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 يساختار یبا استفاده از چندشکل Phytophthora parsiana يها هیجدا يبازنگر
  یبوزومیر يا ان يد ي رشته تک

  *2زاده یو رضا قلمفرسا مستوف 1یمانیرسلیزهرا م

  )1/11/1397 :رشیپذ خیتار ؛17/9/1397 :افتیدر خیتار(

  دهیچک
د و یجد يها ف گونهیتوص. آمده است ران به شماریا يپسته يها مارگر مهم باغیمنفرد و ب يا به عنوان گونه Phytophthora parsianaتاکنون 

، یشناخت ختیات ریخصوص ي ن مشاهدهیتوفتورا و همچنیف یکیلوژنتیک در تبار نُه درخت فیلوژنتیف يهین آرایک به ایار نزدیبس
آن تحت عنوان  يهاهیجدا يا سهیمقا ي ن گونه، موجب لزوم مطالعهیمنسوب به ا يها هین جدایناهمگن در ب یزبانیم ي ک و دامنهیولوژیزیف
 يها هیه در نظر گرفته شده بودند همراه با جداین آرایر تحت عنوان ایسال اخ 25که در طول  ییها هیجدا. مرکب شده است ي ک گونهی

 یبوزومیر يا ان يد ي  رشته تک يساختار یبا استفاده از روش چندشکل 1395تا  1394 يها انجام شده در سال يها يردارب حاصل از نمونه
)SSCP (منسوب به  يها هیج حاصل از نقوش به دست آمده نشان داد که جداینتا. قرار گرفتند یمورد بررسP. parsiana چهار گروه  در

ج به یز نتایاحتمال ن ي نهیشیکرد بیبا رو) CoxI( یداز سیاکس توکرومیس کی رواحدیز یکیلوژنتیف  یبررس. شوند  یم يبند کاملاً مجزا دسته
 یبررس. توفتورا قرار دادیف یکیلوژنتیتبار نه درخت ف ير اعضایها را در چهار گروه مجزا در کنار سا هید کرد و جداییتأ دست آمده را

گروه سوم،  ي هیجدا. ن چهار گروه نشان دادین ایرا در ب ییها ز تفاوتین ییزا يماریبو  یزیولوژیک، فتیشناخ  ختیات بارز ریخصوص
 ي درجه  40يگروه اول و چهارم، در دما يها هین مانند جداینهال پسته نبود و همچن يرو يماریب جادیها، قادر به ا ر گروهیبرخلاف سا

ن یشواهد حاصل از ا. ها متفاوت بود ر گروهیگروه دوم با سا يها ومیاسپورانژ یزسنجیر يها یژگین، ویعلاوه بر ا. وس رشد نکردیسلس
  .کند ید مییمرکب را تأ ي ن گونهیا ي هیف اولیدر توص ين لزوم بازنگریو همچن يا گونه درون ي وجود تنوع قابل ملاحظه يبند گروه
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Abstract 
Phytophthora parsiana has been considered as a unique and important pathogen in Iranian pistachio 
orchards. The description of novel and closely related species to this phylogenetic taxon in Clade 9 of 
Phytophthora spp. phylogenetic trees, including P. hydropathica, P. hydrogena and P. virginiana, as well as 
extremely heterogeneous morphological, physiological and host rang of the assigned isolates, necessitates a 
comparative study of the isolates as a complex species. Isolates that have been assigned to this taxon during 
the last 25 years, along with the isolates which have been isolated in 2014-2015 were studied using single-
strand-conformation polymorphism (SSCP) of ribosomal DNA. The results of the patterns showed that the 
isolates assigned to P. parsiana were classified into four distinct groups. Phylogenetic analysis of 
cytochrome C oxidase subunit I based on maximum-likelihood inference also confirmed the results and the 
isolates grouped in four distinct groups along with other members of the Phytophthora spp. of clade 9. 
Morphology and physiology characteristics and pathogenicity tests revealed some differences between these 
four groups. Unlike other groups, the isolate of the third group was not pathogenic to pistachio seedlings, and 
the same as isolates of groups one and four it was not able to grow at 40 ° C. Additionally the micrometric 
characteristics of sporangia were significantly different from those of other groups. The evidence from this 
grouping confirms the existence of a significant intra-species variation as well as the need for a revision of 
the initial description of this complex species.
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  مقدمه

ــا ــه  ت ــون گون ــا کن ــ يه ــارگر فیاز ب یمختلف ــورا یم توفت
 .Phytophthora citrophthora Smith & Smith،Pشـامل 

cryptogea Pethybridge & Lafferm ،P. pistaciae 

Mirabolfathy ،P. drechsleri Tucker، P. nicotianae 

Breda  وP. parsiana Mostowf., D.E.L. Cooke & 

Banihash.     و  ياز درختان پسته مبـتلا بـه گمـوز جداسـاز
 ,Banihashemi 1983(است   ها اثبات شده آن ییزا يماریب

Mirabolfathy 1988, Mirabolfathy et al. 1989, 
Mirabolfathy et al. 1990, Aminaee & Ershad 1991, 

Mostowfizadeh-Ghalamfarsa et al. 2008,  .(سـال   در
درخـت   ي دهیپوس ـ ي از طوقـه  توفتورایاز ف يا  هیجدا 1991

 ي شـبانکاره  ي واقـع در منطقـه  ) .Ficus carica L( ری ـانج
 ـجدا نیا زیمتما تیخصوص. شد ياستان بوشهر جداساز   هی

بـه عنـوان   بـود کـه    وسیسلس ي درجه 39رشد در  ییتوانا
در نظـر   P. cryptogea ي گونه زپسند ا گرما اریبس يا هیجدا

در ســال ). Banihashemi & Ghaisi 1993(گرفتــه شــد 
 اتیبا همـان خصوص ـ  توفتورایاز ف يا هیجدا 1993و  1992

رشـد در   ییو توانـا  P. cryptogeaمشابه با  یشناخت ختیر
 Pistacia(از درختان پسته  ،و بالاتر وسیسلس ي درجه 39

vera L. (به دست آمد  مانکر در)منتشـر   ،یهاشم یبن. ض
 ـاز ا زی ـمشـابه ن  ییهـا  هیو جدا) نشده  کـا یمتحـد امر  الاتی

در  هـا  هیجدا نیا). MacDonald et al. 1992(گزارش شد 
 .P يهـا  گونـه  يبنـد  موجـود در رده  يهـا  چـالش  یبررس

cryptogea  وP. drechsleri یتکامل ي خچهیتار یابیو ارز 
ــا ــه، ارز نیـ ــدو گونـ ــد یابیـ -Mostowfizadeh( ندشـ

Ghalamfarsa et al. 2006 .(براسـاس   ییابتدا يها يواکاو
جداگانـه   یر گروه ـرا د ها هیجدا )ITS1( اس یت يآ ي هیناح

                                                      
1 Internal transcribed spacer 

 .Pو  P. cryptogea يهــا  از گونــه زیو کــاملاً متمــا 

drechsleri 10و  9تبـار   یکیدر نزد ها هیجدا نیا. قرار داد 
را  ییاین تک یگروه توفتورایف يها گونه اس یت يآاز درخت 

 Phytophthora sp. C10تحـت عنـوان    ودادنـد   لیتشـک 
 در ).Mostowfizadeh-Ghalamfarsa 2011( شدند یمعرف
 يرو ییتبـارزا  يها يبر اساس واکاو 2008در سال  تینها
ــمختلــف، ارز يهــا ژن و  یشــناخت خــتیاطلاعــات ر یابی
تحت عنوان  یتبار به دست آمده به طور رسم یکیولوژیزیف

Phytophthora parsiana sp. nov. Mostowf., D.E.L. 
Cooke & Banihash. ــ ــد  یمعرف -Mostowfizadeh(ش

Ghalamfarsa et al. 2008.(  
، يولوژیزی، فیشناس ختیر ي نهیمطالعات مختلف در زم

نـاهمگن  ج ینتـا  ي دهنـده  نشان یزبانیم ي ک و دامنهیلوژنتیف
ــدر م ــان جدای ــا هی ــه  يه اســت  P. parsianaمنســوب ب

)Hajebrahimi & Banihashemi 2011, Rafiee 2011, 

Anvari 2014, Anvari et al. 2018 .(انجـام   يهـا  یبررس ـ
ا یهستند  یعلف يها زبانیم يکه دارا ییها هیشده وجود جدا

وس یسلس ـ ي درجـه  40ها تـا   رشد آن يکه دما ییها هیجدا
 ـجدا یگر برخید ياز سو. را نشان دادرسد  یم م یهـا عق ـ  هی

 ـا. کردند یم ید اندام جنسیتول یبوده و برخ ن مشـاهدات  ی
ان ی ـرا در م يا سـه یمقا ي هستند که ضرورت مطالعه یلیدلا
ن گونــــه نشــــان یــــمنســــوب بــــه ا يهــــا هیــــجدا

 Hajebrahimi & Banihashemi 2011, Rafiee(دهـد  یم ـ

2011, Rafiee & Banihashemi 2013b, Anvari 2014 .(  
توفتـورا  یف يهـا  ان گونـه ی ـمهـم در م  يها از چالش یکی
 يهـا  و گونـه  يا ن گونـه ینـامع  يص مرزهـا یز و تشخیتما

ــنس  ــورایفمرکـــب جـ  ــ توفتـ ــاس خصوصـ ــر اسـ ات یبـ
 يهـا  مشهور گونـه  يها از جمله مثال. است یشناخت ختیر

