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اي و اساس ژنوم هستهبر Phytophthora melonis شناسایی و ردیابی مولکولی
  *میتوکندریایی

  1و علی دادخدایی **1زاده قلمفرسارضا مستوفی ،1الانواري سیده معصومه ذو

  )18/3/1396 :پذیرش؛ تاریخ 23/1/1396: تاریخ دریافت(

  دهیچک
 .Pخصوص به Phytophthoraهاي بدون پستانک جنس شناختی به برخی گونهاز نظر ریخت Phytophthora melonisي بیمارگر گیاهی گونه

drechsleri طراحـی آغازگرهـاي اختصاصـی    این پژوهش بـه منظـور   . گرا دشوار استهاي همتفکیک این آرایه بنابراین شباهت دارد وP. 

melonis سـازي اسـتفاده از ایـن    هاي همگرا، و بهینـه ها در برابر سایر گونهاي و میتوکندریایی، بررسی اختصاصیت آنبر اساس ژنوم هسته
 ـ P. melonisي هـاي اختصاصـی گونـه   بـراي طراحـی آغـازگر   . انجام شد P. melonisآغازگرها براي ردیابی  اي و چهـار ژن  هسـته  ه ژننُ

. سـازي گردیـد   ها بهینـه از نظر تفاوت نوکلئوتیدي مناسب بودند، بنابراین سیزده آغازگر اختصاصی طراحی و خصوصیات آنمیتوکندریایی 
خیار، خربزه، هندوانه،  میزبان آن شامل ي گیاهانزنی شدههاي اختصاصی در بافت مایهبا استفاده از پنج جفت از آغازگر P. melonisردیابی 
 زاي بیماريتا سطح یک درصد مایه ،اي پلیمراز تودرتو در واکنش زنجیرهبا استفاده از آغازگرهاي طراحی شده . جام شدان قند و پستهچغندر

بـا بررسـی اختصاصـیت و حساسـیت     . لیتر در آب آلوده ردیابی شدندزئوسپور در میلی 10زئوسپورهاي بیمارگر تا غلظت در خاك آلوده و
-دماي هم. در نظر گرفته شد) ITS-MR2و  ITS-MF1ترکیب آغازگرهاي ( ITS-M2ي ها مجموعهترین آنهاي طراحی شده، کارامدآغازگر

اي پلیمراز تودرتو با اسـتفاده  رسد استفاده از واکنش زنجیره به نظر می. ي سلسیوس بوددرجه 68سازي شده براي این مجموعه  جوشی بهینه
واکـنش  تـر از  برابر حسـاس  106هاي خارجی در حدود در نقش آغازگر ITS6و  ITS4مومی هاي عبه همراه آغازگر ITS-M2ي از مجموعه

 .Pي بیمـارگر شـامل   زمان سـه گونـه  ردیابی هم ي طراحی شده، قادر به اي پلیمراز چندگانهآزمون زنجیره. اي پلیمراز مستقیم استزنجیره

melonis ،P. drechsleri  وP. nicotianae هاي طراحی شده ابزاري کارآمدي براي ردیابی شان داد که آغازگرها ن آزمایش .بودP. melonis  در
  .بافت گیاه، خاك و آب آلوده هستند
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Abstract 
The plant pathogen Phytophthora melonis is morphologically similar to some other non-papillate 
Phytophthora spp. especially P. drechsleri and therefore it is difficult to discriminate these convergent taxa. 
This study was performed to design specific primers based on nuclear and cytoplasmic genome, examine 
their specificity against other convergent species, and optimize the specific primers’ conditions to detect P. 
melonis. Nine nuclear and four cytoplasmic genes were appropriate to design thirteen specific primers based 
on their nucleotide polymorphism. PCR conditions were optimized. Phytophthora melonis were detected by 
specific primers in inoculated plants such as cucumber, watermelon, melon, sugar beet and pistachio. All 
specific primers detected pathogen in 1:100 (pathogen: soil) inoculated soil. Up to 10 zoospores per milliliter 
were detected using nested polymerase chain reaction. ITS-MF1 and ITS-MR2 (ITS-M2 set, from internal 
transcribed spacers of rRNA gene) were selected as the most efficient primers based on their specificity and 
sensitivity. The optimized annealing temperature for this primer set was 68 °C. It seemed that nested PCR by 
ITS-M2 primer set together with the universal primers ITS6 and ITS4 as external primers is at least 106 times 
more sensitive than simple PCR. Multiplex polymerase chain reaction simultaneously detected the three 
cucurbits’ pathogens including P. melonis, P. nicotianae and P. drechsleri. This study showed that the 
designed primers could be effective tools for detection of P. melonis isolates from infected tissues, and 
infested water and soil. 
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  مقدمه
ــه ــی از  Phytophthora melonis Katsura ي گون یک
هاي مختلـف   هاي بیمارگر گیاهی است که در گونه اُاُمیست

و ) .Pistacia vera L(، پسـته  )Cucurbitaceae(کـدوییان  
کنــد  بیمــاري ایجــاد مــی) .Beta vulgaris L(چغندرقنــد 

)Mirabolfathy et al. 2001; Mostowfizadeh-

Ghalamfarsa et al. 2012 .( کاتسـورا )Katsura 1968( 
را در ژاپـن از گیـاه خیـار     P. melonisي گونهبار  نخستین

بیمار جداسازي کرد که افـزون بـر خیـار، روي هندوانـه و     
هـاي مشـابهی   پس از آن بیماري. زا بودکدوتنبل نیز بیماري

بــه شــکل سرخشــکیدگی و پوســیدگی ریشــه و طوقــه در 
کدوییان مناطق مختلف از جمله مصر، ایران، ترکیه و چین 

 .Pدر خاورمیانـه ایـن بیمـارگر بـه عنـوان      . گـزارش شـد  

drechsleri )El-Helaly et al. 1968; Ershad & 

Mostowfipoor 1969; Maden & Karahan 1980; 
Banihashemi & Fatehi 1989( بـه   در چـین و تـایوان   و

 Lu & Gong 1982; Chang( گزارش شد  P. melonisنام

1983; Ho et al. 1984; Ho 1986.(  ي گونـهP. melonis  
ي استان کرمـان جداسـازي و بـه    هاي پستههمچنین از باغ

یکی از عوامل اصلی انگومک پسته در ایران معرفـی  عنوان 
 .Pي  دو گونـه  ).Mirabolfathy et al. 2001(شده اسـت  

melonis  وP. drechsleri  بر اساس خصوصیات ریخـت-

 و همکـاران هـو  . دیگر قابل تفکیک نیسـتند یکشناختی از 
)Ho et al.1984( هاي دایهجPhytophthora  از خیار را بر

 P. drechsleriی بـه نـام   ختشـنا ریخـت  هايویژگیاساس 
هـاي خیـار از ایـران، ژاپـن،     هـا جدایـه  آن. شناسایی کردند

و نتیجـه   کشـت داده تایوان و چین را تحت شرایط مشـابه  
ــد ــه  گرفتنـ ــر  P. melonisو  P. drechsleriکـ از نظـ

. ی و فیزیولوژیکی مشابه هسـتند ختشناخصوصیات ریخت
ــا آن ــتند ه ــده داش ــه   عقی ــه دو گون  .Pو P. melonisک

drechsleri ــال ــتند و دگرت ــنهاد کرد هس ــدپیش ــه  ن  .Pک

melonis نامی براي  باید به عنوان همP. drechsleri  مطرح
هـاي مولکـولی بـر اسـاس ژنـوم      بررسـی با این حال . شود

 Phytophthoraهایی از جنس نشان داد که جدایه ریبوزمی
ي که از کدوییان ایران جداسازي شده بودند همگی به گونه

P. melonis     تعلق دارند که قبلاً بـه اشـتباهP. drechsleri 
 Mostowfizadeh-Ghalamfarsa et(بودنـد  شناسایی شده 

al. 2012 .(گاه ایــن اشــتباه در تشــخیص، ناشــی از خاســت
شناختی و توانایی رشد هر دو گونه صفات همگراي ریخت

رشد یا عدم رشـد در   .ي سلسیوس بوده استدرجه 35در 
هــاي ضــروري در    سلســیوس از ویژگــی    يدرجــه  35

از سـایر   P. melonisو  P. drechsleriي جداسـازي گونـه  
 & Esmaili(آیـد   حساب میبه  Phytophthoraهاي  گونه

Banihashemi 2008 .(  
تـوان دو  هـا مـی  هایی وجود دارد که به کمک آنویژگی
ــه ــک P. melonisو  P. drechsleriي گون ــر را از ی دیگ

منجـر بـه مـرگ     P. drechsleriهـاي   جدایـه . تفکیک کرد
-مـی ) .Carthamus tinctorius L(رنـگ  هـاي گل  گیاهچـه 

 زا نیسـت روي گلرنـگ بیمـاري   P. melonisشـوند، امـا   

)Mirtalebi & Banihashemi 2006 .(  تفکیـک   بـه منظـور
 .Pو  P. melonisي هــاي دو گونــه آزمایشــگاهی جدایــه

drechsleri   از معیـــار توانـــایی پوســـیدگی صـــورتی در
 .Pهـاي   جدایـه ي کلیـه . زمینی نیز استفاده شده است سیب

drechsleri زمینی تولید پوسیدگی صـورتی   ي سیبدر غده
 P. melonisهاي  کدام از جدایهکنند، در صورتی که هیچ می

