشر گرديده 
، مطالعات كنونتا. مي باشد R. solaniگونه شناسايي شده 

 و به تبع (.Lolium perenne L)چشمگيري روي گياه چمن
شايد . انجام نشده استاريهايش، خصوصاً در ايران آن بيم

 . غيرزراعي بودن اين گياه است،ترين دلايليكي از مهم
 سبز اي از زيبايي فضاي سبز  بوجود چمني سر بخش عمده

ترين بيماريهاي قارچي يكي از مهم. و شاداب وابسته است
 Brown)اي  ايجاد شده روي چمن، بيماري لكه قهوه

Patch) عامل بيماري براساس مشخصات بروز . مي باشد
اي بودن  ، چند هستهR. solaniمورفولوژيكي ريسه 

درجه حرارت بهينه رشد تشخيص داده شده  و هاي آنسلول
محققين روشهاي مختلفي را جهت شناسايي و ).10(است

تعيين خصوصيات اين قارچ بكار برده اند كه متداولترين 
براين . ك آناستوموز استآنها، استفاده از پديده فيزيولوژي

سرده  گروه آناستوموزي در 14اساس تاكنون 
 بعنوان نيز گروه آناستـوموزي 5و   Rhizoctonia)جنس(

 كه بر اسـاس صفات ست،زير گروه جدا شـده ا
مورفولوژيكي، بيماريزايي و مولكولي متمايز مي 

 ها، گروه آناستوموز دو يايكي از اين گروه). 22(شوند
AG-2  هاني دارد و بر پايه خواص كه انتشـار ج است
 AG و  AG 2-1زايي و نياز به تيامين به دو زير گروهبيماري

تعيين گروه آناستوموزي ). 25(  تقسيم مي گردد2-2
مستلزم صـرف وقت و در برخي موارد نيز فـاقـد دقـت 

تعيين تنـوع ژنتيكي امكان پذير بنابراين كافي است و 
وشهاي مولكولي متنوعي براي گروه  ردر نتيجه. باشد نمي

 مي جمله ازكه  بكار مي رود  R. solaniهاي بندي جدايه
 DNA ، آناليز DNA/DNA hybridization توان

ن روشها اي.  را نام برد RAPD-PCR، وrDNA)(ريبوزومي
هاي آناستوموزي مختلف همولوژي كمي را بين گروه

  ).13( ندمي دهنشـان 

ها خصوصاً  الكتروفورز ايزوآنزيمتداول،از بين روشهاي م
ها و تعيين تنوع  قارچ زايموگرم در تشخيص جدايهك پكتي

 Rها از جمله آنژنتيكي و فيزيولوژيكي بين افراد مختلف 

.solaniهر ).15،16،22(  كاربرد وسيعي پيدا كرده است 
زايي اين قارچ از اهداف مطالعه حاضر نيست چند بيماري

م در جهت شناخت تنوع ژنتيكي  زايموگرولي استفاده از
 ما را در مطالعه مي تواند ،اي اين قارچ درون گونه

مبارزه با اين عامل براي  برنامه ريزي جهتاپيدميولوژي آن 
  .ندك زا ياري بيماري

   و روشهاادمو
ري از چمن كاري مناطق گي  نمونه: جمع آوري نمونه-الف

ي كه هاي ها و فضاي سبز اصفهان و از لكهمختلف پارك
در  م بيماري رايزوكتونيايي را نشان ميدادندئ علاظاهراً

 23 از نمونه برداري جمعاً. فصل بهار و تابستان انجام شد
محل صورت گرفت كه يازده نقطه از پرديس دانشگاه 

شرق، ( اصفهان و دوازده نقطه ديگر از سطح شهر اصفهان
رقم چمن . انتخاب گرديد) غرب، شمال، جنوب و مركز

. مي باشد چهار تخم هلندي Sport شده از نوع كشت
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هاي زرد شده چمن با  هاي به ظاهر آلوده از محل لكه بوته
 پس از انتقال نمونه به آزمايشگاه ريشه وآوري  ريشه جمع

