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  دهيچك

عامل پوسيدگي ريشه و طوقه درختان داراي انتشار جهاني است و خسارت قابل توجهي را به دامنـه وسـيعي از   Armillaria mellea قارچ 

تواند به عنوان يك منبع آلودگي در زير پوسـت بـاقي بمانـد و از                قارچ عامل بيماري مي   . سازد ن باغي، جنگلي و فضاي سبز وارد مي       درختا

بيني شدت آلـودگي قـارچي و        طوقه درختان در پيش     رديابي بيمارگر از خاك و     بنابراينرد،  ثري عليه اين بيماري وجود ندا     ؤسويي كنترل م  

 ـ بـه  يابيق بـه منظـور دسـت      ين تحق يدر ا . به درختان مجاور اهميت دارد    جلوگيري از پراكنش      ـع جهـت رد يک روش حـساس و سـر  ي   يابي

A. melleaعامـل  ي از اندام بارده قارچ، خاك و طوقه درختان انجام گرفت و پـس از جداسـاز  يبردار  خاک و چوب، نمونهيها در نمونه 

 ـ، گ يانتخـاب مهي کشت ن  يهاطيمارگر با استفاده از مح    ي ب يابيلف رد  مخت يهاان روش ي م ياسهي روي محيط كشت، مقا    يماريب اه تلـه و روش     ي

 تهيه و به ميزان سه درصد به خاک تلقيح گرديـد و سـپس رديـابي    A. mellea مايه تلقيح بيمارگر براي دو جدايه.  صورت گرفتيمولکول

انتخـابي در  روش محيط كشت نيمـه . طور همزمان، انجام گرفت  بهnested PCR گذاري و بيمارگر با استفاده از سه روش محيط کشت، تله

گذاري از گياه شمعداني استفاده گرديد كه به مدت زمان طولاني جهـت رديـابي               در روش تله  . مدت كارايي نداشت  رديابي بيمارگر در دراز   

  .رگر کارآمد تشخيص داده شد در رديابي بيماnested PCRدست آمده، روش  ج بهيبراساس نتا. بيمارگر از خاك نياز داشت
  

  

  

  

  اي پليمرازهاي كلاسيك، واكنش زنجيرهروش، Armillaria melleaرديابي،  : يدي كل يها واژه
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  مقدمه

هاي بيماري پوسيدگي آرميلاريايي ريشه و طوقه از بيماري       

هـاي  وسـيله برخـي گونـه      اشد که به  بمهم گياهان چوبي مي   

Armillariaگــردد  موســوم بــه قــارچ عــسلي ايجــاد مــي

)Behdad 1981, Anonymous 2000 .(  يقـارچ عـسل 

 منـاطق   يهـا ها و جنگل   است و در باغ    ي انتشار جهان  يدارا

ــاره  ــدل و ح  ــيامعت ــطح وس  ــي يعي در س ــت م ــود ياف ش

)Behdad 1981, Schulze & Bahnweg 1998 .(

گنـدرو  ا يو  مختلف اين قارچ به صورت بيمارگرهاي گونه

نمايند روي دامنه وسيعي از گياهان ميزبان ايجاد آلودگي مي     

)Coetzee et al. 2003 (    ــا گونــه ــان آنه کــه در مي

Armillaria mellea (Vahl: Fr.) Kummer  از ديربـاز 

زايي شناخته شـده اسـت و توانـايي ايجـاد           به دليل بيماري  

بـرگ  ريشه و طوقه را در درختان پهن      آلودگي و پوسيدگي    

هـا و برخـي گياهـان علفـي دارا          بـرگ، درختچـه   و سوزني 

 Asef et al. 2003, Downer 2004, Lushaj(باشد  مي

et al. 2010.(  

شــوند،  يل مــيهــا بــه بــاغ تبــد کــه جنگــليدر منــاطق

 به عنـوان    ينيرزمي آلوده ز  يهاشهيا قادر است در ر    يلاريآرم

د يد را آلوده نماي بماند و درختان جديق با يک منبع آلودگ  ي

)Baumgartner 2004, Baumgartner & Warnock 2006( .

