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هاي آن با استفاده از و دورگ Phytophthora erythrosepticaشناسایی و ردیابی 
  آغازگرهاي اختصاصی

  3آزاده حبیبیو  2قلمفرسا زاده یرضا مستوف، *1بنفشه صفایی فراهانی

  )6/10/1398 :پذیرش تاریخ ؛24/7/1398 :دریافت تاریخ(

  دهیچک
زاي گیاهی است که خسارت هاي بیماريزمینی، یکی از اُامُیست، عامل پوسیدگی صورتی سیب Phytophthora erythrosepticaيگونه

- توالی هسته، شش  P. erythrosepticaبه منظور شناسایی و ردیابی دقیق و حساس . کنداقتصادي قابل توجهی را در مزرعه و انبار وارد می

به  P. erythrosepticaهاي به دلیل شباهت زیاد توالی. اي و میتوکندریایی براي طراحی آغازگرهاي اختصاصی مورد بررسی قرار گرفت
با استفاده از . براي طراحی آغازگرهاي اختصاصی مناسب تشخیص داده شد) TigA(اي خویشاوندان نزدیکش، تنها یک توالی هسته

. ابداع شد P. erythrosepticaاي ساده و تودرتو براي شناسایی و ردیابی اي از واکنش زنجیرهاصی طراحی شده، شیوهآغازگرهاي اختص
هاي فیتوفتورا متعلق به تبارهاي فیلوژنتیکی مختلف و نیز خویشاوندان اي از گونهاختصاصیت آغازگرهاي طراحی شده با استفاده از مجموعه

هاي گیاهی اي استخراج شده از بافتاناي خالص بیمارگر و دياندر دي P. erythrosepticaردیابی . ارزیابی شد P. erythrosepticaنزدیک 
اي انپیکوگرم از دي 10آغازگرهاي اختصاصی. فرنگی و اسفناج با استفاده از آغازگرها با موفقیت انجام شدزمینی، گوجهآلوده شامل سیب

اي پلیمراز تودرتو، حساسیت اي پلیمراز ساده ردیابی کردند، با این حال واکنش زنجیرهواکنش زنجیره را در P. erythrosepticaخالص 
به عنوان والد پدري یا مادري  P. erythrosepticaهمچنین، آغازگرهاي اختصاصی قادر به ردیابی . آغازگرها را حداقل صد برابر افزایش داد

  .کندکمک شایانی می P. erythrosepticaهاي ه شناسایی یکی از والدین در دورگهاي دورگ بودند؛ این ویژگی بدر جدایه

  .اي پلیمراززمینی، واکنش زنجیرهاُاُمیکوتا، پوسیدگی صورتی سیب :کلیدواژه
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Abstract 
Phytophthora erythroseptica, the causal agent of potato pink rot, is one of the oomycete plant pathogens that 
causes significant losses in field and storage. In order to develop a sensitive and rapid method for detection 
and identification of P. erythroseptica, six nuclear and mitochondrial gene regions were investigated to 
design species-specific primers. Due to the high similarity of P. erythroseptica sequences to its closely 
related species, only one nuclear region, TigA, was appropriate to design specific primers. Using specific 
primers, a simple as well as a nested-PCR based method was developed for the identification and detection 
of P. erythroseptica. The specificity of designed primers was examined using a collection of Phytophthora 
species from different phylogenetic clades as well as close relatives of P. erythroseptica. In addition to pure 
DNA, designed primers detected P. erythroseptica in infected plant tissues including potato, tomato and 
spinach. Specific primers detected 10 pg of P. erythroseptica pure DNA, however, nested PCR increased 
primers sensitivity at least 100 times. Moreover, specific primers designed in this study were able to detect 
P. erythroseptica as the maternal or paternal parent species in hybrid isolates that would make a significant 
help to recognize one of the parental species in hybrids of P. erythroseptica.
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  مقدمه
 Phytophthoraزمینی ناشی از صورتی سیبپوسیدگی 

erythroseptica Pethybridge   هر ساله در مناطق مختلـف
زمینـی در  جهان خسارت اقتصادي قابل توجهی را به سیب

 ,Lambert & Salas 2001(کنـد   مزرعه و انبـار وارد مـی  

Peters et al. 2005, Secor & Gudmestad 1999, 
Vargas & Nielsen 1972 .(زمینی آلوده بـه  هاي سیبهغد

این بیمارگر پس از بریده شدن و قـرار گـرفتن در معـرض    
این تغییـر  . شوندرنگ میهوا ابتدا صورتی و در نهایت سیاه

ي رنگ ناشی از اکسید شدن ترکیبات فنلی موجود در غـده 
ــی اســت ســیب ــرغم ). Grisham et al. 1983(زمین علی

زمینـی،  روي سیب P. erythrosepticaخسارت قابل توجه 
زمینی نبـوده و  ي میزبانی این بیمارگر محدود به سیبدامنه

جـو، بـرنج وحشـی،    گندم، مانند  گیاهان دیگريقادر است 
بادمجان، برنج، شبدر، یونجه،  اسفناج، فرنگی،گوجه نیشکر،
 Delshad et(را نیز آلوده کند  ، رزماري و پستهلالههویج، 

al. 2020, Erwin & Ribeiro 1996, Gillings & Letham 
1988 .(   

 P. erythroseptica، هاي فیلـوژنتیکی واکاويبر اساس 
 .P به تبار هشت فیتوفتورا تعلق دارد و خویشاوند نزدیـک 

drechsleri Tucker ، P. cryptogea Pethybridge and 

Lafferty وP. pseudocryptogea Safaiefarahani, 

Mostowfizadeh, Hardy & T. I. Burgess است )Blair 

et al. 2008, Kroon et al. 2004, Martin et al. 2014, 
Safaiefarahani et al. 2015 .( هـا خصوصـیات   این گونـه

 .Pشناختی و فیزیولوژیک مشابهی دارند و راه تمایز ریخت

erythroseptica  رفتـار   از خویشاوندان نزدیک آن بررسـی
رفتــار P. erythroseptica  يگونـه  اسـت؛ زیــرا آمیزشـی  
ي گونـه  سـه دهد در حالی کـه  تالی را نشان میآمیزشی هم

 ,Erwin & Rebeir 1996(دیگـر اغلـب دگرتـال هسـتند     

Safaiefarahani et al. 2015, Tucker 1931.(  رفتـار   امـا

بـه  هـاي فیتوفتـورا همیشـه ثابـت نیسـت      آمیزشی در گونه
ي دگرتـال  نـه تـالی در چنـدین گو  ي هـم پدیـده طوري که 

