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  دهيچک

بيمـار،   نمونـه  ۷۱شد. از مجموع  ياز مناطق عمده كشت چغندرقند در مراحل مختلف رشد محصول نمونه بردار ۱۳۸۹تا  ۱۳۸۶ي ها در سال

اه بـالغ، نشـان داد کـه    ي ـاهچـه و گ يدر مراحـل بـذر، گ   يزائيمـار يتنـوع ب  يد. بررسيگرد يخالص سازي و شناسائ P. aphanidermatumجدايه  ۲۳

، يقـو  يزايمـار يدر سـه گـروه ب   يمورد بررس ـ يها  هيگر دارند. جدايکدياز نظر بيماريزائي اختلاف معني داري با  P. aphanidermatumي ها  جدايه

 ـ ياز اسـتان آذربا  8Pجدايـه   يزائيمـار يشدند. در هر سه مرحله از آزمون ب يف گروه بنديمتوسط و ضع  ـ  يجـان غرب ن ي، بيمـاريزاترين جدايـه در ب

ن استفاده شد. نتـايج نشـا   P. aphanidermatumيها  جدايه يد شناسائيمراز جهت تائ يپل اي رهين از واکنش زنجيبود. همچن يمورد بررس يها  هيجدا

جـاد دو قطعـه   اي  OPB-08) و آغـازگر  bpجفـت بـازي (   ۲۰۰۰جاد يک قطعه تقريبي يا  OPA-15آغازگر  P. aphanidermatumي ها  داد كه در جدايه

  ر شـد. الگـوي بدسـت    ي ـمـورد بررسـي، تکث   P. aphanidermatumي ها  ن سه قطعه در تمام جدايهاي  ) نمود.bpجفت بازي ( ۱۸۵۰و  ۱۰۰۰تقريبي 

  ،  P. ultimum ،P. oligandrum ،P. deliense،Phytophthora drechsleriي هــا  بــا هيچكــدام از جدايــه P. aphanidermatumي هــا  ر جدايــهآمــده د

Fusarium solani  وRhizoctonia solani   ـ شباهت نداشـت. بـه    يهـا  در شناسـايي جدايـه   OPB-08و  OPA-15تـوان از دو آغـازگر    يب م ـي ـن ترتاي

P. aphanidermatum ي مسبب پوسيدگي ريشه چغندرقند استفاده نمود.ها و ساير قارچ تيوم پيي ديگر ها  از گونه  

  . PCR، يزائيماريشه، تنوع بير يدگيچغندرقند، پوس ي كليدي:ها  واژه

  

Pathogenic variability of Pythium aphanidermatum isolates the causal agent of sugar beet root rot in Iran 
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Abstract 
During 2007-2010, diseased samples of sugar beet were collected from fields in major sugar beet production areas of Iran in different 

growth stages. From 71 diseased samples, 23 isolates of Pythium aphanidermatum were isolated. On the basis of pathogenic variability in 
seed, seedling and mature stages of sugar beet, the results showed that P. aphanidermaum isolates have significant differences in their 
pathogenicity. All of the tested isolates were classified in 3 groups with high, moderate and low pathogenicity. 8P isolate from West 
Azarbaijan province had the highest pathogenicity among investigated isolates in each 3 stages. PCR fingerprinting was used to confirm 
identification of P. aphanidermatum isolates. The results showed an individual band approximately 2000 bp using OPA-15 and two bands 
(1000 and 1850 bp) using OPB-08 decamer primers. The bands were observed through all P. aphanidermatum isolates. The banding patterns 
of P. aphanidermatum was not similar to other species including P. ultimum, P. oligandrum, P. deliense, Phytophthora drechsleri, Fusarium 
solani and Rhizoctonia solani. It seems that OPA-15 and OPB-08 primers are capable to identify P. aphanidermatum from other root rot 
agents of sugar beet as well as other pythium species.  
Key words: sugar beet, root rot, pathogenic variability, PCR.  
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  مقدمه

ــد     ــده تولي ــدود كنن ــلي مح ــل اص ــه عام ــيدگي ريش   پوس

   ن محصـول مـي باشـد   اي چغندرقند در بسياري از مناطق كشت

)Gallian, 2001 ن اي ـ  ). عوامل پوسيدگي ريشه در مناطق كشـت

ئي يا در كنار هان عوامل به تناي ران متفاوت است.اي  محصول در

 گردند ن ميها هم موجب پوسيدگي ريشه چغندرقند و ساير گيا

)Behdad, 1996 .(Mahmoudi and Soltani (2005)  گزارش كردند

كه در ميان عوامل مسبب پوسيدگي ريشه، سه نـوع پوسـيدگي   

ران از اهميـت بسـيار   اي  تيومي در ريزوكتونيائي، فيتوفترائي و پي

مبنـي بـر    يمختلف يها  رشران گزااي  در بالائي برخوردار است.

روي چغندرقنـد وجـود دارد.    تيـوم  پيي مختلف ها  وجود گونه

Ahmadinejad and Okhovat (1976)،  گونـه P. aphanidermatum 

را به عنوان يكي از عوامل مهـم فسـاد بـذر، مـرگ گياهچـه و      

ــه در  ــيدگي ريشـ ــ  پوسـ ــد. ب ايـ ــي كردنـ ــارگر يران معرفـ   مـ

P. aphanidermatum مل مرگ گياهچه و پوسيدگي هم چنين عا

ــتان  ــه در اس ــا ريش ــارسه ــان )،Fasihiani, 1991( ي ف    خراس

)Abasi Moghadam et al., 1998; Afzali and Ershad, 2006 ،(

)، ;Arzanlou et al., 2000 Mahmoudi et al., 2000البــرز (

 ;Irani and Ershad, 1995غربـــي (كرمانشـــاه، آذربايجـــان

Sheikholeslami et al., 2005 ) قـزوين ،(Davoodee and Afzali, 

بـه   P. delienseن بـار  ياول ي، برا۱۳۷۹باشد. در سال )، مي2006

ــي گرد   ــد معرف ــه چغندرقن ــيدگي ريش ــل پوس ــوان عام ــعن    دي

)Afzali and Banihashemi, 2000  همچنـين .(P. ultimum var 

ultimum ز به عنوان عامل مرگ گياهچه و پوسيدگي ريشه در ين

  ). Kashi et al., 2000نـــد گـــزارش شـــده اســـت (چغندرق

Zamani Noor et al. (2004) تيوم ي پيها در خوزستان نقش گونه

داده و بـه   در پوسيدگي ريشه چغندرقند را مورد بررسـي قـرار  

 P. aphanidermatum، Pythium group ي:ها  ترتيب فراواني گونه

“G” ،Pythium group “F” ،deliense P. ،P. oliganderum ،  

P. salinum ،P. tracheiphilum و P. okanoganense   را شناسـائي

در يك تحقيق روي شناسايي  Babai-Ahari et al. (2004)كردند. 

  ،P. aphanidermatumران اي ـ  تيوم در شـمال غـرب  ي پيها  گونه

P. deliense ،P. oliganderum،P. osteracodes، P.paroecandrum ،

 var ultimum P. ultimum ،Pythium group “HS” وPythium 

group “T” عنوان عوامل گياهچه ميري در چغندرقند عنوان را به

  كردند.