 دقيقه 10 بمدت دو ساعت با آب جاري و ،ها از بوته جدا
چند قطره با با محلول هيپوكلريت سديم يك درصد همراه 

سپس سه بار با آب . فشويي شستشو داده شدمايع ظر
گرفته مقـطر سترون شستشو و آب اضافي با كاغذ صافي 

 قطعه ريشه 5 تعداد PDA 1/0نيمه پر  در هر پليت .شد
 درجه 25 قرار داده شد سپس نمونه ها در انكوباتور نمونه
پليتهاي كشت . گراد و در تاريكي نگهداري شدند سانتي

كلني ر بازديد مي شدند و  ساعت يكبا24شده هر 
قارچهاي رشد كرده اطراف هر نمونه با ميكروسكوپ 

با روش كشت ، كه  Rhizoctoniaبررسي و كلنيهاي شبيه 
داراي   PDA Potato Dextrose Agar محيط درنوك ريسه 

1ml/Lاسيدلاكتيك منتقل و در انكوباتور نگهداري شد  .
هاي   لولهتر به هاي خالص جهت نگهداري طولاني جدايه

ها با   منتقل و درب لولهPDAليتر   ميلي10آزمايش حاوي 
ها در اين روش هر سه ماه  جدايه(پنبه و پارافيلم بسته شد

تر،  جهت نگهداري طولاني). يكبار تجديد كشت شدند
 يك(هاي آزمايش داراي خاك الك شده  ها به لوله جدايه

) قسمت رس، يك قسمت ماسه و يك قسمت سبوس برنج
  ).6( سترون منتقل گرديدرطوب و كاملاًم

 براي اطمينان از وجود قارچ : بررسيهاي مورفولوژي-ب
R. solani ، ويژگيهاي ماكروسكوپي، توليد سختينه، وجود

 90°هاي قطور با ديواره عرضي مشخص، انشعابات  ريسه
 و وجود فرورفتگي در محل انشعــاب با استفاده از ،قـارچ

  ).8(يدميكروسكوپ بررسي گرد

آميزي هسته از روش   براي رنگ:ها  شمارش هسته-ج
Bandoni )5 (هاي جوان  باين نحو كه ريسه. استفاده شد

-Safranin) روي لام با يك قـطره محلـول ســـافرانين

O)گذاري توسط ميكروسكوپ  آميزي و پس از لامل رنگ
آميزي، هستكها رنگ  در اين روش رنگ. بررسي شدند

گيرند و بقيه قسمتهاي هسته بصورت يك  بيشتري بخود مي

در اين روش . شوند هاله شفاف در اطراف هستك ديده مي
  .استرنگ هسته ها قرمز 

 AG-2 جدايه استاندارد : شناسايي گروه آناستوموزي-د

IV) الدين ءنمونه استاندارد توسط آقاي دكتر ضيا
با ) هاشمي از دانشگاه شيراز در اختيار قرار گرفت بني
بدين . ه هاي بدست آمده از چمن تلاقي داده شدجداي

 سانتيمتر روي لام حاوي آب 2ها با فاصله  جدايهترتيب كه 
آگار قرار گرفتند و پس از رشد در شرايط مطلوب و تلاقي 

 براي اطمينان از )21(.گذاري و بررسي شدند ها، لامل ريسه 
وقوع آناستوموز، الحاق ديواره سلولي و ارتباط 

  ).20( نقطه مشاهده گرديد5سمي حداقل در پروتوپلا

 هاي جدايه ميلي متر از 5ديسكي به قطر  : توليد آنزيم-ه
 به PDA در محيط  Rhizoctonia  قارچخا لص سازي شده

 Bijoux)  درب دار استوانه اي  ميلي ليتري10هاي  شيشه

bottle)ميلي ليتر محيط كشت مايع القاءكننده 2 ، حاوي 
 يـك اين محيط حاوي. منتقل گرديدنازترشح آنزيم پكتي