بيماري مزبـور در اصـفهان      ) ۱۹۸۱ (بهدادبراساس گزارش   

به شـدت شـيوع دارد و سـاليانه خـسارت شـديدي را بـه                

با وجود اهميت بسيار زياد     . سازدمحصولات باغي وارد مي   

در ميـان   . عليه آن وجـود نـدارد     ثري  ؤاين بيماري، کنترل م   

درختان ميوه تعداد کمي رقم مقاوم به بيماري وجود دارد و           

از سـوي ديگـر در      . شـود گاه هيچ رقم مقاومي يافت نمـي      

صورتي که عمليات زراعي ضعيف باشد درختـان آمـادگي          

ابتلاي به بيماري را پيدا خواهند کرد و انتخاب رقم مقـاوم            

استفاده پـيش از  ). Downer 2004(سودي نخواهد داشت 

هـاي  کاشت از سـموم تـدخيني، مايـه تلقـيح را در ريـشه             

تواند تا عمق لازم در خـاک        برد، اما نمي  پوسيده از بين مي   

از سويي قـارچ    . هاي آلوده برسد  نفوذ کند و به همه ريشه     

کنــد و ســموم  عامــل بيمــاري در زيــر پوســت رشــد مــي

مـل کنتـرل   کـش و نيـز عوا     يا قـارچ  ) Biocide(کش   زنده

ــي ــک نم ــد  بيولوژي ــراهم نماين ــوثري ف ــرل م ــد کنت   توانن

)Baumgartner 2004, Baumgartner & Warnock 

2006, Baumgartner et al. 2010.(  لذا رديابي بيمارگر

تواند در   ها و فضاي سبز شهري مي     ها، نهالستان از خاک باغ  

ريزي يک طرح مديريتي جهت پيشگيري از آلـودگي و           پايه

 ــ ــاهش خ ــد    ک ــته باش ــي داش ــش مهم ــاري نق سارت بيم

)Guglielmo et al. 2007, Nicolotti et al. 2009 .(

هاي خاک زاد   هاي متعددي براي رديابي قارچ    تاکنون روش 

ــتفاده شــده ــتفاده از محــيط کــشت    اس ــه شــامل اس ــد ک ان

ــه ــه  نيم ــابي، تل ــذاري، روش انتخ ــرولوژيکي و  گ ــاي س ه

 ;Bahnweg et al. 1998(باشـند   هاي مولکولي مي روش

Singleton et al. 1992.(   هـاي محـدوديت  با توجـه بـه 

 از اسـتفاده  گـذاري، طعمه و کشت محيط بر مبتني هايروش

 سـرولوژيکي  هـاي روش همچون تشخيصي جديد هايروش

 افزايش هدف موجودات شناسايي و رديابي براي مولکولي و

  ).Bahnweg et al. 1998 (است داشته توجهي قابل

 يهـا کـار رفتـه در مـورد گونـه          بـه  يمولکول يهاروش

ــلاريآرم ــا بي ــسونوم  يشتر در زمي ــات تاک ــه مطالع  و يکين

  ک مــورد، روشيــ تنهــا در . بــوده اســت يکيلــوژنتيف

nested PCR ي بـرا ي اختـصاص ي با استفاده از آغازگرهـا 

 يهـا  از نمونه  يي اروپا يايلاري آرم يهام گونه ي مستق يابيرد

هـدف  ). Lochman et al. 2004(خاک به کار رفته است 

 يابي مختلف رد  يهاان روش ي م ياسهي، مقا  حاضر  تحقيق از

Armillaria mellea و دســتيابي بــه يــک روش رديــابي 

  .اختصاصي، حساس و سريع بيمارگر از خاک و طوقه بـود          



  ...هاي كلاسيك و مولكولي استفاده از روش :و همکارانيوسفي همداني 

۲۲۵  

  يروش بررس

  يبردار نمونه

 باغـات ميـوه   از درختان مختلف ۱۳۸۹ و ۱۳۸۸ آبان ماه در

 گـيلاس،  درختان زردآلو، آلبـالو، آلـو،  اصفهان شامل  استان

چنـين درختـان غيرمثمـر چنـار         گلابي، انگور و هـم     گردو،

هـاي  در صورت مشاهده کلاهـک . آمد عمل به بردارينمونه

در . بـرداري از آنهـا انجـام گرفـت        جمعي قارچ، نمونه   دسته

درختان داراي علايم مشکوک به بيماري نيز بـا اسـتفاده از            

عاتي از پوست ناحيه طوقه درخت کنار       چاقوي باغباني، قط  

زده شد و در صـورت مـشاهده پوشـش ميـسليومي سـفيد              

بـرداري از چـوب آلـوده       رنگ بين پوست و چوب، نمونـه      

جداگانـه بـه    هـاي پاكـت  داخـل  هـا نمونـه . انجـام گرفـت  

 ۴۸حـداکثر تـا   ( جداسـازي  زمـان  تـا  و منتقـل  آزمايـشگاه 

ز خـاک  چنـين ا  هـم . شـدند  نگهداري C ˚۸-۶ در )ساعت

ها، به صورت تـصادفي     اطراف درختان آلوده و يا خاک باغ      

  .شدبرداري نمونه

  

  يماري عامل بيجداساز

  آلوده) ريشه و طوقه(جداسازي قارچ از اندام گياهي 

پنبـه  در اين حالت سطح اندام گياهي مورد نظـر توسـط            

اتانول ضدعفوني شده، قسمتي از پوست آن بـا         آغشته به   

ــا  ر زده شــد و بخــشي از پوشــش  اســکالپل ســترون کن

 BSMA ) Benomylميسليومي جدا و به محيط کشت

streptomycin malt agar) (  ــر از ــک ليت ــه ازاي ي ب

 ۱۵ گرم عصاره مالت به همراه       MEA) ۳۰محيط کشت   

پـس از اتـوکلاو و خنـک         )گرم آگـار در يـک ليتـر آب        

گـــرم   ميلـــي۱۰۰گـــرم بنوميـــل و   ميلـــي۱۴شـــدن، 

منتقـل  ) Worrall 1991) (گرديـد استرپتومايسين اضافه 

  . در انکوباتور قرار گرفتC˚۲۵ گرديد و در 

  جداسازي قارچ از اندام بارده

بخش گوشتي و سالمي از پايه کلاهک بـه شـکل موضـعي     

وسيله اسکالپل سـترون برشـي       به. توسط اتانول سترون شد   

اي از بافت گوشتي مغز پايـه بـه         در آن ناحيه ايجاد و قطعه     

متر جـدا شـده و روي محـيط کـشت             سه ميلي  ابعاد حدود 

BSMA منتقل گرديد و در انکوباتور C ˚۲۵قرار گرفت .  

  

  تهيه زادمايه

 گندم استفاده هايراز بذ، A. melleaجهت تهيه زادمايه قارچ 

 )MEA) Malt extract agar کـشت  قطعاتي از محيط .گرديد

  گندم اضافه شـد و در هاير به بذA. melleaحاوي قارچ 

 ۳۰ مدت  و بهC˚ ۲۵ دماي  در شرايط تاريکي و کوباتوران

اين آزمايش بـا اسـتفاده از دو جدايـه    . شدند نگهداري روز

دست آمـده از    به)IRAN 295C(جدايه اول . انجام گرفت

ــسؤم ــاه ةس ــات گي ــشور   تحقيق ــكي ك ــهپزش   اي از، جداي

A. mellea  هـاي   بود که پيش از اين توسـط روش آزمـون

اي ، جدايه )A2(جدايه دوم   . ه شده بود  تلاقي تشخيص داد  

آوري شده بـود کـه توسـط آزمـون           هاي جمع از ميان نمونه  

ــولي  ــدول ( PCRمولک ــوالي )۱ج ــوان   و ت ــه عن ــابي ب   ي

A. melleaپـس از آمـاده شـدن مايـه     .  شناسايي شده بود

 دقيقــه در ۴۵بــه مــدت (ســترون کــردن خــاک تلقــيح و 

C˚۱۲۱ فـشار   و Psi۱۵ (    از مايـه  بـه ميـزان سـه درصـد 

چنـين يـک گلـدان       هم. شدها اضافه   تلقيح به خاک گلدان   

حاوي گندم عاري از قارچ به عنوان شاهد در نظر گرفتـه            

 بـه قـارچ   آلوده باغي که خاک از هم گلدان يک در شد و

ــود،   هــاي شــمعداني ســپس از قلمــه.گرديــد اســتفاده ب

)Pelargonium hortorum (    به عنوان گيـاه تلـه اسـتفاده

به اين صورت که ). Robinson-Bax & Fox 2002(شد 

 قلمه شمعداني در گلدان شاهد قـرار گرفـت و           ۲-۳تعداد  

  هاي تيمار با فاصـله     به همين تعداد نيز در هر يک از گلدان        
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  Armillaria. mellea يابي مورد استفاده در ردي آغازگرهاي نام و توال.۱جدول 

Table 1. Primers used in detection of Armillaria. mellea  
  ي توال(3′          5′)

Sequence ( 5' – 3' ) 
  نام آغازگر
Primer 

TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 

CTG ACC TGT TAA AGG GTA TGT GC 
 AAG CTG AAT CCT TCT ACA AAG TCA A 

ITS1 
ITS4 
AR1 
AR2 

  

 و گرفـت  قـرار  گلخانه در هاگلدان. زماني يک ماه کاشته شد

بـرداري از   نمونـه .شـد  آبيـاري  بـار  يک روز سه تا چهار هر

تـا روز   ( روز   هفتهاي زماني   فاصله و   ها در زمان صفر   خاک

  شـش   روز بـه مـدت     ۲۱هاي متناوب   و سپس در فاصله   ) ۳۵

 و بـه مـدت سـه مـاه بـراي      IRAN 295Cماه براي جدايـه  

 همزمـان بـا     طـور   انجام شـد و رديـابي قـارچ بـه          A2جدايه  

گـذاري و  استفاده از سه روش استفاده از محـيط کـشت، تلـه        

  . صورت گرفتPCRآزمون 

  