 .Pکه خویشاوند نزدیک  P. drechsleriفیتوفتورا  از جمله 

erythroseptica  گزارش شده اسـت  است)Mortimer et 

al. 1977 .(هـاي خاصـی   تالی در جدایهي رفتار هممشاهده
ممکن است  هایی که به طور معمول دگرتال هستنداز گونه

 Fyfe & Shaw(وجـود یـک کرومـوزوم اضـافی     ناشی از 

1992, Mortimer et al. 1977(اي خارج ، وجود یک آران
شرایط محیطی مانند  ،)Judelson et al. 2010(کروموزومی 
 ,Brasier 1971(هاي گیاهی یا قارچی خاص وجود ترکیب

Royle & Hickman 1964, Zentmyer et al. 1979( ،
 .Tsao et al(هـاي کشـت   مدت در محیطداري طولانینگه

و ) Reeves & Jackson 1974(هاي فیزیکی آسیب، )1980
) Groves & Ristaino 2000(هـا  کشمواد موجود در قارچ

  .باشد
ــاجدورگ ــه  هــا، نت ــان دو گون  يحاصــل از آمیــزش می

شدن فرایند تکاملی مهمی در گیاهان دورگ. متفاوت هستند
 & Soltis(اســت و در ســازگاري بــا محــیط نقــش دارد 

Soltis 2009 (هـا  هـا و شـبه قـارچ   ن فرایند در قـارچ اما ای
در ). Schardl & Craven 2003(کمتر شناخته شده اسـت  

هـاي  اي تنها در سالجنس فیتوفتورا، دورگ شدن بین گونه
اخیر مورد بررسی قرار گرفته است اما این فرایند در تکامل 

 .Bertier et al(هـاي فیتوفتـورا نقـش مهمـی دارد     گونـه 

توفتورا، در اغلب موارد خصوصـیات  هاي فیدورگ). 2013
شناختی متمایزي با والدین خود ندارند لـذا اسـتفاده   ریخت
هاي مولکولی براي شناسایی آن ها ضروري اسـت  از روش

)Nirenberg et al. 2009, Yang et al. 2014 .(   بـه طـور
سازي سانهها با همهاي والدي دورگمعمول تشخیص گونه

 ,Burgess 2015(شــود مــی اي انجــامهــاي هســتهتــوالی

Safaiefarahani et al. 2016 (     امـا بـه دلیـل پیچیـدگی و
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هـاي  سـازي، اسـتفاده از روش  سـانه ي نسبتاً زیاد هـم هزینه
اي پلیمراز با اسـتفاده  تر مانند واکنش زنجیرهتر و ارزانساده

هـاي والـدي   از آغازگرهاي اختصاصی براي شناسایی گونه
  .اهد بودها بسیار مفید خودورگ

هاي گیـاهی تشـخیص   نخستین گام در مدیریت بیماري
بـه طـور   ). Fry 2012(زا اسـت  سریع و دقیق عامل بیماري

فیتوفتــورا اغلــب بــر اســاس  هــايگونــه شناســاییســنتی 
امـا   ؛اسـت  و فیزیولوژیک بوده شناختیخصوصیات ریخت

گاهی بسـیار  ها ي آندامنهتعداد این خصوصیات محدود و 
بروز مشکلاتی در شناسـایی  این موضوع سبب . است متغیر

 Erwin(شـود  دیگر میهاي این جنس از یکو تمایز گونه

& Ribeiro 1996, Stamps et al. 1990, Tucker 1931, 
Waterhouse 1963 .(اســتفاده از  هــاي اخیــر درپیشــرفت

سبب افـزایش قابـل    با رفع این مشکل، هاي مولکولیروش
ي جنس فیتوفتورا شـده  توصیف شدههاي توجه تعداد گونه

هـاي مولکـولی،   در میان روش ).Yang et al. 2017( است
ــره  ــنش زنجی ــاي   واک ــتفاده از آغازگره ــا اس ــراز ب اي پلیم

اختصاصی روشی سریع و حساس براي شناسایی و ردیابی 
 Cooke et al 2007, Ward et(هاي فیتوفتـورا اسـت   گونه

al. 2004.( ي متفاوتی از ژنوم شدهمناطق حفاظت  تا کنون
هاي مختلف فیتوفتـورا ماننـد   اي و سیتوپلاسمی گونههسته
 internal transcribed(ي داخلـی  ي ترانویسی شدهفاصله

spacers = ITS( 90، پروتئین شوك حرارتی )heat shock 

protein 90( بتا توبولین ،)ß-tubulin(تـی  پی، واي)Ypt ( و
بـراي  ) cytochrome c oxidase(سیتوکروم سـی اکسـیداز   

 Durán(طراحی آغازگرهاي اختصاصی به کار رفته اسـت  

et al. 2009, Li et al. 2014, Martin  et al. 2004, 
Mostowfizadeh-Ghalamfarsa 2012, 
Mostowfizadeh-Ghalamfarsa & Banihashemi 2015, 
Mostowfizadeh-Ghalamfarsa & Mirsoleimani 2013, 

Silvar et al. 2005, Zolanvari et al. 2017 .(  

 P. erythrosepticaبــا توجــه بــه خســارت اقتصــادي 
)Taylor et al. 2004, Yellareddygari et al. 2016 ( ،

گیر و مستعد خطا بودن شناسایی این گونه بـا اسـتفاده   زمان
 & Erwin(شناختی و فیزیولوژیـک  از خصوصیات ریخت

Rebeir 1996, Mortimer et al. 1977, Safaiefarahani 
et al. 2015, Tucker 1931( نواختی و عـدم وجـود   و یک

اي قابـل توجـه در سـطح مولکـولی بـین      تنوع درون گونـه 
 & Safaiefarahani(هــــاي ایــــن گونــــه جدایــــه

Mostowfizadeh-Ghalamfarsa 2018( ــتفاده از ، اســـ
یافتی منطقـی بـراي شناسـایی و    آغازگرهاي اختصاصی، ره

. خواهـد بـود   P. erythrosepticaیع و دقیـق  ردیـابی سـر  
هدف از انجام این پژوهش طراحی آغازگرهاي اختصاصـی  

هـا بـراي شناســایی و   و بهینـه سـازي شـیوه اســتفاده از آن   
  .هاي آن استو دورگ P. erythrosepticaردیابی  

