
 ١٣٨٥بهار، ١، شماره ٦جلد                                                                                              نشريه علوم دانشگاه تربيت معلم

٦٧٥ 

 
 

 اىرانىجداىه  ۴٢  و تنوع ژنتيکى گالاکتورونازىىفعاليت پلبررسى   
 Ascochyta rabiei قارچ

 
 مازندراندانشگاه : زاده کلاگر اباصلت حسين

 ىفناور  ژنتيک و زيستى مهندسى پژوهشگاه مل:ى مطلبىمصطف ى،محمد رضا زمان
 

 چکيده
در . است) .Cicer arietinum L(ع نخود ايرانى ه͜اى مخرب قارچى مزار  يک͜ى از پ͜اتوژن  » ١آسکوش͜يتا ربي͜ى  «

، که قبلا    ٥ و متوسط  ٤، کم ٣ با شدت بيمارى زايى زياد     ىش͜امل جداي͜ه هاي͜      ٢ربي͜ى . ا جداي͜ه ايران͜ى ق͜ارچ     ۴٢تحق͜يق حاض͜ر   

آنزيم پلى گالاکتوروناز يکى از فاکتور هاى مهم در          .ب͜يمارى زاي͜ى آن ه͜ا انج͜ام شد، مورد بررسى قرار گرفت             پ͜ژوهش   

 . روز کشت شدند٦به مدت ) pH=4.5( PZ٦  محيط کشت مايعاين قارچ ها در بر بنا. زدگى است مارى برقشروع بي

  سپس با استفاد ه از تست پليت مورد تاييد قرار گرفت         ،حض͜ور آنزيم پلى گالاکتورونازدرمحيط کشت بعد از استخراج        

͜͜ت  ͜͜ن    PGفعالي ͜͜ر تعيي ͜͜ا اس͜͜تفاده از روش کالم ͜͜ا   .ش͜͜د ب ͜͜ه ه ͜͜ندى جداي ͜͜ت   دس͜͜ته ب ͜͜ا اس͜͜تفاده از روش  PG براس͜͜اس فعالي  ب

UPGMAن͜͜تايج نش͜͜ان داد ب͜͜ا تعيي͜͜ن فعالي͜͜ت .  انج͜͜ام ش͜͜د٧PG م͜͜ى ت͜͜وان جداي͜͜ه ه͜͜اى HV و WV ه͜͜ر اس͜͜تان را م͜͜تمايز 

چند شکلى  (RAPDسپس واکنش .  به روش دلاپورتا از ميسليوم انجام شدDNA استخراج ،در بررسى  ديگر. ساخت

 DNAپلى مورفيسم   .  نوکلئوتيدى صورت گرفت   ١٠ -٩ پرايمر تصادفى    ١٢فاده از با است ) DNAتکثير شده تصادفى    

 با استفاده از DNAنتايج نشان داد تکثير .  بررس͜ى شد UPGMA جداي͜ه ه͜ا ب͜ا اس͜تفاده از روش        PCRدر محص͜ولات  

  بينتنوع ژنتيکى   اگ͜رچه    ، از س͜وى ديگ͜ر     . مورف͜يک اس͜ت    ى داراى بالاتري͜ن الگ͜وى پل͜       Ar171 و   Ar082 دو پرايم͜ر  

 متمايز  WV را از    HVجدايه هاى    مورفيک اين پرايمر ها نمى تواند       اما الگوى پلى   ،قابل توجه است  ريب͜ى   . ا جداي͜ه ه͜اى   

 .نمايد

 مقدمه

 ى ويژه، از بيمارى هاى آف͜ريقا ب͜ه خاط͜ر شرايط اقليم   ىغرب͜   در غ͜رب آس͜يا و ش͜مال      ٨ نخ͜ود  ىزدگ͜   ب͜رق  ىب͜يمار 

 هزار هکتار  به عنوان ٩٠ و  ٣٦٠ران به ترتيب با داشتن بيش از         اي ى منطقه غرب و شمال غرب     ].١٩[شايع است 

  از م͜͜ناطق آنى در برخ͜͜]١٠[د ب͜͜ذرزاى اي͜͜ن ب͜͜يمارىحال͜͜ت اپيدم͜͜. اس͜͜تي͜͜ک م͜͜نطقه اس͜͜تراتژيک در کش͜͜ت نخ͜͜ود  

  از سلولز،ى گياه يک شبکه پليمرىديواره سلول. ]١[گزارش شده است) ١٣٧٥ازجمله استان کرمانشاه در سال ( 
 