  کشترديابي با استفاده از محيط

کشت نيمه انتخابي براي رديـابي قـارچ     جهت تهيه يک محيط   

، در ترکيـب بـا      )MEA(از خاک، محيط کشت مالـت آگـار         

 ۲۵(بندازيم  ، کار )گرم در ليتر    ميلي ۱۴(هاي بنوميل   قارچ کش 

گرم در    ميلي ۵۰ و ۲۵(، رورال تي اس     )گرم در ليتر    ميلي ۵۰و  

 ۱۰۰ (PCNBو ) گــرم در ليتــر  ميلــي۱۰۰(، رزبنگــال )ليتــر

ــي ــر  ميل ــرم در ليت ــک ) گ ــي بيوتي ــي و آنت ــاي پن ــيلين،  ه س

 )گرم در ليتـر    ميلي ۱۰۰هر کدام (استرپتومايسين و کانامايسين    

جداسـازي  ن آنهـا در    تـأثير جداگانـه و همزمـا      تهيه گرديد و    

جهت انجـام ايـن     . مورد آزمون قرار گرفت   از خاک،   بيمارگر  

ها به ميزان سه درصـد بـه        مايه تلقيحي تعدادي از جدايه    کار،  

هـاي  خاک سترون تلقيح شد و پس از يـک مـاه روي محـيط       

کشت تهيه شده منتقل گرديد تا توانـايي آنهـا در جداسـازي             

در . شـود  گندرو بررسـي     آرميلاريا و ممانعت از رشد عوامل     

کشتي که در جداسازي قارچ بهتر از بقيـه عمـل           نهايت محيط 

هاي خاک و چوب اسـتفاده    نمود، در رديابي بيمارگر از نمونه     

ترين محيط کشت، جهـت رديـابي       پس از تعيين مناسب   . شد

برداري از عمـق     بار نمونه  بيمارگر از خاک، هر هفت روز يک      

. هـا صـورت گرفـت      گلـدان متري خاک     سانتي ۵ -۱۰حدود  

حدود دو گرم از خاک به روي محيط مـذکور پخـش شـد و               

 مورد استفاده   PCR و آزمون    DNAمقداري جهت استخراج    

دو گرم از خاک گلدان شاهد نيز در زمـان صـفر            . قرار گرفت 

هـاي چـوب    قطعاتي از نمونه  . روي محيط کشت قرار گرفت    

يـز پـس    آوري شده داراي پوشش ميسليومي سفيدرنگ ن      جمع

از ضدعفوني سـطحي روي محـيط کـشت تهيـه شـده قـرار               

  .گرفتند

  

  رديابي با استفاده از گياه تله

هـاي علفـي    طور که در بالا اشاره شـد، از ميـان ميزبـان           همان

، گياه شمعداني به عنوان گيـاه  A. mellea شناخته شده براي

تله انتخاب شد تا در صورت آلودگي آن توسط قارچ، مـدت            

  .ماني قارچ در خاک، مورد بررسي قرار گيردزمان زنده

  

  هاي مولکوليرديابي با استفاده از آزمون

   از خاکDNAاستخراج 

 زنـي  مايـه  قـارچ  به آلوده گندم  باقبلاً که هاييگلدان خاک از

 از مختلـف  باغات از که هاييخاک و شاهد خاک بودند، شده
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 راجاسـتخ  بودنـد،  شـده  آوريآلوده جمـع  درختان طوقه کنار

DNAهمکاران  و شنا روش  مطابق)Schena et al. 2002( 

 هـر  از مقـداري  منظـور  اين به .شد با اندکي تغييرات انجام

 استفاده با سپس و شود نرم خوب تا شد کوبيده خاك نمونه

 .شود حذف آن گياهي و بقاياي سنگ متريميلي دو الک از

 :شـد  انجام زير صورت به خاک هر از تکرار سه با استخراج

 اي سترون بـا  شيشه ساچمه گرم ۵/۰، خاک گرم ۵/۰ مقدار

 متـري ميلـي  پـنج  فلزي عدد ساچمه دو متر،يک ميلي اندازه

 M 0.12(اسـتخراج   بـافر  ميکروليتر ۷۰۰ همراه به سترون

Na2HPO4 ،1.5 M NaCl ،CTAB ۲ (% حمـام  در کـه 

 ۵/۱هـاي لوله داخل در بود، شده نگهداري C ˚۶۵گرم  آب

 در دور ۲۶۰۰ در شـيکر  روي و شـدند  ريختـه  ريليت ـميلي

  محتويـات .شـدند  داده تكـان  دقيقه ۱۵ -۲۰ مدت به دقيقه

 ۱۱۰۰۰ در دقيقـه  ۱۰ مـدت  به کامل اختلاط از پس هالوله

  .شدند سانتريفوژ دقيقه در دور

 جديدي سترون لوله به و شد برداشته فوقاني مايع سپس

 نمونـه  به هـر  وفرمکلر ميکروليتر ۷۵۰ مقدار يافت و انتقال

 داده تکـان  شـدت  بـه  مرتبـه  چنـدين  هانمونه و شد اضافه

 ۱۰ مـدت  بـه  اختلاط کامل از پس هالوله محتويات .شدند

 وسـيله  به و شدند سانتريفوژ دقيقه در دور ۱۱۰۰۰ در دقيقه

 لولـه  درون و شد برداشته مايع فوقاني بريده نوک هايتيپ

 بـه  محلول حجم۶/۰ه انداز  به.يافت انتقال جديدي سترون

 محلـول  مرتبه چندين و گرديد اضافه سرد آن ايزوپروپانول

 ۱۰-۲۰مـدت  بـه  و شـدند  مخلـوط  آرامـي  به هالوله داخل

 ۱۰ مـدت  بـه  هـا لوله .گرفتند  قرار -C˚۲۰فريزر  دقيقه در

 DNAتـا   شـدند  سانتريفوژ دقيقه در دور ۱۱۰۰۰ در دقيقه

 رسـوب  لاييبـا  مـايع . کنـد  رسـوب  لولـه  پايين قسمت در

DNA که طوري به شد، آرامي خارج بهDNA  لولـه   داخـل 

 DNA ،۱۰۰محتوي  هايلوله به. بماند باقي نخورده دست

 دقيقه پنج مدت به و شد افزوده درصد ۷۰ اتانول ميکروليتر

 رويي فاز  سپس.گرديد سانتريفوژ دقيقه در دور ۱۱۰۰۰ در

 رتصـو  بـه  شـب  يـک  مدت به ها لوله و شد ريخته بيرون

 رسـوب  تـا  گرفتنـد  قرار جاذب رطوبت کاغذ روي وارونه

 ۴۰ لولـه  هـر  بـه  بعـد  مرحلـه  در .گـردد  خـشک  حاصـله 

 بـه  هانمونه و شد افزوده سترون بار مقطر دو آب ميکروليتر

 DNAرسوب  گرفتند تا قرار يخچال درون شب يک مدت

 از قبـل  شـده   اسـتخراج DNA . شـود  حـل  مقطـر  آب در

 Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP(ستون  استفاده با

   ). Ippolito 2003& Schena(شد  سازيخالص

  