  هاي بررسیمواد و روش

  هاجدایه

ــژوهش،  ــن پ ــه 80در ای ــه جدای ــف از گون ــاي مختل ه
پزشـکی دانشـگاه   ي بخش گیـاه مجموعه متعلق به فیتوفتورا

شیراز و مرکز مطالعـات و مـدیریت فیتوفتـورا در دانشـگاه     
 هاي مختلف انتخـاب شـد  مرداك استرالیا براي انجام آزمون

هاي دورگ مورد والدین پدري و مادري جدایه). 1 جدول(
استفاده در این پـژوهش، پـیش از ایـن شناسـایی و دورگ     

 .Safaiefarahani et al(ها اثبات شـده اسـت   جدایه بودن

 40يعصـاره ( CMAها روي محـیط کشـت   جدایه). 2016
گرم آگار و آب مقطـر تـا حجـم یـک      16گرم پودر ذرت، 

داري نگـه سلسـیوس  ي درجـه  25کشت و در دمـاي  ) لیتر
  .شدند
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  در این پژوهش براي بررسی اختصاصیت آغازگرها مورد استفاده  .Phytophthora sppهاي جدایه. 1جدول 
Table 1. Phytophthora spp. isolates used to evaluate primers specificity.  

Location Hosts Isolate Species 
- - SCRP18 P. arecae 
- - SCRP21 P. asparagi 
- - SCRP21 P. botryosa 
Wales Rubus idaeus SCRP27 P. cactorum 
Scotland R. idaeus SCRP67 P. cambivora 
India Piper nigrum SCRP103 P. capsici 
Netherlands Chamaecyparis lawsoniana SCRP115 P. cinnamomi 
Scotland R. idaeus SCRP130 P. citricola 
Chile Actinidia sp. SCRP179 P. citrophthora 
England - SCRP206 P. cryptogea 
England Rubus idaeus SCRP230 
USA Pseudotsuga menziesii SUC613 
USA Beta vulgaris   SCRP232 P. drechsleri 
Argentina Solanum tuberosum SCRP236 
Canada S.tuberosum 090NB P. erythroseptica 
Netherland S.tuberosum SCRP240 
Australia S.tuberosum SCRP241 
USA S.tuberosum 266-2 
USA S.tuberosum 217-1 
USA S.tuberosum IICA2-3 
USA S.tuberosum IICO1-4 
USA S.tuberosum SUC655 
Iran S.tuberosum MUC820 
England S.tuberosum MUC821 
England S.tuberosum MUC822 
Netherlands S.tuberosum MUC823 
Netherlands S.tuberosum MUC824 
Australia S.tuberosum MUC825 
Australia S.tuberosum MUC826 
Canada S.tuberosum MUC827 
Canada S.tuberosum MUC828 
Canada S.tuberosum MUC829 
USA S.tuberosum MUC830 
USA S.tuberosum MUC831 
USA S.tuberosum MUC832 
USA S.tuberosum MUC833 
USA S.tuberosum MUC834 
USA S.tuberosum MUC835 
USA S.tuberosum MUC836 
USA S.tuberosum MUC837 
Iran  Solanum melongena SUC620 P. pseudocryptogea 
Iran S. melongena  SUC633  
Australia Xanthorrhoea preissii VHS5380  
Australia Banksia cirsioides DDS3612  
Australia Isopogon buxifolius VHS16118  
- - SUC660 P. gonapodyides 
- - SUC1012 P. hydropathica 
Scotland Solanum tuberosum Sc 03.26.3.3 P. infestance 
England Salix sp. SCRP644 P. inundata 
  SUC2317 P. irrigate 
N. Sulawasi Theobroma cacao SCRP389 P. katsurae 
- - SCRP400 P. meadii 
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  ادامه. 1جدول 
Table 1. Continued. 

Location Hosts Isolate Species 
Iran Medicago sativa SCRP407 P. medicaginis 
Iran Cucumis melo SUD26 P. melonis 
Trinidad Citrus sp. SCRP468 P. nicotianae 
Thailand Hevea brasiliensis SCRP526 P. palmivora 
Iran Pistacia vera SUC25 P. parsiana 
Iran P. vera SUD44 P. pistaciae 
Germany Quercus robur SCRP541 P. quercina 
Scotland Rhododendron sp. Alex1 P. ramorum 
USA Glycine max SCRP555 P. soja 
USA Piper nigrum 7Ga P. tropicalis 
Australia - WAC6627 P. cryptogea × P. erythroseptica 
- - SUC654  
USA - SUC636  
Iran S. tuberosum PS1 P. erythroseptica ×P. pseudocryptogea 
Iran S. tuberosum PS4  
Iran S. tuberosum PS9  
Iran B. vulgaris SUC622 P. pseudocryptogea ×P. sansomeana 
Iran B. vulgaris SUC623  
Iran B. vulgaris SUC628  
France Gerbera jamesonii SUC605 P. cryptogea×P.  pseudocryptogea 
England Ozothamnus vagans SUC607 P.  pseudocryptogea×P. cryptogea 
- - SUC608  
France Gerbera jamesonii SUC614  
Iran B. vulgaris SUC630  
France Rosmarinus officinalis SUC641  
Poland - SCRP1086  
Poland - SCRP1087  
Poland - SCRP1088  

  
  اياناستخراج دي

هاي مورد آزمـون روي محـیط کشـت    هر یک از جدایه
CMA ي جوان هـر  کشت شده و پس از پنج روز از حاشیه

جـدا  متر به قطر تقریبی پنج میلیها شش قطعه یک از پرگنه
لیتـر  میلـی  50حـاوي لیتـري  میلـی  250هـاي  و به فلاسـک 

هـا  فلاسـک . زمینی منتقل شدي سیبي سترون شدهعصاره
قـرار  ي سلسـیوس  درجه 25روز در تاریکی و  12به مدت 

 محتویـات هـر فلاسـک در ظـروف سـترون      گرفتند سپس
 .ها با استفاده از آب مقطر سترون شسـته شـد  پرگنهخالی و 
هـاي  نبا استفاده از سـوز  ي موجود در هر پرگنههامیسلیوم

داخـل  ه، کشت آگـاردار جـدا شـد   سترون از قطعات محیط
لیتري قرار گرفت و پـس از یـخ زدن   میلی 5/1هاي ریزلوله

 سـاعت سرماخشـک   24مایع، بـه مـدت   نیتروژن به کمک 
حـاوي   CTABبـا اسـتفاده از بـافر     اياناستخراج دي. دش

ن انـدجیک و همکـاران  مطـابق روش   آزپروتئیناز کی و آرا 
)Andjic et al. 2007 (انجام شد.  

