
  ۱۰۱-۱۰۵: ۱۳۹۲ سال / ۱شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهي بيماري

۱۰۱  
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  )۲۸/۴/۹۱ :رشيخ پذي  تار؛۱۶/۱۱/۹۰: افتيخ دريتار(
 

  دهيچك
 چغندرقنـد  يي هـوا يهـا انـدام  يهايمارين بيتر از مهميكي Cercospora beticolaبا عامل  چغندرقند ييوسپوراك سريه برگكل
 ـشناسـي، در ا  بر اساس خصوصيات ريخت    Cercospora مختلف   يها گونه ييدر شناسا لات موجود   كبا توجه به مش   . باشد يم ن ي

 ـ ژن   ي شده بر اساس توال    ي طراح ي اختصاص يق دو مجموعه آغازگرها   يتحق  ـكن و ا  يالمودولك  ـص مول ين جهـت تـشخ    يت  يولك
 ـ ايهـا هيگر جداي د همراه باC. beticola استاندارد يهاهين منظور جداي ايبرا. گونه مورد استفاده واقع شد نيا  ـن گونـه  ي ه از ك
 ـ جدا ين آغازگرها رو  ي ا يياراك.  شدند، مورد استفاده قرار گرفتند     ياهان چغندرقند جداساز  يگ  يآور  جمـع  Cercospora يهـا هي

  يص اختـصاص  ين قـادر بـه تـشخ      يتك ژن ا  ي شده بر اساس توال    يجفت آغازگر طراح  .  گرديد يابيز ارز ي هرز ن  يهاشده از علف  
 C. beticolaبـه طـول   يان قطعـه يالمودولك بر ژن ي مبتني آغازگرها.دنبو يقارچ يهاگروه گريد و جنس نيا يهاگونه گريد از 

 ـ از جداي جفت بـاز را بـه صـورت اختـصاص    ۱۷۶ به طول  يا  و قطعه  Cercospora يهاهي جدا ي جفت باز از تمام    ۲۳۴   يهـا هي
C. beticolaت گونه ير و با موفقيثك ت C. beticola  ـكن جـنس تف ي ايهاگر گونهياز درا   ـن از ايبنـابرا .  نمودنـد كي ن مجموعـه  ي
 ـ ايهـا گر گونـه ياز د C. beticolaردن گونه ك غربال يتوان برايآغازگر م  ـن جـنس و رد ي    گونـه يزبـان ين دامنـه م يـي  و تعيابي

C. beticolaاستفاده نمود .  
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  مقدمه
ــه ــاگون ــنس يه ــ .Cercospora s. l ج ــارچي ــاا ق  يه