 P. megaspermaبـه تــوان  یتوفتــورا مــیمرکـب جــنس ف 

Drechsler ،P. citricola Sawada ،P. cryptogea 
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Pethybr. & Laff. ،Leonian P. capcisi، P. palmivora 

Butler   وP. alni Brasier & Kirk )Tsao & Alizadeh 

1987; Hansen & Maxwell 1991; Brasier et al. 2003; 
Ioos et al. Bhat et al. 2007; Mostowfizadeh-

Ghalamfarsa 2010 (پس از مطالعات صـورت   .اشاره کرد
  P. palmivora يات متفـاوت گونـه  یخصوص يگرفته رو
 & P. megakarya Brasierو  P. capsici يدو گونــه

Griffin   ــد ــدا ش ). Brasier & Griffin 1979(از آن ج
تنـوع   يف، سـطوح بـالا  یاز زمان توص P. capsici ي گونه
 ـ   يا گونه درون یکیژنت تـر  شیرا نشان داده و بـا مطالعـات ب

 ـاز ا  P. tropicalis Aragaki & Uchidaي گونـه  ن گونـه  ی
ــد  ــدا ش ــزیبر). Zhang et al. 2004(ج ــاران و ری  همک

)Brasier et al. 2004 (ز سه جوره ین)variant ( ي از گونـه 
 P. alni subsp. alni Brasier يهـا  را با نام P. alniد یجد

& Kirk ، P. alni subsp. uniformis Brasier & Kirk  و
P. alni subsp. multiformis Brasier & Kirk ف یتوص ـ

 واقع P. citricolaمربوط به گونه مرکب  يها هیجدا. کردند
 اسـاس  بـر  شـده  میترس ـ یکیلـوژنت یف درخـت  دوم تبار در
 يهـا  يواکاو از پس زین ییایتوکندریم و يا هسته يها گاه ژن

 ي به چهـار گونـه   لیتبد ییایتوکندریم يها ژن یگاهچندژن
P. multivora Scott & Jung، P. capensis Bezuid et 

al.، P. plurivora Jung & Burgess  وP. pini Leonian 
 .Bezuidenhout et al. 2010; Martin et al( شــدند

2014.(  
اسـت تـا    یهمواره به دنبال روش ـ یمولکول يکردهایرو

جـنس   يهـا  گونـه ق ی ـع و دقیسـر  ییبتواند منجر به شناسا
، یسـنج  یتـوال  يهـا  يسه بـا واکـاو  یدر مقا. توفتورا شودیف

م و یمسـتق  یروش ـ يا اثرنگاری يا ان يد یچندشکل یبررس
و هم خودکار قابل  ینه است که هم به صورت دستیکم هز

 ي رشـته  تـک  يسـاختار  یچندشـکل  يواکـاو . انجام اسـت 

 يبراج یرا يها از روش یکی SSCP(2( یبوزومیر يا ان يد
 Sambrook and(اســت  يا نقطــه يهــا جهــش یبررســ

Russell, 2000 .(ن يدن روش قطعــات یــدر اا ــا  يا کــه ب
 ییاند، با سرعت بـالا ر شدهیتکث یعمومخاص  يآغازگرها

به کمک . شوند یغربال م یر در توالییهرگونه تغ افتنی يبرا
در ) SNP( يدی ـتک نوکلئوت يها توان تفاوت ین روش میا

 .Kong et al( کـرد  ییز شناسـا ی ـرا ن يا ان يد يهـا رشـته 

2003(.  
 يا ان يد ي رشـــته تـــک يســـاختار یچندشـــکلروش 

در  يا نقطـه  يهـا  جهـش  یبررس ـ يدر ابتدا بـرا  یبوزومیر
). (Orita et al. 1989انسان مورد استفاده قرار گرفتـه بـود   

 یبررس ـ ينه برایع وکم هزیکرد آسان، سرین رویدر ادامه ا
 Clapp( ، نماتدها)Kong et al. 2000( ها روسیتنوع در و

et al. 2000(هـا  ها و شبه قارچ ، قارچ )Hong et al. 2010 ،
Kong et al. 2003, 2004 ،Moricca et al. 2000(   مـورد

 ـل اسـتفاده از ا یب پتانس ـی ـن ترتیبد .استفاده قرار گرفت ن ی
هـا و   جهش  یبررس يقدرتمند برا يکرد به عنوان ابزاریرو
تنـوع مـورد توجـه قـرار گرفـت و       يهـا  ينطور واکاویهم

و  یگـالگل توسـط   یصید تشخین کلیسرانجام با انتشار آخر
ص یبـه منظـور تشـخ   ) Gallegly & Hong 2008( هانـگ 
توفتـورا مـورد اسـتفاده گسـترده قـرار      یمختلف ف يها گونه

 .Pه یف اولید با توصین کلیبا وجود تقارن انتشار ا. گرفت

parsianaــو ــکل ي، الگ ــاختار یچندش ــک يس ــته ت  ي رش
  .  امده استید مذکور نین گونه در کلیا یبوزومیر يا ان يد

 ـجدا ری ـاخ يهـا  سـال  یط بـر   P. parsianaاز  ییهـا  هی
نقـاط   ریاز سا اس یت يآ ي هیمربوط به ناح يها یاساس توال

 ـشده است کـه  گزارش  ایدن  ـجدابـه   هیشـب  ای  ـا يهـا  هی  نی
به آن به شـمار   کینزد اریبس يخواهر يها هیآرا ایاند  گونه

                                                      
2 Single-strand-conformation polymorphism 
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 ینت ـیز اهانیگ ياریآب يها از آب ي هیجدا يتعداد. روند یم
 Rhododendron یدر حـــال پژمردگـــ يهـــا و شـــاخه

catawbiense Hoffmanns. ــاخه ــا و شـ  Kalmia يهـ

latifolia L. شـده   يجداسـاز  کایدر آمر یمبتلا به سوختگ
 ـولوژیزیو ف یشـناخت   خـت یر اتیکه از لحاظ خصوص ـ  کی

 .Pو  P. parsiana ،P. melonis Katsura يها مشابه گونه

drechsleri يها قادر بـه رشـد در دماهـا    بوده و همانند آن 
 ـ يهـا  یبررس ـ). Hong et al. 2008(بـالا هسـتند     تـر  شیب

  يبر اساس واکاو یکیلوژنتیو ف کیولوژیزیف ،یشناس ختیر
بـه صـورت    ها هیجدا نینشان داد که ا اس یت يآ يها یتوال

ــه در درخــت   ــوده ک ــزا و مشــخص ب ــروه مج ــا دو گ  يه
قـرار   P. parsianaدر کنار و وابسته بـه گـروه    یکیلوژنتیف
به عنـوان دو   هیدو آرا نیا 2010و  2008در سال . ردیگ یم

تحـت عنـوان    یشناخته شده و به طور رسم دیجد ي گونه
P. hydropathica Hong & Gallegly.  وP. irrigatea 

Hong & Gallegly. شـدند   یمعرف ـ)Hong et al. 2008, 

گرماپسـند و   دیجد ي دو گونه نیا فیپس از توص). 2010
 یمولکـول  يهـا  يواکـاو  یط ـ P. parsianaمشابه با  اریبس

قطعـات   یطـول  یانجـام چندشـکل  و  اس یت يآ يها ترادف
 ـ ال اف آر( یبرش ـ  .Hong et al( هانـگ و همکـاران  ، 3)یپ

 ری ـدرختان پسـته و انج  يها هیعنوان نمودند که جدا) 2010
شـده اسـت    ییشناسـا  رانیدر ا P. parsianaکه تحت نام 

ــبا ــاظ خصوصـ ـ  دی ــدداً از لح ــتیر اتیمج ــناخت خ  ،یش
در . رنـد یقرار گ یمورد بررس یو تشابه مولکول ییزا يماریب
نـاهمگن  ج ین شـواهد و نتـا  ین مطالعه با در نظر گرفتن ایا

ــات ف ــوژنتیمطالع ــولوژیزی، فیکیل ــهی ــانیم ي ک و دامن  یزب
ــجدا ــا هی ــه  يه ــه  P. parsianaمنســوب ب ــا توجــه ب و ب

ــالا ییت و کــارایحساســ  يســاختار یچندشــکلروش  يب

                                                      
3 Restriction fragment length polymorphism (RFLP) 

 ـ، جدایبوزومیر يا ان يد ي رشته تک  ـا يهـا  هی ن گونـه بـا   ی
ا یــو  يا امکــان وجــود تنــوع درون گونــه یهــدف بررســ

د یی ـبه منظور تأ. قرار گرفت یمورد بررسمجزا  يها دودمان
 ي رشـته  تـک  يسـاختار  یچندشـکل روش ج حاصل از ینتا
ز ین یکیلوژنتیو ف یمولکول يها ي، واکاویبوزومیر يا ان يد

 رواحـد یز ییایتوکنـدر یم ي هی ـناح یسنج یبا استفاده از توال
  .انجام شد) CoxI( یس دازیاکس توکرومیس کی

  یبررس يها مواد و روش
  مارگریب يو جداساز يبردار نمونه

 ـمورد اسـتفاده در ا  يها هیاز جدا یبخش ، از ین بررس ـی
 يدانشـکده کشـاورز   یپزشـک اهی ـقارچ بخش گ يمجموعه