-١ Ascochyta rabiei               -٢ A.rabiei               -٣ Highly virulent/HV               -٤ Weakly virulent/WV               
-٥ Moderate virulent/MV               -٦ Pectic Zymogram               -٧ Unweighted pair grouped method by 

arithmatic average               -٨ Ascochyta blight 
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  و همکاراناباصلت حسين زاده کلاگر                                                      ...  و تنوع ژنتيکی گالاکتورونازیی فعاليت پلبررسى 

 

 ٦٧٦

به به گياه و نفوذ ورود بس͜يارى از پ͜اتوژن هاى گياهى جهت    ].١٦[هم͜ى س͜لولز، م͜واد پکتين͜ى و پروتئي͜ن اس͜ت            

گزارشات . ]٦[ مى کنندترکي͜بات دي͜واره س͜لولى گياه توليد   را ب͜ه م͜نظور تخري͜ب       ىآن͜زيم هاي͜    آن،    مخ͜تلف  ىباف͜ت ه͜ا   

 ى ب͜يمارى زاي͜ى، اث͜ر آن͜زيم ها        ىپروس͜ه ه͜ا   م͜يزبان در      بي͜ن پ͜اتوژن و     ىاولي͜ن واک͜نش ملکول͜     م͜تعددى نش͜ان م͜ى ده͜د         

 تجزيه  را گياه   ى ديواره سلول  ى ساکاريد ها  ى پل ، اين آنزيم ها   در اين فرآيند  .  ميزبان است  ىتخريب کننده ديواره سلول   

گ͜͜زارش دادن͜͜د ک͜͜ه ت͜͜نها    ] ٦[١٩٧۶در س͜͜ال   ٢ ساش͜͜منو ١همچني͜͜ن بتم͜͜ن ]. ٢٦[و ] ٢٣[، ]٦[کن͜͜ند و تخري͜͜ب م͜͜ى  

.  هستند ى مواد پکتين  ه تجزيه کنند  ى آنزيم ها  ، که دربيمارى زايى دخالت دارند     ى دي͜واره سلول    تج͜زيه کن͜نده    ىآن͜زيم ه͜ا   

 تول͜يد م͜ى ش͜وند ک͜ه از نظ͜ر اندازه، بار              ى مختلف͜  ى و ب͜ه ص͜ورت ايزوآن͜زيم ه͜ا         هس͜تند  ىاي͜ن آن͜زيم ه͜ا معم͜ولاُ ترش͜ح         

و١-α پيوند ى پکتيکى آنزيم ها.]٢٦[د سلول مختلف هستنى تخريب ديواره هاى ب͜را  ى و تواناي͜   ى، پ͜ايدار  ىالکتريک͜ 

 ى و م͜͜رگ باف͜͜ت گياه͜͜ى تدريج͜͜(Maceration) س͜͜ازنده پکتي͜͜ن را م͜͜ى ش͜͜کنند و در فرآي͜͜ند تج͜͜زيهى بي͜͜ن واح͜͜د ه͜͜ا٤

  تجزيه کننده   ى پکتين ىاند که آنزيم ها     ش͜ناخته شده   ى گياه͜  ىزا ق͜ارچ ب͜يمارى     و ىباک͜تر ى  تع͜داد . ]٢٢[داهمي͜ت دارن͜   

 ].١٢[و ] ٦[، ]٣[د ميزبان را توليد مى کننىبافت ها

 ابداع و  آن راديگر زمان و مستقل از يک ، به طور همى دو گ͜روه تحقيقات    ١٩٩٠ ک͜ه در س͜ال       RAPD٣تکن͜يک 

 ى بازىاس͜ت ک͜ه ب͜ه اطلاعات اوليه در خصوص توال      PCR٤ از تکن͜يک     ى نوع͜  ]١٥[و  ] ١١[ن͜د ده بو ک͜رد  ىمعرف͜ 

DNA͜͜مورفيس͜͜م ى ب͜͜ا اس͜͜تفاده از پل͜͜ندگانپژوه͜͜. ن͜͜ياز ن͜͜دارد و س͜͜اخت آغازگ͜͜ر ه͜͜ا ى ارگانيس͜͜م جه͜͜ت طراح DNA  

 ،]٧[، ]٢[د سريع آن ها مى پردازنىب͜ند   و دس͜ته ى موج͜ودات، شناس͜اي    ى ت͜نوع ژنتيک͜    ى ب͜ه بررس͜    RAPDحاص͜ل از  