ع كربن براي تغذية بدرصد سيتروس پكتين بعنوان تنها من
 25 در تاريكي و دماي ،ده روزكشت  مدت استقارچ 
 محتوي ،صد ميكروليتر از محيط مايع). 27(مي باشد درجه 
 مخلوط و جهت (G-150) گرم سفادكس 01/0 با ،پكتيناز

  .اده قرار گرفتانجام الكتروفورز مورد استف

 Cruickshank و Wade  روشبا الكتروفورز :تهيه ژل-و
 Sweetinghamروش بو تهيه ژل پكتين اكريل آميداز ) 10(

 پس از تهيه ژل به هر يك از . شدنجاما )26(و همكاران 
مخلوط با )  دارپكتيناز( ميكروليتر محيط مايع 10ها چاهك

هايي بروموفنل در چاهك ابتدايي و انت. سفادكس اضافه شد
ارتباط بين .  نشانه ريخته شد بعنوان رنگدانه درصد5بلو 
هاي مثبت و منفي الكتروفورز با پارچه كتاني برقرار قطب

 34-38آمپر و ولتاژ شروع   ميلي16شدت جريان . گرديد
با عبور آب درجه سانتي گراد  6-5دماي ثابت . بودولت 

ري از جهت جلوگيسرد از زير صفحه نگهدارنده ژل 
تقليب آنزيمي در اثر عبور جريان الكتريسيته وايجاد گرما 
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 5فنل بلو به مسافت وپس از حركت نشانگر برم. برقرار شد
 قطع و قبل از رنگ آميزي، ژل يتهسانتيمتر جريان الكتريس

 مولار  DL 1/0 ساعت در محلول ماليك اسيد 5/1بمدت 
ار گراد روي شيكر قـر  درجـه سانتي25و در دمـاي 

 18پس از دو بار شستشو با آب مقطر ژل بمدت . گرفت
 در يخچـال مزرقآميزي روتينيـوم  سـاعت در محلول رنگ

ژل پس . گراد قرار گرفـت  درجه سانتي5و دمـاي 
  درصد05/0 دقيقه در محلول 20ازچنـدين بار شستشو 

 آمونيـوم پرسولفـات براي افزايش وضوح قرار گـرفت
 و با استفاده از كاغذ ،مقطر شستهبا آب را ژل ). 24(

عكاسي با حساسيت بالا و روش عكاسي مستقيم از آن 
روي كاغذ عكاسي الگوهاي آنزيمي و . عكس گرفته شد

 طي شده توسط آنزيم به فاصله  نسبت فاصله (Rfميزان 
 )طي شده توسط بروموفنل بلو در زمان الكتروفورز

دهاي ظاهر شده بان. ايزوآنزيمها مورد مطالعه قرار گرفت
. روي كاغذ عكاسي به دورنگ سياه و سفيد ظاهر شدند

باندهاي سياه نشانگر حضور ايزوآنزيم پلي 
 و باندهاي سفيد نشانگر حضور  (PG)گالاكتوروناز

نمونه هاي ). 10(  منظور شد (PE)ايزوآنزيم پكتين استراز
و مورد استفاده قرار گرفت شناسايي شده بعنوان كنترل 

  .رز هر ژل سه بار تكرار گرديدالكتروفو

تشابه ژنتيكي بين الگوهاي زايموگرام از :  آناليز داده ها-ز
طريق مقايسه دوگانه بين جدايه هاي مورد آزمايش صورت 

  ).23(گرفت و جدول تشابه ژنتيكي تعين گرديد 

  نتايج
هاي رنگ آميزي شده بوسيله محلول رنگي  تعداد هسته

عدسي شيئي ميكروسكوپ  40نمايي  سافرانين و بزرگ
هاي مورد مطالعه تعداد  در همة جدايه. دششمارش 