ي سـنتي  هـا  بـا روش  هـا  ن بيمـارگر اي ـ  شناسائي و تفکيک

گير بوده و به مطالعات ميکروسـکوپي گسـترده نيـاز دارد.     وقت

 يهـا   از گونـه  يک ـيعنوان ه ب P. deliense Meursن گونه يهمچن

 P. aphanidermatumبــه گونــه  يکياز نظــر موفولــوژ تيــوم پــي

) و Van der Plaasts-Niterink, 1981دارد ( ياديــشــباهت ز

  .باشد يگر مشکل ميکدين دو گونه از اي کيتفک

 DNA ي اخير، چندين روش مولکولي مبتنـي بـر  ها در سال

توسـعه   آني مختلـف  هـا  رديابي و شناسائي گونه برايتيوم  پی

نـد  ا هداشـت  هـا  ند که دقت بالايي در تفکيک در سطح گونها هيافت

)Olive and Bean, 1999 .(Herreo and Klemsdal (1998)  ــا ب

ــازگر  ــتفاده از دو آغــ ــه  OPB-08 ،۲۰و  OPA-15اســ   جدايــ

P. aphanidermatum  جداســازي شــده از گيــاه خيــار را کــه از

نيا، فرانسـه،  مناطق جغرافيايي مختلف (نـروژ، انگلسـتان، اسـپا   

شده  يوائي و آمريکا) جمع آورها  بلغارستان، اسرائيل، سوماترا،

 PCR- RAPDاستفاده از  ها بودند را مورد بررسي قرار دادند. آن

ـــي   ـــراي شنـاسـاي ــتند   P. aphanidermatumرا ب ــوثر دانس   م

  ي هـــا را از ســـاير گونــــه P. aphanidermatum و توانســـتند

  و  P. deliense ،P. ultimum ،P.irregularشــــامل  تيــوم پــي

P. paroecandrum .تفکيک کنند 

در كـاهش   تيـوم  پيعلي رغم اهميت بسيار بالاي بيمارگر 

كميت و كيفيت چغندرقند تحقيقـات كمـي در سـطح دنيـا در     

در چغندرقنـد صـورت    P. aphanidermatumرابطه با شبه قارچ 

غندرقنـد اسـت،   گرفته است چرا كه در اروپا كه مهد زراعت چ

ــون   ــواملي همچ   P. ultimumو Aphanomyces cochlioidesع

ز ي ـران ناي  سازد. در ن محصول وارد مياي بيشترين خسارت را به

 يدگيعلـل مسـبب پوس ـ   يشتر به شناسائيب ها در غالب پژوهش

ن اي ـ  يزائيماريشه چغندرقند پرداخته شده است و در مورد بير

  صورت گرفته است.  يندکقات ايگونه مهم و خسارتزا تحق
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، از زواياي مختلـف  ها زايي بيمارگر اهميت تنوع در بيماري

مورد نظر بيماري شناسان گياهي و متخصصين اصـلاح نباتـات   

باشـد. بيمـاري شناسـان بـه دنبـال بررسـي علـل و عوامـل          مي

ي هـا   ، فراوانـي ژن ها زايي بيمارگر گذار بر تغيير در بيماري تأثير

ــاري ــ بيم ــدميولوژي   زا از نظ ــه اپي ــاني و مطالع ــاني و مک ر زم

زايـي هسـتند. از    ي مختلـف بيمـاري  هـا   ي حامل ژنها بيمارگر

ــاري   ــوع در بيم ــات تن ــي متخصصــين اصــلاح نبات ــي  طرف زاي

را بدليل تأثير آن بر پايداري مقاومـت ميزبـان حـائز     ها بيمارگر

ن مسـئله  اي ـ  اهميت دانسته و شکسته شدن مقاومت ارقام را بـه 

بـا   يبـه ارقـام   يابيدسـت  .)Peever et al., 2000( دهنـد  ينسبت م

به منبـع مقاومـت،    يدار علاوه بر دسترسيمقاومت مطلوب و پا

  ز وابسته است. يزبان نيمارگر و ميک بياز ژنت يبه شناخت کاف

زاد،  كخاي ها ريبيمامديريت روش ؤثرترين ماز آنجائيكه 

ده وـ ـلارع آزــ ـمدر  هاده از آناـستفوم و امقا يها ح رقملاـصا

 ;Hecker and Ruppel, 1977; Scholten et al., 2001( تـ ـسا

Büttner et al., 2004   ي ژرم هـا  ) و يكـي از ملزومـات ارزيـابي

شـود،   پلاسم كه با هـدف تعيـين مقاومـت ژنتيكـي انجـام مـي      

زائي بالا است، پژوهش حاضر با  با بيماري اي دستيابي به جدايه

ــاز  ــدف جداس ــائيه ــاريزائي   و  ي، شناس ــوع بيم ــي تن بررس

 ـجدا ي چغندرقنـد بـا   هـا   از ريشـه  P. aphanidermatum يهـا   هي

ن اي ـ  علائم پوسيدگي ريشه از مناطق مختلف كشور بوده است.

براي توسـعه اسـتراتژي اصـلاح     اي تحقيق گام بنيادي و مقدمه

  باشد.  ي ريشه چغندرقند ميتيوم پيارقام مقاوم به پوسيدگي 

  

  روش بررسي

 ۱۳۸۶ي هـا  طي سال :ها  برداري و جداسازي جدايه نمونه

از مزارع چغندرکاري مناطق مختلف كشـور از جملـه    ۱۳۸۹تا 

ن، فـارس، البـرز،   هاي آذربايجان غربي، خراسـان، اصـف  ها استان

نمونـه بـا علائـم     ۷۱کرمانشاه، لرستان، مرکزي و همدان تعداد 

گاه پـس  پوسيدگي ريشه به آزمايشگاه منتقل شدند. در آزمايش ـ

 درصـد، از  ۷۵با الكل  ها  از شستشو و ضدعفوني سطحي ريشه

 ۳‐۵قطعـات   ي چغندرقنـد هـا   آلـوده ريشـه   و سالم نواحي مرز

 صافي روي كاغذ آمده به دست قطعات شد، تهيه متر مربعي ميلي

 بـه محـيط   سـترون  شـرايط  تحت و گرديد خشك هود زير در و

 در پتـري  يهـا  تشتك شد. منتقلCMA  (Corn meal agar) كشت

درجه سلسيوس نگهداري شده و جهت مشاهده رشد  ۲۷دماي 

جهـت خـالص سـازي     قارچ، روزانه مورد بررسي قرار گرفتند.

 ۶‐۵ي ميسـليومي  هـا  بـه روش نـوك ريسـه، بلـوك     هـا   پرگنه

ي جـوان در حـال رشـد از    هـا   متر مربعي از حاشيه پرگنـه  ميلي

ال داده شد. درصد انتق ۲به محيط آب آگار  CMAمحيط كشت 

ساعت با استفاده از روش كشت نـوك ريسـه،    ۴۸تا  ۲۴بعد از 

انتقـال يافتنـد. بعـد از رشـد      CMAقطعات جدا شده به محيط 

به منظور تشخيص جنس، با استفاده از  ها  جاد پرگنهاي و ها  ريسه

  بذور شاهدانه و برگ چمن طعمه گذاري شدند.

بـر اسـاس   تيـوم   ي پـي هـا   جدايـه  شناسائي مرفولوژيـك: 

-Van der Plaastsي موجود مورد شناسائي قرار گرفتنـد ( ها كليد

Niterink, 1981; Dick, 1990.(    مـورد  خصوصـيات مرفولوژيـک

دار)،  شامل نوع اسپورانژيوم (کروي، انگشتي و يـا لـپ  بررسی 

تزئينات ااوگونيوم (صاف يا تزئين شده) گسـترش ااوسـپور در   

روتيک)، نحوه اتصال آنتريـدي  داخل ااوگونيوم (پلروتيک يا اپل

به ااوگونيوم (منوکلينوس يا دي کلينوس) و تشکيل تورم هيفي 

  بود.

  

 .aphanidermatum : P يها جدايه ييزايماريتنوع ب

بـه  : يشگاهيط آزمايشه چغندرقند در شراير يرو ‐الف

 ـجدا ۲۲ يزائيماريتنوع ب يمنظور بررس  P. aphanidermatumه ي

زا) در يمـار ير بي ـ(به عنوان شاهد غP. oligandrum ه يجدا کي و

رقـم زرقـان    يگرم ـ ۵۰۰‐۷۰۰ يهـا   شگاه از ريشهيط آزمايشرا

 Cormarc andبر اساس روش کرمارك و موفـات (  استفاده شد.