   ريشه و چوب آلوده  قارچ ازDNAاستخراج 

 قارچ از چوب و ريشه گياهـان آلـوده بـه            DNAاستخراج  

بـا  )  Ippolito 2003&Schena  (تـو يپوليو اشـنا  روش 

ــرات انجــام شــد  ــدکي تغيي ــه و  . ان ــه طوق از چــوب ناحي

هـاي سـفيد زيـر      اهـان آلـوده داراي ميـسليوم      هاي گي  ريشه

برداري شـد و اسـتخراج      م نمونه يپوست و ريشه بدون علا    

DNA        ها ابتدا نمونه .  با سه تکرار از هر نمونه انجام گرفت

متر با چـاقوي باغبـاني       سانتي ۳-۴با آب شسته و به اندازه       

 ۳سـپس  . بريده و روي کاغذ صافي سترون خـشک شـدند     

  در هاون چينـي سـترون کـه از قبـل در            گرم از بافت ريشه   

 نيتـروژن مـايع   ه كمـك فريزر سرد شده بود، ريخته شد و ب    

ــد  ــودر گردي ــودر   ۱/۰. پ ــم آن پ ــم حج ــودر و ه ــرم پ  گ

)Polyvinylpyrrolidone (PVP بـــه همـــراه دو عـــدد 

اي  گرم ساچمه شيشه   ۵/۰متري سترون و    ساچمه پنچ ميلي  

  ر اسـتخراج  ليتـر بـاف    ميلـي  ۵/۱متـري سـترون و      يک ميلـي  

)mM NaCl 250 ،mM EDTA 25 ،200 mM Tris-

HCl و SDS % 0.5 (  کــه در حمــام آب گــرم C˚۶۵ 

متري ريختـه   هاي دو ميلي  نگهداري شده بود در داخل لوله     

 دور در   ۲۶۰۰شد و به مدت چهـار دقيقـه روي شـيکر در             

ها پس از اختلاط کامل به      محتويات لوله  .دقيقه قرار گرفت  
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 C˚۴   دور در دقيقـه در دمـاي  ۱۱۰۰۰ر مدت پنج دقيقه د

-ليتـر از مخلـوط فنـول       مقدار يک ميلـي   . سانتريفوژ شدند 

به هر لوله محتوي نمونـه اضـافه گرديـد و           ) ۱:۱(کلروفرم  

گرفتند و طي اين     دقيقه روي شيکر قرار    ۱۰ها به مدت    لوله

محتويـات  . ها چنـدين مرتبـه تکـان داده شـدند         مدت لوله 

 ۱۱۰۰۰ دقيقـه در  ۱۵ کامل به مـدت      ها پس از اختلاط    لوله

هـاي نـوک    وسيله تيـپ   دور در دقيقه سانتريفوژ شدند و به      

بريــده مــايع فوقــاني برداشــته شــد و درون لولــه ســترون  

به انـدازه هـم حجـم محلـول بـه آن            . جديدي انتقال يافت  

ايزوپروپانول سرد اضافه گرديـد و چنـدين مرتبـه محلـول            

 ۱۰-۲۰ند و بـه مـدت       ها به آرامي مخلوط شـد     داخل لوله 

 ۱۵ها بـه مـدت      لوله.  قرار گرفتند  -C˚ ۲۰دقيقه در فريزر    

  DNA دور در دقيقه سانتريفوژ شدند تـا ۱۱۰۰۰دقيقه در 

مــايع بــالايي  . در قــسمت پــايين لولــه رســوب کنــد    

  DNA به آرامي خالي شد، بـه طـوري کـه    DNAرسوب

  .داخل لوله دست نخورده باقي بماند

 ۷۰ ميکروليتـر اتـانول      DNA  ،۱۰۰هاي محتوي   به لوله 

 دور در   ۱۱۰۰۰درصد افزوده شد و به مدت پنج دقيقـه در           

سپس فاز رويي بيرون ريختـه شـد و         . شددقيقه سانتريفوژ   

صـورت وارونـه روي کاغـذ        ها به مدت يک شـب بـه       لوله

. جاذب رطوبت قرار گرفتند تا رسوب حاصله خشک گردد        

 آب مقطـر دو بـار        ميکروليتـر  ۴۰در مرحله بعد به هر لوله       

هـا بـه مـدت يـک شـب درون           سترون افزوده شد و نمونه    

 در آب مقطـر حـل    DNAيخچال قرار گرفتند تـا رسـوب  

ــود ــتون   DNA. شـ ــتفاده روي سـ ــل از اسـ  PVPP قبـ

 بـدين ). Schena & Ippolito 2003(سـازي شـد    خالص

 يـک  انتهـاي  در نـوک سـوزن   با کوچک سوراخ يک منظور

 ساچمه هعقط يک و شد ايجاد ورفاپند ليتري ميلي۵/۰ لوله

 شده  نگهداريTEبافر  در و شده  اتوکلاوقبلاً که اي شيشه

 ۲۵۰ حجـم  تـا  لولـه  .گرديـد  اضـافه  لولـه  داخـل  بـه  بـود 

 دو لولـه  داخـل  بـه  و شـد   پـر PVPPاز پـودر   ميكروليتـر 

 ترتيـب  بـه  ليتـري  ميلي۵/۰ لوله به .گرديد منتقل ليتري ميلي

 ۲۰۰ بعـد  مرحلـه  و يکروليتـر م ۴۰۰ بار يک مرحله دو طي

 در دور ۳۰۰۰ در هر مرحلـه  و گرديد اضافه آب ميکروليتر

 ۵/۰ هـاي  لوله سپس. شد سانتريفيوژ دقيقه ۳ مدت به دقيقه

ليتـري منتقـل شـدند و      ميلـي ۵/۱هـاي  به لولـه  ليتري ميلي

DNA از آن، پـس . گرديـد  اضـافه  آن بـه  شـده   اسـتخراج 

 انجـام  دقيقه سه مدت به دقيقه در دور ۳۰۰۰ در سانتريفيوژ

  خـالص DNAحـذف و   ليتـري   ميلي۵/۰ هايلوله. گرفت

  داشـت در  ليتري قـرار  ميلي۵/۱هاي لوله داخل در که شده

C ˚۲۰-هاي  جهت انجام واکنشPCRنگهداري شد .  

  

  PCRهاي انجام واکنش

 ITS4- rev و ITS1- forدر اين تحقيق از جفت آغـازگر  

و از جفـت  ) PCR) White et al. 1990بـراي واکـنش   

ــازگر  ــراي - rev AR2 وAR1-forآغ  Nested PCR ب

)Lochman et al. 2004 (   اسـتفاده گرديـد) ۱جـدول .(

 ميكروليتـر  ۵/۲ ميكروليتـر شـامل      ۲۵ در حجم    PCRواكنش  

ميلي مول از   MgCl2  ،۲/۰مول    ميلي PCR) X ۱۰(  ،۵/۱بافر  

 هـاي  نانو مـول از هـر يـك از آغـازگر           dNTPs  ،۲۰مخلوط  

ITS1  وITS4  يك واحد از آنـزيم ،Taq DNA Polymerase ،

ــر  ــک ميكروليت ــو و DNAي ــر آب ۰۵/۱۹ الگ  ميكروليت

  واكـــنش در دســـتگاه ترموســـايكلر.  تهيـــه شـــدمقطـــر

)Techne-TC-512 (    ــه ــامل مرحل ــايي ش ــه دم ــا برنام ب

 دقيقـه و  ۵/۲ به مـدت  C ۹۴̊سازي اوليه در دماي      واسرشته

 بـه   C ۵۵̊ ثانيـه،    ۳۰مدت   به   C ۹۴̊ چرخه شامل    ۳۵سپس  

در .  ثانيه انجـام گرفـت  ۳۰ به مدت C۷۲̊  ثانيه و ۴۰مدت 

 دقيقه ۵ به مدت C۷۲̊ پايان يك مرحله گسترش نهايي در 

 بـه عنـوان     PCR در ادامـه از فـرآورده        .در نظر گرفته شـد    

واكــنش .  اســتفاده گرديــدNested PCRرشــته الگــو در 
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Nested PCR ــم ــامل ۵۰ در حجـ ــر شـ  ۵/۲ ميكروليتـ