  طراحی آغازگرها

ي اي شــامل فاصــلهي هســتههــاي چهــار ناحیــهتــوالی
، تیـگ اي  )BT(، بتاتوبولین )ITS(ي داخلی ترانویسی شده

)TigA (  90و پــروتئین شــوك حرارتــی )HSP 90 ( و دو
توالی میتوکندریایی شامل زیرواحـد یـک سـیتوکروم سـی     

دهیـدروژناز   NADHیـک   و  زیر واحد) COX I(سیداز کا
)NADH I (فیتوفتورا و متعلق  هاي مختلفمربوط به  گونه
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 .Blair et al. 2008, Cooke et al(پیشـین   هـاي هبه مطالع

2000, Kroon et al. 2004, Martin et al. 2004, 
Safaiefarahani et al. 2015 (  از بانک ژن اسـتخراج شـد .

ها به روش دستی و با استفاده از نـرم  سازي توالیردیفهم
) GeneiousPro v4.8.1 )Drummond et al. 2010افـزارِ  

سـازي شـده بـا اسـتفاده از     ردیـف هاي همتوالی. انجام شد
Primer-Blast 

)https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast (
 P. erythrosepticaبراي طراحی آغازگرهـاي اختصاصـی   

سازي ي فزوناي که قطعهی قرار گرفت به گونهمورد ارزیاب
جفت باز داشـته   100کم ي حاصل از دو آغازگر دستشده
هـا  پس از طراحی آغازگرها، خصوصیات کلیـدي آن . باشد

، خود جـور  )melting temperature=Tm(مانند دماي گداز 
ــوندگی  ــد و  )self complementarity(ش ــا   G-Cدرص ب
 Oligo Calculator )http://biotools.nubic.norاستفاده از 

thwestern.edu/OligoCalc.html (   ــرار ــابی ق ــورد ارزی م
پس از طراحی، ساخت آغازگرهـا  .  )Kibbe 2007( گرفت

  .انجام شد) آلمان(توسط شرکت متابیون 

  اي پلیمراز ساده و تودرتوواکنش زنجیره

ي هـدف  سازي قطعـه به منظور بیشینه کردن میزان فزون
گیري از تولیــد قطعــات غیــر اختصاصــی، شــرایط  و جلــو

ــره  ــنش زنجی ــم  واک ــاي ه ــامل دم ــراز ش ــی اي پلیم جوش
)annealing(  جوشــی و گســترش  ، زمــان مراحــل هــم
)extension(هاي واکنش زنجیره اي پلیمراز، ، تعداد چرخه

اي سازي و واکنش زنجیرهبهینه MgCl2غلظت آغازگرها و 
 Peltier Thermal(موسیکلر پلیمراز با استفاده از دستگاه تر

cycler, England (انجام شد.  
میکرولیتــر واکــنش  25واکــنش زنجیــره اي پلیمــراز در 

ــره اي پلیمــراز   3شــامل  ــافر واکــنش زنجی ــر از ب میکرولیت
)Fisher Biotech, Australia( ،100   اي اسمیکرومـول بـی

)BSA( ،100    ــد ــواع نوکلئوتی ــول ان  dNTPs( ،2(میکروم
واحـد   4/0میکرومول از هر آغازگر،  MgCl2 ،1میکرومول 

Taq ــراز اندي و ) Fisher Biotech, Australia(اي پلیم
بـراي اطمینـان از    .اي هدف انجـام شـد  اننانوگرم دي 100

هـا نمونـه فاقـد    عدم آلودگی مواد مصرفی، در کلیه واکنش
  .اي به عنوان شاهد منفی استفاده شداندي

راي آغازگرهـا بـا اسـتفاده از    ب جوشی بهترین دماي هم
در اطـراف  ) ي سلسـیوس درجه 67تا  56بین (شیب دمایی 
واکـنش زنجیـره اي پلیمـراز    . ارزیابی شد) Tm(دماي گداز 

به مـدت  ) initial denaturation(ساده، با واسرشتگی اولیه 
 35سـپس  . ي سلسـیوس آغـاز شـد   درجه 94ثانیه در  120

ي درجـه  94در  )denaturation( شامل واسرشـتگی چرخه 
 ي ذکـر شـده  دامنـه در  ثانیه، همجوشی 30سلسیوس براي 

 60ي سلسیوس براي درجه 72در   ثانیه، گسترش 45براي 
ي درجـه  72در  )final extension( ثانیه و گسترش نهـایی 

  .شد انجامثانیه  300سلسیوس  براي 
به منظور بالا بردن حساسیت آغازگرهاي منتخب، امکان 

بــا اســتفاده از  اي پلیمــراز تودرتــوکــنش زنجیــرهانجــام وا
 .G3PDH_rev )Blair et alو  Tig_FYآغازگرهــاي 

به عنوان آغازگرهاي خارجی در یک واکنش مجـزا  ) 2008
در ایـن   TigAو آغازگرهاي اختصاصـی طراحـی شـده ژن    

پژوهش به عنوان آغازگرهاي داخلی در واکنش دوم مـورد  
شــرایط انجــام واکــنش زنجیــره اي . ارزیــابی قــرار گرفــت

اي پلیمــراز ســاده پلیمــراز تودرتــو ماننــد واکــنش زنجیــره
  .انتخاب شد

بــا  ســاده و تودرتــو اي پلیمــرازنتــایج واکــنش زنجیــره
ــاوي    ــارز ح ــد آگ ــک درص ــورز در ژل ی % 005/0الکتروف

گرم  37/0گرم تریس،  TBE )8/10تیدیوم بروماید در بافر ا
EDTA ،5/5      گرم اسید بوریک، آب مقطـر تـا حجـم یـک

ولـت تأییـد و قطعـات     80به مدت یک ساعت و در ) لیتر
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ندي ي زیر پرتو فرابنفش بررسی شداا.  