Moffat, 1961،(  ـ طرفدر دو  شـده، بـا    يشـه ضـدعفون  يک ري

ك قرص جاد شد. ياي  چوب پنبه سوراخ كن دو حفره مقابل هم

ي  ي فعـال كشـت دو روزه   متـري از حاشـيه   ميليپنج تا هشت 

قرار داده و در حفـره    ي مورد نظر را در يك حفره ريشه جدايه

طرف مقابل آن يك قرص از محيط آب آگار بـه عنـوان شـاهد    
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و سپس قطعه خارج شده از ريشه در جاي خود قـرار   يه زنيما

 ـ ا داده شد و بعد از پيچيدن پارافيلم دور آن به مدت يك هفته ت

ش در قالب طـرح  ينگهداري شدند. آزما C º۲۷روز در دماي ۱۰

 ـش بـا جدا يتکرار انجام شـد. آزمـا   ۳با  يتصادف کاملاً  يهـا   هي

ه بـا  يش اوليبر اساس آزما يزائيماريمنتخب با سطوح مختلف ب

 ـروز در محـل ما  ۱۰تکرار مجددا تکرار شد. پس از  ۶  ـي  يه زن

علائــم  داده شــد و در صــورت مشــاهده يشــده بــرش عرضــ

در داخل بافت توسـط   يدگيزان پوسير رنگ مييو تغ يدگيپوس

 ,.Büttner et al( گرديـد  يري ـگ) انـدازه ۱‐۹اس اسـتاندارد ( يمق

 ـسالم نمـره   يها  شهياس رين مقاي ). در2004  يهـا   شـه يک و ري

  افت کردند.يده نمره نه را دريپوس کاملاً

ــيروش درون ش ‐ب ــ  در: يا هش ــذر  اي ــايش از ب ن آزم

رامـون  يجوانه زده، پ يها درقند رقم رسول استفاده شد. بذرچغن

م بـا  يمورد نظر در تماس مسـتق  يها  هيپرگنه در حال رشد جدا

. (Mahmoudi et al., 2004) قرار گرفتند يوم در تشتک پتريسليم

تکـرار انجـام شـد.     ۱۰با  يتصادف ش در قالب طرح کاملاًيآزما

رگانـه  هااس چي ـد بـا مق تا سه روز بع ها  اهچهيگ يشدت آلودگ

(Carling et al., 2002) شد. يريگ اندازه  

ــاريشــاخص شــدت ب ــا محاســبه م يم ــب ن نمــرات يانگي

محاسبه و  يادداشت برداريدر هر  يهر تشتک پتر يها  اهچهيگ

 ـت سطح زيهادر ن  Area Under( يمـار يشـرفت ب يپ ير منحن ـي

Disease Progress Curveـه بر اساس فرمول زيهر جدا ي) برا  ر ي

  محاسبه شد.
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 يماريشدت ب yi، يماريب يابيتعداد دفعات ارز nکه در آن 

  زمان است.  tiو iدر زمان 

 ۵/۰ن منظـور  يبـد : تهيه مايه آلوده كننده برگ چمـن  ‐

خرد شده بـود بـه    يمتر يسانت ۱گرم برگ چمن که به قطعات 

خته ير يتريل يليم ۲۵۰تر آب مقطر در ارلن يل يليم ۱۰۰همراه 

 ـد. هر جدايل گرديتوسط اتوکلاو استر يشد و دو روز متوال ه ي

 يدر تشتک پتر PDA (potato dextrose agar) طيمح يز بر روين

نکه قـارچ کـل تشـتک    اي  کشت داده شد. پس از يمتر يسانت ۹

م و در هـر  ير قطعـه تقس ـ هاط کشت به چيرا پر کرد، مح يپتر

د. هفت روز پس از رشـد قـارچ در   ک قطعه قرار داده شيارلن 

ه آلـوده کننـده در مراحـل    يات هر ارلن به عنوان مايارلن، محتو

  اه در گلخانه مورد استفاده قرار گرفت.يمختلف رشد گ

 ـابتدا در خاک هر گلـدان  : اهچهيگ ‐ج  ۱۰۰، يلـوئ يک کي

 ۲۰خته شد. سـپس در هـر گلـدان    يه آلوده کننده ريتر مايل يليم

ش يچغندرقند (رسول) کاشته شـد. آزمـا  عدد بذر رقم حساس 

 ـهـر جدا  يبا سه تکـرار بـرا   يتصادف در قالب طرح کاملاً ه و ي

 هـا  ه بدون قارچ در نظر گرفته شد. گلـدان يمار شاهد مايت يبرا

ر ي ـشدند. درصـد مـرگ و م   يک ماه پس از کشت نگهداريتا 

افتـه  ياهچـه اسـتقرار   يد. درصد گيک ماه شمارش گرديپس از 

 ـر آلوده که در آن مايمار شاهد غيه در تک مايپس از  ه بـدون  ي

ه بذر مـورد اسـتفاده بـود.    يانگر قوه ناميخته شده بود، بيقارچ ر

 ـحـذف گرد  هـا  ماريه تيه در کلين اثر قوه ناميبنابرا د و سـپس  ي

  قرار گرفت. يل آماريه و تحليج مورد تجزينتا

 ۵و  ۳، ۲ن هـا  اه بـالغ از گيـا  يآزمون گ يبرا گياه بالغ: ‐د

از آب دادن بـه   يه زنير روز قبل از ماهاماهه استفاده گرديد. چ

ن ها اي، گيه زنيکه در زمان ما يد به طورياجتناب گرد ها گلدان

ن حالـت  اي ـ خشک بود. در ها پژمرده بودند و خاک گلدان يکم

شدند تا خاک مرطوب گردد و برداشتن خـاک   ياريآب ها گلدان

شـه  ينکنـد. سـپس اطـراف ر    اه وارديبه گ اي اه صدمهياطراف گ

تـر  يل يل ـيم ۱۰۰، يلوئيک کيکنار زده شد و در هر گلدان  يکم

 يشه قـرار گرفـت و رو  يه آلوده کننده برگ چمن در کنار ريما

ده شد. سپس سوراخ زهکش گلـدان  يآن با خاک سترون پوشان

 ۲۴ن جامد بسته و گلـدان غرقـاب گرديـد. بعـد از     يرا با پاراف

به  ياريان باز شده و از آن به بعد آبساعت، سوراخ زهکش گلد

 ش در قالـب طـرح کـاملاً   يصورت گرفت. آزمـا  يصورت عاد

ست تکرار يماهه و ب ۳و  ۲ن ها ايگ يبا شش تکرار برا يتصادف

ه بدون قارچ يمار شاهد مايت يماهه اجرا شد. برا ۵ن ها ايگ يبرا

ماهه)  ۳و  ۲ن ها ايروز (گ ۱۰در نظر گرفته شد. پس از گذشت 

 ـاز خاک خـارج گرد  ها  شهير ماهه) ۵ن ها ايروز (گ ۱۴ و د. در ي

 يدگيزان پوسير رنگ مييو تغ يدگيصورت مشاهده علائم پوس
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شـد و شـاخص    يري ـ) اندازه گ۹ ‐۱اس استاندارد (يتوسط مق

   ديــل محاســبه گرديــ) بــر اســاس فرمــول ذDI( يزائــ يمــاريب

)Büttner et al., 2004(. 

Disease Index: DI = [∑( ن واجــد آن نمــره هــا ايــداد گتعــ × 

يآلودگ نمره ) / شيدر آن آزما نها ايتعداد کل گ ] 

  ي مولكوليها  بررسي

ــتخراج  ــومي:  DNAاسـ ــه ژنـ ــه جدايـ ــا  از كليـ    يهـ

P. aphanidermatumه يـــ، دوجداP. ultimum ،هيـــک جدايـــ 

P.oligandrum ،ـک جداي   و همچنـين دو جدايـه   P. deliense هي

Rhizoctonia solani، ـاسه جد  و دو  Phytophthora drechsleriه  ي

ي بانــدي بــا هــا بــراي مقايســه الگــو Fusarium solaniجدايــه 

افتـه  ير يي ـبا روش تغ DNAي مورد استفاده، استخراج ها  آغازگر

انـدازه   ).Dellaporta et al., 1983( دلاپورتا و همکاران انجام شد

گاه استخراج شده با استفاده از دست  DNAگيري كميت و كيفيت

درصد و رنگ آميـزي   ۸/۰اسپكتروفتومتر و الكتروفورز در ژل 

  با اتيديوم برومايد انجام گرفت.