و  فیزیولوژي گیاهی، شناسی بیماريبخش راز و یدانشگاه ش
آمریکـا  متحد ایالات تک،  ویرجینیاهرز دانشگاه  يها علف

مـارگر در سـال   یب يبه منظور جداسـاز ، همچنین. اخذ شد
 ـکرمان و  يها ز از مناطق مختلف استانین 2015-2014 زد ی

از فاصـله  ). 1جـدول  (صورت گرفت  يبردار مجدداً نمونه
 ي درختـان پسـته   ي شه و طوقهیر ي ن بافت سالم و آلودهیب

 5/0طعـات  ، ق.Phytophthora sppبـه   یمشکوك به آلودگ
 CMA-PARPHط کشـت  یمح يرو ،جدا شده يمتریسانت

) CMA  گـرم   5/0د، یتر دلواسیگرم در ل 02/0آماده شده با
گـرم   1/0ن و یفامپیتر ریگرم در ل 01/0 ن،یلیسیآمپ تریدر ل
کشـت   )مکسـازول یه تـر یل در گرم PCNB، 025/0تر یدر ل
ــگرد ــرا. )Jeffers & Martin 1986( دی ــاز يب  يجداس

بــرگ مرکبــات  يگــذار مــارگر از خــاك از روش طعمــهیب
)Banihashemi 1983(   و برگ پسـته)Mirsoleimani & 

Mostowfizadeh-Ghalamfarsa 2013 ( دیــگرد اســتفاده .
(  WA کشت طیمح يرو يساز و خالص يجداسازپس از 

هـا روي  جدایه) مقطر تا حجم یک لیتر گرم آگار و آب 20 
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 سـاختاري  که براساس روش چندشکلی به کار رفته در این مطالعه Phytophthora parsiana منسوب به يها مشخصات جدایه -1جدول 
  .اند بندي شده ریبوزومی گروه اي ان دي ي رشته تک

Table 1. Characteristics of isolates assigned to Phytophthora parsiana used in this study which were grouped 
according to a single-stranded DNA polymorphic.  

a. Selected isolates for pathogenicity test 
b. Isolated in this study 
C. sequenced isolates in this study 

  
گرم آگار  16  گرم ذرت، 40ي  عصاره( CMAمحیط کشت 

 وسیسلس ـ ي درجـه  15در ) تـر یک لیو آب مقطر تا حجم 
ــه ــدند  يدار نگ ص یتشــخ). Singleton et al. 1992(ش
 Stamps et(موجود  يدهایها با استفاده از کلهیجدا ییابتدا

al.,1990; Erwin & Ribeiro, 1996 ( و انجــام گرفــت
 ITS-PF2  )5´CGGسـپس بـا اسـتفاده از جفـت آغـازگر     

CTC CAT CAA ACG AGG C 3´ ( وITS-PR2 
)5´GCA CGA AGC CGC ACA ATC G 3´(   واکـنش

 ـجدا ییشناسـا  مـراز بـه منظـور   یپل يا رهی ـزنج  .P يهـا  هی

parsiana  انجــام شــد)Mostowfizadeh-Ghalamfarsa 

2012.(  

  وم با استفاده از بذر شاهدانه یل اسپورانژیتشک

از  یک ـیهـا  ومیاسـپورانژ  یشـناخت خـت یر يهـا یژگیو
شـود و  یمحسـوب م ـ  یات تاکسونومین خصوصیتریاساس

موجـود   يدهای ـن کلیاز نخست یک صفت اشتقاقیبه عنوان 
)Waterhouse 1963 ( یکیلـوژنت یتا مطالعـات ف )Blair et 

al. 2008, Yang et al 2017 Cook et al. 2000, ( همواره

Group 
 گروه

Isolate code 
 کد جدایه

Other codes 
 سایر کدها

Host 
 میزبان

Substrate 
 بستره

Location 
جداسازيمحل   

Year of isolation 
 سال جداسازي

Group 1 PH21.4.08a, c SUC19, PH21.4.92 Pistachio Crown Iran (Kerman) 1992 
Group 1 PH21.8.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 1 PH21.9.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 1 PH21.10.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 1 PH21.11.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 1 PH21.12.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 1 PH21.13.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 1 PH21.26.10 - Pistachio Soil Iran (Yazd) 2010 
Group 1 PH21.27.10 - Pistachio Soil Iran (Yazd) 2010 
Group 1 PH21.40.14a, b - Pistachio Crown  Iran (Kerman) 2014 
Group 1 PH21.41.14a, b - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2014 
Group 1 PH21.44.14b - Pistachio Crown Iran ( Kerman ) 2014 
Group 2 PH21.6.08a, c SURf6, PH21.6.92 Pistachio Crown Iran (Kerman) 1993 
Group 2 PH21.7.08a SURf17, PH21.7.92 Pistachio Crown Iran (Kerman) 1993 
Group 3 PH21.5.08a, c SUC25, PH21.5.90 Fig Crown Iran (Bushehr) 1991 
Group 4 PH21.3.08a, c SUC7, PH21.3.92 Pistachio Trunk and branches USA 1992 
Group 4 PH21.14.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 4 PH21.15.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 4 PH21.16.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 4 PH21.17.08a - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 4 PH21.18.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 4 PH21.19.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 4 PH21.20.08 - Pistachio Crown & Root Iran (Kerman) 2008 
Group 4 PH21.43.14a, b - Pistachio Crown  Iran (Kerman) 2014 
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توفتـورا بـه کـار    یمختلـف ف  يهاا گروهیها هیز آرایتما يبرا
 ـپا یز به عنوان شاخصین مطالعه نیدر ا. ه استرفت  يه بـرا ی
 ـموجـود اسـتفاده گرد   يهاز گروهیتما از بـذر   يمقـدار . دی

قـه  یدق 20تـا   10شاهدانه را در آب مقطر سترون به مـدت  
ها بـه مـدت   از آن يده و پس از خنک شدن، تعدادیجوشان

گـرم   300 ي عصـاره (  PDA يتشتک پتر يساعت رو 24
 گرم آگار و آب مقطر تا 15گرم دکستروز،  20ن، یزمبیس

 15ا قرمـز،  ی ـگـرم لوب  30 ي عصاره(  FBAا ی)تریل 1حجم 
 يهـا پرگنـه  يحـاو ) تـر یل 1حجم  گرم آگار و آب مقطر تا

هـا   شـاهدانه . مارگر قـرار گرفـت  یب يها هیجدا ي هیجوان کل
عصاره خـاك   يحاو يپتر يها ساعت به تشتک 24پس از 
منتقل شـده، بـه   ) Mircetich & Matheron 1976(سترون 
ــدت  ــر یســانت 40 ي در فاصــلهســاعت  24م ــپ  يمت لام
ــوکس 1000حــدود( انفلورســ ــرار، )ل ل یتشــک. گرفــت ق
شـد   یبررس ـ يکروسکوپ نوریوم با استفاده از میاسپورانژ

)Schmitthenner 1973.(  

  رشد  ي نهیشینه و بیبه ين دماییتع

 افتـه ی رشـد  هـا  هیجدا ي هیکل جوان يهاپرگنه هیحاش از
 قطعه کی، )(CMA-PARP یمه انتخابین کشتطیمح يرو
 يحـاو  يپتـر  تشـتک  مرکز در و برداشته يمتریلیم 6 تا 5

 ـهـر جدا  يبرا. قرار داده شد CMA کشتطیمح در هـر   هی
در  یمـورد بررس ـ  يدماها. دما سه تکرار در نظر گرفته شد

 قیدق نییو تع ها هیجدا بودن گرمادوست لیدل بهآزمون  نیا
ــا  ــداکثر دم ــد  يح ــاملرش  40و  39، 37، 35 ،30، 25 ش

  .بود وسیسلس ي درجه

  یچیبا استفاده از روش ساندو یزشیآم پین تییتع

هـا   هیجدا ي هیکل ي پنج روزه يها از کشت  ن روشیدر ا
  A2و A1 ي شناخته شـده  یجنس یزشیآم  پیو سه جفت ت

 .A1: isolate 22G2, A2: isolate 22B3( P(از

cryptogea ،)A1: isolate 23B1, A2: isolate 23B2 (P. 

cinamomi  و)A1: isolate 22G1, A2: isolate 22F9 (
P. nicotiani کشت  طیمح يروHSA ) گـرم   60 ي عصـاره

 ـگرم آگار و آب مقطر تـا حجـم    16 شاهدانه،  و ) تـر یک لی
CA )گرم آگـار وآب مقطـر    15ج، یگرم هو 250 يعصاره

 سترول استفاده شدیگرم بتاس یلیم 30يمحتو )تریل 1تاحجم 
)Riberio 1983 .(بـه قطـر پـنج     یب کـه بلـوک  ین ترتیبه ا
شـش   يمارگر در کف تشـتک پتـر  یه بیمتر از هر جدا یلیم

 ـآن  يگذاشته شـد و رو  يمتر یسانت ط یک بلـوك از مح ـ ی
بــه همــان انــدازه و بلــوك ســوم از   کشــت مــورد اســتفاده

. همـان قطـر قـرار داده شـد     ز بـا ی ـن A2ا ی A1 یزشیآم پیت
 ـلم بسته شد و به مدت یها با نوار پارافتشتک يهیحاش ک ی

. وس قـرار گرفـت  یسلس ـ ي درجـه  20و در  یکیماه در تار
بـا   یزش ـیآم پی ـن تیـی د و تعیی ـل ااُسُپور به منظـور تا یتشک