  ارزیابی اختصاصیت آغازگرها

اي براي ارزیابی اختصاصیت آغازگرها، واکـنش زنجیـره  
هاي مختلـف  ها و دورگاي گونهانلیمراز با استفاده از ديپ

و قطعات حاصـل از فـزون    انجام شد) 1جدول (فیتوفتورا 
بـدین منظـور عـلاوه بـر     . سازي مورد بررسی قرار گرفـت 

هـایی از  جدایـه  P. erythrosepticaخویشـاوندان نزدیـک   
ها نیز مورد بررسی قـرار گرفـت کـه    ها و دورگسایر گونه

ي تنـوع  به تبارهاي فیلـوژنتیکی مختلـف و نماینـده    متعلق
ــد   ــورا بودن ــنس فیتوفت ــود در ج ــین .موج ــزان همچن ، می

ژنـومی تمـامی    ياختصاصیت آغازگرها در برابر مجموعـه 
ي فیتوفتـورا موجـود در بانـک ژن    هاي توصیف شـده گونه

)GenBank, NCBI, USA; [Online] http://www.ncb 

i.nlm.nih.gov/  (ده از برنامه با استفاPrimerBlast )Ye et 

al. 2012 (اي و به صورت درون رایانه)in silico ( ارزیابی
  .شد

  ارزیابی حساسیت آغازگرها

ي اي مـورد آزمـون بـا دامنـه    انهاي دقیقی از ديغلظت
با اسـتفاده از  )  10-15(فمتوگرم  10تا ) 10-9(نانوگرم  100

غازگرهــا بــا میکرواســپکتروفوتومتري تهیــه و حساســیت آ
اي پلیمراز ساده و تودرتو بررسـی  استفاده از واکنش زنجیره

  .  شد

  ردیابی بیمارگر در بافت آلوده گیاهی

 Solanum(فرنگـی  اي گوجههاي دو تا سه هفتهگیاهچه

lycopersicum( بادمجـــان ،)Solanum melongena ( و
هـاي  بـا اسـتفاده از جدایـه   ) Spinacia oleracea(اسفناج 

SCRP241 )P. erythroseptica( ،SUC636 )P. 

cryptogea × P. erythroseptica ( وPS4 )P. 

erythroseptica  × P. pseudocryptogea (  ــور ــه ط ب
). Safaiefarahani el al. 2013(زنـی شـدند   جداگانه مایـه 

گـرم از   5/0پس از بروز علائم آلـودگی، قطعـاتی بـه وزن    
اي بـا  اناسـتخراج دي بافت آلوده گیاهان برداشـته و بـراي   

ن CTABاستفاده از بافر  آز مـورد  حاوي پروتئیناز کی و آرا
اي بـه  اندي). Andjic et al. 2007(اسـتفاده قـرار گرفـت    

اي پلیمـراز سـاده و   دست آمده براي انجام واکنش زنجیـره 
  . تودرتو به روشی که پیش از این ذکر شد به کار رفت

  هسازي شدسنجی قطعات فزونتوالی

هـا بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي     سازي توالیفزونپس از 
آر با اسـتفاده از  سیسازي محصولات پی، خالصاختصاصی

و بــا اســتفاده از روش    Sephadex G-50هــاي  ســتون 
انجام شد ) Sakalidis et al. 2011( و همکاران یدیسساکال
 AGRFي خــــالص شــــده توســــط شــــرکت اناو دي

)Australian Genome Research Facility) ( ،ــترالیا اس
  .گردید سنجیتوالی) پرت

  نتایج

  طراحی آغازگرها

بـراي   TigAهـاي بررسـی شـده تنهـا ژن     از بین تـوالی 
با استفاده از این . طراحی آغازگر مناسب تشخیص داده شد

نوکلئوتیـد و   20بـا طـول   ) forward(سو ژن، آغازگر پیش
و  ʹCAGCACATCTTCGTGGACGA-3-ʹ5تــــــوالی 

نوکلئوتیـد و تـوالی    19با طول ) reverse(آغازگر برگشتی 
5ʹ-CGACACGACAGCCTTCTCG-3ʹ  ــد ــی ش . طراح

و  TigA-EFسـو و برگشـتی بـه ترتیـب     آغازگرهاي پـیش 
TigA-ER جوشی بـراي  بهترین دماي هم. گذاري شدندنام
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آغازگرها با استفاده از شیب دمایی در اطراف دمـاي گـداز   
)Tm( ،64 یوس تعیین شدي سلسدرجه .  

  اختصاصیت و حساسیت آغازگرها

سـازي شـده بـا    ي فزوني مورد انتظار براي قطعهاندازه
جفت  TigA-ER  656و  TigA-EFاستفاده از آغازگرهاي 

و  P. erythrosepticaهــاي بــاز بــود کــه در تمــام جدایــه
 .Pو  P. cryptogea × P. erythrosepticaهـاي  دورگ

erythroseptica  × P. pseudocryptogea  مشاهده شد در
-هاي مورد آزمون، فزونحالی که این قطعه در سایر جدایه

در برابـر  اي ارزیـابی درون رایانـه  ). 1 شـکل (سازي نشـد  
ــه يمجموعــه ــومی تمــامی گون ي هــاي توصــیف شــدهژن

نیـز نشـان داد آغازگرهـاي     فیتوفتورا موجـود در بانـک ژن  
هـاي  و دورگ P. erythrosepticaمورد آزمون، اختصاصی 

هـاي  اي در سایر گونـه آن بوده و قادر به فزون سازي قطعه
  . فیتوفتورا نیستند

میزان حساسیت آغازگرهـاي طراحـی شـده در واکـنش     
نشـان داده   2 جـدول اي پلیمراز ساده و تودرتـو در  زنجیره

  . شده است

  ردیابی بیمارگر در بافت آلوده گیاهی

ــه     ــادر ب ــده ق ــی ش ــاي طراح ــابی  آغازگره  .Pردی

erythroseptica هــاي و دورگP. cryptogea × P. 

erythroseptica  وP. erythroseptica  × P. 

pseudocryptogea ي میزبان توسط واکـنش  در بافت آلوده
  ). 3 جدول(اي پلیمراز ساده و تودرتو بودند زنجیره

  سازي شدهسنجی قطعات فزونتوالی

) BLAST )http://blast.ncbi. nlm.nih.govجستجوي 
-سنجی نشان داد تـوالی تمـامی قطعـات فـزون    نتایج توالی

ي مـورد انتظـار حاصـل از    سازي شده کاملا مشـابه قطعـه  
  . فزون سازي آغازگرهاي اختصاصی است