-Mostowfizadeh(صورتی نیستند قادر به تولید پوسیدگی 

Ghalamfarsa et al. 2005.(       ایـن معیارهـا فقـط قـادر بـه
هـا را از  دیگرنـد و آن ي مـذکور از یـک  تشخیص دو گونه

هایی کـه در برخـی صـفات    ها به خصوص گونهسایر گونه
هـا اشـتراك   شناختی یا فیزیولوژیکی بـا آن همگراي ریخت
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هـا  از طرفی برخی از ایـن ویژگـی  . کننددارند، تفکیک نمی
مستقیمی به دمـاي آزمـون   مانند پوسیدگی صورتی بستگی 

). Mostowfizadeh-Ghalamfarsa et al. 2005(دارد 
ک این بیمارگرهـا  هاي موجود براي شناسایی و تفکیروش
توان در ردیابی بیمارگر در بافت، ها نمیگیرند و از آنوقت

-بنـابراین اسـتفاده از روش  . خاك و آب آلوده استفاده کرد

هایی که دقت، سرعت و پایایی لازم را دارند الزامی به نظر 
  .رسدمی

تشـخیص  هایی که به کمک آن از خطـاي  یکی از شیوه
توان جلوگیري کرد، اسـتفاده از منـاطق حفاظـت    سنتی می
ي ژنومی است که علاوه بـر مشـخص کـردن روابـط     شده

ها، به طراحی ابزار تشخیص مولکولی فیلوژنتیکی بین گونه
تـوان از منـاطق   بـراي ایـن منظـور مـی    . کنـد  نیز کمک می

برخـی  . اي و سیتوپلاسمی استفاده کـرد مختلف ژنوم هسته
هــاي مختلــف طق حفاظــت شــده کــه بــراي گونــهاز منــا

Phytophthora ــه ــابی داراي درون مای ي تشخیصــی و ردی
نژن آر ي داخلیي ترانویسی شدهفاصله: اند، مانندبوده ي اا

ي ژنی زیرواحـد یـک و دو سـیتوکروم    ، خوشه1ریبوزومی
نديدر  2سی اکسیداز، نواحی بین ژنی ي میتوکندریایی و اا

ــروتئین ــره ژن پ ــراي طراحــی آغازگرهــاي Lpvاي ذخی ، ب
 Kong et al. 2003; Martin(اختصاصی استفاده شده است 

et al. 2004; Silvar et al. 2005; Schena & Cooke 
از سایر نواحی حفاظـت شـده،    ، اما به نظر می رسد)2006

و ژن  4ي یـک آلفـا  ترجمـه  ي امتداد، سازه3مانند بتاتوبولین
نزیرواحد یک دي هید يروژناز اچديانیز براي طراحـی   5ا

هـاي  آغازگرهاي اختصاصی براي تشخیص و ردیابی گونـه 
  ).Kroon et al. 2004(توان استفاده کرد مختلف می
از این پژوهش طراحـی آغازگرهـاي اختصاصـی      هدف

اي و میتوکنـدریایی  بر اساس ژنوم هسته P. melonisبراي 
ایــن آغازگرهــا بــراي  ي اســتفاده از ســازي شــیوهو بهینــه

ي گیاه بیمـار، آب و خـاك   در ریشه P. melonisتشخیص 
و  6اي پلیمراز ساده و تودرتوآلوده به کمک واکنش زنجیره

اي پلیمـراز  همچنین بررسی امکان ایجـاد واکـنش زنجیـره   
ــه ــه  7چندگان ــان گون ــابی همزم ــراي ردی ــف ب ــاي مختل ه

Phytophthora در کدوییان است .  

  هامواد و روش
 داريسازي و نگهسازي، خالصفعال

پزشــکی، بخــش گیــاههــاي در ایــن پــژوهش از جدایــه
. )1جـدول  (استفاده شد  دانشکده کشاورزي دانشگاه شیراز

ي سـیب  ها به میوهزنی آناز مایهها سازي جدایهبراي فعال
آلوده شدن سیب، مرز بین بافت سـالم  پس از . استفاده شد

 CMA-PARP )Jeffers & Martinکشت و آلوده به محیط

ریسـه  سـازي از روش نـوك  بـراي خـالص  منتقل و ) 1968
هـا بـه   هاي خـالص، پرگنـه  پس از رشد پرگنه. استفاده شد

منظور تشخیص قطعی، مجدداً با استفاده از بذور شـاهدانه،  
 Gallegly(گذاري شد و مورد شناسایی قرار گرفـت  طعمه

& Hong 2008 .(هـاي  لولـه  هـاي خـالص شـده بـه    جدایه
گـرم ذرت خـرد    40ي عصـاره ( CMAکشت  حاوي محیط

) لیتـر میلـی  1000گرم آگار و آب مقطر تا حجـم   15شده، 
 Mihail(ي سلسیوس نگهداري شـد  درجه 15منتقل و در 

et al. 1992.( 

  اياناستخراج دي

. کشـت شـدند   CMAکشـت  محیطها ابتدا روي جدایه
ي جـوان  متـر از حاشـیه  قطعاتی به قطر تقریبی پـنج میلـی  

لیتـري  میلـی  250هـاي  و بـه فلاسـک  شـدند  ها جدا پرگنه
 زمینـی ي سـیب ي سـترون شـده  لیتر عصـاره میلی 50حاوي

ــاره( ــیب  300ي عص ــرم س ــر آب،   گ ــک لیت ــی در ی زمین
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  استفاده شده در این پژوهش .Phytophthora sppهاي فهرست جدایه. 1جدول
Table 1. List of Phytophthora spp. isolates used in this study 

Year of isolation Location Host Isolate Species 
    P. melonis 

2002 Ahwaz Cucumis sativus PH-6.57.05  
1993 Bandar abas Cucumis sativus PH-6.45.93  
2002 Fars Cucumis sativus PH-6.62.05  
2003 Rafsanjan Pistacia vera PH-6.52.03  
2002 Ahwaz Beta vulgaris PH-6.64.05  
2002 Fars Cucumis sativus PH-6.61.05  

   SCRP18 P. arecae 
   SCRP21 P. asparagi 
   SCRP25 P. botryose 

1985 Wells Rubus idaeus SCRP27 P. cactorum 
1985 Scotland Rubus idaeus SCRP67 P. cambivora 

   2-8-87 P. capsici  
1993 Netherlands Chamaecyparis lawsoniana SCRP115 P. cinnamomi 
1989 Scotland Rubus idaeus SCRP133 P. citricola  
1989 China Actinidia sp. SCRP179 P. citrophthora 

 Ireland Abies nobilis SCRP204 P. cryptogea 
1949 Argentina Solanum tuberosum SCRP236 P. drechsleri 

 Netherlands Solanum tuberosum SCRP241 P. erythroseptica 
   SUC6 P. gonapodyides 
   1012 P. hydropathica 
 Britain Salix sp. SCRP644 P. inundata 
   23J7 P. irrigate 
   SCRP388 P. katsurae 
   SCRP400 P. meadii 
   10-2-81 P. medicaginis 
   SCRP455 P. melonis 
 Thrindad Citrus sp. SCRP468 P. nicotianae 
 Thailand Hevea brasiliensis SCRP526 P. palmivora 
   SUC25 P. parsiana 
   11-1-05 P. pistaciae 
 Germany Quercus robur SCRP541 P. quercina  

2004 Scotland Rhododendron sp. Alex1 P. ramorum 
 Netherlands Zantedeschia sp. SCRP551 P. richardiae 
 America Glycine max SCRP555 P. sojae 
   7Ga P. tropicalis 

  
2/6pH=( ،ها بـه مـدت پـنج روز در    ، فلاسکندمنتقل شد

محتویات . شدندداري ي سلسیوس نگهدرجه 25تاریکی و 
هـا بـا   خـالی و پرگنـه   ،پتري سترون تشتکهر فلاسک در 

 هـا داخـل  میسـلیوم . استفاده از آب مقطر سترون شسته شد
و پس از یخ  گرفتندري قرار لیتمیلی 5/1 اپندورف هاي لوله

 خشـک سـاعت سـرما   24مـایع، بـه مـدت     با نیتروژنزدن 
هر جدایه با اسـتفاده از   يخشک شدهسرما یسلیومم .ندشد

ي سـترون بـه خـوبی سـاییده     هموژنایزر و چند دانه ماسـه 

 & Mostowfizadeh-Ghalamfarsa(د شـــــــدن

Mirsoleimani 2011(. ــتخراج دي ناس ــارها ي اي از عص
 DNA™-PLUSاسـتفاده از کیـت   آمده، با  یاخته به دست

ي شـرکت سـازنده انجـام    هنام ـطبق شـیوه ) ایران  سیناژن،(
نکمیت دي .گرفت ي استخراج شده با استفاده از دسـتگاه  اا