ــر جنــسي جــنس  د عمــدتا شــكليوســپوروئكسر هــاي غي

 ـ Mycosphaerella Johnsonست يومكآس  ـا. باشـند ي م ن ي

ست ي ـفومي ه يهان گروه يتر از بزرگ  يكيها،  گروه از قارچ  

ــش ــكيرا ت ــان  يل م ــشار جه ــد و داراي انت ــستنددهن   ي ه

)Goodwin et al. 2001; Crous et al. 2009 .(  خـسارت

اهش سطح  كا  يها  ب برگ يق تخر يها، از طر  ن قارچ يعمده ا 

شـود  يروزه وارد م ـ  ك ن يهاجاد بافت يل ا ي به دل  ييفروغ آما 

)Arzanlou et al. 2007, 2008, 2010; Goodwin et al. 2001 .(

   عامــل چغندرقنــد بــاييوســپوراك سريه برگــكــ ليمــاريب

 C. beticola Sacc.ــي از ــايك ــرعي ش ــاري بنيت ــايم  يه

ط آب  ي كه در شـرا    ستايدر دن  چغندرقند   يي هوا هاي بخش

ن خــسارت را بــه ايــن يشتريــو هــوايي گــرم و مرطــوب ب

 Weiland & Koch 2004; Bakhshi(ند كيمحصول وارد م

et al. 2011 .(Cercospora beticola هـاي  از برخي علف

ــد ســلم ــاج ).Chenopodium album L (كهــرز مانن ، ت

  كريــــ، پن).Amaranthus retroflexus L(خــــروس 

)Malva rotundifolia L.( ـبك و بارهنگ   ).Plantago major L(ر ي

 Crous & Braun 2003; Lartey(نيز جداسازي شده است 

et al. 2005 .(  

 ـ، تول يختيات ر يل خصوص ي از قب  ي مختلف يهايژگيو د ي

 مختلف  يها شناسايي گونه  ي برا ينزباي و تخصص م   زهرابه

Cercospora  استفاده شـده اسـت ) Crous & Braun 2003.( 

 يهـا يري ـجه گ ي منجر به نت   يزباني بر اساس دامنه م    ييشناسا

د ي ـ جد يهـا ف گونـه  يها و توص   گونه يينادرست در شناسا  

بر اساس مطالعات انجام شده، گياهـان مختلفـي     . شده است 

 آلوده شـوند    Cercospora گونه از    يكممكن است توسط    

)Lartey et al. 2003; Groenewald et al. 2005 ( و از

 قـادر بـه آلـوده       Cercosporaهاي مختلفـي از     طرفي گونه 

 بـر  عـلاوه  رياخ يهاسال در. كردن يك گونه گياهي هستند 

C. beticola، ــه ــن .C. apii Fresen گون ــان ي گاز زي اه

ده اســت شــ يجداســاز يبرگــ هكــل ميــعلا بــا چغندرقنــد

)Groenewald et al. 2005(.يهـــا گونــه يي شناســـا 

Cercosporaًــدتا ــاهري    عم ــصوصيات ظ ــاس خ ــر اس  ب

ات يل خــصوصيــســاختارهاي توليــد كننــده كنيــديوم از قب

 ـنكوفور، سـلول مولـد كنيـديوم، محـل          يدينكظاهري   وم يدي

  رد يــگيوم صــورت مـ ـيديــنكل و انــدازه ك شــ،يــيزا

)Crous & Braun 2003 .(ــ  ــا توجــه ب ــانب ــم پوش  يه ه

 مختلف و محدود بـودن      يهان گونه ي ب يختيات ر يخصوص

هـا، اسـتفاده از      گونه كيك بارز در تف   يشناخت ختيصفات ر 

ل مواجـه   كهـا را بـا مـش      ص گونـه  يات تـشخ  ين خصوص يا

  . سازد يم

ــتفاده از روش  ــا اس ــروزه ب ــاي مولام ــه ــار يولك  در كن

لات همـراه بـا    كهاي ريخت شناختي تا حدودي مـش       روش

اهـان مرتفـع شـده اسـت        ي گ يزايمـار ي عوامـل ب   يياشناس

)Arzanlou et al. 2007  .(ــ ــ و هميلارتــ    ارانكــ

)Lartey et al. 2003 (ــاز طر ــي ــايق طراح  ي آغازگره

را بـه   C. beticolaن، يت ـك ژن اي بر اساس تـوال ياختصاص

 آلـوده چغندرقنـد   ي برگ ـ يهاز از بافت  يت آم يصورت موفق 

) ۲۰۰۵ (ارانك ـالـد و هم خرونو.  نمودنديابيص و رد يتشخ

 ژن  ي بـر تـوال    ي مبتن ـ ي اختصاص يكارگيري آغازگرها ه  با ب 

 ـ ايهاگر گونهيرا از د C. beticolaن، يالمودولك ن جـنس  ي

 ـبا توجـه بـه اهم     .  نمودند كيكتف  يه برگ ـ ك ـ ل يمـار يت ب ي

 يي موجـود در شناسـا     يهاتيران و محدود  يچغندرقند در ا  

خـت  ي ر يهـا ه بـر اسـاس داد     يك نزد يهان گونه و گونه   يا

در  C. beticola ياني ـزي از دامنـه م ي و عـدم آگـاه  يشناس ـ

ــا ــران، اي ــن تحقي ــور ي ــه منظ ــايي مول) ۱ق ب ــشناس   يولك

C. beticolaبـر  ي مبتن ـي اختصاصي با استفاده از آغازگرها 

 ـ ا يياراك ـ يبررس ـ) ۲ن و   يالمودولك ـن و   يت ـك ژن ا  يتوال ن ي
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 ـآغازگرهـا در رد   هـرز  يهـا  علـف ي روC. beticola يابي

  .  شده استانجام

  