 MgCl2  ،۱/۰مول    ميلي PCR) X ۱۰(  ،۵/۱ميكروليتر بافر   

 ميکرومول از هر يك از      dNTPs  ،۵/۰مول از مخلوط     ميلي

ــازگر ــاي آغـ ــزيم AR2 ،۵/۱و AR1 هـ ــد از آنـ    واحـ

Taq DNA Polymerase  دو ميكروليتـر ،DNA  الگـو و 

دسـتگاه  واكـنش در  .  ميكروليتر آب مقطـر تهيـه شـد      ۲/۳۸

با برنامـه دمـايي شـامل       ) Techne-TC-512(ترموسايكلر  

 ۵/۲ بـه مـدت   C ۹۴̊سازي اوليه در دمـاي   مرحله واسرشته 

   ثانيـه،  ۳۰ بـه مـدت      C ۹۴̊ چرخه شامل    ۳۵دقيقه و سپس    

̊C ۶۰ ثانيه و ۴۰ به مدت  ̊C۷۲  ثانيـه انجـام   ۳۰ به مـدت 

 بـه  C۷۲̊ در پايان يك مرحله گـسترش نهـايي در   . گرفت

 پنج ميكروليتر از محصول     . دقيقه در نظر گرفته شد     ۷ مدت

PCR             با دو ميكروليتر بافر بارگـذاري مخلـوط و روي ژل 

 ولـت بـه   ۸۰ با ولتاژ ثابت TBEX ۱  در بافر% ۲/۱آگارز 

  .مدت يک ساعت الكتروفورز گرديد

  

  تعيين توالي نمونه رديابي شده

  از خـاک، پـس  A. mellea اطمينان از صحت رديابي براي

 و ITS1 بـا آغازگرهـاي عمـومي     nested PCRاز انجام 

ITS4         و سپس با آغازگرهـاي اختـصاصي AR1   و AR2 ،

 ميکروليتر از فرآورده واکنش نمونه رديـابي شـده     ۳۰مقدار  

، بــراي تعيــين تــوالي بــه شــرکت A2مربــوط بــه جدايــه 

Macrogen  تـوالي  .  کره جنوبي فرسـتاده شـدA. mellea 

 BLASTفاده از ابـزار جـستجوي       جدا شده از خاک با است     

ــاتي   ــاه اطلاع ــود در پايگ ــه NCBIموج ــوالي جداي ــا ت    ب

A. mellea)  کــد دسترســيAF163583.1 (  موجــود در

سازي دوتايي با اسـتفاده     از همرديف . بانک ژن، مقايسه شد   

 بـراي تعيـين درصـد    DNAMAN ver.4.02افـزار  از نرم

  .ها استفاده شديکنواختي توالي

  

  نتايج و بحث

   تهيه محيط کشت نيمه انتخابي

جهت دستيابي به يک محـيط کـشت نيمـه انتخـابي بـراي              

جداسازي بيمارگر از خاک و انـدام آلـوده گيـاهي، سـموم             

هاي مختلـف مـورد آزمـون قـرار         کش و آنتي بيوتيک   قارچ

 شامل مالت BSMA+ PPدر نهايت محيط کشت . گرفتند

 و ســيلينآگــار بــه همــراه بنوميــل، استرپتومايــسين، پنــي 

PCNB  ــل ــا و ممانعــت از رشــد عوام  در رشــد آرميلاري

. گندرو، بهتر از بقيه عمل نمود و مورد استفاده قرار گرفـت       

 BDSمحيط کشت مذکور به نوعي معادل با محيط کـشت           

شامل بنوميل، ديکلران، استرپتومايسين بود که پيش از ايـن          

معرفي شده بود و به دليـل  ) Worrall 1991 (ورالتوسط 

 . در آن اسـتفاده گرديـد      PCNBنسوخ شدن ديکلـران، از      م

 نمونـه   بـه همـراه   کـه    دست آمده نشان داد درحالتي     نتايج به 

 نيـز   )گنـدم آلـوده بـه بيمـارگر        (خاک تلقيحي، مايه تلقيح   

حضور داشت، بيمارگر از گندم آلوده به قارچ، روي محيط          

 بـه   کشت رشد نمود و در صورت عدم حضور مايه تلقيح         

، رشـد   زنـي شـده روي محـيط کـشت         ک مايـه  همراه خـا  

دهنـده   اين امر نشان  . پذير نبود  بيمارگر و رديابي آن امکان    

ــسليوم  ــه مي ــه اســت ک ــن نکت ــورفاي ــا و ريزوم ــايه   ه

A. melleaکنند  در داخل خاک به ميزان زيادي رشد نمي

  ماننـد طور متمرکز در محل آلـودگي بـاقي مـي          به اًو عموم 

)Volk & Burdsall  1995, Downer 2004.(  

  

 از خاک و چوب آلـوده روي  A. melleaرديابي قارچ 

  يمه انتخابي نمحيط کشت

هاي خاک تلقيح شده، مدت زمان      در رديابي بيمارگر از نمونه    

 نيمـه    رشد و تشخيص بيمارگر روي محيط کـشت        برايلازم  

بيمارگر تـا روز  .  روز بودهفت تا ده ،BSMA+ PPانتخابي 
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و تا يک ماه در جدايـه  ) IRAN 295C( در جدايه شاهد ۱۴

A2                 قابل رديابي بود و پـس از آن بـه دليـل شـدت آلـودگي 

ــشد    ــذير ن ــابي بيمــارگر امکــان پ ــايي، ردي ــارچي و باکتري ق

ــابراين محــيط کــشت . )۱شــکل( ــايي BSMA+ PPبن  توان

 از هفت گروه خاک     .رديابي بيمارگر را در دراز مدت نداشت      

  درختان آلـوده، دو گـرم      آوري شده از کنار طوقه     طبيعي جمع 

 روي محيط کشت انتقال يافت و تا مدت يک ماه مورد            خاك

بررسي قرار گرفت، ولي بيمارگر قادر به رشد نبود و رديـابي            

هـاي  چنين در کشت نمونه    هم. آن با اين روش ممکن نگرديد     

هـاي گنـدرو، رديـابي      چوب، به دليـل رشـد سـريع بـاکتري         

  .پذير نبود  امکانبيمارگر با استفاده از محيط کشت

  