ایالـت  نـانودراپ تکنولـوژي،   ( 1000دي-نانودراپ مدل ام
  .ی شدنانومتر بررس 260در طول موج ) آمریکامتحد 
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  ازگرهاي اختصاصی طراحی آغ

ــهبــراي طراحــی آغــازگر  .Pي هــاي اختصاصــی گون

melonis اي شامل هاي هستهمربوط به دو گروه ژن هايژن
نبتا توبـولین، دي  ي ریبـوزومی  اس 28ال  10، پـروتئین  8اا

ــوزمی  ــداد ترجمــه، ســازه9اس 60ریب ــا، ي امت ي یــک آلف
نآري داخلــی ژن ي ترانویســی شــده، فاصــله10انــولاز ي اا

و  12، ژن تیـگ اي 11شوك حرارتـی  90ریبوزومی، پروتئین 
ي ژنـی  هاي میتوکنـدریایی شـامل خوشـه   ، و ژن13الیسیتین

زیرواحد یک و دو سیتوکروم سی اکسـیداز، زیرواحـد نـُه    
، پـروتئین  14نوکلئوتیـد دهیـدروژناز  آمید آدنـین دي نیکوتین

 پــروتئینزیرواحــد پــیشو  15اس ده ریبــوزومی چهــل اس
 ;Cooke et al. 2000(نـامزد شـدند    16لوکاز غشاییترانس

Kroon et al. 2004; Blair et al. 2008; Martin et al. 
2014 .(  

هــاي مختلــف  هــاي مــورد نظــر گونــه   تــوالی ژن
Phytophthora  بـا اسـتفاده از   . ژن اسـتخراج شـد  از بانک

سازي ردیف) ClustalX )Thompson et al. 1997افزار نرم
ي مـورد  سیتوپلاسـمیِ گونـه   اي وهاي مختلف هستهتوالی

ایـن  . شدنداختصاصی طراحی  نظر انجام شد و آغازگرهاي
سازي باید افزون بر نشان دادن تنـوع بـین گونـه در    ردیف
ي ي دامنـه ، در برگیرنـده Phytophthoraهاي مختلف گونه

هاي هدف نیـز  اي گونهتغییرات و تنوع ژنتیکی درون گونه
هاي به دست راي انتخابِ آغازگرها، در میانِ ردیفب. باشند

افـزارِ  صـورت چشـمی یـا بـا نـرم     آمده، نواحی یگانه، بـه  
Primer3 )Rozen & Skaletsky 2000 (    ردیـابی شـد، بـه

ي حاصل از دو آغـازگر  شده سازيي فزوننحوي که قطعه
همچنین معیارهـاي  . باز باشدجفت 100اي بیش از با اندازه

 18، خودجورشـوندگی 17زگر از قبیلِ دماي گدازطراحیِ آغا
پس از طراحـی،  . در نظر گرفته شد G-Cو همچنین درصد 

) آلمان(اطلاعات آغازگرها براي ساخت به شرکت متابیون 

  . ارسال شد
ي هـدف و  سازي قطعـه براي حداکثر کردنِ میزانِ فزون

همچنین جلوگیري از تولید قطعات غیراختصاصی، شـرایط  
شـرایطی از قبیـلِ   . اي پلیمـراز بررسـی شـد   هزنجیرواکنش 

، زمــانِ 19جوشــی، دمــاي هــمMgCl2غلظــت آغازگرهــا و 
هـاي واکـنش   ، تعداد چرخه20گسترش جوشی ومراحلِ هم
  . سازي شداي پلیمراز و غلظت ژل، بهینهزنجیره

  اي پلیمراز واکنش زنجیره

لیتـر واکـنش   میکـرو  25اي پلیمـراز در  واکنش زنجیـره 
اي پلیمـراز  بـافر واکـنش زنجیـره   لیتـر از  یکروم 5/2شامل 

ــول میلــی 200( ــا  Tris-HClم ــول میلــی 500و  =8pHب م
KCl( ،100  سمیکرومول از بـیيامیکرومـول از   100، 21ا

dNTPs ،5/2  میکرومــول ازMgCl2 ،1  میکرومــول از هــر
ندي Taqواحــد از  4/0آغــازگر،  ي پلــیا100مــراز و  ا 

ننانوگرم از دي ي هدف انجـام شـد  اا. )Mostowfizadeh-

Ghalamfarsa & Mirsoleimani 2013 .(سازيِ براي فزون
مـولار   5/3تـا سـطح    MgCl2اي غلظـت  نسخههاي تکژن

  .افزایش داده شد
در ایــن آزمــون بــراي اطمینــان از عــدم آلــودگی مــواد 

ي شـاهد  ها، در هر دور آزمـایش، نمونـه  مصرفی و واکنش
نفاقد دي ي بااي پلیمراز بـا   واکنش زنجیره. ه کار برده شدا

و اختصاصی طراحـی شـده    استفاده از آغازگرهاي عمومی
هاي دمـایی و میـزان دمـا طبـق گـزارش      چرخه. انجام شد

هاي انجام طراحان آغازگرهاي عمومی یا بر اساس آزمایش
اختصاصــی تنظــیم و واکــنش شــده در مــورد آغازگرهــاي 

 Peltier(ترموسیکلر  دستگاه اده ازبا استفاي پلیمراز  زنجیره

Thermal cyclerبهترین دماي هـم  .شد انجام )، انگلستان-

 Tmجوشی هر آغازگر با استفاده از شیب دمایی در اطـراف  
  .اي پلیمراز به دست آمددر واکنش زنجیره
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در بـافر  % 1الکتروفـورز در ژل آگـارز   موفقیت تکثیر با 
1 ×TBE )8/10  ،گرم  37/0گرم تریسEDTA ،5/5   گـرم

% 05/0حـاوي  ) اسید بوریک، آب مقطر تا حجم یـک لیتـر  
نتـایج واکـنش    .اتیدیوم برماید مورد بررسـی قـرار گرفـت   

به مدت یـک سـاعت و در   آگارز در ژل  اي پلیمراززنجیره
نولت تأیید شد و قطعات دي 80 ي زیر پرتو فـرابنفش او  ا

عکــس  BIO-CAPTافــزار کــامپیوتري  بــا اســتفاده از نــرم
به دست آمده در مقایسـه بـا    نوارهاي ياندازه. برداري شد

ــک  ــانگر ديی ننش ياــت 100ا ــازي جف ؛ Gene Ruler(ب
  .شدتخمین زده  )فرمنتاز، بریتانیا

  ارزیابیِ اختصاصیت و حساسیت آغازگرها
  اختصاصیت آغازگرها

براي تعیـین میـزان اختصاصـیت آغازگرهـا در واکـنش      
ندياي پلیمراز از زنجیره ي ژنـومی گونـه  اا   هـاي مختلـف

Phytophthora  ها معرف این گونه). 1جدول (استفاده شد
اي در ایـن جـنس   اي از تغییرات فیلوژنتیکیِ بین گونهدامنه

هـا بـا   هستند و از روي قطعات به دست آمده از تکثیـر آن 
. آغازگرهاي اختصاصی، قضـاوت نهـایی صـورت گرفـت    

-همچنـین بـه صـورت درون    میزان اختصاصیت آغازگرها

 .PrimerBlast )Ye et alي با استفاده از برنامـه  22ايرایانه

ي ژنـومی موجـود در بانـک ژن    در برابر مجموعـه ) 2012
)GenBank, NCBI, USA; [Online] 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (شد سنجیده  .  

  حساسیت آغازگرها

ــت ــی از دي غلظ ــاي دقیق نه ا   ــک ــه کم ــدف ب اي ه
 10 -9(نـانوگرم   100ي میکرواسپکتروفوتومتري و بـا دامنـه  

ــا ) گــرم ــه و حساســیت ) گــرم 10-15(فیکــوگرم  10ت تهی
اي پلیمـراز سـاده و   واکنش زنجیـره آغازگرها با استفاده از 

  .سنجیده شد) ي مطلب ادامه. ك.ر( تودرتو

  هاردیابی بیمارگر با استفاده از آغازگر
   ي گیاهردیابی در بافت آلوده

اي  هاي دو هفتهاز گیاهچه ،زاییهاي بیماريبراي آزمون
، ).Cucumis sativus L(هاي مختلـف شـامل خیـار    میزبان
 Citrullus vulgaris(، هندوانه ).Cucumis melo L(خربزه 

Schrad. ex EckI. & Zeyh( چغندر قند ،)Beta vulgaris 

L.( اي پسـته   هاي چهـار هفتـه   و همچنین نهال)Pistacia 

vera L.(  ورمیکولیـت حـاوي   هـا بـا   گیاهچـه . شداستفاده
میلی لیتـر   120گرم ورمیکولیت و  200(شاهدانه  يعصاره
و ) در یک لیتـر آب  ي خرد شدهگرم شاهدانه 60 يعصاره
پس از بیمار . زنی شدند، مایهP. melonisي با زنی شدهمایه

ها پـس  گیاهچه و سالم هاي آلودهها، از بافتشدن گیاهچه
گفتـه اسـتخراج   خشـک شـدن مطـابق روش پـیش    از سرما
ن دي ي صورت گرفت ااي پلیمراز سـاده و  واکنش زنجیره. ا