 تعيين نوع گروه جهت. ها بيش از دو عدد بود هسته
هاي جدايه با جدايه  آناستوموزي برخورد و تلاقي ريسه 

 درشت نمايي با ميكروسكوپ نوري از ، استفادهاستاندارد
پس از د در برخي موارو مشاهده شد كه  بررسي انجام، 40

مي هاي دو جدايه هر دو زنده  الحاق و اتصال بين ريسه 
مرگ سلولهاي  سبب ها  اتصال ريسه نيزدر بعضي و  ،مانند

  .مي شود محل الحاق ي نزديك درالحاق يافته و چند سلول

 تعين  ها از ريشهحاصل جدايه 256الگوهاي ايزوزايمي 
لاكتوروناز هاي پلي گااين الگوها داراي باند آنزيم.. دگردي

(PG) و پكتين استراز (PE) براي بدست آوردن . است
بهترين الگوي آنزيمي، بهترين زمان براي برداشت آنزيم 

 ميلي 2 روز در حجمي معادل 9از محيط مايع القاءكننده 
الگوهاي بدست آمده براساس . دشليتر محيط مايع تعيين 

از پس .  قرار گرفتند(ZP) گروه زايموگرمي 14تنوع در 
انجام آناستوموز بين جدايه هايي از هر گروه زايموگرمي 

زايموگرمها  گروه 10و  نبوده AG-2چهار گروه متعلق به 
ايزوزايـمهاي پلي . )1شكل (آن است متعلق به 

ها و ايزوآنزيم پكتين   در همة جدايه(PG)گـالاكتـوروناز 
در .  در بسياري از آنهــا مشــاهده گرديد(PE)استراز 

 الــگوي زايموگــرمي 10هاي آزمايش شده  يهجدا
(Zymogram Pattern) ZP1 تا ZP10در .  نامگذاري شد
بر اساس ضريب  (k تا a باند از 11 اين تعداد الگو جمعاً

Rf( فقط باند . شناسايي گرديدa و a’ متعلق به پكتين 
مي  در همة گروهها يكسان ها آنRf كه مقدار استاستراز 
 هاي Rf با PG ديگر متعلق به ايزوآنزيم  باند10و باشد 

 5. مي باشد متغير 6 تا 3فراواني باندها از . متفاوت است
 بيشترين فراواني را در گروههاي c و i ،h ،f ،eباند 

 3در بيشتر گروهها حداقل . رند زايموگرامي دا مختلف
  ).2شكل(د وشمي باند پلي گالاكتوروناز مشاهده 

 ،ترين الگوي آنزيمي ه، فراواندست آمدبراساس نتايج ب
ZP10 و است 55 با فراواني ZP1 و ZP6 از كمترين 

در مطالعه الكتروفورزي آنزيم پكتيناز . فراواني برخوردارند
) شكلي يك( استراز دو جايگاه ژني، يكي براي آنزيم پكتين

شناسايي ) شكلي چند(گالاكتوروناز و ديگري براي پلي
هاي آنزيمي  در گروهها ي باندبا مقـايسـه فراوان. گرديد

امكان محاسبه درصد تشابه ژنتيكي الگوهاي مختلف 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1385 پاييز، 3، شماره 19لد ج                                  مجله زيست شناسي ايران                                                                        

  245

 ها فراهم شد زايموگرمي، بر اساس حضور كل باند
 با ZP1بيشترين تشابه ميان گروه ). 2 و جدول1جدول(

 بدليل ZP5. دوشمي  مشاهده ZP10و  ZP9 گروههاي

است شباهت كمتر با بقيه گروهها از نظر ژنتيكي متفاوت 
  .)2جدول (

  

  

20   19   18   17   16   15    14  13   12   11  10  9   8    7     6    5      4   3    2    1  

  
 :2و1خط ). هر جدايه در دو تكرار( جدا شده از چمن كاريهاي سطح شهر اصفهان AG-2 گروه R. solani پكتيك زايموگرافي جدايه هاي .1شكل