قـرار شـد    یمـورد بررس ـ  يکروسـکوپ نـور  یاستفاده از م
)Mitchell & Kannwicher- Mitchell 1992 .( 

  P. parsianaمنسوب به  يها هیجدا ییزا يماریب یبررس

 ي ماهـه سـه   يهـا  ش از نهـال ین آزمـا یبه منظور انجام ا
گروه دوم و سـوم و سـه    يها هیرقم سرخس و جدا ي پسته
اول و چهـارم   يهـا  از گـروه یـک  منتخب از هـر   ي هیجدا

 ـما يهی ـته يبـرا ). 1جـدول (استفاده شد  زا از  يمـار یب ي هی
شـــد ت اســـتفاده یـــکولایشـــاهدانه و ورمـــ ي عصـــاره

)Banihashemi 1989 .(خانه،  ها به گل پس از انتقال گلدان
هـا  نهـال  ي طوقـه  يپـا  ه در هر گلدان ویماتر از یل یلیم 10
ــا ماســه ســترون پوشــان آن يرو و ختــه شــدیر . شــدده یب

د و متناوباً پس از یساعت غرقاب گرد 24ها به مدت  گلدان
هـا در گلخانـه بـا    گلدان. قرار گرفت یمورد بررس یزنهیما

 ي درجـه  15وس و حداقل یسلس ي درجه 37 يحداکثر دما
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و  يداروس نگـه یسلس ـ ي درجـه  28 نیانگی ـوس و میسلس
ها هر ماه بـا  مارگر در گلدانیب یابیرد. شدند ياریروزانه آب

هـا   آب گلـدان   برگ پسته شناور در زه يها استفاده از طعمه
 CMA-PARPکشت طیمح يمارگر رویو رشد ب انجام شد

. ه سه تکرار در نظـر گرفتـه شـد   یهر جدا يبرا. شد یبررس
 يت و عصارهیکولایورم ين از مخلوط سترون شدهیهمچن

د یی ـتأ يبـرا . اسـتفاده شـد   یشاهدانه به عنوان شـاهد منف ـ 
ل اصـول کـخ،   ی ـو تکم يمـار یعامـل ب  يتوفتـورا یحضور ف
اه صـورت گرفـت   ی ـطوقـه گ شـه و  یمجدد از ر يجداساز

)Banihashemi 2004 .(  

به ) PCR(مراز یپل يا رهیو واکنش زنج يا ان ياستخراج د
 يا ان يد ي رشـته  تـک  يساختار یمنظور انجام چندشکل

  یبوزومیر

ط کشـت عصـاره   یمح يمورد نظر رو يها هیجدا ي هیکل
 20 يهشـت سـبز   ي عصـاره ) (V8A(آگار  -يهشت سبز

) تر آگاریگرم در ل 15م، یترکربنات کلسیگرم در ل 4درصد، 
کشت شده و بـه مـدت    يمتر یسانت 6 يپتر يها در تشتک

 يوس نگه داریسلس ي ست و سه درجهیب يدو هفته در دما
از روش  ياانين مرحله بـه منظـور اسـتخراج د   یدر ا. شد

ن منظـور  یبه ا. ها استفاده شد سهیجوشاندن ر يا تک مرحله
کشـت دو   طیاز مح ـ يمتـر  یدو سـانت ک بلـوك  ی يها سهیر

 ـجدا يا هفته  5/1 يهـا  زلولـه یده شـده و بـه ر  ی، تراش ـهـا   هی
مـولار   یلیم 10تر محلول یکرولیم 500 يمحتو يتریکرولیم

Tris-HCl زلوله هـا  یسپس ر. افتیانتقال  5/7اچ  یپ يدارا
وس به مدت یدرجه سلس 60 يبا دما ییک بلوك گرمایدر 
ن یقـه ورتکـس، رونش ـ  یدق 3پس از قه قرار گرفته و یدق 20

مـراز قابـل   یپل يا رهی ـبلافاصله به منظور انجام واکـنش زنج 
   ).Kong et al. 2003(استفاده بود

-انياز د تریکرولیم 2يحاو یمخلوطمواد مورد استفاده 

10هـا بـا غلظـت    آغازگرهـر  از  تریلکرویم 5/2، حاصل يا 
 2غلظـــت  يدارا dNTPsتـــر یلکرویم 2، کـــرو مـــولاریم
-Taq DNA polymerase )Ta تریلکرویم 1/0 کرومولار،یم

KaRa, Shuzo, Japan( ،5/2 واکـنش   10×تر بـافر  یکرولیم
ه ی ـته يتـر یکرولیم 25 يهـا واکنش يمراز برایپل يارهیزنج
 ـ يآ يهی ـر ناحی ـتکث ينه برایبه ياز آغازگرها. شد  1اس  یت
 ITS6F7R )ITS6:5´-GAAGGTGA یبوزومیر يا ان يد

AGTCGTAACAAGG-3´ وITS7: 5´-AGCGTTCTT 

CATCGATGTGC-3´ ( يا رهیواکنش زنجاستفاده شده و 
 .Kong et al( کانـگ و همکـاران   يوهیطبـق ش ـ  مـراز یپل

  . انجام شد) 2003

 يا ان يد ي رشـته  تـک  يساختار یچندشکل يها يواکاو
 یبوزومیر

مـراز  یپل يا رهی ـزنج تـر از محصـول واکـنش   یکرولیک می
 95د ی ـفـرم آم ( یتـر از بـافر واسرشـتگ   یکرولیم 9همرا بـا  
) درصـد / 05مولار و برم فول بلو  یلیم EDTA 20درصد، 

وس، یسلس ـ ي درجه 96در   قهیدق 10مخلوط شده و پس از 
 ـ يقـه رو یک دقی  ـتـر از ا یکرولیم 5/2. خ قـرار گرفـت  ی ن ی

 ـ: دی ـآم لیاکر یدرصد پل 8ژل  ینیمخلوط در م  )1:29(س یب

  Mini-PROTEAN 3 Cellالکتروفـورز  يهـا  قالـب  درون
)Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA (ختـه شـد  یر .

مراز واسرشته شده پـس از  یپل يا رهیزنج محصولات واکنش
 یو ط 220با ولتاژ ثابت  TBE×1انتقال به ژل در بافر سرد 

 ـاتـاق الکتروفـورز گرد   يقه در دمـا یدق 130مدت زمان  . دی
ر بـا  یو تصـاو  يزی ـآم ترات نقـره رنـگ  یده از نها با استفاژل

 Bio Imaging and Chemi Systemاسـتفاده از دسـتگاه   

(UVP Lab Inc., Upland, CA, USA)   ثبت شـد)Kong 

et al. 2003, Gallegly & Hong 2008 .( ل یبه منظور تسـه
ــیــحاصــله در  يســه الگوهــایو مقا یبررســ ن یک ژل و ب
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شده توسط  یطراح SSDNAز از نردبان یمختلف ن يها ژل
ب یترک. استفاده شد) Kong et al. 2003( کانگ و همکاران

ــان    ــامل نردب ــتفاده ش ــورد اس  X174 DNA/HaeIII Φم
)Promega, Madison, WI (     همـراه بـا محصـول واکـنش
ــزنج  ــراز یپل يا رهی ــه  اســت P. cinnamomiم ــاک ــافر  ب ب

 ـانتخـاب ا  .مخلوط شده و در ژل وارد شـد  یواسرشتگ ن ی
 کانـگ و همکـاران  کـه توسـط    ین سـه نردبـان  یدبان از بنر
)Kong et al. 2003 (ل تعـداد  ی ـشـده بـود بـه دل    یمعرف ـ

-کی ـزان تفکی ـنوارهـا، م  يری، مکان قرارگيدیتول ينوارها
 یبه طور کل. جاد شده استیا يالگو يریپذو تکرار يریپذ

 ـه بـا اسـتفاده از ا  یهر جدا يبه دست آمده برا يالگوها ن ی
تنـوع   ي در صورت مشاهده. شد ییو شناسا یبررسنردبان 
کـه   یدر زمـان  SSCP يالگوهـا  يا گونه نیو ب يا گونه درون
ه بـه هـم بودنـد، الگوهـا بـه      یبه دست آمـده شـب   يالگوها

 .Kong et al(سـه شـد   یصورت پهلو به پهلـو بـا هـم مقا   

2003 .(  

  يا ان يد یسنج یو توال يساز استخراج، فزون

 جـوان  يهیحاش ـ از متـر یلیم پنج یبیتقر قطر به یقطعات
 يهـا  فلاسـک  بـه  و جدا مطالعه مورد يهاهیجدا يهاپرگنه
 يشده  سترون ي عصاره تریلیلیم 50 يحاو يتریلیلیم 250

 25بـه مـدت ده روز در    هـا فلاسک .شد منتقل ینیزمبیس
 روز ده از پــس. شــدند يدارنگــه وسیسلســ ي درجــه
 و یخـال  سترون يپتر يهاتشتک در فلاسک هر اتیمحتو
. شـدند  شسـته  سـترون  مقطـر  آب از اسـتفاده  بـا  هـا پرگنه

 طیمح قطعات از سترون يهاسوزن از استفاده با هاومیسلیم
 5/1 اپنـدورف  يهـا لولـه  داخـل  شـده،  جدا آگاردار کشت