 ]٩[از نظر شدت  بيمارى زايى    آسکوشيتا ربيى   ف͜وق و نامتجانس بودن     ى ه͜ا  ىويژگ͜   ب͜ه خاط͜ر   ]. ٢٥[و  ] ٢٤[،]١٨[

، به کمک ]٥ [)١٩٩٥( و همکاران     فيشر  اولين بار  ى برا ]٢٨[و  ] ١٣ [،]٨[تخصوص͜يات مورفولوژي͜ک و کش     

RAPD  کلاستر و ه شده بودند تجزيىآور را ک͜ه از مناطق مختلف ايتاليا جمع    ريب͜ى .  ا  جداي͜ه  ٣٠ان͜د تع͜داد     توانس͜ته 

 .کنند ىبند آن ها را دسته

گالاکتوروناز ى  ميزان توليد آنزيم پل از نظرريبى.  ا مختلف قارچى جدايه ها ى مولکول ىبند در اين تحقيق، دسته   

 . استبررسى شده RAPD حاصل از تکنيک DNA مورفيسمى پلىو الگو

 

 مواد و روش ها

 آذربايجان  ىکرمانش͜اه، لرس͜تان، اس͜تان ها      ى   از بي͜ن جداي͜ه ه͜اى مخ͜تلف اس͜تان ه͜ا             ريب͜ى . ا  جداي͜ه ق͜ارچ    ٤٢تع͜داد 

انتخاب . نشان داده شدند انتخاب گرديد IW  وIK  ،IL  ،IEبا علامت هاى اختصارى     که به ترتيب     ى و شرق  ىغرب͜ 

 )کشتروى محيط  رشد سرعت حاشيه کلنى، بودن رسضم(سطح کلنى اساس اختلاف ظاهرى بر اين جدايه ها اوليه

-١ Bateman               -٢ Sashman               -٣ Random Amplified Polymorphic DNA 
-٤ Polymerase Chain Reaction 
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 ٦٧٧

  مختلف قارچ در محيط کشت مايع       ى گالاک͜توروناز جداي͜ه ها     ى بررس͜ى  فعالي͜ت آن͜زيم پل͜         ب͜راى .  گرف͜ت  ص͜ورت 

PZ )pH=4.5(   در سه تکرار ب͜ه مدت شش روز درج͜ه س͜انتى گ͜راد،       ٢٢ ±١ىش͜رايط دماي͜   و   ١ ش͜يکينگ  در حال͜ت

از محيط   ميکروليتر   ٥به اين  منظور     . شد تائيد   ٢ تس͜ت پليت    ب͜ا روش   ى پکتيک͜  ىفعالي͜ت آن͜زيم ه͜ا     . کش͜ت داده ش͜دند    

 آگارز بود، قرار ه زمينه و مادى پکتيکى آنزيم هاى سوبستراى سطح پليت که حاو    ى مايع رو  PZ هکشت شش روز  

 ىرنگ آميز% ٢/٠ ٣ روتريوم قرمز   دقيقه انکوبه و سپس با     ٩٠ به مدت    درجه سانتى گراد   ٣٧نمون͜ه ها در   . گرف͜ت 

 محصول ايجاد شده درمخلوط واکنش      ىگير توسط اندازه  (PG)از  گالاکتورونى  م͜يزان فعالي͜ت آن͜زيم پل͜       . ]٢٠[ش͜دند 

محاسبه در سه تکرار ] ٤[) ١٩٨٨(شهمکاران کالمر و    معرف آرسنو موليبدات بر اساس روش      و ٤ مع͜رف مس   اب͜ 

 .شد

 استخراج ]٢٧)[١٩٩٥(دلاپورتا  مختلف قارچ به روش      ى جداي͜ه ه͜ا    ى ژنوم͜  DNA اب͜تدا    RAPD انج͜ام    ىب͜را 

 ١٠-٩ اول͜͜͜يگومر ١٢ب͜͜͜ا اس͜͜͜تفاده از PCR واک͜͜͜نش RAPD مؤث͜͜͜ردرى پارام͜͜͜تر ه͜͜͜اىس͜͜͜از ي͜͜͜نهگ͜͜͜رديد و بع͜͜͜د از به

  بر   PCRمحصولات  . صورت گرفت  سيکل   ٣٤ درجه سانتى گراد، در    ٣٢در دماى اتصال    ) ١جدول(نوکلئوتيدى  

 ]١٤)[٢٠٠١(ب͜͜ر اس͜͜اس دس͜͜تورالعمل س͜͜مبروک و همک͜͜ارانش  س͜͜ان  در ش͜͜رايط ک͜͜املاَ ي͜͜ک%  ٢ ژل آگ͜͜ارز ىرو