مـراز بـا دو پرايمـر اختصاصـي      يپل اي رهيواکنش زنج

OPA-15 وOPB-08  :ي هــا  بــه منظــور رديــابي ســريع جدايــه  

  قـــارچي موجـــود بـــا اســـتفاده از دو آغـــازگر اختصاصـــي  

P. aphanidermatum OPA-15 (5' TTCCGAACCC-3') و  

OPB-08 (5'GTCCACACGG-3') کـــه توســـطHerreo and 

Klemsdal (1998)،  ک گونـــه يـــو تفک يجهـــت شناســـائ  

P. aphanidermatum استفاده  ،شده بود يگر معرفيد يها  از گونه

 ۲۵ ييهــامــراز در حجــم ن يي پلــهــا ريــد. واکــنش زنجيــگرد

 DNAاز ي ـد نهر واکنش انجام گرفت. حجم مور يتر برايکروليم

 ng/µl۵۰ ،۵/۲تــر بــا غلظــت   يکروليم ۵/۱ واکــنش، هــردر 

 ۸/۱مـولار،   يليم dNTP  ۵/۲تريکروليم 10x buffer ،۲تر يکروليم

آغازگر تر يکروليم ۱مولار،  يليم ۲۵با غلظت  MgCl2تر يکروليم

 SmarTaqم يک واحد) آنزي( تريکروليم ng/µl ۳۰ ،۲/۰با غلظت 

کلر بـا  يمراز در دستگاه ترموسا يره پليمراز بود. واکنش زنج يپل

 ه دري ـاول يقه واسرشت سـاز يدق ۵ر صورت گرفت: يمراحل ز

°C ۹۴ ،۴۰ ه در ي ـثان ۴۵به مـدت   يچرخه شامل واسرشته ساز

، توسـعه  C ۳۴° يه در دمـا يثان ۴۵، اتصال به مدت C۹۴° يدما

 اي قـه يدق ۱۰ک مرحلـه  يو  C ۷۲° يثانيه در دما ۱۰۰به مدت 

ر ي ـل طول قطعـات تکث يتکم يبرا C ۷۲°يدر دما ييهاتوسعه ن

در  PCRشده در واکنش. سپس الکتروفورز محصولات واکنش 

وم يدي ـژل در ات يزي، رنگ آم۱۰۰درصد با ولتاژ  ۲/۱ژل آگارز 

در دسـتگاه مسـتند سـاز ژل انجـام      يد و عکـس بـردار  يبروما

ژل مشخص  يرو ها  پيژنوت ينواربند يت الگويهاگرفت. در ن

بـر اسـاس حضـور     P. aphanidermatum ناسـائي گونـه   شد. ش

ي مورد انتظار بـه  ها (يك) و عدم حضور (صفر) هر يك از باند

  صورت اعداد صفر و يك انجام گرديد.

ي هـا  ي بدست آمـده از آزمـايش  ها داده: محاسبات آماري

مورد تجزيه و  SPSSو  SASي ها مختلف با استفاده از نرم افزار

د. تجزيه واريانس بر اساس آزمـون دانكـن و   تحليل قرار گرفتن

از نظرتنـوع بيمـاريزائي، تجزيـه     هـا   براي گـروه بنـدي جدايـه   

 UPGMAروش ي بر روي مجذور فواصل اقليدسي و بها هخوش

  انجام شد.  SPSSبا استفاده از نرم افزار 

  

  ه و بحثجينت

از مجمـوع  : P. aphanidermatumكليدي گونه  مشخصات

خالص و جـدا   P. aphanidermatumجدايه  ۲۳، نمونه بيمار ۷۱

  ن شرح بود که:اي به ها  هي). مشخصات جدا۱(جدول  سازي شد

ي هوايي ها ، سفيد رنگ با ريسهCMAدر محيط کشت  ها  پرگنه

 ۷‐۹ي اصـلي بطـور متوسـط بـين     ها كركي شکل، عرض هيف

به صـورت انگشـتي شـکل بـا ابعـاد       ها ميکرومتر، اسپورانژيوم

يي گرد، با ديواره صـاف، قطـر   هاااوگونيوم به صورت انت متنوع،

اغلـب بـين    هـا   متـر، آنتريـديوم   ميکـرو  ۲۵ ‐۲۹متوسط آن بين 

ي يا گرزي شـکل، نحـوه اتصـال    ا هيي، کيسهاگاهي انت يا هريس

صورت پاراجينوس، منوکلاين، يـا دي  ااوگونيوم به آنتريديوم به

ميکرومتـر،   ۱۸ ‐۲۲طـور متوسـط بـين    کلاين، قطر ااوسپور به

 ۱ ‐۲ديــواره ااوســپور صــاف و بــدون تزئينــات بــه ضــخامت 

سلسـيوس   درجـه  ۲۵ميکرومتر. متوسط رشد روزانه پرگنـه در  

  متر بود.  ميلي ۳۳
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  زايينتايج آزمون بيماري

روي  P. aphanidermatumي هـا  زايي جدايهتنوع بيماري

ين نتايج مقايسـه ميـانگ  : ريشه اصلي چغندرقند در آزمايشگاه

ي ثبـت شـده از آزمـون مقايسـه بيمـاريزايي در جـدول       ها  داده

در بين   24Pو  8Pيها  ن اساس جدايهاي  آمده است. بر ۲شماره 

در دو آزمايش بالاترين شدت بيمـاري   تيوم پيي ها  کليه جدايه

  را از خود نشان دادند.

در P. aphanidermatum ي ها  با توجه به حضور کليه جدايه

ي هـا   ، جدايهاي نتايج آن با استفاده از تجزيه خوشه آزمون اول،

P. aphanidermatum   بيمـاريزا   گـروه شـديداً   ۳را بـه(HV)  بـا ،

). ۱ (شکل تقسيم نمود (WV) و ضعيف (V) بيماريزايي متوسط

جمع آوري شده از استان آذربايجان غربي  24Pو  8Pدو جدايه 

 در 46P، و 16P ،17P ،10P ،5P يهـا   هي، جدا(HV) در گروه اول

، 13P ،18P ،14P ،19P ،20P ،11Pي هــا  و جدايــه (V)گــروه دوم 

15P ،12P ،21P ،23P ،7P ،22P گروه سوم در (WV) گرفتند  قرار

  ي مايـه زنـي شـده بـا گونـه      هـا   ). تيمار شاهد و ريشه۱(شکل 

P. oligandrum      ۲نيز تا پايان آزمايش سـالم بـاقي مانـد. شـکل 

را در مقايسه با شاهد غيـر آلـوده    8Pايه زائي جد شدت بيماري

  دهد. نشان مي

در  P. aphanidermatumي هـا  زايـي جدايـه  تنوع بيماري

 ۴تيمـار شـامل    ۶ن آزمـون تعـداد   اي در: يا هروش درون شيش

براساس نتايج آزمون آزمايشـگاهي   P. aphanidermatumجدايه 

بــا بـه عنـوان نماينـده انتخـاب گرديدنـد. دو جدايـه از گـروه        

ک جدايه از گـروه بـا بيمـاريزايي    ي) و 8P, 24Pبيماريزاي بالا (

) و 18P) و يک جدايه از گروه بيماريزاي ضعيف (46Pمتوسط (

  P.oligandrumهمچنين يـک جدايـه از گونـه غيـر بيمـاريزاي      

)25P    و به عنـوان شـاهد محـيط کشـت ( CMA     بـدون جدايـه

   قارچي مورد آزمون قرار گرفتند.