جدايه : 10و9؛ خط ZP4، الگو T3جدايه : 8و7؛ خط ZP3، الگو G5، جدايه 6و5؛ خط ZP2، الگو F3جدايه : 4و3؛ خط ZP1، الگو A1جدايه 
R39 الگو ،ZP5 جدايه : 12و11؛ خطR23 الگو ،ZP6 جدايه : 14و13؛ خطV1 الگو ،ZP7 جدايه : 16 و 15؛ خطB8 الگو ،ZP8 18و17؛ خط :

  .ZP9، الگو R29جدايه : 20و19؛ خط ZP10، الگو R9جدايه 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 بر اساس تعداد كل ZP1-ZP10الگوهاي . R. solani قارچ AG-2جدايه هاي گروه ) Zymogram Pattern(الگوهاي زايموگرام  :2شكل

 مربوط به پلي lو,b,c,d,e,f,g,h,i,j,k مربوط به پكتين استراز و باند هاي  ’aوa باندهاي. باندهاي مربوط به پلي گالاكتورناز و پكتين استراز
  .گالاكتورناز است
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 R. solaniقارچ AG-2 ي  گروه زايموگرام جدايه ها10فراواني باندهاي پلي گالاكتوروناز و پكتين استراز بين . 1جدول 

 الگو باند

a b c d e f h i j k a’ b’ 

ZP1 ٠ ٠ ٠ ٠ ١ ١ ١ ١ ٠ ١ ٠ ١ 

ZP2 ١ ٠ ٠ ٠ ٠ ١ ٠ ١ ٠ ١ ١ ١ 

ZP3 ٠ ١ ٠ ١ ١ ٠ ١ ٠ ٠ ١ ٠ ١ 

ZP4 ٠ ٠ ٠ ٠ ٠ ١ ١ ٠ ٠ ١ ٠ ١ 

ZP5 ٠ ١ ٠ ٠ ٠ ١ ٠ ١ ٠ ١ ٠ ١ 

ZP6 ٠ ٠ ٠ ١ ٠ ١ ١ ٠ ٠ ٠ ٠ ١ 

ZP7 ٠ ١ ٠ ٠ ١ ١ ١ ٠ ٠ ٠ ٠ ١ 

ZP8 ٠ ١ ٠ ٠ ١ ١ ١ ٠ ١ ٠ ٠ ١ 

ZP9 ٠ ١ ١ ٠ ١ ١ ١ ٠ ٠ ١ ٠ ١ 

ZP10 ٠ ١ ٠ ٠ ١ ١ ٠ ١ ٠ ١ ٠ ١ 

  
 R. solani  قارچ AG-2 از جدايه هايحاصل زايموگرام تشابه ژنتيكي بين گروههاي مختلف. 2جدول 

 
 ZP1 ZP2 ZP3 ZP4 ZP5 ZP6 ZP7 ZP8 ZP9 ZP10 

ZP1 100           

ZP2 72.2 100         

ZP3 72.7 40 100        

ZP4 80 66.6 66.6 100       

ZP5  80 88.8 44.4 75 100      

ZP6 60 44.4 66.6 75 50 100     

ZP7 80 44.4 66.6 75 50 75 100    

ZP8 72.2 40 60 66.6 44.4 60 88.8 100   

ZP9 90.9 54.4 80 80 60 72.2 80 72.2 100  

ZP10 90.9 80 66.6 66.6 80 44.4 66.6 60 72.2 100 

  

  بحث
 يكي Rhizoctoniaهاي رويشي قارچ در سلول  تعداد هسته

هاي ولدر سل. شود سايي گونه محسوب مياز معيارهاي شنا
هاي مسن  عدد و در سلول28 تا 3 هسته بين جوان تعداد
ايج آزمايشات انجـام بـا توجه به نت). 24(باشد كمتر مي

 256 از مي شودهـاي آناستوموزي، مشخص شده و بررسي
 جدايه متعلق به 252 از چمن اصفهان تعداد حاصلجدايه 