  يروش بررس

اهـان چغنـدر    يق از گ  ين تحق ي مورد استفاده در ا    يهاهي جدا

   كچـــي، پيه برگـــكـــ ليمـــاريم بيـــقنـــد بـــا علا 

ــحرا ــد پـ ـ )Convolvulus arvensis (ييص ــت بن   چ ي، هف

)Fallopia convolvulus( ،ياسنك) Cichorium intybus (

ح داده يمطابق روش توض ـ) .Chenopodium sp (كو سلم

 ) Bakhshi et al. 2011 (ارانك ـ و هميبخـش شده توسـط  

هـا،  هي ـن جدا يعلاوه بر ا  .  شدند ي و خالص ساز   يجداساز

ه ي تهC. beticola از  ي شده قبلييه معتبر و شناسايدو جدا

شور هلنـد   ك فرهنگستان علوم    يشده از موسسه قارچ شناس    

ــوان جدا  ــه عن ــب ــع و ي ــكه مرج ــ جداي ــه ي ــوط ب   ه مرب
 W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & Mugnai 

Phaeoacremonium aleophilumشـــده از ي جداســـاز 

.  مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد       يانگور به عنوان شـاهد منف ـ     

بـه  ) MEA(شت عصاره مخمر آگار     كط  ي مح يها رو هيجدا

 رشـد داده شـدند و   يكي در تارC ° ۲۵ روز در۸-۱۰مدت

 و مـولر  از بافت قارچ بـا اسـتفاده از روش    DNAاستخراج  

  .صورت گرفت) Moller et al. 1992 (ارانكهم

 از دو C. beticola قـارچ  ي اختصاصييبه منظور شناسا

ــشت   ــت و برگـــ ــازگر رفـــ   CBACTIN959Rآغـــ

)CACTGATCCAGACGGAGTACTT( وCBACTIN959L  

)AGCACAGTATCATGATTGGTATG( ـه توسـط    ك   و  يلارت

  نيتــك ژن اير اختــصاصيــثك تيبــرا) ۲۰۰۳ (ارانكــهم

C. beticolaمخلـوط  .  شـده بودنـد، اسـتفاده شـد    ي طراح

تـر بـافر    يروليك م ۲۵/۱ مـراز شـامل      ي پل ـ يا رهينش زنج كوا

PCR x۱۰  ،۱,۵ ـلرك مـول    يلي م  رومـول  يك م ۴۰م،  يزي ـد من ي

 ي از آغازگرهـا يـك ومـول از هر يكپdNTPs  ،۵/۰ مخلـوط 

 Taq DNA polymerase مي واحد آنز۵/۰رفت و برگشت، 

ه حجـم   ك ـ الگو بود    DNA نانوگرم   ۱۵-۲۰) رانيناژن، ا يس(

تـر  يروليك م۱۲,۵ل به يزه استريونينش با استفاده از آب د  كوا

لر و بـا    يكر بـا اسـتفاده از دسـتگاه ترموسـا         يثكت. دشم  يتنظ

 چرخـه واسرشـت     يـك  شـامل    ي حرارت ـ يهااعمال چرخه 

ــاز ــ اوليس ــدت ي ــه م ــه دري دق۵ه ب ــه C °۹۵ ،۴۰ق  چرخ

ه، اتصال آغازگر ي ثان۳۰ مدت بهC ° ۹۵ دريواسرشت ساز

 ـ ثان۳۰ به مـدت  C ° ۵۴يدر دما  بـه  C ° ۷۲ ه و بـسط در ي

 به مـدت  يي چرخه بسط نها يكت  يه و در نها   ي ثان ۳۰مدت  