نبـا اسـتفاده از دي  ) ي مطلـب ادامـه . ك.ر(تودرتو  ي بـه  اا
  . دست آمده و آغازگرهاي طراحی شده انجام شد

  آلوده خاك در یابیرد

هاي بیمارگر لی جدایهبراي بررسی امکان ردیابی مولکو
هاي خاك به نسبت وزنی یک به دو، چهار، در خاك، نمونه

-نمونـه  .خشک شده مخلوط شدده و صد با میسلیوم سرما

 23تـب میکرولیتر بـافر سـی   500با  هاي نیم گرمی از خاك
گرم  818/0، 24ايتیديگرم اي 074/0گرم تریس،  121/0(

 10تا حجـم  سترون مقطر تب، آبگرم سی 2/0طعام، نمک
ي سترون، ساییده مخلوط شده، با استفاده از ماسه )لیترمیلی
 65هـا بـه مـدت یـک سـاعت در      نمونـه . دست شدو یک
دقیقـه در   10ي سلسیوس قرار گرفته، سپس به مدت درجه

 200پــس از برداشــتن  . دور ســانتریفیوژ شــدند  13000
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ناستخراج ديمیکرولیتر از رونشین،  ي افاده از کیـت  با استا
DNGTM-PLUS )و به روش توصـیه شـده   ) سیناژن، ایران
نرسـوب دي . کننـده انجـام گرفـت   توسط تولید ي در ا50ا 

ــل    ــترون ح ــر س ــر آب مقط ــه -20در  ومیکرولیت ي درج
اي پلیمـراز بــا  واکـنش زنجیـره  . شـد  داريسلسـیوس نگـه  

استفاده از آغازگرهاي اختصاصـی طراحـی شـده صـورت     
ــت  & Mostowfizadeh-Ghalamfarsa( گرفــــ

Mirsoleimani 2013(.  

  ردیابی در آب آلوده

گـرم   60ي عصـاره ( HSAکشـت   محیطها روي  جدایه
گرم آگار و آب مقطـر تـا حجـم     15 ي خرد شده،شاهدانه
 30کشت داده شد، پـس از ظهـور اسـپورانژیوم،    ) یک لیتر

 24کشت برداشـته و بـراي    هاي فعال محیط بلوك از حاشیه
ي خـاك سـترون    لیتـر از عصـاره   میلی 20ساعت در  30تا 
گرم خاك در یک لیتر آب مقطر و فیلتر شدن پس از  100(

زیر نور فلورسان در دماي اتـاق  ) ساعت در دماي اتاق 24
مخلوط زئوسپور بـراي جداسـازي ریسـه و    . نگهداري شد

براي به دست آوردن محلول . آگار با کاغذ صافی، فیلتر شد
-لیتر از محلول اصلی در ریزلولـه  یک میلی زئوسپور،  غلیظ

دور در دقیقـه بـراي یـک دقیقـه      1000در  اپنـدورف هاي 
زئوسپور با محلول لاکتوفنول کاتن بلـو  . سانتریفیوژ گردید

و غلظـت زئوسـپور بـا اسـتفاده از      شدسیست  درصد  1/0
× 100نمـایی  هموسیتومتر زیر میکروسکوپ نوري با بزرگ

تا  10(ها  زئوسپور سایر رقت  ل غلیظمحلواز . تعیین گردید
تهیه و به منظور استفاده از زئوسپورها براي استخراج ) 105
ن دي ي محتوي درون هر  ااپندورف مدت یک دقیقه  ي لولها

سپس . ورتکس گردید تا زئوسپورها به سیست تبدیل شود
هاي تهیه شده با اسـتفاده از روش سـانتریفیوژ کـردن     رقت

ن يبراي استخراج د ي  امورد استفاده قرار گرفـت  ا)Kong 

et al. 2003 .(  دسـت آمـده بـراي هـر رقـت        رسـوب بـه
ســایر حــل شــد،  HPLCمیکرولیتــر آب  50زئوســپور در 

ن مراحل، مطابق استخراج دي ي از بافت قارچی انجام شد  اا
)Mostowfizadeh-Ghalamfarsa & Mirsoleimani 

2013(. 

اي ي واکـنش زنجیـره  وهبررسی امکـان اسـتفاده از شـی   
  پلیمراز تودرتو

براي بالا بردنِ ضریبِ ردیابی آغازگرهاي طراحی شده، 
اي ي تودرتــويِ واکــنش زنجیــرهامکــان اســتفاده از شــیوه

اي و پلیمــراز بــه کمــک آغازگرهــاي عمــومی هســته     
امٌیســت عنــوان آغــازگر بــه) 2جــدول (هــا میتوکنــدریایی اٌ

-هاي اختصاصی بـه رو آغازگ خارجی در یک واکنش مجزا

شـرایط  . در واکنش دوم ارزیابی شـد  عنوان آغازگر داخلی
ي  اي پلیمراز تودرتو ماننـد واکـنش زنجیـره   واکنش زنجیره

حـد سـنجش و حساسـیت    . پلیمراز ساده انتخـاب گردیـد  
  .گفته ارزیابی شدهاي پیشروش با شیوه

اي پلیمراز چندگانه بررسی امکانِ طراحی واکنش زنجیره
  هاي بیمارگرردیابی آلودگی توأم گونه براي

 P. melonisجا که هر یک از کـدوییان افـزون بـر    از آن
 Phytophthoraي چندین گونه از ممکن است مورد حمله

قرار بگیرند، یافتنِ روشی که بتواند به طـور همزمـان چنـد    
. رسـد ي بیمارگر را تشخیص دهد ضروري به نظر میگونه

اي  طراحی سیستمی از واکـنش زنجیـره  بدین منظور امکان 
پلیمراز چندگانه با استفاده از آغازگرهاي منتخـب بررسـی   

اي پلیمـراز چندگانـه   براي طراحی یک واکنش زنجیره .شد
 .Pو   P. melonis ،P. drechsleriهـاي  براي ردیابی گونه

nicotianae  عمومی از آغازگرهايITS4  وITS6 )دولج ـ 
   -ITSشـامل   P. melonisصاصی ، جفت آغازگرهاي اخت)2
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MF1  وITS-MR2 )جفـت  ، )طراحی شده در این پژوهش
 'ITS-DF2 )5شامل   P. drechsleriآغازگرهاي اختصاصی

CTC TAT CAT GGC GAC CGC C 3' ( وITS-DR2 
)5' CAC CAG TCC ATC CCG CCG 3' (
)Mostowfizadeh-Ghalamfarsa & Banihashemi 

ــت  ) 2015 ــین جف ــی و همچن ــاي اختصاص  .P آغازگره

nicotianae    شـاملPNF )5' CCA CCA CGC AGC 

AAA CTG CGG C 3' ( وPNR )5' TTG AGT ACC 

AGG CCG CTC GTA G 3'( از ژن parA1 )Kong et 

al. 2003 (استفاده شد.  

  نتایج
  طراحی آغازگر اختصاصی

ي ي ترانویسـی شـده  فاصلههاي بررسی شده بین ژن از
نداخلی ژن آر ي ریبوزومی، انولازاي، پـروتئین  اژن تیگ ا ،

لوکاز پروتئین ترانساس، زیرواحد پیش 60ال ریبوزمی  10
نوکلئوتیـد  آمیـد آدنـین دي  غشایی، زیرواحـد نـُه نیکـوتین   

اختصاصی از نظر تفـاوت  براي طراحی آغازگر  دهیدروژناز
آغـازگر  ي انتخاب شـده بـراي طراحـی    نوکلئوتیدي ناحیه

بـر  . مناسـب بودنـد   P. melonisي بـراي گونـه  اختصاصی 
نـام  . ها سیزده آغازگر اختصاصی طراحی شداساس این ژن

-و شرایط دمایی بهینـه  3و مشخصات آغازگرها در جدول 

اي سازي شده براي هر جفت آغـازگر در واکـنش زنجیـره   
  . آمده است 4پلیمراز در جدول 

  شدهمیزان حساسیت آغازگرهاي اختصاصی طراحی

ها براي هـر جفـت   حد نهایی و میزان حساسیت آغازگر
نهـاي دي آغازگر طراحی شده با استفاده از سري رقت ياا 

حساســیت واکــنش ). 1شــکل (آمــده اســت  5در جــدول 
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  Phytophthora melonis آغازگرهاي اختصاصی طراحی شده براي شناسایی و ردیابی. 3جدول 
Table 3. The specific primers designed in this study for identification and detection of Phytophthora melonis 
Primera Primer sequence orientation Target 

DNA 
Accession 
number b 

Primer 
location c 

Length 
(bp) 