 ى ب͜ر اس͜اس ماتريس فاصله الگو     SPSS ه  ب͜ا ب͜رنام     UPGMA کلاس͜تر ب͜ه روش       هس͜پس تج͜زي   . دفورز ش͜  الک͜ترو 

 .صورت گرفت  Ar171وAr082  هاى  مربوط به آغازگرRAPD محصولاتDNA ىچند شکل

  پراىمر هاى مورد استفاده در اىن تحقيق و تعداد پلى مورفيسم باندى مشاهده شده در محصولات.١جدول
 PCRمختلف قارچ ىا جداىه ه A. rabiei 

تعداد نوکلئوتيد '3→ '5جهت پراىمر نام  تعداد
مورفيسم باندى پلى

Ar079 5’-GAAAGAGCGG-3’ 10 8 

Ar081 5’-ACGGTCTTGG-3’ 10 8 

Ar082 5’-ACGATCGCGG-3’ 10 9 

Ar171 5’-GAAACAGCGG-3’ 10 9 

Ar172 5′-GGAGCCCAC-3′ 9 6 

Ar173 5′-GGAGGGTGTT-3′ 10 7 

Ar174 5′-ACGATCGCGG-3′   10 8 

ArPU1 5′-ACTGGGACTC-3′ 10 7 

ArPU2 5′-AGATGCAGCC-3′ 10 6 

ArPU3 5′-ACTGGGACTC -3′ 10 5 

Ar0R1 5′-CGGCCACCCT-3′ 10 7 

Ar0R2 5′-CGCGTGCCAG-3′ 10 6 
 

-١ Shaking                -٢ Test plate               -٣ Ruthenium red               -٤ Cooper reagent 
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 ٦٧٨

 نتاىج و بحث

 نسبت به تجزيه و ]١٦[د وج͜ود دارن ى گياه͜ ى و دي͜واره اول͜يه س͜لول ه͜ا    ى ک͜ه اساس͜اً در ت͜يغه ميان͜     ىم͜واد پکتيک͜   

 گوناگون ترکيبات ى مختلف به روش هاى پکتيکىآنزيم ها. ]٤[د دارنىا  حساس͜يت ويژه ى پکتيک͜  ىتخري͜ب آن͜زيم ه͜ا     

 ى گياهىتوانايى پاتوژن ها. ]٢٩[کنند را تجزيه و تخريب مى       گيا هان  ى و ديواره اوليه سلول ها     ى ت͜يغه ميان͜    ىپکتيک͜ 

 گياه را تجزيه مى کنند احتمالاَ اولين مرحله در   ى پيچ͜يده دي͜واره س͜لول      ى س͜اکاريد ه͜ا    ى ک͜ه پل͜    ى تول͜يد آن͜زيم هاي͜      ىب͜را 

شد و در سه    بررسى  شدت بيمارى زايى آن ها قبلا انجام           که   ريبى. جدايه ا  ٤٢تعداد  . ]٢٩[فرآي͜ند ب͜يمارى زايى است     

، IK08  ،IK04  ،IE06  ،IE04  ،IL10  ،IL01  ،IK17 ،IK14 ش͜امل جدايه هاى      ش͜دت ب͜يمارى زاي͜ى زي͜اد       دس͜ته   

IK13 و IK10   ش͜امل جداي͜ه ه͜اى       ، ک͜م  IL06  ،IL04  ،IE08  ،IE01  ،IK15  ،IK06   و IK03   و ديگ͜ر جداي͜ه ها 

بررسى   گالاکتورونازىپلتولـيد آنزيم جدايه ها از نظر ]. ٢١[، ]١٧[در گ͜روه ب͜يمارى زاى متوس͜ط دسته بندى شدند    

 بررسى    ى نشان داد که تمام جدايه ها       تست پليت  روش بهگالاکتوروناز  ى  پل  آنزيم فعاليت مقدماتى ىبررس نتيجه .شدند

 ). ١شکل( را دارندPG توليد آنزيم ىتوانايشده 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 PGنزىم آليت فعاهدهند رنگ نشانى  بى، نواح Test plateنتاىج مربوط به. ١شکل
 استرىبى . ا مختلف قارچىو شماره ها مربوط به جداىه ها

͜͜يجه حاص͜͜ل از بررس͜͜ى  مقادي͜͜ر ان͜͜دازه  . جداي͜͜ه ه͜͜ا تعيي͜͜ن ش͜͜د    PG  آن͜͜زيمفعالي͜͜ت  در PG فعالي͜͜ت ه ش͜͜دىگ͜͜ير نت