  رديابي بيمارگر با استفاده از گياه تله

هـاي شـمعداني،    با استفاده از قلمـه A. melleaدر رديابي 

 روز ۳۰ پس از A2هايي از پوشش سفيد رنگ جدايه     نشانه

ــد    ــشاهده گردي ــمعداني م ــاه ش ــه گي ــشه و طوق   روي ري

اي مبني بر آلودگي توسـط جدايـه        اما هيچ نشانه  . )۲شکل  (

Iran 295Cدر مـواردي نيـز   . ها ديده نشد روي شمعداني

ها مشاهده گرديد، ولي قارچ جـدا شـده از          مرگ شمعداني 

آنها آرميلاريا نبود و عامل ديگري موجب مرگ آنهـا شـده            

براي اطمينان از آلودگي شمعداني توسط آرميلاريـا، از         . بود

 بـه  بنـابراين . )۶شـکل  ( استفاده شد nested PCRآزمون 

گـذاري عـلاوه بـر اينکـه بـه زمـان            رسد روش تله  نظر مي 

طولاني جهت رديـابي بيمـارگر از خـاک نيـاز دارد، نتـايج              

تواند اطمينان بخش باشـد و  حاصل از آن نيز به تنهايي نمي  

  . مورد ارزيابي قرار گيردPCRلازم است با آزمون 

  

زنـي شـده بـا اسـتفاده از          رديابي بيمارگر از خاک مايه    

Nested PCR  
DNA ــده ــتخراج ش ــه اس ــا از نمون ــاکيه ــس از  خ ، پ

طور مستقيم در واکنش      به PVPPسازي روي ستون     خالص

PCR     با جفت آغازگر ITS1/ITS4 در اين .  استفاده گرديد

 بنـابراين .  نشد ديده روي ژل آگارز     DNAمرحله هيچ باند    

 nested PCRسازي، وارد واکـنش   فرآورده آن بدون رقيق

ک قطعه بـا انـدازه      ي و   گرديد AR1/AR2با جفت آغازگر    

 نتـايج   .)۴ و   ۳شـکل   (ر شـد    ي ـ تکث ي جفت باز  ۷۲۰يبيتقر

لاک من  دست آمده توسط     حاصل در اين مرحله با نتايج به      

که تکثير يک قطعه ) Lochman et al. 2004 (و همکاران

ــه  ۷۲۴-۶۹۰ ــازي را در گون ــت ب ــاي  جف  Armillariaه

  .گزارش نموده بود، مطابقت داشت

  

مارگر از خاک باغ و نهالـستان بـا اسـتفاده از            رديابي بي 

Nested PCR  
آوري شده از کنار      نمونه خاک جمع   ۲۰ از   DNAاستخراج  

هاي مختلف و دو نمونـه خـاک از دو          طوقه درختان در باغ   

. انجـام گرفـت   ) ۲۰۰۲ (شنا و همکـاران   نهالستان به روش    

سـازي    استخراجي پس از خـالص     DNAمطابق بخش قبل    

ــه ــستقي ب ــا جفــت آغــازگر PCRم وارد واکــنش طــور م  ب

ITS1/ITS4   ــدون ــنش ب ــرآورده واک ــپس ف ــد و س  گردي

 با جفـت  nested PCRسازي به عنوان رشته الگو در  رقيق

 مورد استفاده قـرار گرفـت       AR1/AR2 ي اختصاص آغازگر

گـردد، در     مشاهده مـي   ۵که در شکل     گونه  همان .)۵شکل  (

 بيمـارگر   آوري شـده،    نمونـه خـاک جمـع      ۲۰ نمونه از    ۱۵

 در پـنج    DNAاحتمال دارد عدم رديابي قطعه      . رديابي شد 

 دليلــي بــر عــدم nested PCRنمونــه ديگــر در واکــنش 

، ۱۷هـاي زيرا نمونه.  باشدA. melleaها به آلودگي اين باغ

. باشـند  مربوط به يک باغ در خميني شهر مي        ۲۰ و   ۱۹،  ۱۸

 آوري از سه نمونـه اول کـه از کنـار طوقـه درختـان جمـع               

 کــه ۲۰انــد، بيمــارگر رديــابي شــد، ولــي در نمونــه  شــده

  طـور تـصادفي و از کنـار         برداري از سه منطقه باغ بـه       نمونه
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، رديابي در زمان )شاهد(  خاک سترون: بالا از چپ به راست. BSMA+ PP  رديابي بيمارگر با استفاده از محيط کشت نيمه انتخابي.۱شکل

  زني به خاک  روز پس از مايه۳۰ و A2 ، ۲۱رديابي جدايه : پايين. IRAN 295Cني در جدايه ز  روز پس از مايه۱۴هفت و صفر، 

Fig. 1. Pathogen detection with semi-selective medium BSMA+ PP. Top from left to right: Sterile soil (Control), 
detection in 0, 7 and 14 days after soil inoculation in isolate IRAN 295C. Down: Detection of isolate A2 in 
21 and 30 days after soil inoculation. 

  

  
  روي ريشه و طوقه شمعداني Armillaria mellea پوشش ميسليومي .۲شکل 

Fig. 2. Mycelial fan of Armillaria mellea on geranium root and crown. 
  

  
 از AR1/AR2 و جفت آغـازگر ثانويـه   ITS1/ITS4 با جفت آغازگر اوليه Nested PCRبا روش  تکثير شده DNA الگوي باندي .۳شکل

: bp DNA Ladder plus۱۰۰ ،Tnنـشانگر  : IRAN 295C) Armillaria mellea  .()Lزني شده بـا جدايـه   هاي خاک مايهنمونه

  ).نمونه خاک شاهد: IRAN 295C ،- Cيه شاهد مثبت جدا: +Cح، يهاي مختلف برحسب روز پس از تلقهاي خاک در زماننمونه

Fig. 3. Amplified DNA pattern using universal primers ITS1/ITS4 and specific primers AR1/AR2 in nested PCR 
from inoculated soil samples with isolate Armillaria mellea ( IRAN 295C). ( L: 100 bp DNA Ladder plus, 
Tn: Soil samples in different days after inoculation, C+: Positive DNA control, C-: Sterile soil as negative 
control). 



  ۲۲۳-۲۳۵ :۱۳۹۱ سال / ۲شماره  / ۴۸جلد   /هاي گياهي  بيماري

۲۳۲  

  
 از AR1/AR2 و جفت آغازگر ثانويـه  ITS1/ITS4 با جفت آغازگر اوليه Nested PCR تکثير شده با روش DNA الگوي باندي .۴شکل 

هـاي مختلـف   هاي خاک در زمـان نمونه: III  ،Tn نشانگر: Armillaria mellea) (A2 .)Mيه زني شده با جدا هاي خاک مايهنمونه

  ).نمونه خاک شاهد: C -برحسب روز، 

Fig. 4. Amplified DNA Pattern using universal primers ITS1/ITS4 and specific primers AR1/AR2 in nested PCR 
from inoculated soil samples with isolate Armillaria mellea  (A2). ( M: Molecular marker ш, Tn: Soil 
samples in different days after inoculation, C-: Sterile soil as negative control). 

  

  
 و جفـت  ITS1/ITS4 با جفت آغـازگر اوليـه   Nested PCRهاي خاک باغ و نهالستان با روش  تکثير شده از نمونهDNA ي الگو.۵شکل 

  ).شاهد منفي آب: III ،- Cنشانگر : AR1/AR2) Mآغازگر ثانويه 

Fig. 5. Amplified DNA pattern using universal primers ITS1/ITS4 and specific primers AR1/AR2 in nested PCR 
from garden and nursery soil samples ( M: Molecular marker ш, C+: Positive DNA control, C- : Water as 
negative control). 