ITS-
MF1 

5´ TCC TCC TCG TGG GGA ACT G 3´ Forward ITS AY659672 134-152 19 

ITS-
MR1 

5´ CGG TTC ACC AGC CCA TAC CA  3´  Reverse ITS AY659672 694-675 20 

ITS-
MR2 

5´ CCA ATT GAG ATG CTA CCT CCA 3´    830-810 21 

       
TIG-
MF1 

5´ GCC GCT GAG AAG ACG CGC A 3´ Forward TIG EU079717 532-550 19 

TIG-
MR1 

5´ AAG GGC AAT GCC AGC GCT A 3´ Reverse TIG EU079717 1602-1584 19 

       
ENL-
MF1 

5´ TGA CCG TTT CAT GGT CGA GG  3´ Forward ENL EU079714 192-210 20 

ENL-
MR1 

5´ CGA CAC GCC CAG AAT GGC A 3´ Reverse ENL EU079714 285-267 19 

       
RPL-
MF1 

5´ CAA CTT CCA CAT GCG CAT CCG C  3´ Forward RPL EU079711 234-255 22 

RPL-
MR1 

5´ ACG RGC GGC GAC ACC CGA A 3´ Reverse RPL EU079711 369-351 19 

       
SEY-
MF1 

5´ GAT TTT CAC AGA TAT AAT TCC C 3´ Forward SEY JF770772 372-393 22 

SEY-
MR1 

5´ CAC CAC CAG ATA TGA TAA AT 3´ Reverse SEY JF770772 657-638 20 

       
ND9-
MF1 

5´ GAT ATA TAA ATA CCG TTA CG 3´ Forward NAD JF771938 115-134 20 

ND9-
MR1 

5´ CAT CCT GAT TTA AGA AGA 3´ Reverse NAD JF771938 604-587 18 

a  ENL= Enolase; ITS= Internal transcribed spacers 1, 2 and 5.8S  gene of rDNA; NAD= NADH dehydrogenase subunit 
9; RPL= 60S ribosomal protein L10 gene; SEY= Preprotein translocase membrane subunit (secY); TIG= 
Triosephosphate isomerase/glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (tigA) gene; b  Reference to the GenBank 
accession containing the DNA sequence, on which the primer is based. c Reference to the location of the primer within 
the original DNA sequence.  

  

هاي طراحی شده حـداکثر  ساده با آغازگراي پلیمراز زنجیره
نبین یک نانوگرم تـا یـک پیکـوگرم دي    ي در میکرولیتـر  اا

اي پلیمراز تودرتو توانست بود، در حالی که واکنش زنجیره
نفمتـوگرم دي  10اي بین یک پیکوگرم تـا  در دامنه ي در اا
 .شده ردیابی کندرا به کمک آغازگرهاي طراحی میکرولیتر

  ارزیابیِ اختصاصیت آغازگرها 

هـاي طراحـی شـده    نتایج ارزیابی اختصاصیت آغـازگر 

هـاي مختلـف   اي پلیمـراز بـراي گونـه   براي واکنش زنجیره
Phytophthora  ي کلیـه . نشان داده شده است 6در جدول

اي آغازگرهاي مختلف طراحی شده براي واکـنش زنجیـره  
نبا ديپلیمراز  ي به دست آمده از جدایهاهاي مختلف اP. 

melonis ــه ــد قطع ــد کردن ــر را تولی ــورد نظ ــان. ي م  از می
-مجموعه( ITS-M1آغازگرهاي آغازگرهاي طراحی شده، 

-ITSي مجموعهITS-MR1( ،ITS-M2  )و  ITS-MF1ي 
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ختصاصـی طراحـی شـده بـراي شناسـایی و ردیـابی       اي پلیمـراز بـراي آغازگرهـاي ا    شـده واکـنش زنجیـره    سازي شرایط بهینه. 4جدول 
Phytophthora melonis  

Table 4. Optimized PCR conditions of species-specific primers for identification and detection of Phytophthora 
melonis 

Primera Initial 
denaturation 

Number of 
cycles Denaturation Annealing Extension Final 

Extension 
Length 
(bp)b 

ITS-M1 95(120) c 30 95(20) 69(25) 72(60) 72(600) 561 
ITS-M2 95(120) 30 95(20) 68(25) 72(60) 72(600) 697 
TIG-M1 94(120) 35 94(30) 69(30) 72(60) 72(600) 1071 
ENL-M1 94(120) 35 94(30) 69(30) 72(60) 72(600) 94 
RPL-M1 94(120) 35 94(30) 69(30) 72(60) 72(600) 136 
SEY-M1 94(120) 35 94(30) 59(30) 72(60) 72(600) 286 
ND9-M1 94(120) 35 94(30) 55(30) 72(60) 72(600) 490 
a ENL-M1= ENL MF1 & ENL-MR1; ITS-M1= ITS-MF1 & ITS-MR1; ITS-M2= ITS-MF1 & ITS-MR2; ND9-M1= 
ND9-MF1 & ND9-MR1; RPL-M1= RPL-MF1 & RPL-MR1; SEY-M1= SEY-MF1 & SEY-MR1; TIG-M1= TIG-MF1 
& TIG-MR1. 
b Average amplicon length.  
c Temperature 'ºC' (time 's').   

  

اي پلیمـراز سـاده و    بر کیفیت محصول واکنش زنجیـره  Phytophthora melonis) در میکرولیتر نمونه(اي الگو  ان اثر کمیت دي . 5جدول 
  آغازگرهاي اختصاصی تودرتو با استفاده از جفت

 Table 5. The effect of Phytophthora melonis template DNA quantity (per μl sample) on simple and nested-PCR 
product quality using the species-specific primers. 

Primer 
setsa 

DNA Quantityb 
100 
ng 

10 
ng 

1 
ng 

500 
pg 

100 
pg 

50 
pg 

10 
pg 

1 
pg 

100 
fg 

10 
fg 

ITS-M1 +++ - - - - - - - - - 
ITS-M2 +++ ++ - - - - - - - - 
TIG-M1 +++ + - - - - - - - - 
ENL-M1 +++ ++ - - - - - - - - 
RPL-M1 +++ ++ - - - - - - - - 
SEY-M1 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ + - - 
ND9-M1 +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ + - - 
Nc-ITS-M1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ + + 
N-ITS-M2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
N-SEY-M1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ 
N-ND9-M1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ - 
+++ = Very good. ++ = Good. + = Reasonable. - = No band. 
a ENL-M1= ENL MF1 & ENL-MR1; ITS-M1= ITS-MF1 & ITS-MR1; ITS-M2= ITS-MF1 & ITS-MR2; ND9-M1= 
ND9-MF1 & ND9-MR1; RPL-M1= RPL-MF1 & RPL-MR1; SEY-M1= SEY-MF1 & SEY-MR1; TIG-M1= TIG-
MF1 & TIG-MR1. 
b ng = nano (10-9) gram. pg = pico (10-12) gram. fg = femto (10-15) gram.  
c N= Nested PCR with corresponding universal primer pairs. 

  

MF1  وITS-MR2( ،ENL-M1  )ي مجموعهENL-MF1 
ــهENL-MR1( ،ND9-M1  )و  و  ND9-MF1ي مجموعــ

ND9-MR1 ( ي گونهتنهاP. melonis بـه  . نـد را تکثیر کرد
 يمجموعـه (  PRL-M1ط هـا توس ـ ي گونـه جز تکثیر کلیه

PRL-MF1  وPRL-MR1(اي رایانـــــه، ارزیـــــابی درون
هـاي بـه   ي ژنومی موجـود در بانـک ژن نیـز داده   مجموعه

  .ها را تأیید کرددست آمده از آزمایش
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آغازگرهـاي اختصاصـی طراحـی شـده بـراي       بـا جفـت    Phytophthoraهـاي مختلـف   گونهاي از  ان هاي دي سازي توالی فزون. 6جدول 
Phytophthora melonis   

Table 6. Amplification of Phytophthora spp. DNA with species-specific primers designed for Phytophthora 
melonis 

Species Isolate Primer setsa 
ITS-M1 ITS-M2 TIG-M1 ENL-M1 RPL-M1 SEY-M1 ND9-M1 

P. arecae SCRP18 - - - - + - - 
P. asparagi SCRP21 - - - - + + - 
P. botryosa SCRP25 - - - - + - - 
P. cactorum SCRP27 - - - - + - - 
P. cambivora SCRP67 - - - - + - - 
P. capsici  2-8-87 - - + - + - - 
P. cinnamomi SCRP115 - - - - + - - 
P. citricola  SCRP165 - - - - + - - 
P. citrophthora SCRP179 - - + - + - - 
P. cryptogea SCRP204 - - - - + - - 
P. drechsleri SCRP236 - - - - + - - 
P. erythroseptica SCRP241 - - - - + - - 
P. gonapodyides SUC6 - - - - + - - 
P. hydropathica 1012 - - - - + - - 
P. infestance sc 03.26.3.3 - - - - + - - 
P. inundata SCRP644 - - + - + - - 
P. irrigate 23J7 - - - - + - - 
P. katsurae SCRP388 - - - - + - - 
P. meadii SCRP400 - - - - + - - 
P. medicaginis 10-2-81 - - - - + - - 
P. melonis PH-6.57.05 + + + + + + + 
 PH-6.45.93 + + + + + + + 
 PH-6.62.05 + + + + + + + 
 PH-6.52.03 + + + + + + + 
 PH-6.64.05 + + + + + + + 
 PH-6.61.05 + + + + + + + 
P. nicotianae  SCRP468 - - - - + - - 
P. palmivora  SCRP526 - - - - + - - 
P. parsiana SUC25 - - + - + - - 
P. pistaciae 11-1-05 - - - - + - - 
P. quercina  SCRP541 - - - - + - - 
P. ramorum Alex1 - - - - + - - 
P. richardiae SCRP551 - - - - + - - 
P. sojae SCRP555 - - - - + - - 
P. tropicalis 7Ga - - - - + - - 
+ = Positive PCR product. - = Negative PCR product.  
a ENL-M1= ENL MF1 & ENL-MR1; ITS-M1= ITS-MF1 & ITS-MR1; ITS-M2= ITS-MF1 & ITS-MR2; ND9-M1= 
ND9-MF1 & ND9-MR1; RPL-M1= RPL-MF1 & RPL-MR1; SEY-M1= SEY-MF1 & SEY-MR1; TIG-M1= TIG-
MF1 & TIG-MR1. 