 ع،یما ازت کمک به زدن خی از پس و گرفته قرار يتریلیلیم
 .شـدند  سرماخشـک  ساعت 24 مدت به اپندورف يهالوله

ــتخراج  ــه روش  يا ان يداس ــلیمب  زاده یو مســتوف یمانیرس

ــا  -Mirsoleimani & Mostowfizadeh(قلمفرســـ

Ghalamfarsa 2013( مـراز یپل يا رهیواکنش زنج. انجام شد 
ــرا ــناح يب ــدریم ي هی ــ رواحــدیز ییایتوکن ــ کی  توکرومیس

ــ ــیاکس ــا ، یداز س ــتفاده ب ــا از اس ــ يآغازگره  یاختصاص
COXF4N  وCOXR4N )COXR4N: 5´CGTGAACT 

AATGTTACATATAC3´ وCOXF4N: 5´GTATTTC 

TTCTTTATTAGGTG C3´ ( ــرا ــق ش ــایطب و  ییط دم
 .Kroon et al(آغازگر انجام شد  يمخلوط گزارش شده برا

بـا الکتروفـورز در    مـراز یپل يا رهیواکنش زنج جینتا .)2004
 ـبروما ومیدی ـات% 005/0 يدرصد آگارز حـاو  کیژل  در  دی
گـرم   EDTA ،5/5گرم  37/0 س،یگرم تر TBE )8/10بافر 
 ـبـه مـدت   ) تـر یل کیآب مقطر تا حجم  ک،یبور دیاس  کی

پرتو  ریز يا ان يشد و قطعات د دییولت تأ 80ساعت و در 
 ژن، نیســ(ومنتر یــداک-فــرابنفش بــا اســتفاده از دســتگاه ژل

ــا ــد آمر الاتی ــایمتح ــردار ) ک ــس ب ــد يعک ــات . ش قطع
 یسـنج یو تـوال  يسـاز  خـالص  منظور به شده يساز فزون

ــز   يا ان يد ــه مرک ــاورب ــرفتهیپ يفن ــژنت ش ــگاه  کی دانش
 University of Kentucky Advanced Genetic(یکنتـاک 

Technologies Center( )الات متحد یا ،یکنتاک نگتون،یلگز
  .ارسال شد) کایآمر

  یکیلوژنتیف يها يواکاوو  يا ان يد يها یتوال شیرایو

 بـا  آمـده  دسـت  به يهایتوال يساز فیرد هم و شیرایو
-نسخه ي سهیبا مقا  Geneious v10.2.3افزار نرم از استفاده

 ـم و معکوس ویمستق ي نـد بـه   یبرآ يش شـده، رشـته  یرای
 ,GenBank, NCBI(دست آمد و پس از ارائه به بانک ژن 

USA; [Online] http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (سر-

. اسـتفاده شـد   يمطالعـات بعـد   يهـا اخـذ و بـرا    آنشمار 
 يها ین پژوهش همراه با توالیبه دست آمده در ا يها یتوال

تبار نـه   ياعضا یداز سیاکس توکرومیس کی رواحدیمعتبر ز
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 ـرد  هـم ) اخذ شـده از بانـک ژن  (توفتورا یف در . ف شـدند ی
 ي نهیش ـیافـت ب یبا اسـتفاده از ره  یکیلوژنتیت درخت فینها

 Tamura–Nei )Tamura & Neiو مـدل   یینمـا درسـت 

افـزار   دور آزمون بوت استراپ توسـط نـرم   1000با ) 1993
MEGA7.0 )Tamura et al. 2017 (ــرســم، و ش و یرای

 .ش داده شدینما

 جینتا

شـه و  یسـت از ر یمختلـف ااُمُ  يها هیجدا ین بررسیدر ا
علائم گموز و خاك اطراف درختان  يدرختان دارا يطوقه

اسـتان   يکـار  آلوده از باغات پسته مربوط بـه منـاطق پسـته   
 ـکرمان و  ات یبـا توجـه بـه خصوص ـ   . شـد  يزد جداسـاز ی

 ي درجــه 35رشــد در  ییاز جملــه توانــا یشــناخت خــتیر
 یاختصاص ـ يت با استفاده از آغازگرهایوس و در نهایسلس

P. parsiana  )Mostowfizadeh-Ghalamfarsa 2012 (
 ـا ي هیف اولیتوص يکه بر مبنا  یمرکـب طراح ـ  ي ن گونـه ی

  P. parsiana منسـوب بـه   يها هیجدا يشده بود، جداساز
 بـه  مربوط يها هیجدا ریسا با همراه ها هیاجد نیا. انجام شد

 ـجدا ریو سا مارگر،یب نیا ي هیاول فیتوص  منسـوب  يهـا  هی
مــورد  هــامجموعــه ریســا از شــده اخــذ P. parsianaبــه 
 ـولوژیزیف و یشـناخت  خـت یر ،SSCP يها یبررس  قـرار  کی

  ).1جدول ( گرفت

 یچندشــکل يهــا يو واکــاو یکیلــوژنتیف يهــا یبررســ
  یبوزومیر يا ان يد ي رشته تک يساختار

ج حاصل از نقوش به دست آمـده نشـان داد   ینتا یبررس
چهـار گـروه    در P. parsianaمنسـوب بـه    يهـا  هیکه جدا

)Group 1, 2, 3, 4 (   يبنـد  ز دسـته یکـاملاً مجـزا و متمـا 
د به یل آمیاکر یبه دست آمده  در ژل پل يالگوها. شوند  یم

سـه بـا   یبا هم داشته و در مقا يدار یمعن يها وضوح تفاوت

 و هانـگ  یگالگل یصید تشخیمرجع موجود در کل يالگوها
)Gallegly & Hong 2008 (چیبودند و به ه ـک یقابل تفک-

 ـف شـده در ا یتوص ـ يهـا کدام از گونـه  د شـباهت  ی ـن کلی
بـه   يهـا  هیگروه اول منحصراً شامل جدا). 1شکل ( نداشتند

 ـکرمان و  يها استان يکار دست آمده از مناطق پسته زد در ی
متناوبـاً   2014تـا   1992 يهـا  سال ي ران بود که در فاصلهیا

ز یمتمـا  یاصـل  ن گـروه پـنج نـوار   یا. بودند  شده يجداساز
 Kong et(نردبـان   9 ي جاد کرد که نوار بالا در محـدوده یا

al. 2003 (ک به هـم و در  ینزد یانیگرفت، دو نوار م يجا
 ي در محـدوده  ي، نوار بعد11و  10 ي هیناح یانیم ي فاصله

نردبان قـرار   16 ي بالاتر از محدوده یکم ییو نوار انتها 12
ه از منــاطق یــاگــروه دوم شــامل تنهــا دو جد  . گرفــت

ران بود کـه تنهـا در سـال    یاستان کرمان در ا يها يکار پسته
، ییابتدا يها ه در نوارین دو جدایو ا جدا شده بودند 1993

ز یگر کـاملاً متفـاوت و متمـا   یبا سه گروه د ییو انتها یانیم
و  13تـا   12 يهی ـبه طور مشـخص دو نـوار در ناح  . بودند

 ـ، ا14 ي هیر ناحینطور دو نوار در زیهم  ـن دو جدای ه را از ی
 ـبـا توجـه بـه ا   . ها جدا کـرد  ر گروهیسا ج از زمـان  ین نتـا ی

ــاز ــا يجداس ــن دو جدای ــال ی ــاکنون ن 1993ه در س ــت ز ی
گروه سوم، . نشده است يها جداساز ک به آنینزد يا هیجدا
ر ی ـجداشـده از انج  P. parsianaپ یت ي هیجدا تک يحاو

دار  یتعـدد معن ـ  ز واضـح و یدر استان بوشهر با داشتن تمـا 
 ـز ایتمـا . جاد کـرد یمجزا را ا یمشخص، گروه ينوارها ن ی
 يگر بـه خصـوص در نوارهـا   یه نسبت به سه گروه دیجدا

کاملا شاخص  15و بالاتر از  13، 11 ي هیقرار گرفته در ناح
ن بـار از اسـتان   یه کـه نخسـت  ین جدایرسد ا یبه نظر م. بود

از آن در  يگـر یز گـزارش د ی ـبوشهر جدا شده و تـاکنون ن 
 ـر آرایمجـزا از سـا   ي هیک آرایست به عنوان یدست ن هـا   هی
 ـگروه چهـارم شـامل جدا  . ردیگیقرار م از منـاطق   ییهـا  هی
 ـکـا بـود کـه جدا   یران و آمریا يکار پسته  ـا يهـا هی ران دری
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 در ITS7و  ITS6 يآغازگرها با یبوزومیر يا ان يد 1 یداخل یسیترانو  ي هیناح ریبه تکث مربوط ي رشته تک يساختار یچندشکل - 1 شکل
 تا 2 راهک اول، گروه .)ssDNA )Kong et al. 2003نردبان  16تا  1 نشانگر: 1 راهک . Phytophthora parsiana به منسوب يهاهیجدا
13:PH21.4.08، PH21.8.08، PH21.9.08، PH21.10.08، PH21.11.08، PH21.12.08، PH21.13.08، PH21.26.10،PH21.27.10، 

PH21.40.14، PH21.41.14، PH21.44.14، ي ها هیجدا: 15و  14دوم، راهک گروه PH21.6.08  وPH21.7.08، 16سوم، راهـک   گروه :
ــجدا ــروه ،PH21.5.08 ي  هیــ ــک   گــ ــارم، راهــ ــا  17چهــ  ،PH21.3.08، PH21.14.08، PH21.15.08، PH21.16.08: 25تــ

PH21.17.08،PH21.18.08 ، PH21.19.08، PH21.20.08، PH21.43.14.  
Figure 1. Single-strand conformation polymorphism (SSCP) of amplified ribosomal DNA internal transcribed 
spacer 1 region with primers ITS6 and 7 isolates assigne to Phytophthora parsiana. Lane 1: 1–16 markers of the 
single-stranded DNA (ssDNA) ladder (Kong et al. 2003). Group 1, Lane 2 to 13: PH21.4.08, PH21.8.08, 
PH21.9.08, PH21.10.08, PH21.11.08, PH21.12.08, PH21.13.08, PH21.26.10, PH21.27.10, PH21.40.14, PH21.41.14, 
PH21.44.14; Group 2, Lane 14 & 15: PH21.6.08 & PH21.7.08; Group 3, Lane 16: PH21.5.08; Group 4, Lane 17 
to 25: PH21.3.08, PH21.14.08, PH21.15.08, PH21.16.08, PH21.17.08, PH21.18.08, PH21.19.08, PH21.20.08, 
PH21.43.14. 