 در تست   P<0.05اختلاف معنى دارى  در سطح        PG نش͜ان داد ک͜ه اين جدايه ها در توليد آنزيم           ٢هيس͜توگرام ش͜کل     

 .داشته اندبا هم نکن دا

 تعيين ى ب͜ا ن͜تايج  تس͜ت ب͜يمارى زايى که قبلاَ  در شرايط آزمايشگاه               PGب͜ه م͜نظور مقايس͜ه ن͜تايج فعالي͜ت آن͜زيم           

 با ى کلاسترىگروه ها.  انجام شدSPSS ه با استفاده از برنامUPGMA به روش  ه کلاستر  تج͜زي  ،]٢١[ش͜ده بودن͜د   

 اس͜͜تان ى جداي͜͜ه ه͜͜ا٥/٤ن͜͜تايج نش͜͜ان داد ک͜͜ه در س͜͜طح ). ٣ش͜͜کل(ف͜͜تيد ق͜͜رار گرأي͜͜اس͜͜تفاده از ت͜͜ابع تش͜͜خيص م͜͜ورد ت 
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 ٦٧٩

 ىبند مقايس͜ه دس͜ته  .  ش͜دند ىب͜ند  کرمانش͜اه ب͜ه چه͜ار گ͜روه، لرس͜تان ب͜ه س͜ه گ͜روه و آذربايح͜ان ب͜ه چه͜ار گ͜روه دس͜ته                    

 و HV ىنشان داد که جدايه ها    ،  شدت بيمارى زايى  ا گ͜روه ب͜ندى ب͜ه دس͜ت آمده از            اي͜ن جداي͜ه ه͜ا ب͜        PGفعالي͜ت آن͜زيم     

WV اند  کاملاَ مجزا از هم قرار گرفتهى کلاسترىهر استان در گروه ها. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 رىبى . ا مختلف قارچى جداىه هازى گالاکتوروناىفعاليت پل. ٢شکل

 دار است  اختلاف معنىP<0.05اعداد روى هيستوگرام ميانگين ها هستند که در سطح 

، PCRسان   يکىساز تحت شرايط بهينه .  ش͜د  بررس͜ى    RAPD ف͜وق  ب͜ا اس͜تفاده از          ى جداي͜ه ه͜ا    ىت͜نوع ژنتيک͜   

PCR   پلى مورفيسم  نتايج نشان داد   . انج͜ام شد DNA  ،  قطعه ذکر شده    ٩ -٥ بين   ريبى.  ا  مختلف قارچ  ىدر جدايه ها 

 . هستندمورفيسم باندى  ترين پلى  داراى بيشAr171 و Ar082 دو پرايمر و) ١جدول( استبراى هر پرايمر

 ى نشان داد که جدايه ها UPGMAروش  به  تجزيه کلاستر    ص͜فر و يک و       يل مات͜ريکس   ب͜ا تش͜ک    ىت͜نوع ژنتيک͜   

 مقايسه دندروگرام هاى ).٥ و ٤ ىشکل ها( هستند ى زياد ى تنوع ژنتيک  ى مختلف دارا  ى شده از استان ها    ىجم͜ع آور  

ى و  پرايم͜͜ر ب͜͜ا ق͜͜درت ب͜͜يمارى زاي١٢͜͜حاص͜͜ل از  DNAحاص͜͜ل نش͜͜ان داد ک͜͜ه ارتباط͜͜ى بي͜͜ن الگ͜͜وى پل͜͜ى مورفيس͜͜م  

 .فعاليت آنزيم پلى گالاکتورونازى وجود ندارد
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 ٦٨٠

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 رىبى. ا مختلف قارچیها  جداىهی گالاکتورونازی بر اساس ميزان فعاليت پلیا دندروگرام حاصل از تجزىه خوشه. ٣شکل
یها به گروه. (IE) یان آذرباىجان شرق و است(IW) یربغ، استان آذرباىجان  (IL)، استان لرستان(IK)استان کرمانشاه

WV و HVهر استان توجه شود . 
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 ٦٨١

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ar082 با استفاده از پراىمر  رىبى. ا قارچى ار جداىه هاى  برخRAPDمحصولات واکنش . ٤شکل
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 RAPD بر اساس محصولات ىا  دندروگرام حاصل از تجزىه خوشه.٥شکل
 Ar171 و Ar082 ىبا پراىمر ها رىبى.اارچ  مختلف قىجداىه ها
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