 جدايه از نوع دو 4و تعداد  (AG-2)گروه آناستـوموزي دو
 جهت شناسايي زير واحدهاي عموماً. مي باشندهسته اي 
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جمعيتي قارچها، خصوصيات مورفولوژيكي محدودي 
هاي شيميايي و بنابراين استفاده از روش. د داردوجو

 يكي از اين .)11( ردادمولكولي براي اين امر ضرورت 
هاي مفيد مقايسه الگوهاي الكتروفورزي پروتئينها،  شيوه

اي مانند آنزيم پكتيناز  ي آنزيمهاي ويژهبويژه ايزوزايمها
   زايمـوگرمكپكتي.  استدر اين مطالعه مورد استفاده

نشانگري منـاسب براي مطـالعه تنوع ژنتيكي و 
و ) 12(، شناخته شده  Rhizoctoniaاپيدميولوژي قارچ 
 Cruhckshankآميد افقي پكتين  اكريل الكتروفورز با ژل پلي

& Wade) 10 (ي مناسب براي تفكيك انواع بعنوان روش
 گروههاي غالباً. ندآنزيمهاي پكتيكي معرفي شده ا

زايموگرمي به گروههاي آناستوموزي تعيين شده مرتبط 
آناليزهاي زايموگرمي در شناسايي گروههاي ). 18(شوند مي

 گندم Bare patchعامل بيماري ،  AG-8اي نژاد  درون گونه
هاي يك   زايموگرم ايزولهگروه. بكار رفته است، در استراليا

هاي مختلف، توسط  ولي لكه. است، مشابه (Patch)لكه 
كه با ) 12،13( شدندمي هاي زايموگرم متفاوت ايجاد  گروه

هاي اين مسئله بيانگر  ايزوله. استاين مطالعه مشابه نتايج 
 قادر به رشد در ي آناستوموز گروهها ظاهراًاينست كه

اي به واسطه  اين اگر در لكهبنابر. قلمرو يكديگر نيستند
هاي زايموگرمي متفاوتي ايجاد شود، اين لكه  جهش گروه

در طي زمان براساس گروه زايموگرمي تفكيك شده و 
هاي بدست آمده از  جدايه. شوند كوچك و محدود مي

  .هاي مختلف شكل و سرعت رشد متفاوتي دارند لكه

Cruickshank) 9 ( بيان كرد كه چندين گروه
.  وجود داردAG-2 در گروه آناستوموزي (ZGs)رميزايموگ

 و همكارانش MacNishطبق تحقيقات انجام شده توسط 
 دو الگوي AG 2-1براي گروه آناستوموزي ) 16(

هاي  وجود دارد كه هر دو ميزبانZG6 و ZG5زايموگرمي 
زاي خانواده  بيماريZG5. مختلف دارند

نواده نخود  بيماريزاي خاZG6و )  (Brassicaceaeبو  شب
)Fabaceae (هاي آنزيمي در اين  بر اساس يافته. است

 10 زايموگرم، كاز الكتروفورز پكتيبا استفاده تحقيق، 

سايي شد كه تعيين  شنا)(ZP1-ZP10الگوي زايموگرمي 
مستلزم  هاي متداول در اين گروه آناستوموزگروه زايموگرام

ا جمع آوري نمونه از ساير قسمتهاي كشور مي باشد ت
بتوان در تعيين و معرفي گروه زايموگرم با دقت بيشتري 

 AG-2تنوع در فعاليت آنزيم پكتيناز در گروه . اقدام نمود
ن رايزوكتونيا كه در اين تحقيق براي اولين بار روي چم

شود، ممكن است به آللهاي مختلف يا  گزارش مي
ها مختلف وابسته باشد كه محصولات آنهاي ژني لوكوس

تنوع در . الكتروفورز دارندي مختلفي در ژل توان حركت
 كه در اين بررسي AG-2هاي  هاي پكتيناز جدايهآنزيم

گزارش مي شود، با گزارش هتروژن بودن اين گروه 
 توسط RFLPآناستوموزي كه بر اساس آناليزهاي 

Matsumotoانجام شده تطابق دارد) 17( و همكارانش. 