  

  

  

  

  مورد بررسي  Pythium aphanidermatumيها  جدايه ‐١جدول 

Table 1. Pythium aphanidermatum  isolates used in this study 
 

Geographic location  
  محل جغرافيائي

Isolate No  
  شماره جدايه

 5P  خراسان
 7P البرز

 8P  آذربايجان غربي
 10P لرستان
 11P لرستان
 12P مركزي
 13P هكرمانشا
 14P لرستان
 15P مركزي
 16P همدان

 17P كرمانشاه
 18P خراسان

 19P  آذربايجان غربي
 20P  آذربايجان غربي

 21P لرستان
 22P كرمانشاه
 23P لرستان

 24P آذربايجان غربي
 46P  خراسان
 64P خراسان
 65P  شيراز
 66P  شيراز
 69P  شيراز
 *25P  همدان

که در آزمايشات بـه عنـوان شـاهد غيـر      Pythium oligandrumجدايه : *

 بيماريزا در نظر گرفته شده بود.
*: The Pythium oligandrum isolate was used as a non pathogenic 

check. 
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 P. aphanidermatumي ها  مقايسه قدرت بيماريزائي نسبي جدايه ‐۲جدول 

  )١‐ ٩مقياس ( چغندرقند در آزمايشگاه با*روي ريشه 

Table 2.  Comparison of relative virulence of P. aphanidermatum on 

sugar beet root * in laboratory with scale (1-9) 

 آزمايش دوم
Second test 2 

 آزمايش اول
First test 1 

  شماره جدايه

Isolate No. 
---*** 5.33 bcd** 5P 

--- 4.00 cde 7P 
8.50 a 8.50 a 8P 

3.45 bcd 5.66 bcd 10P 
--- 3.33 de 11P 
--- 3.00 de 12P 
--- 2.00 e 13P 
--- 2.33 e 14P 
--- 3.33 de 15P 
--- 4.66 cde 16P 

4.66 bc 6.00 bc 17P 
1.91 d 2.00 e 18P 
2.33 d 2.33 e 19P 

--- 2.66 e 20P 
--- 3.00 de 21P 
--- 3.66 cde 22P 
--- 3.16 de 23P 

5.33 b 7.66 ab 24P 
--- 5.66 bcd 46P 

2.58 cd ‐‐‐ 65P 
4.58 bc ‐‐‐ 66P 

3.16 bcd ‐‐‐ 69P 
1 1 25P * ** * 

 شاهد غير آلوده 1 1
ــا  وزن تقريبــي ريشــه :* ــورد اســتفادهه ــوده اســت ٧٠٠‐٥٠٠ي م   ؛گــرم ب

ي داراي حـروف مشـترک در هـر سـتون طبـق      ها  اختلاف بين ميانگين :**

آزمـايش   ***: ؛باشـند  % معنـي دار نمـي  ٥آزمون دانکن در سطح احتمال 

  .P. oligandrum جدايه * ** *:؛ نشده است
*: Approximate weight of used roots was 500-700 gram; **: Values 

means followed by the same letter in each column are not significantly 

different at 5%, according to Duncan’s multiple-range test; ***:Not 

Tested; ****: P. oligandrum isolate. 

  

ريع صورت گرفت ي جوانه زده بسيار سها  مرگ و مير بذر

بـه اوج خـود رسـيد.    ساعت پس از مايه زني آلـودگي  ۷۲و در 

  يهـا  ي جوانه زده از محـل برخـورد ريسـه   ها  بيماري روي بذر

  

  

  

  

  

  

  

  

ــکل ــه   ‐۱ ش ــه خوش ــل از تجزي ــدروگرام حاص ــه اي دن ــا  جداي   ي ه

P. aphanidermatum )ــگاهي ــوي،  HVدر روش آزمايش ــاريزاي ق : V: بيم

  .: بيماريزاي ضعيف) wvبيماريزاي متوسط و

Fig 1. The dendrogram was generated using clusteral analysis  

P. aphanidermatum isolates in laboratory tests (HV: Highly virulent, 

V: Virulent, WV: Weak virulent) 

  
  

  

  
) در مقايسه با شاهد سالم 8P )Aشدت بيماري در جدايه  ‐۲ شکل

)B از روز ۱۰روش مايه زني ريشه اصلي  پس ) در  

Fig 2- Disease severity of 8P isolate (A) in comparison with 

health check (B) in root inoculation after 10 days 

  

سرعت پيشـروي   عامل بيماري به سطح ريشه شروع شده و به

 ) سه روز پس از مايه زني25P  )P. oligandrumنمود. در جدايه

  مشاهده گرديد. ها  تغيير رنگ بسيار جزئي در برخي از تکرار

A

B



١٣٨  راناي  عامل پوسيدگي ريشه چغندرقند در  Pythium aphanidermatumي ها  زائي جدايه نوع بيماريتو همكاران:  كاكوئي نژاد

اول و دوم  يهـا  نتايج تجزيه واريانس نشان داد که در روز

در سـطح احتمـال پـنج     P. aphanidermatum يهـا  بـين جدايـه  

 ـ   در روز سـوم   يدرصد اختلاف معني داري وجـود داشـت. ول

اخـتلاف   P. aphanidermatum  يها  هين جدايب يادداشت برداري

 ـز بهتر جدايد. با توجه به تمايمشاهده نگرد يدار يمعن در  هـا   هي

، يادداشـت بـردار  ين اي در يماريشرفت مناسب بيروز دوم و پ

 ـسـه جدا يار مقاي ـمع يادداشـت بـردار  ين اي ـ  يها  داده   در  هـا   هي

  ي هـــا ه جدايـــهيـــقـــرار گرفـــت. کل اي شـــهيروش درون ش

P. aphanidermatum  از نقطه نظر  يداشت برداراديدر روز سوم

کامـل   يدگيشدت بيماري مشـابه هـم بـوده و منجـر بـه پوس ـ     

ن يادداشـت  يانگي ـسات ميشدند. با توجه به نتايج مقا ها  اهچهيگ

 ـز يزايدر گروه بيمـار  8P)، جدايه ۳برداري دوم (جدول  اد و ي

 18Pه يمتوسط و جدا يزايماريدر گروه ب 46Pو  24P يها  هيجدا

  ف مشخص شدند.يضع يزايماريدر گروه ب

  

  ي هـــا  مقايســـه قـــدرت بيمـــاريزائي نســـبي جدايـــه ‐۳جـــدول 

P. aphanidermatum   روي بذر جوانه زده در مجاورت مستقيم ميسـليوم در

 )٠ ‐٤با مقياس( اي شرايط درون شيشه
Table 3. Comparison of relative virulence of P. aphanidermatum 

isolates on germinated seed in direct contact with mycelium in Petri 

dish with scale (0-4) 

Days after inoculation 

  .Isolate No تعداد روز بعد از مايه زني
 شماره جدايه

3 2 1  

4 a 3.64 a 2.06 a* 8P 
4 a 2.55 c 1.06 c 18P 

3.97 b 2.92 b 1.39 b 24P 
4 a 2.94 b 1.27 bc 46P 

0.34 0.31 0.04 25P** 
0.02 0 0  Control 

ي داراي حروف مشترک در هر سـتون طبـق   ها  :اختلاف بين ميانگين*

 باشند. دار نمي % معني٥آزمون دانکن در سطح احتمال 

  P. oligandrum : جدايه**
*: Values means followed by the same letter in each column are 

not significantly different at 5%, according to Duncan’s multiple-

range test; **: P. oligandrum isolate 

 

ن سـطح  يبالاتر 8Pه يز جداين AUDPCج ين بر اساس نتايهمچن

 ـن سطح زيکمتر  18Pهيو جدا ير منحنيز  را داشـت  ير منحن ـي

  ). ۳(شکل 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 يهـا   مقايسه سطح زير منحني پيشـرفت بيمـاري در جدايـه    ‐۳ شکل

  پس از دو روز اي در آزمايشات درون شيشه P. aphanidermatum مايندهن

Fig. 3. Comparison of AUDPC of representative isolates of P. 

aphanidermatum in in vitro tests after two days 

  

  