  بحث
در این پژوهش یک جفت آغازگر اختصاصی با استفاده 

طراحی شد که قادر بـه شناسـایی و    TigAي از توالی ناحیه
 × P. cryptogeaهاي و دورگ P. erythrosepticaردیابی  

P. erythroseptica  وP. erythroseptica  × P. 

pseudocryptogea ــود ــوالی . ب ــایر ت ــته س ــاي هس اي و ه
میتوکندریایی مورد بررسی در این پژوهش، بـه دلیـل عـدم    

هاي فیتوفتورا براي طراحـی  نهوجود تمایز کافی با سایر گو
علیـرغم  . آغازگرهاي اختصاصی مناسب تشخیص داده نشد

ي مختلـف  هـا طراحی آغازگرهاي اختصاصـی بـراي گونـه   
 .P. capsici )Silvar et al. 2005( ،Pفیتوفتـورا ماننــد  

drachsleri )Mostowfizadeh-Ghalamfarsa & 

Banihashemi 2015(  ،P. inundata )Mostowfizadeh-

Ghalamfarsa 2012(  P. melonis  )Zolanvari et al. 

2017(  ،P. pinifolia )Duran et al. 2009 ( وP. 

pistaciae )Mostowfizadeh-Ghalamfarsa & 

Mirsoleimani 2013(هاي ، به دلیل شباهت زیاد توالیP. 

erythroseptica  هـایی  به خویشاوندان نزدیک آن پـژوهش
طراحی آغازگرهـاي اختصاصـی ایـن     که پیش از این براي

اي کـه  آمیز نبـوده اسـت بـه گونـه    گونه انجام شده موفقیت
 P. erythrosepticaآغازگرهاي طراحی شده قادر به تمایز 

انـد  نبوده P. cryptogeaاز خویشاوندان نزدیک آن به ویژه 
)Cullen et al. 2007, Tooley et al. 1997 .( زاده مسـتوفی 

 Mostowfizadeh-Ghalamfarsa( هاشـمی قلمفرسا و بنی

& Banihashemi 2015 (  جفت آغازگري طراحـی کردنـد 
هاي را از سایر گونه P. cryptogea/P. erythrosepticaکه 

کرد اما قادر به شناسایی اختصاصی اینفیتوفتورا متمایز می
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 .Pهـاي مختلـف   اي پلیمـراز در جدایـه  اکـنش زنجیـره  سازي شـده در و اي از نقوش الکتروفورز حاصل از قطعات فزوننمونه -1شکل 

erythroseptica 2(اي، اننشانگر دي) 1: (بالا. هاي خویشاوندها و دورگهاي آن و مقایسه آن با سایر گونهو دورگ (P. erythroseptica: 

090NB ،)3 (P. erythroseptica: SCRP240 ،)4 (P. erythroseptica: SCRP241 ،)5 (P. erythroseptica: 266-2 ،)6 (P. 

erythroseptica: 217-1 ،)7 (P. erythroseptica: IICA2-3 ،)8 (P. erythroseptica: IICO1-4 ،)9 (P. erythroseptica: 

SUC655 ،)10 (P. erythroseptica: MUC820 ،)11 (P. erythroseptica: MUC821 ،)12 (P. erythroseptica: MUC823 ،)13 (
P. erythroseptica: MUC825 ،)14 (P. erythroseptica: MUC827 ،)15 (P. erythroseptica: MUC830 ،)16 (P. 

erythroseptica: MUC832, ،)17 (P. erythroseptica: MUC836 ،)18 (پایین. شاهد منفی) :3(شاهد منفی، ) 2(اي، اننشانگر دي) 1 (
P. drechsleri: SCRP232 ،)4 (P. cryptogea: SCRP230 ،)5 (P. pseudocryptogea: SUC620 ،)6 (P. erythroseptica: 

MUC833 ،)7 (P. pseudocryptogea ×P. sansomeana: SUC622 ،)8 (P. pseudocryptogea ×P. sansomeana: SUC623 ،)9 (
P. pseudocryptogea ×P. sansomeana: SUC628 ،)10 (P. cryptogea×P.  pseudocryptogea: SUC605 ،)11 (P.  

pseudocryptogea×P. cryptogea:  SUC607 ،)12 (P.  pseudocryptogea×P. cryptogea: SUC614 ،)13 (P.  

pseudocryptogea×P. cryptogea: SUC641 ،)14 (P.  pseudocryptogea×P. cryptogea: SCRP1086 ،)15 (P. cryptogea × P. 

erythroseptica: WAC6627 ،)16 (P. cryptogea × P. erythroseptica: SUC654 ،)17 (P. cryptogea × P. erythroseptica: 

SUC636  ،)18 (P. erythroseptica  × P. pseudocryptogea: PS1 ،)19 (P. erythroseptica  × P. pseudocryptogea: PS4 ،)20 (
P. erythroseptica  × P. pseudocryptogea: PS9.  

Fig 1. An example of the electrophoretic patterns of the fragments amplified in polymerase chain reaction using 
different isolates of P. erythroseptica and its hybrids compared to other related species and hybrids. a: (1) DNA 
ladder, (2) P. erythroseptica: 090NB, (3) P. erythroseptica: SCRP240, (4) P. erythroseptica: SCRP241, (5) P. 
erythroseptica: 266-2, (6) P. erythroseptica: 217-1, (7) P. erythroseptica: IICA2-3, (8) P. erythroseptica: IICO1-4, 
(9) P. erythroseptica: SUC655, (10) P. erythroseptica: MUC820, (11) P. erythroseptica: MUC821, (12) P. 
erythroseptica: MUC823, (13) P. erythroseptica: MUC825, (14) P. erythroseptica: MUC827, (15) P. erythroseptica: 
MUC830, (16) P. erythroseptica: MUC832, (17) P. erythroseptica: MUC836, (18) negative control. b: (1) DNA 
ladder, (2) negative control, (3) P. drechsleri: SCRP232, (4) P. cryptogea: SCRP230, (5) P. pseudocryptogea: 
SUC620, (6) P. erythroseptica: MUC833, (7) P. pseudocryptogea ×P. sansomeana: SUC622, (8) P. pseudocryptogea 
×P. sansomeana: SUC623, (9) P. pseudocryptogea ×P. sansomeana: SUC628, (10) P. cryptogea×P.  
pseudocryptogea: SUC605, (11) P.  pseudocryptogea×P. cryptogea:  SUC607, (12) P.  pseudocryptogea×P. 
cryptogea: SUC614, (13) P.  pseudocryptogea×P. cryptogea: SUC641, (14) P.  pseudocryptogea×P. cryptogea: 
SCRP1086, (15) P. cryptogea × P. erythroseptica: WAC6627, (16) P. cryptogea × P. erythroseptica: SUC654, (17) P. 
cryptogea × P. erythroseptica: SUC636, (18) P. erythroseptica  × P. pseudocryptogea: PS1, (19) P. erythroseptica  × 
P. pseudocryptogea: PS4, (20) P. erythroseptica  × P. pseudocryptogea: PS9. 
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 .Pو  Phytophthora erythroseptica ،P. cryptogea × P. erythrosepticaز ا) در میکرولیتر نمونـه (اي الگو اناثر مقدار دي. 2جدول 