Yang  هاي بيان آنزيماد نمود كه پيشنه) 29( 1993در
توسط  R. solani اي هاي مزرعه پكتيناز در جدايه

حتمال پيوستگي هاي ژني چندگانه انجام مي شود و الوكوس
 AG-8 از گروه آناستوموز ZG 1-1ها در در ميان اين لوكوس

حضور باندهاي پلي گالاكتوروناز مختلف در . وجود دارد
ا در د كه بيان آللهكن تحقيق انجام شده پيشنهاد مي

حضور باندهايي چون . شود هاي مختلف، كنترل ميلوكوس
aدر نژاد  دهد كه اين لوكوس  نشان مي AG-2 قارچ ،R. 

solaniتوانند  هاي ژني چندگانه ميلوكوس.  حفظ شده است
هاي يك گروه  چندين الگوي زايموگرم را در ميان جدايه

بنابراين يك الگوي مشترك در . آناستوموزي ايجاد كنند
ندهاي ثابت بعنوان الگوي زايموگرمي مشخص، براي با

شود و از  ها در نظر گرفته مي ارتباط نزديك جدايه
. گردد اختلافات كوچك در باندهاي ضعيف صرفنظر مي

هاي پكتيناز القايي  در تكنيك زايموگرم، توليد آنزيمچون
اي، محيط  است، اين امكان وجوددارد كه شرايط تغذيه

 Rfي قارچ روي وضوح باندها، مقدار كشت يا حالت فيزيك
مقادير وارد كردن . و قابل تكرار بودن باندها اثر بگذارد

تواند روي  هاي ژل نيز مينامساوي آنزيمها در چاهك
ژنوتيپ . و ايجاد باندها اثر بگذارد Rfوضوح و اندازه 
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 ممكن است به سبب تشكيل R. solaniهاي  جدايه 
اين تغييرات . يير يابدتغهتروكاريون، آناستوموز و جهش 

هاي كدكنندة آنزيم پكتيناز اثر كرده و الگوهاي روي لوكوس
بنابراين اگر تكنيك . نمايند زايموگرم جديدي را ايجاد مي

 مورد استفاده R. solaniزايموگرم براي شناسايي نژادهاي 
قرار گيرد، بايد ارتباط تنوع ژنتيكي و گروه زايموگرم 

انجام تمام مراحل آزمايش در . داراي ثبات كافي باشد
ها و استفاده از  شرايط كاملاً يكسان براي كل جدايه

اطلاعات داراي عموميت بيشتر و قابل تكرار بودن آنها، 
). 28(تواند در دسترسي به اين ثبات كمك زيادي نمايد مي

جهت اطمينان از نتايج حاصله، در اين تحقيق هر جدايه دو 
 پايداري الگوهاي زايموگرام رديد وتا سه بار الكتروفورز گ

 شباهت و يا عدم و) 14(مورد بررسي دقيق قرار گرفت 
رسد استفاده از قالب ژل  بنظر مي. تعيين شدشباهت الگوها 

ها، نتايج  متر براي تمام جدايه  ميلي5/1يكسان با ضخامت 
با استفاده از اين قالب، تفكيك . دهد تري مي مشابهتر و  دقيق

تواند  ضخامت زياد ژل مي. استتر  وها واضحباندي الگ
از پارامترهاي الكتروفورز . مانعي براي رانش آنزيم باشد

استفاده از محلول تانك بافر، تازه تهيه شده جدايه ها بهتر 
ر آنزيم ا در اين مطالعه مقد.است و ژل بدون حباب هوا

تواند در  مينيز گذاري  هنگام نمونه)  ميكروليتر10(پكتيناز 
هاي كشت شده در محيط  سن ريسه .مؤثر باشدRf وضوح  