  .  انجام گرفتC ° ۷۲قه دري دق۵

ــرا ــه بـ ــشخيدر ادامـ ــي تـ ــهيص افتراقـ ــا گونـ   يهـ

Cercosporaــد ــازگري از همــ  Cercocal-F گر از دو آغــ

)CGCGAGGGCAGAGCTAACGA( وCercocal-R  

)GTGAGGAATTCGGGGAAATC (ــ ــه ترتك ــه ب ب ي

 ـلئوتك نو ي رفت و برگشت بر اسـاس تـوال        يآغازگرها  يدي

  Cercocal-beta آغـازگر يـك باشـند و  ين م ـيالمودولكژن 

)GCCCACCCTCTGCGAATGTA (يه آغازگر داخل  ك 

 خرونوالد و ه توسطك C. beticola يه و اختصاصين ناحيا

زمـان در     شده بودند، به طور هـم      يحطرا) ۲۰۰۵(اران  كهم

 مراز چندگانه مورد استفاده قـرار  ي پل يا رهينش زنج ك وا يك

نش همانند مرحله قبـل بـود بـا         كبات وا كي تر يتمام. گرفت

 يدام از آغازگرهـا ك ـ ومـول از هـر   يك پ ۵/۱ه  ك ـن تفاوت   يا

Cercocal-beta و Cercocal-R ،۵/۰ــازگر يك پ ــول آغـ ومـ

Cercocal-F  هماننـد   ي حرارت ـ يهـا چرخه. دي استفاده گرد 

  يه اتـصال آغـازگر در دمـا   كن تفاوت يمرحله قبل بود، با ا   

C
 PCRنش، محــصولات كــدر هــردو وا.  اعمــال شــد۵۸ °

 ولت به مـدت     ۹۰تروفورز  كر با استفاده از ال    يثكحاصل از ت  

ــارز يقـــه روي دق۹۰ ي الـــ۴۰ ــاو) w/v% (۱ ژل آگـ   يحـ

g/ml� ۱/۰ـ ات   و ي بررس ـTAE ×۱ د در بـافر ي ـوم برومايدي

  . مشاهده شدندUVتحت نور
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؛  100bp DNA ladder مـارکر -۱چاهـک  . اي پلي مرازالگوي باندهاي تکثير شده با استفاده از آغازگرهاي ژن اکتين در واکنش زنجيره. ۱شکل

اه هفـت بنـد   ي از گ .Cercospora spهي جدا-۵ چغندرقند؛ چاهک ي روC. beticola يه محلي جدا-۴، ۳ه استاندارد؛ يجدا -۲چاهک

 شـده از  ي جداساز.Cercospora spه ي جدا-۷؛ چاهکChenopodium sp. شده از ي جداساز .Cercospora spهيجدا-۶چ؛ چاهک يپ

 ـ-۹ از درخت انگور؛ چاهک Phaeoacremonium aleophilumه قارچ ي جدا-۸؛ چاهک ياه کاسنيگ  PCRبـات  يترک (ي شاهد منف

  ).DNAفاقد 

Fig. 1. Amplification profile using actin (CBACTIN959R and CBACTIN959L) primer set in PCR assay. 1- DNA marker (1oo 

bp), 2- standard isolate; 3-4 Cercospora beticola from sugar beet; 5-Cercospora sp. from Fallopia convolvulus; 6- 

Cercospora sp. from Chenopodium sp.; 7- Cercospora sp. from Cichorium intybus; 8- Phaeacremonium aleophilum 

from grapevine; 9- negative control (water and no template DNA). 

  