  

  
 و جفـت آغـازگر   ITS1/ITS4 با جفت آغازگر اوليـه  Nested PCRهاي چوب با روش  تکثير شده از نمونهDNA الگوي باندي .۶شکل 

  نمونـه ريـشه و طوقـه شـمعداني،    : Pهـاي چـوب،   نمونـه : bp DNA Ladder plus۱۰۰ ،W1-9نـشانگر  : AR1/AR2) Lثانويه 

C+: شاهد مثبت جدايه  Armillaria mellea)(IRAN 295C ،- C :ريشه شمعداني سالم.(  

Fig. 6. Amplified DNA pattern using universal primers ITS1/ITS4 and specific primers AR1/AR2 in nested PCR 
from wood samples (L: 100 bp DNA Ladder plus, W1-9: Wood samples, C+: Positive DNA control 
Armillaria mellea ( IRAN 295C), C-: Geranium healthy root). 
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 nested PCR طوقــه درختــان اســت، بيمــارگر بــا روش

توانـد دو علـت داشـته باشـد؛ اول           اين امر مي  . رديابي نشد 

اينکه مقدار مايه آلـودگي در خـاک، بـر بـازدهي و ميـزان               

 بـه   PCRدر طـي     و در نتيجه بر تکثير آن        DNAاستخراج  

ــدت ت ــه أش ــت و در نمون ــذار اس ــاک،  ثيرگ ــرداري از خ ب

که ميزان مايه آلودگي از حد معيني کاهش يابـد،           صورتي در

کـه   دوم آن . روش حاضر قادر به رديـابي آن نخواهـد بـود          

 در زير پوسـت درخـت و    عمدتاA. melleaًهاي ميسليوم

هــاي آن در خــاک نزديــک بــه درخــت بــاقي ريزومــورف

). Volk & Burdsall  1995, Downer 2004(د مانن ـ مي

ها از خاک نزديک به درختـان انتخـاب         لذا بهتر است نمونه   

 در  .صورت جداگانه مـورد آزمـون قـرار گيرنـد          شوند و به  

بـا  ) ۲۰۰۴ (لاک مـن و همکـاران      انجام شده توسط  ق  يتحق

 بــا جفــت آغــازگر اوليــه nested PCRاســتفاده از روش 

ITS1/ITS4    ر ثانويـه     و جفت آغـازگAR1/AR2  ۱۱، در 

ــه از  ــه خــاک جمــع۲۰نمون آوري شــده از نزديکــي   نمون

هـاي  ها در جنگل که پيش از ايـن کلاهـک         درختان و کنده  

آرميلاريا در آنجـا مـشاهده شـده بـود، موفـق بـه رديـابي                

 مربوط بـه دو نهالـستان    ۲۲ و   ۲۱هاي   نمونه .بيمارگر شدند 

دهنده اين امر نشان  . دباشند که بيمارگر در آنها رديابي ش      مي

امکان حـضور بيمـاري پوسـيدگي ريـشه آرميلاريـايي در            

ها و اهميت رديابي و مديريت اين بيماري در ايـن         نهالستان

  .باشد مناطق مي

  

رديابي بيمارگر از ريشه و طوقه گياهـان بـا اسـتفاده از             

Nested PCR  
 )۲جـدول   ( از چوب ناحيه طوقه درختان       DNAاستخراج  

 و طوقه شمعداني داراي ميسليوم سفيد و ريشه         و نيز ريشه  

 استخراج شده، پس    DNAماده  . فاقد علايم صورت گرفت   

طـور مـستقيم در       بـه  PVPPسـازي روي سـتون       از خالص 

.  اسـتفاده شـد    ITS1/ITS4 با جفت آغازگر     PCRواکنش  

 در ژل آگـارز مـشاهده       DNAدر اين مرحلـه هـيچ بانـد         

  زي، وارد واکــنشســا  لــذا فــرآورده آن بــدون رقيــق.نــشد

nested PCR با جفت آغازگر AR1/AR2نتـايج  .  گرديد

هاي  از ميان نمونه   . نشان داده شده است    ۶حاصل در شکل    

W2  ،W5  ،W6   و W9         که باند مورد نظر در آنها مـشاهده 

 از درخت مشکوک بـه بيمـاري و         W5نگرديد، تنها نمونه    

ير آوري شده بـود و سـا      هاي عامل بيماري جمع   فاقد نشانه 

ن ي ـا. هـاي پوسـيدگي بودنـد     هاي چوب داراي نشانه   نمونه

هاي خاک مربوط به آنها      بيمارگر در نمونه    است که  يدرحال

اين مطلب بيانگر اين نکته است کـه        ). ۵شکل  (رديابي شد   

براي اطمينان بيشتر از حضور يا عـدم حـضور بيمـارگر در             

هـاي  يک منطقه، لازم است رديابي بيمـارگر هـم از نمونـه           

  .هاي چوب صورت بگيردخاک و هم از نمونه

  

   استخراج شده از خاکDNAيابي  نتايج توالي

ــواحي  ــوالي ن ــوالي ITS2 و ITS1قــسمتي از ت  5.8S و ت

 AR1/AR2 که توسـط آغازگرهـاي       A2مربوط به جدايه    

ــرم    ــتفاده از ن ــا اس ــود، ب ــه ب ــر يافت ــزار  تکثي  BLASTاف

)www.NCBI.nlm.nih.gov( ــا اطلاعــات موجــود در  ب

GenBank  سـازي دوتـايي تـوالي       همرديف.  مقايسه شدند

ــود در    ــوالي موج ــا ت ــه ب ــر يافت ــهGenBankتکثي    جداي

A. mellea)  شماره دسترسيAF163583.1 (   با اسـتفاده

نتــايج حاصــل از .  انجــام شــدDNAMANافــزار  از نــرم

ان تـوالي جدايـه      درصـد شـباهت مي ـ     ۹۹سـازي،    همرديف

 نـشان   GenBankرديابي شده از خاک با توالي موجود در         

داد که تنها در يک نوکلئوتيد با يکديگر متفـاوت بودنـد            مي

 DNAافتـه از    ير  ي ـج قطعه تکث  ين نتا ي براساس ا  .)۷شکل  (

باشـد و    مـي A. melleaاستخراج شده از خاک مربوط بـه  

  . بيمارگر از خاک استيابي بر صحت رديدأييت



  ۲۲۳-۲۳۵ :۱۳۹۱ سال / ۲شماره  / ۴۸جلد   /هاي گياهي  بيماري

۲۳۴  

  .Armillaria melleaه طوقه درختان آلوده به ي شده از ناحيآور  چوب جمعيها مشخصات نمونه.۲جدول

Table 2. Characteristics of wood samples collected from crown infected by Armillaria mellea. 
نمونه 

  چوب

Wood 
sample 

W1 W2 W3  W4  W5  W6  W7  W8  W9  

  ميزبان

Host  

  گلابي

Pyrus 
communis 

  گلابي

Pyrus 
communis  

  آلو برغاني

Prunus 
domestica  

  آلو برغاني

Prunus 
domestica  

  زالزالک

Crataegus 
azarolus 

  گلابي

Pyrus 
communis  

  آلبالو

Cerasus 
vulgaris 

  گلابي

Pyrus 
communis  

  گلابي

Pyrus 
communis  

  

  
 رديابي شده از خاک با تـوالي جدايـه   Armillaria mellea قارچ bp ۷۰۰  قطعهسازي بخشي از توالي نوکلئوتيدي  نتايج همرديف.۷شکل 

A. mellea ثبت شده در پايگاه BLAST .دهدعلامت فلش جايگاه نوکلئوتيد متفاوت را نشان مي.  

Fig. 7. Pairwise alignment of nucleotide sequences of 700 bp band in Armillaria mellea detected from soil with A. 
mellea registered in GenBank. The arrow shows different nucleotide site. 