  

  ردیابی بیمارگر در بافت آلوده گیاهی 

هـاي  هاي طراحی شده بیمـارگر در بافـت  به کمک آغازگر
اي  هاي مختلف با استفاده از واکنش زنجیـره ي میزبانآلوده

 اسـتفاده از ). 2و شـکل   7جدول (پلیمراز ساده ردیابی شد 

موجـب بهبـود کیفیـت    اي پلیمـراز تودرتـو   واکنش زنجیره
بصــري نوارهــاي آغازگرهــاي اختصاصــی طراحــی شــده  

  .گردید
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سازي شـده بـا    اي از نقوش الکتروفورز حاصل از قطعات فزوننمونه. 1شکل 
هـاي مختلـف   با رقـت ) پایین(و تودرتو ) بالا(اي پلیمراز ساده  واکنش زنجیره

و   SEY-MR با اسـتفاده از آغازگرهـاي   Phytophthora melonisاي اندي
SEY-MF .1-  نرقـت دي  -11تا  2بازي جفت 100نشانگر مولکولیي ااP. 

melonis   1، 10، 100اي پلیمـراز برابـر بـا     استفاده شده در واکـنش زنجیـره 
  فمتوگرم در میکرولیتر 10و  100پیکوگرم،  1، 10، 50، 100، 500نانوگرم، 

Fig 1. An example of the electrophoretic patterns of the 
fragments amplified by simple (above) and nested (bottom) 
PCR using SEY-MR and SEY-MF primers. 1: 100 bp DNA 
marker; 2-11: Serial dilutions of Phytophthora melonis DNA 
per μl sample (100, 10 and 1 ng; 500, 100, 50, 10 and 1 pg; 100 
and 10 fg)  

 
هـاي ریشـه    بافـت  اي پلیمـراز  اي از نقوش الکتروفورز حاصل از ردیابی بیمارگر در بافت گیاهی با استفاده از واکنش زنجیرهنمونه. 2شکل 

نشـانگر   -ITS-MF1 .1و  ITS-MR2بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي     Phytophthora melonisهـاي   زنی شده با جدایـه  گیاهان آلوده مایه
 PH-6.64.05و  PH-6.52.03 ،PH-6.61.05ي   هازنی شده با جدایه ي چغندر قند مایهي آلوده ریشه  بافت -4تا  2بازي جفت 100مولکولی 

ي  ریشـه   بافـت  -10تـا   PH-6.64.05 8و  PH-6.52.03 ،PH-6.61.05ي   هـا زنی شده با جدایه ي هندوانه مایهي آلوده ریشه  بافت -7تا  5
زنی شده با  ي خربزه مایهي آلوده ریشه  بافت -13تا  PH-6.64.05 11و PH-6.52.03 ، PH-6.61.05ي   زنی شده با جدایه ي خیار مایهآلوده
 -PH-6.52.03 .15ي   زنـی شـده بـا جدایـه     ي پسته مایهي آلوده ریشه  بافت -PH-6.64.05 14و  PH-6.52.03، PH-6.61.05ي   هاجدایه

تـا   PH-6.64.05 18و  PH-6.61.05هـاي    زنی شده بـا جدایـه   ي پسته مایهي آلوده ریشه  بافت -17و  16بازي جفت 100نشانگر مولکولی 
  PH-6.52.03ي  اي جدایهانشاهد مثبت، دي -23قند، هندوانه، خیار، خربزه و پسته ي چغندر ریشه بافت سالم -22

Fig 2. An electrophoresis pattern example of Phytophthora melonis isolates detected in infected tissues of  
inoculated plants using PCR with ITS-MF1 and ITS-MR2 specific primers. 1: 100 bp DNA marker; 2-4: infected 
sugar beet roots inoculated by PH-6.52.03, PH-6.61.05, and PH-6.64.05 isolates; 5-7: infected watermelon roots 
inoculated by PH-6.52.03, PH-6.61.05, and PH-6.64.05 isolates; 8-10: infected cucumber roots inoculated by PH-
6.52.03, PH-6.61.05, and PH-6.64.05 isolates; 11-13: infected melon roots inoculated by PH-6.52.03, PH-6.61.05, 
and PH-6.64.05 isolates; 14: infected pistachio roots inoculated by PH-6.52.03 isolate; 15: 100 bp DNA marker; 
16-17: infected pistachio roots inoculated by PH-6.61.05, and PH-6.64.05 isolates; 18-22: healthy tissues of sugar 
beet, watermelon, cucumber, melon and pistachio roots; 23: positive control, DNA of  PH-6.52.03 isolate 
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  زنی شده اي پلیمراز در گیاهان مختلف مایه آغازگرهاي اختصاصی واکنش زنجیره با استفاده از   Phytophthora melonisردیابی . 7جدول 
 Table 7. Detection of Phytophthora melonis using PCR species-specific primers in different inoculated plants 

Family Common 
name Scientific name Isolate 

inoculated 
PCR detection by 

ITS-
M1 

ITS-
M2 

ENL-
M1 

ND9-
M1 

SEY-
M1 

Anacardiaceae         
 pistachio Pistacia vera PH-6.52.03 + +++ ++ + + 
   PH-6.61.05 + ++ + + + 
   PH-6.64.05 ++ ++ + + + 
Chenopodiaceae         
 sugar beet Beta vulgaris  PH-6.52.03 ++ ++ ++ + + 
   PH-6.61.05 ++ ++ ++ ++ + 
   PH-6.64.05 ++ ++ ++ ++ + 
Cucurbitaceae         
 watermelon Citrullus 

vulgaris  
PH-6.52.03 +++ +++ ++ +++ ++ 

   PH-6.61.05 +++ +++ ++ +++ ++ 
   PH-6.64.05 +++ +++ ++ +++ ++ 
         
 melon Cucumis melo  PH-6.52.03 +++ +++ ++ ++ +++ 
   PH-6.61.05 +++ +++ ++ +++ +++ 
   PH-6.64.05 +++ +++ ++ +++ +++ 
         

 cucumber Cucumis 
sativus  

PH-6.52.03 +++ +++ ++ +++ ++ 

   PH-6.61.05 ++ +++ ++ +++ ++ 
   PH-6.64.05 +++ ++ + +++ ++ 
         
+++ = Very good; ++ = Good; + = Reasonable.  
a ENL-M1= ENL MF1 & ENL-MR1; ITS-M1= ITS-MF1 & ITS-MR1; ITS-M2= ITS-MF1 & ITS-MR2; ND9-M1= 
ND9-MF1 & ND9-MR1; SEY-M1= SEY-MF1 & SEY-MR1. 

  
 .Pردیابی بیمارگر در خاك مایه زنی شده با جدایه هاي 

melonis  
ن پس از اسـتخراج دي  ي از اهـاي یـک بـه دو،    نسـبت  ا

اي  ، ده و صد مخلوط بیمارگر و خاك، واکنش زنجیرهچهار
اي  ها و نیز واکـنش زنجیـره  ي نمونهبراي همهپلیمراز ساده 

هـا در ژل  هـایی کـه نـوار آن   بـراي نمونـه  پلیمراز تودرتـو  
، الکتروفورز وضوح کمی داشـتند و یـا بـدون نـوار بودنـد     

ي با استفاده از همـه ). 3شکل (انجام و بیمارگر ردیابی شد 
اي پلیمـراز  آغازگرهاي طراحـی شـده در واکـنش زنجیـره    

در خاك  زاي بیماريح یک درصد وزنی مایهتودرتو تا سط
  .آلوده ردیابی شد

 ردیابی بیمارگر از آب آلوده

هاي مختلف از سوسپانسیون زئوسـپور   ي رقت پس از تهیه
، مراحـل اولیـه   لیتـر زئوسپور در هر میلی 10تا  7 × 105از 

ن استخراج دي ي بـا اسـتفاده از روش سـانتریفیوژ کـردن      اا
هـاي  نتایج ردیابی غلظت. زئوسپور انجام شدسوسپانسیون 

 اي پلیمراز ساده و تودرتـو  مختلف زئوسپور واکنش زنجیره
ــدول  ــت  8در ج ــده اس ــتفاده از . آم ــا اس ــاي  ب آغازگره