ز ي ـن آزمـايش ن اي  در: اهچهيتنوع بيماريزايي در مرحله گ

ي بـا  هـا  شامل جدايـه  P. aphanidermatumشش جدايه منتخب 

بنـدي روش  ف بر اساس گـروه ياد و ضعيزايي ز قدرت بيماري

ي در ا هي گلخانها ر آلوده جهت بررسييو شاهد غ يشگاهيآزما

ر هفتـه پـس از کشـت در    هـا اهچه انتخاب شـدند. چ يمرحله گ

ن درصـد  اي  درصد از بذور جوانه زدند. ۳۵/۸۳ر آلوده يشاهد غ

ن پـس  يه بذر مورد استفاده بود. بنابرايامانگر قوه نيب يجوانه زن

قـرار   يل آمـار يه و تحليج مورد تجزيه نتايحذف اثر قوه نام از

 ـه واريج تجزينتا گرفت.  يهـا   انس نشـان داد کـه بـين جدايـه    ي

زايي اختلاف از نظر قدرت بيماري P. aphanidermatumمنتخب 

داري در سطح احتمال پـنج درصـد وجـود دارد. پـس از      معني

 ـن درصد مـرگ و ميـر در جدا  يشترير هفته بهاشت چگذ   8Pهي

ــر۹۹/۹۵( ــر ي%) و کمت ــرگ و مي ــد م ــدر جدا ن درص   10Pهي

  ). ۴ (جدول دي%) مشاهده گرد۷۷/۴۳(



١٣٩  ۱۳۹۱، اسفند ۲، شماره ۸۰ي گياهي: جلد ها     آفات و بيماري

 P. aphanidermatumي هـا   جدايه ينسب يزائيماريمقايسه ب ‐٤جدول 

  ط گلخانهيدر شرا اهچه چغندرقنديدر مرحله گ

Table 4. Comparison of relative virulence of P. aphanidermatum 

in seedling stage in greenhouse conditions  

Damping - off (%)
  ريدرصد مرگ و م

Isolate No.  

  جدايه

95.99 a* 8P 
43.77 b 10P 
85.94 a 15P 
47.79 b 17P 
91.97 a 22P 
83.94 a 46P 

0 Control  
ف مشترک در هر سـتون طبـق   حرو يدارا يها  نيانگين مي:اختلاف ب*

 باشند. يدار نم ي% معن٥آزمون دانکن در سطح احتمال 
*: Values means followed by the same letter in each column are 

not significantly different at 5%, according to Duncan’s multiple-

range test. 

  

  اه بالغيزايي در مرحله گ تنوع بيماري

 يهـا   آلـودگي از قسـمت  : ن دو ماهـه) ها اياول (گآزمون 

جاد اي  ي رنگا ه رنگ قهوم به شه شروع و پوسيدگي نرير يهاانت

شـد. بـا شـدت يـافتن آلــودگي عامـل بيمـاري پوسـيدگي بــه        

  د.يگسترش يافته و تمام ريشه سياه گرد ي بالاترها  قسمت

   يهــا نتــايج تجزيــه واريــانس نشــان داد کــه بــين جدايــه

P. aphanidermatum  در ســطح احتمــال پــنج درصــد اخــتلاف

دو ماهـه وجـود    يها  اهچهيدر گ يزائ يماريداري از نظر ب معني

را  ين آلودگيبالاتر ۳۳/۸با نمره  8Pه يدارد. پس از ده روز جدا

را نشان  يزان آلودگين ميکمتر ۵/۳با نمره  18Pه يداشت و جدا

  ). ۵(جدول داد

نتـايج حاصـل از تجزيـه    : )ن سه ماههها ايآزمون دوم (گ

زايـي  از نظر قدرت بيمـاري  ها  واريانس نشان داد که بين جدايه

داري در سطح احتمال پـنج درصـد وجـود دارد.     اختلاف معني

ن بالغ به ها روي گيا 20Pو  8P  ،22P ،46P،14P  ،64Pيها  جدايه

نسبت به سـاير   ۵/۸و  ۶۶/۸، ۸۳/۸، ۹، ۹، ۹ يها  ب با نمرهيترت

بـا   15Pه يزايي بالاتري برخوردار بودند. جدااز بيماري ها جدايه

   يهــا  هيــن جدايرا در بــ ييزايمــاريزان بيــن ميکمتــر ۵/۳نمــره 

P. aphanidermatum    به خود اختصاص داد. تيمار شاهد نيـز تـا

 ).۵(جدول  پايان آزمايش سالم باقي ماند

نتـايج حاصـل از تجزيـه    : ن پنج ماهه)ها آزمون سوم (گيا

از  P. aphanidermatumی هـا   ريانس نشان داد که بـين جدايـه  وا

زايي اختلاف معني داري در سـطح احتمـال   نظر قدرت بيماري

 پنج درصد وجود دارد. با توجه به نتايج مقايسه ميانگين، جدايه

8P بـا ميـانگين نمـره     ها ن بالغ نسبت به ساير جدايهها روي گيا

با نمـره   18Pجدايه  و دار بودزايي بالاتري برخوراز بيماري ۸/۷

را بـه خـود    هـا   کمترين ميزان بيماريزايي، در بين جدايـه  ۷۵/۴

اختصاص داد. تيمار شاهد نيز تا پايان آزمايش سالم باقي مانـد  

). در صورت بالا بودن رطوبت و مناسب بودن درجه ۵(جدول 

قابـل   هـا   ي سـفيد رنـگ روي ريشـه   هـا   حرارت رشد ميسليوم

  .مشاهده بود

  ي هـا   نتايج نشان داد كـه در جدايـه  : ي مولکوليها  بررسي

P. aphanidermatum  آغازگرOPA-15  جاد يک قطعـه تقريبـي   اي

جـاد دو قطعـه   اي  OPB-08) و آغـازگر  bp( ۱جفت بـازي  ۲۰۰۰

ن سـه قطعـه از   اي ) نمود.bpجفت بازي ( ۱۸۵۰و  ۱۰۰۰تقريبي 

 ۱۰آغازگر  .)۴(شکل  ي مورد بررسي بدست آمدها  تمام جدايه

جـاد  اي  Phytophthora drechsleriدر جدايه  OPB-08 نوکلئوتيدي

ــي    ــه تقريب ــک قطع ــازي (  ۹۵۰ي ــت ب ــه bpجف   ) و در جداي

 P. ultimum جفـت   ۶۵۰و  ۹۵۰، ۱۴۰۰جاد سه قطعه تقريبـي  اي

جاد سه قطعه تقريبـي  اي  P. oligandrum ) و در جدايه bpبازي (

 يهـا   نمود ولي در جدايه ).bpجفت بازي ( ۷۵۰و  ۹۵۰، ۱۸۰۰

P. deliense  وFusarium solani    هـــيچ بانـــدي مشـــاهده  

  در جدايـــه  OPA-15 نوکلئوتيـــدي ۱۰نشـــد. آغـــازگر  

Phytophthora drechsleri  جفـت   ۲۴۰۰ايجاد يک قطعه تقريبي

 ۱۶۵۰جاد دو قطعه تقريبي اي   P. deliense)، در جدايه bpبازي (

  ي هـــا  لـــي در جدايـــه) نمـــود وbpجفـــت بـــازي ( ۱۳۰۰و 

 P. oligandrum، P. ultimum  وF. solani     هـيچ بانـدي مشـاهده

  ). ۴ (شكل نشد

                                                 
-١  Base pair 



١٤٠  راناي  عامل پوسيدگي ريشه چغندرقند در  Pythium aphanidermatumي ها  زائي جدايه نوع بيماريتو همكاران:  كاكوئي نژاد

 P. aphanidermatumهاي   مقايسه قدرت بيماريزائي نسبي جدايه ‐۵جدول 

 )١‐٩مقياس ( بادر شرايط گلخانه  هان بالغ چغندرقند در گيا
Table 5. Comparison of relative virulence of P. aphanidermatum in 

mature plants in greenhouse conditions with scale (1-9) 