  ج و بحثينتا

ــدر ا ــيـ ــداد ين بررسـ ــ جدا۱۵ تعـ  از Cercosporaه يـ

 ـ هرز بـا علا    يهاه از علف  يچغندرقند و چهار جدا    ه ك ـم ل ي

-هي ـ جدايوپكروس ـيكمشخصات م. دي گرد يداساز ج يبرگ

.  مطابقت داشـت C. beticola چغندرقند با مشخصات يها

 يهـا  مربوط بـه علـف  يهاهي جدا يوپكروسيكمشخصات م 

  .  نشان ندادندي مشابهتC. beticolaات يهرز با خصوص

 يارهي ـنش زنجك ـ محـصولات وا يج حاصل از بررس   ينتا

 ه جفــت آغــازگركــ ژل آگــارز نــشان داد ي مــراز رويپلــ

CBACTIN959R و CBACTIN959L انـدازه   به يا  قطعه

 متعلـق   يهـا  هيها شامل جدا  هي جدا ي جفت باز از تمام    ۹۵۹

 ـ مربـوط بـه چغندرقنـد، جدا    C. beticolaبـه    يهـا هي

Cercospora   هرز و    يها مربوط به علف aleophilum 

Pm. شـده  ي طراح ـين آغازگرهـا يبنابرا). ۱لكش(ردند  كر  يثك ت 

ــر ا ــوالب ــك ژن ايســاس ت ــشخ يت ــه ت ــادر ب ــصاصين ق   يص اخت

 C. beticolaيهـا گـروه  گـر يد و جـنس  نيا يهاگونه گريد از 

ج گـزارش شـده توسـط       ي با نتـا   ين بررس يج ا ينتا. ستين يقارچ

ــ ــ و هميلارت ــت نداشــت) ۲۰۰۳ (ارانك ــك ژن ا.مطابق ــه يت ن ب

 ي ژن هـدف جهـت طراح ـ      يـك ز به عنوان    يت آم يصورت موفق 

ــا ــصايآغازگرهـــــ ــرايص اختـــــ ــشخي بـــــ ص ي تـــــ

ــه ــا گون ــل ب  Mycosphaerellaيه ــاريعام ــ مريم ب ك

 از يو برخــ) Arzanlou et al. 2007( مــوز ياكگاتويســ

  انـــد رفتـــه اركـــه  بـــPhaeoacremonium يهـــاگونـــه

)Mostert et al. 2006 .(ـبا توجه ا   ين دارايت ـكه ژن اك ـني

 ي اختصاص ي آغازگرها يباشد در  طراح    ينترون م ين ا يچند

 مـد   يستي ـها با نترونيها حدود و ثغور ا     گونه ييا شناس يبرا

  .  نظر قرار گرفته شوند

1000 bp    
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 100bp DNA مارکر-۱چاهک .  مرازي پليره ايدر واکنش زنج ني ژن کالمودولير شده با استفاده از آغازگرهاي تکثي باندهايالگو. ۲شکل

ladderيل محيهاهيجدا-۵، ۴ استاندارد؛ يهاهي جدا-۳، ۲؛ چاهک C. beticolaهي جدا-۶ چغندرقند؛ چاهک ي روCercospora sp.  

 ـ جدا-۸؛ چاهک .Chenopodium sp شده از ي جداساز .Cercospora spهيجدا-۷چ؛ چاهک ياه هفت بند پياز گ  .Cercospora spه ي

  ).DNA فاقد PCRبات يترک (ي شاهد منف-۹؛ چاهک ياه کاسني شده از گيجداساز

Fig. 2. Amplification profile using calmodulin primer sets (Cercocal-F ، Cercocal-and Cercocal-beta) in a multiplex PCR 

assay. 1- DNA marker (1oo bp): 2, 3- standard isolates; 4, 5- Cercospora beticola from sugar beet; 6- Cercospora sp. 

from Fallopia convolvulus; 7- Cercospora sp. from Chenopodium sp.; 8- Cercospora sp. from Cichorium intybus; 9- 

negative control (water and no template DNA). 
  

ــثك تيدر طــ ــر جداي ــاهي ــا آغازگره ــا ب ــيه ــر ژني مبتن    ب

 جفــت بــاز در تمــام ۲۳۴ بــه طــول يا ن قطعــهيالمودولكــ

 ۱۷۶ طـول     به يا و قطعه  Cercospora متعلق به    يها هيجدا

 ـ در جدا  يصورت اختصاص ه  جفت باز ب      متعلـق بـه    يهـا  هي

C. beticolaين آغازگرهـا يبنـابرا . )۲ل كش(د ير گرديثك ت 

اران كــخرونوالــد و هم شــده توســط ي طراحــياختــصاص

گـر  ي را از دC. beticolaز ي ـت آميبه صورت موفق) ۲۰۰۵(

 يياراك ين بررس يدر ا . ص دادند ين جنس تشخ  ي ا يهاگونه

 جـدا شـده از      Cercospora يهاهي جدا يزگرها رو ن آغا يا

ج نـشان داد    ي قرار گرفت و نتـا     ي هرز مورد بررس   يهاعلف

ن گونـه   ي ـ هرز آلـوده بـه ا      ياهي گ يها از گونه  يكچ  يه ه ك

 ـتوان ا ين م يباشند، بنابرا ينم ن مجموعـه آغازگرهـا را در       ي

 ي روC. beticola يزبانين دامنه ميي مربوط به تعيها برنامه

 ـبـا ا  . شـد  هـرز اسـتفاده      يهاعلف  ـ ن حـال ني از اسـت در    ي

ز در برنامـه   يشتر ن ي ب يها هي جدا يق رو ي تحق يمطالعات بعد 

  .رديار قرار گك

  

  يسپاسگزار

 ـتـر مر  ك خـود را از د     يسندگان مقاله مراتب قدردن   ينو زت ي

 C. beticola قـارچ  يهـا هي ـ جدايخرونوالد به خاطر اهدا

  .ندينما ياعلام م

  

  منابع

 مراجعـه   يسيمتن انگل ) 32-31( به صفحات    جهت ملاحظه 

 .شود
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