  

  AR1/AR2ارزيابي اختصاصي بودن آغازگرهاي 

منظــور ارزيــابي ميــزان اختــصاصي بــودن آغازگرهــاي  بــه

AR1/AR2 جهـت يـافتن     بانـك ژن  هاي موجـود در      داده 

ي توسـط   طول قطعه تکثيـر   . هاي مکمل، جستجو شد   توالي

 Armillaria ،۸۰۵- ۶۱۸ايــــن آغازگرهــــا در جــــنس 

 بانـك ژن  هـاي موجـود در      نوکلئوتيد بود که با ديگر توالي     

داري نداشت و از ايـن رو اختـصاصي بـودن            شباهت معنا 

ييـد قـرار   أ مـورد ت .Armillaria spp ن آغازگرها بـراي اي

 جهت  )۲۰۰۴ (لاک من و همکاران   نيز   پيش از اين     .گرفت

، علاوه بـر    AR1/AR2اصي بودن آغازگرهاي    تعيين اختص 

ــتفاده از داده ــود در  اس ــاي موج ــك ژنه ــدادي از بان ، تع

کـه  را  هـايي    و نيز قـارچ    Armillariaهاي نزديک به     قارچ

شوند، به عنـوان شـاهد منفـي در          در خاک يافت مي    عموماً

 ـ مورد استفاده قـرار      PCRآزمون   قطعـه مربـوط بـه      . ددادن

  هــا تکثيــر يافــت، امــا در    در ايــن قــارچ ITSناحيــه 

nested PCRدهنـده   اي تکثيـر نـشد کـه نـشان     هيچ قطعه

ــه  ــراي گون ــور ب ــودن آغازگرهــاي مزب هــاي اختــصاصي ب

Armillaria بود.  

  

 از خـاک و  A. melleaهاي رديابي قـارچ   مقايسه روش

  چوب

به منظور رديابي بيمارگر از ناحيه طوقه درختـان، از روش           



  ...هاي كلاسيك و مولكولي استفاده از روش :و همکارانيوسفي همداني 

۲۳۵  

 و  BSMAروي محيط کشت    جداسازي ميسليوم از چوب     

از بـين ايـن دو روش،   .  اسـتفاده شـد  nested PCRروش 

ــراي     ــايي، ب ــودگي باکتري ــدت آل ــل ش ــه دلي روش اول ب

  جداســـازي مناســـب تـــشخيص داده نـــشد؛ امـــا روش 

nested PCR  قادر به رديابي و تشخيص آلودگي در مدت

چنـين ايـن روش مولکـولي بـه دليـل            هم. زمان اندکي بود  

اصيت بــالا قــادر بــه تــشخيص قــارچ حــساسيت و اختــص

بـراي  . باشدهاي عامل پوسيدگي مي   آرميلاريا از ساير قارچ   

رديابي بيمارگر از خاک، از سه روش کشت مستقيم خـاک           

گذاري و روش  ، روش تلهBSMA+PPروي محيط کشت  

nested PCR  روش کـشت خـاک روي   .  اسـتفاده گرديـد

داده محيط کشت براي رديابي بيمـارگر مناسـب تـشخيص           

گـذاري نيـز موفقيـت چنـداني در رديـابي            روش تلـه  . نشد

 ولـي بيمارگر نداشت و به مدت زمان طولاني نياز داشـت؛           

 بـه دليـل حـساسيت بـالا در رديـابي      nested PCRروش 

مقادير اندک مايه آلودگي در خاک، به خوبي عمـل نمـود،            

هر چند اين روش درباره زنده بودن يا نبـودن بيمـارگر در             

  .گذاردلاعاتي را در اختيار ما نميخاک، اط

طـورکلي در انتخـاب يـک آزمـون تشخيـصي بـراي              به

جويي در وقـت     رديابي يک بيمارگر بايد ساده بودن، صرفه      

و هزينه، حساسيت و اختصاصي بـودن آن را مـدنظر قـرار             

هاي تلقيحـي، اسـتفاده از گياهـان تلـه و محـيط             روش. داد

اي ماننـد   ي ريـشه  زاکشت که براي ديگـر عوامـل بيمـاري        

Phytophthora ،Pythium و Rhizoctonia  ــار ــه کـ  بـ

، کمـک بـه فهـم و    )Singleton et al. 1992(انـد  رفتـه 

اند، امـا چنـين     هاي ناشي از آنها نموده    مطالعه بيشتر بيماري  

 با توجـه بـه خـصوصيات    A. melleaهايي براي پيشرفت

وه عـلا . انـد کشتي و بيولوژي اين قارچ، هنوز حاصل نشده       

اي در  بر آن موانع متعددي نيز در برابـر تحقيقـات گلخانـه           

يکي . مورد بيماري پوسيدگي آرميلاريايي ريشه وجود دارد      

از اين موانع، آلودگي آهسته و نامطمئن گياهان در گلخانـه           

هاي آلودگي موجود، آلودگي قابل رديـابي       در آزمون . است

افتد  مي  ماه پس از تلقيح اتفاق     ۴-۱۲براساس محيط کشت    

از بـين   ،  مايه تلقيحي، خشک شـده     زاد و در اين مدت غالباً    

از سويي ظهور علايم و مرگ و مير نيز بـه نـدرت             . رودمي

دهنـد و بـراي تـشخيص وجـود يـا عـدم وجـود               روي مي 

 استفاده  PCRآلودگي، بايد از روش محيط کشت يا آزمون         

زايـي  اين موانع، رديابي بيمارگر و نيز مقايسه بيماري       . نمود

سـازند  هـا را بـا مـشکل مواجـه مـي          هـا و يـا جدايـه      گونه

)Baumgartner et al. 2010 .(   روش اسـتفاده از محـيط

هاي توليدکننده اسـپور در خـاک و بـا          کشت نيز براي گونه   

باشـد، ولـي بـراي      توانايي رشد گندرويي بالا، مناسب مـي      

هايي که به شکل ميسليوم در خاک وجود دارنـد و يـا             گونه

لــذا . نيــستهــاي داراي آلــودگي ضــعيف مناســب خــاک

هاي گنـدرو بـه نـدرت از خـاک جداسـازي            بازيديوميست

هـاي کـشت انتخـابي      هايي براي تهيه محيط   تلاش. اندشده

اي ه ـهـاي گنـدرو براسـاس بازدارنـده       براي بازيديوميست 

طـور اختـصاصي توسـط       هاي پيچيده که به   بسترهانتخابي و   

 وليد، صورت گرفته است؛ شونموجودات هدف تجزيه مي

کـارايي   .Armillaria sppرسـد در جداسـازي   به نظر مي

  ).Thorn et al. 1996(اند  چنداني نداشته
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