5 Months plants 
 هان پنج ماهه ايگ

3 months plants 
 هان سه ماهه ايگ

2 months plants 
 ماهه هان دو ايگ

Isolate No.
 جدايه

--- 8 abc --- 5P 
7.8 a 9 a 8.33 a 8P 
6 b 5 efg 5.25 bc 10P 
--- 7.66 abcd --- 11P 
--- 7.33 abcdef --- 13P 
--- 8.83 a --- 14P 
--- 3.5 g --- 15P 
--- 8 abc 6 b 16P 
--- 5.83 cdefg 5.5 bc 17P 
4.75 c 7.5 abcde 3.5 c 18P 
--- 6.5 abcdef --- 19P 
--- 8.5 ab --- 20P 
--- 5.16 defg --- 21P 
--- 9 a --- 22P 
--- 6 bcdefg --- 23P 
6.7 b 8 abc 7.5 ab 24P 
6.16 b 9 a 5.25 bc 46P 
--- 8.66 a --- 64P 
--- 4.83 fg --- 65P 
--- 2 --- 25P** 
1 1 1 Control 

هاي داراي حروف مشترک در هر سـتون طبـق     :اختلاف بين ميانگين*

 % معني دار نمي باشند.٥آزمون دانکن در سطح احتمال 

 P. oligandrumجدايه  :**
*: Values means followed by the same letter in each column are 

not significantly different at 5%, according to Duncan’s multiple-

range test; **: P. oligandrum isolate 

  

جاد پـنج قطعـه   اي  R. solaniي ها  در جدايه OPA-15آغازگر 

) و bpجفت بازي ( ۷۵۰و  ۱۵۸۰، ۱۰۰۰،  ۱۲۵۰، ۲۲۰۰تقريبي 

 ۱۷۰۰،  ۲۲۰۰، ۲۵۰۰جاد هفت قطعه تقريبياي  OPB-08 آغازگر 

 ها  (داده ) نمودندbpجفت بازي ( ۷۵۰و  ۱۱۰۰، ۱۲۰۰،  ۱۵۸۰،

   نشان داده نشدند).

ــ  در ــژوهش، ايـ ــه    ۲۳ن پـ ــه گونـ ــق بـ ــه متعلـ   جدايـ

P. aphanidermatum  جدا شده از ريشه چغندرقند در طي فصل

ران مورد بررسي قرار اي طق مهم کشت چغندرقند دررشد، از منا

زاد بـوده  يك بيمارگر خـاك  aphanidermatum .Pگرفتند. گونه 

جــاد مــرگ گياهچــه و اي ن عامــلهــا در دامنــه وســيعي از گيــا

عنوان يکي  به راناي  ن گونه دراي باشد.مي ها پوسيدگي نرم ريشه

باشد مي قندچغندر ريشه پوسيدگي و گياهچه مرگ مهم عوامل از

ويـژه  به ي سنگين،ها داراي خاکبيشتر مزارع چغندرکاري  درو 

 گردند، ديده شده استيي که بيش از حد آبياري ميها در زمين

كنـد  جـاد مـي  اي  خاک بيشترين خسـارت را  يي بالاها و در دما

)Zamani noor et al., 2004; Babai-Ahary et al., 2004 .(  

  رد بررســـي در گونـــه ي مـــوهـــا خصوصـــيات جدايـــه

P. aphanidermatum  ــيف ــا توصـ ــا بـ ــلات  هـ ــدر پـ   ي وانـ

)Van der Plaasts-Niterink, 1981) و ديک (Dick, 1990  تطـابق (

ي انگشـتي  هـا  ن گونه از لحـاظ داشـتن اسـپورانژيوم   اي  داشت.

يي کـه معمـولاً بـين سـلولي     ها متورم با ابعاد مختلف، آنتريديم

کنند، ضاي داخلي ااوگونيوم را پر نمييي که فها بوده و ااوسپور

ــباهت ــا ش ــا  ه ــياري ب ــه   P. delienseي بس ــا در گون   دارد. ام

P. deliense    ااوگونيوم در محل پايه خود بـه سـمت آنتريـديوم ،

  خميده شده و قطر کمتري دارد. 

ابتـدا بـه    P. aphanidermatumي هـا   ن بررسي جدايـه اي  در

  و موفــــات  روش آزمايشــــگاهي مطــــابق روش کرمــــارك

)Cormarc and Moffat, 1961   از نظر بيماريزائي مـورد مقايسـه ،(

قرار گرفتند. بر اساس نتايج به دست آمده، مشـخص شـد کـه    

 P. aphanidermatumي هـا   دامنه تغييرات بيمـاريزائي در جدايـه  

مورد بررسي گسترده اسـت و در سـه گـروه بيمـاريزاي زيـاد،      

  عيف قرار گرفتند.  بيماريزاي متوسط و بيماريزاي ض

 اي ي درون شيشـه هـا   همچنين بـر اسـاس نتـايج آزمـايش    

بـراي بررسـي تنـوع     هـا   دومين روز پس از مايـه زنـي جدايـه   

  مناسب مي باشد. P. aphanidermatumي ها  بيماريزائي جدايه

آلـودگي   ها  که از روز سوم به بعد در کليه جدايه طوريه ب

از نظر بيماريزائي  ها  دايهبه حداکثر مي رسد و امکان تفکيک ج

بنـدي  ن روش نيز مي توان براي گروهاي بنابراين از وجود ندارد.

زني و رشـد اوليـه   زايي در مرحله جوانهاز نظر بيماري ها جدايه

 هـا  در مدت زمان کوتاه و غربال کردن اوليـه جدايـه   ها گياهچه

  بهره جست.



١٤١  ۱۳۹۱، اسفند ۲، شماره ۸۰ي گياهي: جلد ها     آفات و بيماري

  

  
  

 PA( Pythium aphanidermatum) ،PU(Pythium ultimum) ،PD (Pythium deliense) ،PO(Pythium oligandrum( يهـا   جدايـه  يبانـد  يالگـو  ‐۴ شکل

،(PHD) Phytophthora drechsleri ،(FS) F. solani ي ها با استفاده از آغازگرOPA- 15  وOPB-08۱يهـا   جدايـه  ۱۳‐۱ي ها . ستون‐ PA1 ۲‐ PA2 ۳‐ PA3 ۴‐ 

PA4 ۵‐PA5 ۶‐ PA6 ۷‐ PA7 ۸‐ PA8 ۹‐ FS ۱۰‐ PHD۱۱‐ PU ۱۲‐ PD ۱۳‐ PO  با استفاده از آغازگرOPB-08 ۱۴ي ها  جدايه ۱۴‐۲۶ي ها و ستون‐ PA1 

۱۵‐ PA2 ۱۶‐ PA3 ۱۷‐ PA4 ۱۸‐PA5 ۱۹‐ PA6 ۲۰‐ PA7 ۲۱‐ PA8 ۲۲‐ FS ۲۳‐ PHD ۲۴‐ PU ۲۵‐ PD ۲۶‐ PO     بـا اسـتفاده از آغـازگرOPA- 15 C ‐ 

  Lambda DNA /EcoRI+HindIII Marker)( DNAن اندازه يينشانگر تع ‐M) DNAبدون  master mixکنترل منفي (

Fig 4. Banding patterns of P. aphanidermatum (PA), P. ultimum (PU), P. deliense (PD), Pythium oligandrum (PO), Phytophthora drechsleri 

(PHD) and F. solani  (FS) using primers OPA-15 and OPB-08; lanes 1-13, isolates, PA1, PA2, PA3, PA4, PA5,PA6 , PA7, PA8, FS, PHD, PU, PD 

and PO using OPA-08; lanes 14-26, PA1, PA2, PA3, PA4, PA5,PA6, PA7, PA8, FS, PHD, PU, PD and PO using OPA-15; C: control reaction 

(Master mix without template DNA). Lanes M: ladder molecular size marker (Lambda DNA /EcoRI+HindIII Marker) 

  

Zang and Yang (2000) ي بـراي  اهز از روش درون شيش ـين

ي هـا  روي گياهچـه  P. ultimumي ها تعيين شدت بيماري جدايه

ن روش اي ـ  عنوان کردند کـه  ها ذرت و سويا استفاده کردند. آن

را  P. ultimumي هـا  ايي جدايـه تواند تنوع موجود در بيماريزمي

ن روش براي بررسـي  اي  از Mahmoudi et al. (2004)نشان دهد. 