erythroseptica × P. pseudocryptogea اي پلیمراز ساده و تودرتو با اسـتفاده از جفـت آغازگرهـاي    زنجیره بر کیفیت محصول واکنش
  .اختصاصی

Table 2. Effect of Phytophthora erythroseptica, P. cryptogea × P. erythroseptica and P. erythroseptica × P. 
pseudocryptogea template DNA quantity (per μl sample) on PCR product quality on simple and nested-PCR 
using species-specific primers. 

DNA Quantitya  
Primer sets 10 

fg 
100 
fg 

1 
pg 

10 
pg 

50 
pg 

100 
pg 

500 
pg 

1 
ng 

10 
ng 

100 
ng 

P. erythroseptica 
- - - + + + + + + + +  + ++  + + + EF&ER 

- + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + Nb- EF&ER 

P. cryptogea × P. erythroseptica 
- - - - + + + + + + + + + + EF&ER 

- + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + N- EF&ER 

P. erythroseptica × P. pseudocryptogea 
- - - - + + + + + + + + + + + EF&ER 

- + + ++ + + + + + + + + + + + + + + + N- EF&ER 

+++ = Very good band. ++ = Good band. + = Reasonable band. - = No band. 

a ng = nano (10-9) gram. pg = pico (10-12) gram. fg = femto (10-15) gram. 
b N= Nested PCR with corresponding universal primer pairs (Tig_FY & G3PDH_rev). 

  
  

  
 .P. erythroseptica × Pو  Phytophthora erythroseptica ،P. cryptogea × P. erythrosepticaردیـــابی . 3جـــدول 

pseudocryptogea اختصاصیزنی شده با استفاده از آغازگرهاي در گیاهان مختلف مایه )EF  وER( اي پلیمراز ساده و در واکنش زنجیره
  .تودرتو

Table 3.  Detection of Phytophthora erythroseptica, P. cryptogea × P. erythroseptica and P. erythroseptica × P. 
pseudocryptogea in different inoculated plants using PCR species-specific primers (EF&ER) in simple and nested 
polymerase chain reaction. 

Common 
name Scientific name Inoculated by PCR detection by 

EF&ER Na-EF&ER 
Tomato Solanum lycopersicum P. erythroseptica + + + + + 
  P. cryptogea × P. erythroseptica + + + 
  P. erythroseptica × P. pseudocryptogea + + + + + 

Eggplant Solanum melongena P. erythroseptica + + + 
  P. cryptogea × P. erythroseptica + + + + 
  P. erythroseptica × P. pseudocryptogea + + + 

Spinach Spinacia oleracea P. erythroseptica + + + + + 
  P. cryptogea × P. erythroseptica + + + + + 
  P. erythroseptica × P. pseudocryptogea + + + + + 
+++ = Very good band. ++ = Good band. + = Reasonable band. 
a N= Nested PCR with corresponding universal primer pairs. 
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دیگر نبـود و تمـایز ایـن دو گونـه نیـاز بـه       دو گونه از یک
در مقابـل، بررسـی   . داشـت  Mnl Iاستفاده از آنزیم برشـی  

اختصاصیت جفت آغازگر طراحی شده در پژوهش حاضـر  
 P. erythrosepticaنشان داد که این آغازگرها اختصاصـی  

اي در سـازي قطعـه  هاي آن بوده و قادر بـه فـزون  و دورگ
ــه ــایر گون ــوراس ــاي فیتوفت ــه یکــی از  و دورگ ه ــایی ک ه

علاوه بر ایـن  . نباشد نیستند P. erythrosepticaوالدینشان 
-آغازگرهاي فوق قادر به شناسایی و ردیابی تمامی جدایـه 

متعلــق بــه نــواحی جغرافیــایی  P. erythrosepticaهــاي 
  .مختلف بودند

جفت آغازگر طراحی شـده در ایـن پـژوهش قـادر بـه      
ــابی  ــوگرم از دي 10ردی در  P. erythrosepticaاي انپیک

اي پلیمراز ساده بودند کـه نشـان مـی دهـد     واکنش زنجیره
 .Pحساســیت آن از حساســیت آغازگرهــاي اختصاصــی 

pinifolia )Duran et al. 2009( ،P. capsici )Silvar et 

al. 2005( ،P. melonis  )Zolanvari et al. 2017 (تـر  کم
 P. pistaciaeو از حساســیت آغازگرهــاي اختصاصــی   

)Mostowfizadeh-Ghalamfarsa & Mirsoleimani 

2013( ،P. inundata )Mostowfizadeh-Ghalamfarsa 

-Mostowfizadeh( P. drachsleriو   )2012

Ghalamfarsa & Banihashemi 2015 (این . تر استبیش
هـا  تفاوت در میزان حساسیت آغازگرها، علاوه بر توالی آن

اي ختلاف در شرایط واکنش زنجیـره ممکن است ناشی از ا
 .Drenth et al(هاي واکـنش باشـد   پلیمراز و تعداد چرخه

اي پلیمراز ساده، میزان حساسیت در واکنش زنجیره). 2006
ــا در دورگ ــاي آغازگرهـ  .P. cryptogea × Pهـ

erythroseptica  وP. erythroseptica  × P. 

pseudocryptogea   کمتر ازP. erythroseptica   و معـادل
تر بودن حساسیت به این دلیل است کم. پیکوگرم بود 50با 

اي فیتوفتورا، هر یک از والـدین  هاي بین گونهکه در دورگ

ي ژنتیکـی دورگ را تشـکیل مـی دهنـد     تنها نیمی از مـاده 
)Schardl & Craven 2003, Soltis & Soltis 2009 .(