هـا در   اختصاصی طراحی شـده و آغازگرهـاي عمـومی آن   
اي پلیمراز تودرتو زئوسپورهاي بیمـارگر تـا   واکنش زنجیره

 .لیتر در آب آلوده ردیابی شدیزئوسپور در میل 10غلظت
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زنی شده با اسـتفاده از واکـنش   در خاك مایه Phytophthora melonisهاي  اي از نقوش الکتروفورز حاصل از ردیابی جدایهنمونه. 3شکل
  .ITS-MF1و  ITS-MR1با آغازگرهاي  اي پلیمراز ساده زنجیره

به نسبت یک به یک، یک به چهار، یـک   PH-6.52.03ي   زنی شده با جدایه ي مایهخاك آلوده -5تا  2بازي جفت 100مولکولی نشانگر  -1
به نسبت یک به یک، یک به چهار، یک بـه ده و یـک بـه     PH-6.61.05ي   زنی شده با جدایه ي مایهخاك آلوده -9تا  6به ده و یک به صد؛ 

شاهد  -14به نسبت یک به یک، یک به چهار، یک به ده و یک به صد  PH-6.64.05ي   زنی شده با جدایه مایهي خاك آلوده -13تا 10صد؛ 
  .منفی، آب مقطر

Fig 3. An electrophoresis pattern example of Phytophthora melonis isolates detected in infested soil using PCR 
with ITS-MF1 and ITS-MR2 specific primers. 1: 100 bp DNA marker; 2-5: inoculated soil by PH-6.52.03 isolate 
with a ratio of 1:1, 1:4, 1:10, and 1:100; 6-9: inoculated soil by PH-6.61.03 isolate with a ratio of 1:1, 1:4, 1:10, 
and 1:100; 10-13: inoculated soil by PH-6.64.03 isolate with a ratio of 1:1, 1:4, 1:10, and 1:100; 14: negative 
control, distilled water. 

  

  اي پلیمراز چندگانهآزمون زنجیره

اي پلیمراز چندگانـه بـراي   براي طراحی واکنش زنجیره
و   P. melonis ،P. drechsleriهـاي  زمان گونـه ردیابی هم

P. nicotianae جوشـی   هاي انجام شده دماي هم بررسی، با
بـا کـاربرد تـوأم    . ي سلسیوس در نظر گرفته شـد درجه 68

جوشی به دست آمـده،   آغازگرهاي استفاده شده و دماي هم
ننمونه بسـته بـه دي  در هر  ي قالـب موجـود در آن نـوار    اا

 ايیـره واکـنش زنج  نتـایج ). 9جدول (اختصاصی دیده شد 
  .هاي شاهد منفی بود هدر نمون چندگانه یمرازپل

  بحث
اي گونه P. melonisهاي پیشین نشان دادند که  پژوهش

اي قابـل تـوجهی در   یکنواخت اسـت و تنـوع درون گونـه   
هاي کـدوییان یـا در مقایسـه بـا     سطح مولکولی بین جدایه

ــه ــان جدایـ ــایر میزبـ ــایی از سـ ــدارد هـ ــود نـ ــا وجـ  هـ
)Mostowfizadeh-Ghalamfarsa & Banihashemi 

هاي سنتی بـر اسـاس خصوصـیات    از طرفی روش). 2012
 Phytophthoraهـاي  براي تشـخیص گونـه  شناختی ریخت

  گیرند و به مهارت بسیار زیـادي در تمـایز بـین   بسیار وقت
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-PHي  جدایــه( Phytophthora melonisردیــابی  . 8جــدول 

اي پلیمـراز   در سوسپانسیون زئوسپور با واکنش زنجیـره ) 6.64.05
  آغازگرهاي اختصاصی تو با استفاده از جفتساده و تودر

Table 8. Detection of Phytophthora melonis (isolate 
PH-6.64.05) in zoospore suspension with simple and 
nested-PCR using species-specific primers 
Primer 
setsa 

Zoospore concentration (ml-1) 
7 × 105 7 × 104 104 103 102 10 

ITS-M1 ++ - - - - - 
ITS-M2 ++ ++ - - - - 
ENL-M1 ++ + - - - - 
SEY-M1 ++ + - - - - 
ND9-M1 + - - - - - 
Nb-ITS-M1 +++ +++ + + + + 
N-ITS-M2 ++ ++ ++ ++ + + 
N-SEY-M1 +++ ++ + + + + 
N-ND9-M1 ++ + - - - - 
+++ = Very good; ++ = Good; + = Reasonable; - = No 
band. 
a ENL-M1= ENL MF1 & ENL-MR1; ITS-M1= ITS-
MF1 & ITS-MR1; ITS-M2= ITS-MF1 & ITS-MR2; 
ND9-M1= ND9-MF1 & ND9-MR1; SEY-M1= SEY-
MF1 & SEY-MR1; TIG-M1= TIG-MF1 & TIG-MR1. 
b N= Nested PCR with corresponding universal primer 
pairs. 

  
 P. melonisبنابراین شناسایی مولکولی . ها نیاز دارندگونه 

هاي  و طراحی آغازگرهاي اختصاصی براي تشخیص جدایه
 . رسدیافتی منطقی به نظر میآن ره

ــهبــراي طراحــی آغــازگر  .Pي هــاي اختصاصــی گون

melonis   13 اي و میتوکنـدریایی هـاي هسـته   ژنبر اسـاس 
ــازگر اختصاصــی طراحــی شــد و خصوصــیات آن  ــا  آغ ه

هـاي طراحـی   قبل از استفاده از آغـازگر . سازي گردید بهینه
هاي ساختاري و شیمیایی که در کارایی شده بعضی ویژگی

، طـول  Tm، دمـاي  G-Cها مـؤثر بـود از جملـه درصـد     آن
اي پلیمراز، تشکیل ساختار ثانویـه،  محصول واکنش زنجیره

  . و طول آغازگر بررسی شدند 3´در انتهاي  G-Cتعداد 
 TIG-M1هـاي  کـه جفـت آغـازگر   ها نشان داد  آزمایش

 RPL-M1 و) TIG-R1و   TIG-F1ي مجموعـــــــه(
ــه( ــراي)RPL-R1و   RPL-F1 ي مجموع  P. melonis ب

 .Pبـر  عـلاوه   TIG-M1 جفت آغـازگر . اختصاصی نیستند

melonis هــاي گونــهP. capsici ،P. citrophthora ،P. 

inundata  وP. parsiana  ــرد ــابی ک ــز ردی ــه . را نی گرچ
ژنـومی بانـک ژن   هاي هاي اولیه با استفاده از توالیارزیابی

ایج واکنش را مناسب نشان داد، نت RPL-M1جفت آغازگر 
مثبـت   Phytophthora هاياي پلیمراز در تمام گونهزنجیره
دارد که تعداد اندك نوکلئوتیـدهاي  این احتمال وجود . بود

اي موجب چنین پدیـده  TIG-M1 جفت آغازگراختصاصی 
  .  شده باشد

 .P. melonis،Pبـر  عـلاوه   SEY-M1جفـت آغـازگر   

 Phytophthoraهـاي   آغازگرهـاي اختصاصـی گونـه    اي پلیمراز چندگانه بـا  اسـتفاده از جفـت   نتایج آزمون واکنش زنجیره .9جدول 

drechsleri ،P. melonis  وP. nicotianae   
Table 9. Multiplex PCR results using Phytophthora drechsleri, P. melonis and P. nicotianae species-specific 
primers 

DNA 
Specific band 

ca 900 bp ITS 
Phytophthora spp. 

567 bp 
P. drechsleri 

697 bp 
P. melonis 

239 bp 
P. nicotianae 

P. drechsleri + + - - 
P. melonis + - + - 
P. nicotianae + - - + 
P. drechsleri  
+P. melonis 
+P. nicotianae  + + + + 
P. capsici  (control) + - - - 
Distilled water - - - - 
+= Positive reaction; - = No band. 