  
 ينوارهــا. گــزارش شــده بودنــد2014و  2008 يهــا ســال
ر یو بالاتر از سـا  8 ي هیها در ناح هین گروه از جدایا ییابتدا
ر یرا نسبت به سا یمتفاوت یکل يها قرار گرفته و الگو گروه
بـه بعـد    12 ي هی ـاز ناح يچ نـوار یجاد کرده و ه ـیها ا گروه

 ي  جــاد شــدهیا يالگوهــا). 1شــکل (جــاد نکــرد ینردبــان ا
 يهـا  مرجع مربوط به گونـه  يچهارگانه با الگوها يها گروه
 .Pماننـد   یکیلـوژنت یها در تبار نـه درخـت ف   ک به آنینزد

hydropathica ،P. hydrogena  وP. virginiana   موجـود
 يها و علف فیزیولوژي، شناسی بیماريبخش شگاه یدر آزما

 Hong et(ایالات متحده آمریکا تک  ویرجینیاهرز دانشگاه 

al. 2010 (یسـنج  یتـوال . د شـد یی ـها تأ ز آنیسه و تمایمقا 

 ـجدا یداز س ـیاکس توکرومیس کی رواحدیز ي هیناح  يهـا  هی
PH21.3.08 ،PH21.4.08 ،PH21.5.08  وPH21.6.08  ــه ب
بـه   4تا  1 يها ک از گروهیمنتخب از هر  يها هیعنوان جدا

درخـت  . انجـام شـد  SSCP  يهـا  يدسـت آمـده از واکـاو   
ها وجود چهار گروه مجـزا   ین توالیحاصل از ا یکیلوژنتیف

توفتورا نشان داد یف يها تبار نه گونه ير اعضایرا در کنار سا
د ییرا تأ SSCP يها يج واکاوینتا يبند ن دستهیا). 2شکل (

 ـک از جدایــهـر  . نمـود  ر یمجـزا از ســا  يا هـا در شــاخه  هی
تبار نه قرار گرفته و هر چهـار گـروه از هـم و از     يها گونه
 .P. hydropathica ،Pک به خودشان ماننـد  ینزد يها گونه

sp. lagoariana وP. virginiana ز بودندیمامت.  
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 یتوفتـورا تبـار نـه ف   ياعضـا  ي یهو کل Phytophthora parsianaمنسوب به  هاي یهجدا ي چهارگانه يها گروه یلوژنتیکیروابط ف -2 شکل

 انشـعاب  محـل  روي اعـداد . نمـایی درست ي بیشینه درخت در یس دازیاکس توکرومیس کی رواحدیز یتوکندریاییم ي یهناح یبراساس توال
  .است درصد 50 مساوي یا بزرگتر استراپ بوت مقادیر درصد ي دهنده نشان ها شاخه

Figure 2. Phylogenetic relationships of four groups of isolates assigned to Phytophthora parsiana with all 
members of Phytophthora clade 9 based on the cytochrome c oxidase subunit I sequences in maximumlikelihood 
tree. Numbers above the branches represent the bootstrap values equal to or greater than 50%.  

  

 يدما ي نهیشیو ب یزشیآم پیت وم،یاسپورانژ اتیخصوص
  رشد

 دی ـعصاره خاك منجـر بـه تول  استفاده از بذر شاهدانه و 
 ـرریپسـتانک و غ بـدون   ییهـا  ومیاسـپورانژ   ي هیــزان در کلی

 ـجدا د ی ـزان تولی ـم ).3 شـکل ( شـد  یمـورد بررس ـ  يهـا  هی
شـتر  یار بیبس ـ) گروه سـوم ( ر یانج ي هیدر جدا ومیاسپورانژ

د یــهــا بـه صــورت محــدودتر تول  هیــر جدایبـوده و در ســا 
  .وم صورت گرفتیاسپورانژ

 ـ   یضی، بیمرغ تخم یبه طور کلها  ومیاسپورانژ  یتـا گلاب

) تـو رتود( یبا افـژولش داخل ـ  زان،ینار ،فاقد پستانک شکل
ن یانگیــم يگــروه اول دارا يهــاهیــجدا). 3شــکل (بودنــد 
 ي دامنـــه(کرومتـــر یم 1/45±62/3×1/29±03/3 يانـــدازه

ن نســبت طــول بــه یانگیــبــا م) 3/62-1/28× 2/43-02/13
 ين انـدازه یانگیم يدارا گروه دوم يها هی، جدا55/1عرض 

 4/20-60 ي دامنـــه(کرومتـــر یم 02/2±1/56×80/1±1/38
گـروه   يهی، جدا47/1و نسبت طول به عرض ) 89-3/38×

 31/47±60/2×12/28±84/2 ين انـدازه یانگی ـم يسوم دارا
  و نســبت طــول بــه) 25-82× 12-57 ي دامنــه(کرومتــر یم
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 به منسوب يها هیجدا ومیاسپورانژ یشناس ختیر ي دامنه -3 شکل

Phytophthora parsiana a ( ـجدا اول گـــــروه   يهیــــ
)PH.21.40.14 (، b (دوم گروه ) PH.21.6.08(، c (سـوم  گروه 
)PH.21.5.08(، d (چهارم گروه )PH.21.43.14.( ـمق خط  = اسی

 کرومتریم 20
Figure 3. Range of sporangial morphology of isolates 
assigned to Phytophthora parsiana a) Group 1 
(PH.21.40.14), b) Group 2 (PH.21.6.08), C) Group 3 
(PH.21.5.08), d) Group 4 (PH.21.40.14) Bar= 20 µm 

  
 ـکرومتـر و جدا یم 6/1عرض   يگـروه چهـارم دارا   يهـا  هی

ــم ــدازهیانگی ــر یم 15/48±62/2×34/27±43/1 ين ان کرومت
ن نسبت طول به یانگیبا م) 3/23-7/78× 14-7/55 ي دامنه(

  . بودند7/1عرض 
مربـوط بـه هـر چهـار      يهاهیجدا ین آزمون تمامیدر ا

 .P يهـا  گونـه  A2و  A1 یزش ـیپ آمی ـگـروه در مقابـل ت  

nicotianae ،P. cinnamomi و  P. cryptogea  قـــرار
 CAو  HSA  يهاکشتطیمح يرو يج مشابهیگرفته و نتا

پ ی ـت يدارا هـا دگرتـال بـوده و    هیجدا ي هیکل. دست آمدبه
 A2 یزش ـیپ آمی ـبودنـد و فقـط در مقابـل ت   A1  یزش ـیآم

 ـن جفـت کـردن هـر    یهمچن ـ. د کردنـد ی ـااُسُپور تول ک از ی
ل یمنجـر بـه تشـک    يچ مـورد یز در هیها با خودش نهیجدا

 ـکـدام از جدا  چیااُسُپور نشد و در ضمن ه م یز عق ـی ـهـا ن  هی
 . نبودند

 ـجدا یتمـام  يرشد برا ي نهیبه يدما ازه انـد  30 يهـا هی
 ـجدا يدمـا بـرا   ينهیشیب. شد يریگ  40گـروه اول   يهـا  هی

 ـوس، جدایسلس يدرجه - يدرجـه  37گـروه دوم   يهـا  هی
وس یسلس ـ يدرجه 37گروه سوم  ي هیوس، تک جدایسلس
  . وس بودیسلس يدرجه 40گروه چهارم  يهاهیجدا يو برا

  P. parsianaمنسوب به  يهاهیجدا ییزايماریب یبررس

ه در ین پایترنکه پسته رقم سرخس حساسیا با توجه به
مـارگر پسـته بـه شـمار     یب يتوفتورایج فیرا يها مقابل گونه

 ـ، از ا)Mirsoleimani et al. 2013(رود  یم  ين رقـم بـرا  ی
 يک ماهـه ی يهانهال. استفاده شد ییزايماریانجام آزمون ب

از ) 1جـدول (مارگرها یمنتخب ب يهاهیشده با جدا یزنهیما
 ـول، دوم و چهارم، دو هفته پس از ماگروه ا  ـهی علائـم   یزن