  استفاده کردند.  R. solaniي ها تنوع موجود در جدايه

اه بـالغ  ي ـاهچه و گيدر مراحل گ اي گلخانه يها  شيدر آزما

از نظر  P. aphanidermatum يها  هين جدايک بيتفک يز به خوبين

 اي درون گونـه  يزائيمارين تنوع بيان بود. همچنينما يزائيماريب

P. aphanidermatum شـات  يدر آزما تيـوم  پـي  يها  ر گونهيو سا

 ;Al- sa’di et al., 2003(ز گزارش شـده اسـت   يگر نين ديمحقق

.Herreo et al., 2003; Zang and Yang, 2000; Al- sa’di et al., 

 يهـا  شيبرگ چمن در آزمـا ه آلوده کننده ي). استفاده از ما2007

وم و زئوسـپور در آن،  يبا توجه به حضـور اسـپورانج   اي گلخانه

 ييها  هياز جدا يل نموده و سبب شد که برخيرا تسه يزائيماريب

ا متوســط يــف يضــع يزائيمــاريب يشــگاهيط آزمايکــه در شــرا

از خـود نشـان    يشـتر يب يزائيمـار يط گلخانه بيداشتند، در شرا

ار يت بس ـيز مشخص شد که آب اهمين يگريق ديدهند. در تحق

دارد.  Pythium يهـا   در گونـه  يماريعامل ب يدر پراکندگ ياديز

وم در سـطح آب،  يشـتر اسـپورانج  يت بي ـرا با توجه بـه جمع يز

 شـود يشـه فـراهم م ـ  ير يدگيپوس ـ يبـرا  يتـر ط مناسبيشرا

)Zentmayer and Erwin, 1970(. 8هينحال جدااي  باP  يجمع آور 

 ـين آذرباشده از استا و  يشـگاه يط آزمايکـه در شـرا   يجان غرب

 يهـا   شيرا داشت. در آزمـا  يزائيمارين بيشتريب اي شهيدرون ش

را به خود اختصـاص   يزائيمارين قدرت بيهم بالاتر اي گلخانه

 ـيداد. همچن  ـقبـل از ما  ين کاربرد روش تنش آب  ـي عامـل   يه زن

 ـش داد. زيرا افـزا  يزائيماريب ي، کارائيماريب  ـرا تـنش آ ي بـا   يب

ش يسـازد، باعـث افـزا    يوارد م ـ ياهيگ يکه به غشا اي صدمه

گـردد.   يشـه م ـ ينه و کـاهش قنـد از ر  يآم يها دياس يآزادساز

 يهـا  ش جـذب زئوسـپور  يشه منجر به افزايش ترشحات ريافزا

 يم فشار اسمزيتنظ يگردد، از طرف يشه ميمتحرک به سمت ر

 يهـا   شـه يکـربن بـه ر   يش در جابجائيا افزايشه و يدر بافت ر

ش رشـد و  يجهـت افـزا   يتحت تنش آب، ممکن است محرک ـ

 .)Ristaino and Duniway, 1989( باشـد  هـا   شـه يزه کردن ريکلون

2000 bp 1850 bp 

1000 bp 

M    1   2    3    4    5     6    7    8     9   10   11   12   13  M   14  15  16  17  18  19  20  21  22   23   24   25   26   C 
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Erwin and Robeiro (1996) ز گـزارش کردنـد کـه تـنش آب     ي ـن

اه را در برابر يشده، مقاومت گ ها  نيتوالکسيد فيباعث کاهش تول

 يهـا   مارگريا نسبت به باه ريجه گيدهد. در نتيکاهش م يماريب

  کند. يمختلف مستعد م

تا  ۱۸ ياهچه در دمايکه در مرحله گ ييها  شياز آزما يکي

ز نبـود و  ي ـت آمي ـدرجه سلسـيوس انجـام شـده بـود موفق     ۲۵

 ـک از جدايچ يدر ه يزايماريب  ـمشـاهده نگرد  هـا   هي  هـا   (داده دي

 ۲۷ن يگلخانه ب يشد دما ين سعينشان داده نشده است). بنابرا

 Mc Carter and Littrellم گـردد. يدرجـه سلسـيوس تنظ ـ   ۳۵تـا  

  گونـه   يزائيمـار يز نشان دادنـد کـه حـداکثر شـدت ب    ي) ن(1967

P. aphanidermatum ۳۵تا  ۲۹ن يخاک ب ياست که دما يهنگام 

زان ي ـدرجـه سلسـيوس م   ۲۳کمتـر از   يدرجه باشد و در دمـا 

 يهـا  ابد و در دمـا ي يشه کاهش مير يدگيو شدت پوس يماريب

اه ي ـدر گ يگونـه آلـودگ   چيوس ه ـيدرجه سلس ـ ۱۵ن تر از ييپا

مشخص شد که  يمولکول يها يشود. در بررسيزبان انجام نميم

و  OPA-15ي هـا  ي بدست آمـده بـا اسـتفاده از آغـازگر    ها الگو

OPB-08 ـدر جدا  بـا هـم شـباهت     P. aphanidermatum يهـا   هي

 ــ ــد ک ــوژيکي را تأئي ــد و صــحت مطالعــات مورفول رد. در دارن

جـاد يـک   اي  OPA-15آغـازگر   P. aphanidermatumي هـا   جدايه

جـاد  اي OPB-08) و آغازگر bpجفت بازي ( ۲۰۰۰قطعه تقريبي 

ن سه اي  ) نمود.bpجفت بازي ( ۱۸۵۰و  ۱۰۰۰دو قطعه تقريبي 

مـورد بررسـي،    P. aphanidermatumي هـا   قطعه در تمام جدايه

ــتکث ــاهي ــد. گ ــدر تکث ير ش ــي ــااز جد ير برخ ــا  هي ــي ه   از  يک

  بــا تکــرار واکــنش قطعــات  يشــد ولــ يقطعــات مشــاهده نمــ

  دسـت آمـده توسـط     ن نتايج مشابه نتايج بـه اي  د.يمشاهده گرد

Herreo and Klemsdal (1998) بـا اسـتفاده از دو    هـا  باشد. آنمي

ــازگر  ــه  OPB-08 ،۲۰و  OPA-15آغ  P. aphanidermatumجداي

که از مناطق جغرافيايي مختلـف  جداسازي شده از گياه خيار را 

ــرائيل،      ــتان، اس ــه، بلغارس ــپانيا، فرانس ــتان، اس ــروژ، انگلس (ن

وائي و آمريکا) بودند را مورد بررسي قرار دادنـد. در  ها  سوماترا،

جاد يک اي  OPA-15نيز آغازگر  ها تحقيقات انجام شده توسط آن

جـاد دو  اي   OPB-08) و آغـازگر  bpجفـت بـازي (   ۲۱۰۰قطعـه  

اسـتفاده   ها ) را نمودند. آنbpجفت بازي ( ۱۰۵۰و  ۱۸۵۰ه قطع

موثر  P. aphanidermatumرا بـراي شنـاسـايـي  PCR-RAPDاز 

 بـا  OPB-08و OPA-15  يهـا  ان داشتند که آغـازگر يدانستند و ب

ن قـارچ  اي ـ يتواننـد در شناسـائ   يدار م ـيپا يقطعه اصل ۳جاد اي 

  ). Herreo and Klemsdal, 1998( رنــديمــورد اســتفاده قــرار بگ

  و OPA-15ن دو آغـاز گـر   اي ـ زي ـق حاضر نيج تحقيبر اساس نتا

OPB-08 توانند در شناسايي گونه  يمP. aphanidermatum   جـدا

نکـه  اي  با توجـه بـه   رند.يچغندرقند مورد استفاده قرار گ شده از

ن اي ـ جمـع آوري شـده در   P. aphanidermatumي ها  كليه جدايه

علائم پوسـيدگي ريشـه    يچغندرقند دارا يها  شهير ژوهش از پ

 يزائيمارين گونه تنوع باي مختلف يها  هين جدايمي باشند و در ب

وجود دارد، بهتر آن است كه در پايه ريزي هر گونه  يدار يمعن

از  P. aphanidermatumتحقيقي، بويژه ارزيابي مقاومت ارقام به 

  ي با بيماريزائي بالا استفاده شود.ها  جدايه
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