 



 ۱۱۷-۹۷: ۱۳۹۶ سال / ۱شماره /  ۵۳جلد  / گياهي هايبيماري

113 

asparagi  با این حال این دو گونـه در  . را نیز ردیابی کرد
ــد   ــرار ندارن ــار ق ــک تب ــار  P. melonis(ی  .P و 7در تب

asparagi  هاي  گونه 6در تبارPhytophthora  قرار دارنـد (
. شناختی این دو گونه نیز مشابه نیستهاي ریختو ویژگی

در . رسـد  بنابراین استفاده از این مجموعه منطقی به نظر می
آغازگرهاي طراحی شده، بالاترین میزان حساسـیت را  میان 

تا رقت  را P. melonisو توانست داشت  ITS-M2آغازگر 
اي پلیمراز ساده گرم در میکرولیتر در واکنش زنجیرهنانو 10

اي گرم در میکرولیتـر بـا واکـنش زنجیـره    فمتو 10تا رقت 
  . پلیمراز تودرتو ردیابی کند

را  P. melonis نیز) Chen et al. 2013( همکارانچن و 
پلیمراز تودرتو و بـا اسـتفاده از   اي با روش واکنش زنجیره

از بافـت    PmY1RوPmY1F جفـت آغـازگر اختصاصـی    
فمتـوگرم بـر میکرولیتـر     10خیار و خاك آلـوده تـا رقـت    

ها براي طراحی این آغازگر اختصاصی از آن. ردیابی کردند
مورد سایر در  Ypt1اطلاعات ژن . استفاده کردند Ypt1ژن 
گونـه   د و تـاکنون هـیچ  وجود ندار Phytophthraهاي  گونه

از . روي این ژن انجام نشده استمطالعات فیلوژنتیکی هم 
اي است و احتمال تکثیر و  نسخه تک Ypt1طرف دیگر ژن 

به تبع آن حساسیت آغازگرهاي طراحی شده بر اسـاس آن  
اس  تـی  هـاي آي  اي مانند تـوالی هاي چند نسخه تر از ژن کم

ــت ــره . اسـ ــنش زنجیـ ــاده واکـ ــراز سـ ــا  اي پلیمـ  بـ

PmY1FوPmY1R   پیکـوگرم بـر    10قادر به ردیابی رقت
اي پلیمراز تودرتو با ایـن  میکرولیتر است و واکنش زنجیره

ایـن  . کنـد  فمتوگرم بر میکرولیتر را ردیابی می 10آغازگرها 
 NAD9-M1و  SEY-M1هـاي  در حالی است کـه آغـازگر  

-شده در این پژوهش بیمارگر را با واکنش زنجیـره طراحی 

هـاي  آغازگرپیکوگرم بر میکرولیتر و  1پلیمراز تا رقت اي 
ITS-M2  وSEY-M1 اي پلیمراز تودرتودر واکنش زنجیره 

ــت   ــا رق ــد   10ت ــابی کردن ــر ردی ــر میکرولیت ــوگرم ب . فمت

هـاي   روي گونـه   PmY1Rو PmY1Fاختصاصیت آغازگر 
و حتـی سـایر    P. drechsleriو  P. pistaciaeهمگرا مثـل  

 .Phytophthora )Martin et alهاي  ونهگ 7هاي تبار  گونه

  .سنجیده نشده است) 2014
آغازگرهـاي طراحـی شـده بـه خصـوص      آزمون جفت 

نشان داد که بـه خـوبی    ITS-M2ي  جفت آغازگر برگزیده
ن دي ي بیمارگر را در بافت گیاه میزبان ردیابی می ادر . کنند ا

اي پلیمـراز تودرتـو    اکثر موارد اسـتفاده از واکـنش زنجیـره   
موجب بهبود کیفیت نوارهاي قابـل مشـاهده در ژل آگـارز    

هاي پـایین  ردیابی غلظتاین روش به دلیل استفاده از . شد
تواند به عنوان یک هشـدار زود   بان میبیمارگر در بافت میز

اي با استفاده از واکـنش زنجیـره  . هنگام در نظر گرفته شود
 10پلیمــراز تودرتــو بــا آغازگرهــاي برگزیــده تــا غلظــت 

بونانـت و  . ردیـابی شـد    P. melonisلیتر  زئوسپور در میلی
اي کـنش زنجیـره  وا بـا ) Bonants et al. 1997(همکـاران  

ي آب را از نمونـه   P. fragariaeانسـتند پلیمراز تودرتو تو
ردیـابی کننـد در   لیتـر  زئوسـپور در میلـی   20آلوده تا رقت 

را  Loos et al. 2005 (P. alni( لوس و همکارانحالی که 
ي رودخانه لیتر آب آلودهمیلی 50زئوسپور در  190تا رقت 

  .ردیابی کردند
ــه    ــان داد ک ــه نش ــراز چندگان ــنش پلیم ــتفاده از واک اس

تواننـد   به سـهولت مـی   P. melonisي  ازگرهاي برگزیدهآغ
جوشـی نزدیـک    همراه با سایر آغازگرهایی کـه دمـاي هـم   

دارند، استفاده شده و شناسـایی خـود را بـه خـوبی انجـام      
اي پلیمـراز چندگانـه در    استفاده از واکـنش زنجیـره  . دهند

ــه  ــایر گون ــورد س ــاي  م ــواع   Phytophthoraه ــراي ان و ب
گزارش شـده اسـت   شاورزي و طبیعی نیز هاي ک بوم زیست

)Winton & Hansen 2001; Martin et al. 2004; 

Langrell et al. 2011; Li et al. 2011 .(  
اي مناسـبی بـراي    گونه اس داراي تنوع بین تی نواحی آي
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و ) Cooke et al. 1996; Cooke & Duncan 1997(تکثیر 
ایـن ناحیـه بـه    . هستند )Lee et al. 1993(یا دورگ شدن 

صورت توأم از نواحی بسیار حفاظت شده و متغیر تشـکیل  
. اي مناسب اسـت  گونه هاي درون و بین شده و براي مقایسه

رسـد در هـر گونـه ایـن ناحیـه بسـیار مجـزا و         به نظر می
ریخــت باشــد بــه همــین دلیــل ابــزار مناســبی بــراي   تــک

شـود   محسـوب مـی   Oomycotaي  موجوداتی مانند شـاخه 
)Drenth et al. 2006 .(ي فـراوان در   از طرفی تعداد نسخه

موجـب بـالا رفـتن حساسـیت آن     ) 200تا  100بین (ژنوم 
بـه همـین   . گردد هنگام استفاده به عنوان نشانگر ردیابی می

آغازگرهاي برگزیده در این پژوهش بر اسـاس    دلیل جفت
هاي قابل توجهی استفاده  تاکنون پژوهش. اند این ناحیه بوده

این نواحی ژنومی را براي طراحی و ساخت آغازگرهاي از 
 ;Bonants et al. 1997 :مـثلاً (اند  اختصاصی گزارش کرده

Drenth et al. 1999; Grote et al. 2002; Ippolito et al 
ــره همچنــین اســتفاده از شــیوه). 2002 اي  ي واکــنش زنجی
تودرتو بـه کمـک آغازگرهـاي عمـومی مبتنـی بـر        پلیمراز
ن دي ا ــوزومیا ــت ي ریب ــاي    در اُاُمیس ــد آغازگره ــا مانن ه

PHYTO  )Silvar et al. 2005(  وDC6/ITS )Cooke et 

al. 2000 ( مــومی یــا آغــازگر عPhytophthora spp. 
)Cooke & Duncan 1997 ( اي و  مرحلـه  به دو روش یـک

 )Grote et al. 2002; Silvar et al. 2005(اي  دومرحلـه 
ي  فاصــلهي  دو ناحیــهاز طرفــی . پــذیر شــده اســت امکــان

نترانویسی شده ي ریبوزومی وي داخلی ژن آرازیرواحـد   ا
یک سیتوکروم سی اکسیداز، به عنوان تـوالی بارکـد بـراي    

 Robideau et(انـد   پیشنهاد شده Phytophthoraهاي  گونه

al. 2011 .( دو ناحیه در تحقیق حاضـر  بنابراین برتري این
راي ابداع نشانگرهاي مولکـولی برگزیـده موجـه بـه نظـر      ب
  .رسد می

ي ابـداع   اي در زمینـه  هاي قابل ملاحظه امروزه پیشرفت
به  25داري هاي خانه ژن. نشانگرهاي مولکولی رخ داده است

اي، ابـزار مناسـبی بـراي     گونـه  دلیل ثبـات در سـطح درون  
طراحی و ساخت نشانگرهاي تشخیصی اختصاصـی گونـه   

تـر   هایی براي دستیابی راحت از این رو ابداع روش .هستند
ن به دي ي بیمارگر، دست اهایی با تجهیـزات   رسی به روش ا

هـا   تر سبب افزایش فرصت هاي فنی کم تخصصی و مهارت
هــاي نــوین ماننــد  آوري تــر از فــن بــراي اســتفاده گســترده

آزمــون آغازگرهــاي . نشــانگرهاي مولکــولی خواهــد شــد
این تحقیق در شرایط طبیعی و بـا اسـتفاده   طراحی شده در 

توانـد بـه ارزیـابی     از بافت گیاهان آلوده در مزرعه نیز مـی 
  .کارایی و دقت ابزار تولید شده کمک کند
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  ها نوشت پی

1 . internal transcribed spacers of rRNA gene 
2 . intergenic spacers of mtDNA 
3 . ß-tubulin 
4 . translation elongation factor 1α 
5 . NADH dehydrogenase subunit 1 
6. nested PCR 
7. multiplex PCR 
8. 28 S ribosomal DNA 
9. 60 S ribosomal protein L10 
10. enolase 
11. heat shock protein 90 
12. tig A (triosephosphate isomerase/glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)  
13. elicitin  
14. NADH dehydrogenase subunit 9 (nad9) 
15. 40 S ribosomal protein S10 (rps10) 
16. preprotein translocase membrane subunit (secY) 
17. melting temperature =  Tm 
18. self complementarity 
19. annealing temperature 
20. extension 
21 . bovine serum albomine (BSA) 
22 .  in silico 
23 . cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)  
24 . ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
25. housekeeping genes 