 يهـا انـدام  ی، سـبز خشـک  یصـورت پژمردگ ـ را به يماریب
 يدرجه 30-25 يشه در دمایطوقه و ر یدگیو پوس ییهوا
شده  یزنهیما يهان علائم در نهالیا. وس نشان دادندیسلس
ها سـه  نهال يهیبوده، منجر به مرگ کل یشیروند افزا يدارا

 ـ مـرز  از مجدداً يماریب عامل. شد یزنهیپس از ماهفته   نیب
 ـگرد يجداسـاز  سـالم  و آلوده ینواح  یآلـودگ  درصـد . دی
 يهـا نهـال  .درصـد بـود   100هـا   هیجدا ي همه يها برا نهال

مارگر گروه سوم، تا دو ماه یب ي هیشده با جدا یزنهیپسته ما
 يهـا  را نـه در انـدام   يمـار یچ علائـم ب یه ـ یزنهیپس از ما

 يجداسـاز . شـه نشـان ندادنـد   یو نـه در طوقـه و ر   ییهوا
هـا، فعـال   آب گلدانگروه سوم از زه يهیجدا يزئوسپورها

  . د کردییتأ یبررس يدوره یه را طین جدایبودن ا

 بحث

 ـجدا یتاکنون تعـداد انـدک   از منـاطق   P. parsiani يهی
منسـوب بـه    يهـا  هیجدا. شده است يا جداسازیمختلف دن

P. parsiana شـده بـود    يگذشته جداساز يها که در سال
 ـبه دست آمـده از باغـات پسـته در ا    يها هیهمرا با جدا ن ی

 یچندشـکل مطالعه بـر اسـاس نقـوش بـه دسـت آمـده از       
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در چهـار گـروه    یبـوزوم یر يا ان يد ي رشته تک يساختار
 ـآکر ینقوش به دسـت آمـده در ژل پل ـ  . گرفت مجزا قرار ل ی

گـر، نقـوش   یدکیسه با یدر مقا ز رایمتما يد چهار الگویآم
 & Gallegly(توفتورا یف يها گونه یید شناسایموجود در کل

Hong 2008 (ـنزد دتریجد يهاو نقوش گونه   ـک بـه ا ی ن ی
 .P و  P. hydropathica ،P. hydrogenaماننـد   يگونـه 

virginiana )Hong et al. 2010 (يها يواکاو. ش دادینما 
 توکرومیس ـ کی رواحدیز ییایتوکندریم ي هیناح یکیلوژنتیف

ها را در چهار گروه مجـزا قـرار داد    هیز جداین یداز سیاکس
 یچندشـکل  يهـا  يج به دست آمـده از واکـاو  یکه مانند نتا

هـر چهـار   . بـود  یبـوزوم یر يا ان يد ي رشته تک يساختار
توفتورا قرار یف يها گونه یکیلوژنتیگروه در تبار نه درخت ف

ل یتبـار نـه را تشـک    يمسـتقل از اعضـا   ییها گرفته و گروه
 .Anvari et al( همکاران و يانوارج یج با نتاین نتایا. دادند

 تبـار  در P. parsiana يها هیبر قرار دادن جدا یمبن) 2018
  .توفتورا مطابقت نداشتیف یکیلوژنتیف درخت ده

به دسـت آمـده بـر     يها هیجدا ي هیکل یدر مطالعات قبل
خـوان  ک همیولوژیزیو ف یشناختختیر يهایژگیاساس و
ــا توصــ ــوان  يهیــف اولیب ــه تحــت عن  P. parsianaگون

رشـد   ییبـا توانـا   ییها هیشده بودند و شامل جدا ییشناسا
 ـ يآ ي هی ـر ناحیوس و تکثیسلس يدرجه 35بالاتر از  اس  یت

ــا  ــط آغازگره ــ يتوس ــده  یطراح -Mostowfizadeh(ش

Ghalamfarsa 2012  (مارگر بـود  ین بیص ایبه منظور تشخ
)Hajebrahimi & Banihashemi 2011; Rafiee 2011 .(

، ییزايماریو ب یزبانیم يتفاوت در دامنه ي ل مشاهدهیبه دل
دوسـپور در  ید ااُسُپور و کلامیرشد، عدم تول ي نهیشیب يدما
منسوب بـه   يهاهیمجدد جدا ینیاز به بازبیها ن هیجدا یبرخ

 & Hajebrahimi(د یرس ـ یبـه نظـر م ـ   ين گونه ضـرور یا

Banihashemi 2011, Rafiee & Banihashemi 2013a, 
Anvari 2014, Anvari & Banihashemi 2015 .(  اسـتفاده

ــرد یاز رو ــکلک ــاختار یچندش ــک يس ــته ت  يا ان يد ي رش
 ـ یاز به تـوال ینشان داد که بدون ن یبوزومیر و  يا ان يد یابی

بـه دسـت آمـده     يهـا  هیجدا ين با داشتن تعداد بالایهمچن
 ـتوان به  یم يبردار پس از نمونه ق در ی ـدق يبنـد  ک دسـته ی
 يجداساز يتوفتورایف يها ن مرز گونهییو تع ییمورد شناسا

بـه دسـت    يد الگوهایآشکار در تول يها تفاوت. دیشده رس
در  یفاقد قرابت مولکول يهاهیدهد که جداینمآمده اجازه 

). Gallegly & Hong 2008(شـوند   يبنـد ک گروه دسـته ی
 یرات توالییتغ یین الگوها منجر به شناساین وجود ایهمچن
زان ی ـشـود و م یک به هم میهمگرا و نزد ییها دگانیدر پد

 ـمختلـف نزد  يهـا  گونـه  يبند خطا در دسته ک بـه هـم را   ی
ک جفت باز یدر حد  یراتیین روش به تغیا. دهدیکاهش م

-یز میکاملاً متما ییجاد الگوهایهم حساس است و سبب ا
 ـمهـم ا  يایگر از مزاید یکی). Kong et al. 2003(شود  ن ی

 يهـا  یاز بـه بررس ـ ی ـاست کـه ن  یروش کاربرد آن در زمان
به دسـت آمـده از    يها هیاز جدا يادیتعداد ز يسان روکی
تـوان محصـول    یب م ـی ـن ترتیبه ا. است يبردار ک نمونهی
 ITS6( یر عمومآر به دست آمده با استفاده از آغازگ یس یپ

ــا هــم مقا) ITS7و  ــرا يبنــد ســه و دســتهیرا ب  يکــرد و ب
 Gallegly & Hong(مورد استفاده قرار داد  يمطالعات بعد

2008.(  
ــ ــیو یبررس ــایژگ ــتیر يه ــناختخ ــنجیو ر یش  یزس
ات ین خصوص ـیتـر یاز اساس ـ یکیها به عنوان ومیاسپورانژ
هـا   گـروه ان ی ـرا در م یقابل تـوجه  يها تفاوت یتاکسونوم
 ـ یبا ا. نشان نداد هـا   ر گـروه ین سـا ین حال، گـروه دوم در ب

 ي هی ـف اولیبنابر توص ـ. بود يشتریب ي ن اندازهیانگیم يدارا
P. parsiana  ي هیــتنهـا ســه جدا  PH21.4.08 )SUC19( ،

PH21.5.08 )SUC25 ( وPH21.6.08 )SURF6 (  قادر بـه
 Mostowfizadeh-Ghalamfarsa et al(د ااُسُپور بودند یتول

 ـها به عنـوان جدا  هیر جدایو سا) 2008.  یم معرف ـیعق ـ ي هی
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 ـنشان داد کـه جدا  يبعد يها یکه بررس حال آن. شدند  ي هی
PH21.3.08 )SUC7 (شـده در   جدا يها هیاز جدا یو برخ

 ید ااُسُپور هستند، گرچه برخ ـیز قادر به تولیبعد ن يها سال
 ـدر ا). Anvari 2014(م باشند یعقها ممکن است هیجدا ن ی
 ـجدا ي هی ـکل یبررس  ـا ي هی ـف اولیکـه در توص ـ  يهـا  هی ن ی

به دسـت آمـده در    يها  هیر جدایمارگر بودند همراه با سایب
 یزش ـیپ آمی ـبا سه جفت ت 2014مختلف تا سال  يها سال

 P. cryptogea ،P. cinamomiمعتبر متعلـق بـه سـه گونـه     
ج نشـان داد  یقرار گرفت و نتا یمورد بررس P. nicotianiو

 ـچ ید ااُسُـپور بـوده و ه ـ  ی ـقادر به تول یکه همگ م یک عق ـی
-که در مطالعه ییهاهین امکان وجود دارد که جدایا. نبودند

 Ko( 4ینسـب  یدگرتال ياند دارام گزارش شدهیه عقیاول ي

. نـد ید ااُسُـپور نما یها تولهیجدا یبوده و فقط با برخ) 1988
ــا ــهیس ــا ر گون ــنزد يه ــه ی ــد  P. parsianaک ب  .Pمانن

hydropathica ،P. hydrogena ، P. virginiana وP. 

irrigate  ــ ــه همگ ــه درخــت ف  یک ــار ن ــوژنتیدر تب  یکیل
 A1 یزش ـیآم پی ـت يز دگرتـال و دار ی ـباشند ن یتوفتورا میف

 Hong et al. 2008(م نبودند یعق ییف نهایبوده و در توص

, Hong et al. 2010, Yang et al. 2017 .(  
تفـاوت   يدهنـده  ز نشـان  یرشد ن ينهیشیب يدما یبررس