 .مي با شد  روز9  مايع

وجود ميزبان اختصاصي براي هر گروه آناستوموزي 
تواند بوسيله انشعاب هر گروه آناستوموزي از يك  مي

بنابراين ممكن است . شودذخيره ژني مشترك توصيف 
اشد و بتمايز ژنتيكي در هر گروه آناستوموزي بتدريج 

) 2(جدول. دكنايجاد را هاي زايموگرمي مختلف زيرگروه
 ZP10 و ZP9 با گروه ZP1گروه نشان مي دهد كه 

ها از يك ذخيره  اين جمعيتاحتمالاً. داردبيشترين تشابه را 
ه به مرور زمان تشكيل اند ك ژني مشترك منشاء گرفته

اند لوكوسهاي  هها، آناستوموز و موتاسيون توانستهتروكاريون
د و نثير قرار دهأهاي پكتيناز را تحت تننده آنزيمك كد

براساس نتايج . الگوهاي آنزيمي جديدي ايجاد نمايند
هاي پكتيناز، الگوي ست آمده از الكتروفورز ايزوآنزيمبد

ترين الگوي آنزيمي  ن ، فراوا55 با فراواني ZP10آنزيمي 
بوده و داراي وسعت پراكنش زياد و بيشترين سازگاري با 

. را دارد اكولوژيكي، آب و هوايي و خاك اصفهان شرايط
ZP1 و ZP6آناليزهاي .  از كمترين فراواني برخوردارند

 252اي بين   كه تنوع قابل ملاحظهمي كندزايموگرمي ثابت 
 ممكن است به شته و، آزمون شده وجود داAG-2جدايه 

هاي ژني مختلف بستگي داشته آللهاي مختلف يا لوكوس
ها در يجه باعث توان حركتي مختلف آنزيمت در ن، كهدنباش

 حاصل بنظر مي يجبا توجه به نتا. گردد ميژل الكتروفورز 
رسد اين روش علاوه بر تعين تنوع درون گروهي، نشانگر 

مطالعه پراكنش جمعيت قارچ در يك منطقه  مناسبي جهت
مبارزه ن روش ي تعيجهتلذا با توجه به اينكه . است

 بنظر انجام شودولوژي قارچ بايستي مناسب، مطالعه اپيدمي
نداشتن تنوع  بخصوص ،مي رسد اطلاعات زايموگرامي

فراواني و و در نتيجه  ، در هر لكه بيماريزايموگرام
ها مي تواند بعنوان شاخص مطالعه گسترش زايموگرام
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Study of Intraspecific variation of anastomosis group AG-2 of 
Rhizoctonia solani isolated from lawn (Lolium perene L.) using pectic 

zymorgan marker 
Balali G. R. and Moharabi, Z. 

Biology Dept., Isfahan University, I.R. of Iran 

Abstract  
The species of Rhizoctonia solani is one of the most diverse and complex species that 
morphologically is similar to Basidiomycetous imperfect fungi.  Its broad range and the 
lack of diagnostic characters create difficulties in the study of taxonomy and population 
genetics of this fungus.  In this study zymogram of pectinase was used as a molecular 
marker to determine genetic variation of R. solani AG-2 which is known as the cause of 
brown patch of lawn disease.  In this regard 252 out of 256 isolates recovered from lawn 
were identified as R. solani AG-2, based on the number of nuclei per cell and 
anastomosis reaction. In pectic zymogram analysis of the isolates tested two loci, one 
for polygalacturonase and the second for pectinestrase were identified.  Based on 
polymorphisims in these two loci, ten zymogram patterns were distinguished for 252 
isolates tested.  It seems not only this technique is a fast and reliable method to identify 
anastomosis groups of R. solani but also it could employed to study intraspecific 
variation of this fungus. 

Key words: Pectic zymogram, AG-2, Rhizoctonia solani 
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