مارگر بـود چـرا کـه تـک     ین بیمنسوب به ا يها هین جدایب
 ي درجـه  40متعلق به گروه سوم، قادر به رشد در  ي هیجدا
گروه اول و چهـارم قـادر بـه     يها هیوس نبوده و جدایسلس

 37ز تـا  یگروه دوم ن. وس بودندیسلس يدرجه 40رشد در 
بـالاتر قـادر بـه     يوس رشد کرده و در دماهایسلس ي درجه

 ـا ي هی ـف اولیدر توص ـ. رشد نبود  ـن گونـه تنهـا جدا  ی  ي  هی
PH21.3.08 )SUC7 (ـن مطالعه به عنوان جدایکه درا   يا هی

 ـشده است به عنـوان تنهـا جدا   یاز گروه چهارم معرف  ي هی

                                                      
4 Partial heterothallism  

شـده بـود و    یوس معرفیسلس ي درجه 40قادر به رشد در 
وس یسلس ي  درجه 37ها را تنها قادر به رشد تا  هیجدا ریسا

ــ ــرد یمعرف ــ. ک ــط ید یدر بررس ــر توس ــیابراه حــاجگ  یم
)Hajebrahimi 2008 (ــر جدا ــلاوه ب ــع  PH21.3.08 ي هی
)SUC7(ــ، جدا ــو جدا) PH21.5.08 )SUC25 ي هیـ  ي هیـ

PH21.4.08 )SUC19 (ـز به عنوان جداین  قـادر بـه    يهـا  هی
 ـشـده و در نها  یمعرف ـ وسیسلس ـ ي درجه 40رشد در  ت ی

وس یسلس ي درجه P. parsiana 40 ي گونه ي نهیشیب يدما
، P. parsiana ي نـــدهینما ي هیـ ـجدا. ان شـــده بـــودیـ ـب

PH21.5.08 )SUC25(هانـگ و   ی، از گروه سوم در بررس
 .Pف یتوص ـ يکــه بـرا ) Hong et al. 2010( همکـاران 

hydropatica   قـرار   يا سـه یمقا ي انجام شد، مورد مطالعـه
 ـز نشان داد که ایها ن ج آنیگرفت و نتا  ـن جدای ه بـرخلاف  ی

P. hydropatica وP. irrigate   40 يقادر به رشد در دمـا 
  .ستیوس نیسلس ي درجه

 ـمشـخص شـد کـه جدا    ین بررس ـیدر ا  .Pپ ی ـت ي هی

parsiana ،PH21.5.08 )SUC25(مــارگر یپســته ب ي، رو
 Hajebrahimi( یم ـیابراه حـاج ج یج با نتـا ین نتاینبوده و ا

که بـه منظـور    ییها یکه بررسحال آن. مطابقت دارد) 2008
رقـم   يرو  P. parsianaيهـا  هیجدا یزبانیم ي ن دامنهییتع

 & Rafiee( یهاشـم یبن ـو  یع ـیرفپسته سـرخس توسـط   

Banihashemi 2013a ( يو انـوار )Anvari 2014 (  انجـام
را بـه    P. parsianaمنسوب به  يها جدایه ي هیشده بود کل

کرده بودنـد امـا    یرقم سرخس معرف ي مارگر پستهیعنوان ب
 ي رقـم پسـته   يرو )PH21.5.08 )SUC25 ي هین جدایهم

 ـا. جـاد نکـرده بـود   یرا ا یچ علائمیه یاردکان  ین در حـال ی
گـاه از   چیه هین جدایمشابه با ا ییبا الگو يا هیاست که جدا
نشـده   يزر نقاط جهان جداسایا سایران یا يکار مناطق پسته

استفاده از  ي به واسطه یل تشابه مولکولیاست و صرفاً به دل
ک ینزد يها هیر جدایدر کنار سا یشناخت ختیآغازگرها و ر
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در . شده است یمعرف P. parsianaبه خودش تحت عنوان 
گـر کـه در سـه    ید يها هیجدا ییزا يماریج بین مطالعه نتایا

مـارگر  یدهنده ب نشاناند  گرفته گروه اول، دوم و چهارم قرار 
 و یمیابراه حاجج یج با نتاین نتایها بود که ا هین جدایبودن ا

و ) Hajebrahimi & Banihashemi 2011( یهاشــم یبن ـ
ج مطالعـات  ینتـا . مطابقـت داشـت  ) Rafiee 2011( یعیرف

دهنـده   ز نشـان ی ـن یو چوب یعلف يها زبانیم یزبانیم ي دامنه
 یدر بررس ـ. بوده اسـت ن گونه یا يها هین جدایتفاوت در ب

 یهاشــم  یبنـ ـ و یمـ ـیابراه حــاجانجــام شــده توســط   
)Hajebrahimi & Banihashemi 2011 (ــجدا ــا هی  يه
جاد یرا ا یساله علائمکی يها زبانیک از می چیمارگر در هیب

 ,Anvari 2014( يانـوار توسـط   يمطالعات بعـد . نکردند

Anvari et al. 2018 (يوهـا ر  هیاز جدا یداد که برخ  نشان 
 ـدر ) یمکاتبات شخص ـ( یعیزاست اما رفيماریفلفل ب ک ی
 ـجدا ي ارقام فلفل و همـه  ي هیبا کل یلیتکم یبررس  يهـا  هی

 ـک از جدای چیان کرد که هیمارگر بیب  يمـارگر رو یب يهـا  هی
  .زا نبودند يماریفلفل ب
متفـاوت   يهـا  یج متفاوت به دسـت آمـده از بررس ـ  ینتا
است کـه   ییها هیتنوع در جدا ي دهنده نشان یزبانیم ي دامنه

شـدند و بـه نظـر     یشـناخته م ـ  P. parsianaتحت عنـوان  
 یها سبب جهـت ده ـ  هین جدایح ایصح يبند رسد گروه یم

 یاحتمـال  يهـا  گونـه  یمعرف ـ يح مطالعات در راسـتا یصح
ــموجــود در ا ــهی ــدر ا. مرکــب اســت ي ن گون ن مطالعــه ی

 ـکه به عنوان جدا يا هیمشخص شد که جدا  ـپ ای ـت ي هی ن ی
ست یمارگر پسته نیاد بیشده است به احتمال ز یگونه معرف

رقـم   يجـدا شـده و نـه رو    يکار چرا که نه از مناطق پسته
توفتـورا  یف يهـا پسته بـه گونـه   ي هین پایتر سرخس حساس

ن نگارنـدگان  یش ـیپ يهـا یبررس ـ. کنـد  یجاد میرا ا یعلائم
 ـجدا ییزايماریب  یعن ـیآن  يجداسـاز  يبسـتره  يه را روی

بـه   يالگوهـا  یگر بررسید ياز سو. د کرده استییر تأیانج

بـه دسـت    یکیلوژنتیو روابط ف SSCPدست آمده از روش 
 رواحـد یز ییایتوکنـدر یم ي هی ـناح يهـا  یآمده براساس توال

 ـجدا یداز س ـیاکس ـ توکرومیس ـ کی مـورد مطالعـه    يهـا  هی
 ـمشخص کرد کـه احتمـال وجـود چهـار آرا     مجـزا و   يهی

کـه    P. parsianaمنصوب بـه   ي اه هیان جدایمتفاوت در م
ران گـزارش  یسال گذشته خصوصاً از باغات پسته ا 25 یط

-يد يتفاوت در اثـر نگـار  . شده است، قابل مشاهده است
ها  ومیاسپورانژ یزسنجینه و ریشیب ي، دماییزايماری، بياان
 يا گونـه   P. parsianaبخشـد کـه  یه قوت م ـین فرضیبه ا

 ـمتفـاوت اسـت کـه هر    ییهـا مرکب و متشکل از رگه ک ی
 ياز دو گونــه یا دورگــیــمســتقل  ياممکــن اســت گونــه

-خانـه  يهـا  ر ژنیسـا  ين مطالعه رویبنابرا. مختلف باشند

 یـــیکـــه معــرف واگرا  ییایتوکنــدر یو م يا هســته  يدار
مختلف باشند و  يهاا امتزاج گونهیها ن گروهیا یکیلوژنتیف

ــدق یبررســ ــر ســاقی و  یشــناخت خــتیات ریر خصوصــیت
 ـک به منظور ارزیولوژیزیف هـا بـه عنـوان     گـروه  ق ی ـدق یابی

شـنهاد  یهـا پ  آن یف رسمیت توصیمجزا و در نها يها گونه
  .شودیم

  يسپاسگزار
دکتر چوانگزو هانگ، سرکار خانم دکتـر   ياز جناب آقا

بخـش  (چاردسـون  یا ریش ـینگ کانگ و سرکار خـانم پاتر یپ
مرکـز  هـرز،   يها و علف یاهیگ يولوژیزیف ،یشناس يماریب

ــات و توســعه کشــاورز یتحق ــون رودز،  يق دانشــگاه همپت
ل ی ـبـه دل ) کایالات متحد آمریچ، ایا بینیرجیا تک، وینیرجیو

 ياز جناب آقـا . شود یم یها قدردانشیکمک در انجام آزما
ار قـرار دادن  ی ـل در اختی ـبـه دل  یهاشم ین بنیالدءایدکتر ض

ارچ بخـش  ق ـ ياز مجموعه P. parsiana يها هیجدا یبرخ
تشـکر  راز یدانشـگاه ش ـ  يدانشـکده کشـاورز   یپزشـک اهیگ
  .گردد یم
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