هاي دورگ که بـه  در جدایهاي موجود انبنابراین میزان دي
هـاي  تعلق داشته کمتـر از جدایـه   P. erythrosepticaوالد 

غیــر دورگ بــوده اســت و ایــن امــر ســبب کــاهش میــزان 
 P. cryptogeaهـاي  حساسیت آغازگرها در ردیابی دورگ

× P. erythroseptica  وP. erythroseptica  × P. 

pseudocryptogea  ســاده  اي پلیمــرازدر واکــنش زنجیــره
-جفت آغازگر مورد آزمون، در واکنش زنجیـره . شده است

اي تري از واکنش زنجیرهاي پلیمراز تودرتو حساسیت بیش
-فمتـوگرم از دي  100پلیمراز ساده داشته و قادر به ردیابی 

 × P. cryptogeaهـاي  و دورگ P. erythrosepticaاي ان

P. erythroseptica  وP. erythroseptica  × P. 

pseudocryptogea  این افزایش حساسیت بـه ایـن   . بودند
اي پلیمراز تودرتو بـا اسـتفاده   دلیل است که واکنش زنجیره
اي پلیمراز ساده به عنوان هدف، از محصول واکنش زنجیره

اي هـدف اسـت   انقادر بـه ردیـابی مقـادیر کمتـري از دي    
)Wanger et al. 2017 .(   افـزایش حساسـیت در واکــنش

 .Pپلیمراز تودرتـو در آغازگرهـاي اختصاصـی    زنجیره اي 

melonis  )Zolanvari et al. 2017( ،P. pistaciae 
)Mostowfizadeh-Ghalamfarsa & Mirsoleimani 

2013( ،P. inundata )Mostowfizadeh-Ghalamfarsa 

-Mostowfizadeh( P. drachsleriو   )2012

Ghalamfarsa & Banihashemi 2015 ( ه نیز گزارش شـد
  .است

اي در جـنس فیتوفتـورا در سـال    شدن بین گونـه دورگ
هاي اخیر مورد بررسی قرار گرفته و مشخص شده که ایـن  

هـاي فیتوفتـورا دارد   فرآیند نقـش مهمـی در تکامـل گونـه    
)Bertier et al. 2013, Burgess 2015 .(  تـا کنـون دورگ-

 Bonants et al. 2000, Goss et( 1هاي متعددي در تبـار  
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al. 2011, Hurtado-Gonzales et al. 2009, Man in’t 
Veld et al. 2007, Man in’t Veld et al. 2012, 

Nirenberg et al. 2009( 6، تبار )Burgess 2015, Nagel 

et al. 2013, Yang et al. 2014( 7، تبار )Brasier et al. 

2004, Husson et al. 2015, Ioos et al. 2006, Stamler 
et al. 2016( ــار  ,Bertier et al. 2013( 8، تبـ

Safaiefarahani et al. 2016 ( 9و تبار )Oh et al. 2013 (
هـا حاصـل از در   ایـن دورگ . فیتوفتورا گزارش شده است 
تـر در اثـر   هایی هستند کـه پـیش  کنار هم قرار گرفتن گونه

 ,Bertier et al. 2013(اند بوم به وجود آمدهزایی دگرگونه

Brasier 2008, Burgess 2015, Stuckenbrock et al. 
هـاي  هـا و ژن هاي فیتوفتورا با نوترکیبی آللدورگ). 2013

ي میزبـانی متفـاوتی بـا    ها، دامنهدو والد و تکامل سریع آن
تواننــد تهدیــد جدیــدي بــراي والــدین خــود دارنــد و مــی

 Bertier et al. 2013, Man in’t Veld et(کشاورزي باشند 

al. 2007, Man in’t Veld et al. 2012 .(مدیریت بیماري-

هاي فیتوفتورا نیازمند شناسـایی  هاي گیاهی ناشی از دورگ
هـاي فیتوفتـورا از نظـر    اما اغلب دورگ. ها استصحیح آن

خصوصیات ریخت شناختی و فیزیولوژیک به والدین خود 
هـاي  ها تنها با استفاده از روششباهت دارند و شناسایی آن

هـاي  سـازي ژن ی شـامل تـوالی سـنجی و همسـانه    مولکول
 .Bertier et al(پذیر اسـت  اي و میتوکندریایی امکانهسته

2013, Burgess 2015, Goss et al. 2011, Hurtado-
Gonzales et al. 2009, Man et al. 2007, Man in’t 
Veld et al. 2012, Nagel et al. 2013, Nirenberg et al. 

2009, Yang et al. 2014 .( ي حاضـر نشـان داد   مطالعـه
 .Pجفت آغازگرهاي طراحی شده قادر به شناسـایی والـد   

erythroseptica ــاي در دورگ  .P. cryptogea × Pه

erythroseptica  وP. erythroseptica  × P. 

pseudocryptogea  ي گونــه. هســتندP. erythroseptica 
والد پدري  P. cryptogea × P. erythrosepticaدر دورگ 

  P. erythroseptica  × P. pseudocryptogeaو در دورگ 
ي شناسایی این گونـه در هـر دو جدایـه   . والد مادري است
دهد آغازگر طراحی شده قادر به شناسـایی  دورگ نشان می

. هر دو والد مادري و پدري در جدایـه هـاي دورگ اسـت   
 ـ این موضوع ناشی ماهیت هسته راي اي ژن مورد اسـتفاده ب

اي با توجه به این که واکنش زنجیـره . طراحی آغازگر است
تر، پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی روشی سریع

ها اسـت، اسـتفاده از   سازي ژنتر از همسانهتر و ارزانساده
هـاي دورگ  این آغازگرها کمک بزرگی به شناسایی جدایـه 

 .Pهـا  فیتوفتـورایی خواهــد بـود کــه یکـی از والــدین آن   

erythroseptica باشد .  
آغازگرهایی که در این پژوهش معرفی شدند، شناسـایی  

P. erythroseptica      و دورگ هـاي آن و نیـز ردیـابی ایـن
بیمارگرها را در بافت هاي آلـوده گیـاهی، در مـدت زمـان     

ایـن آغازگرهـا اختصاصـیت    .  کنندکوتاهی امکان پذیر می
هاي فیتوفتـورا هـیچ   دورگ ها وبالایی داشته، در سایر گونه

در مجموع، استفاده از این . کنندسازي نمیاي را فزونقطعه
آغازگرها علاوه بـر کمـک بـه تشـخیص گونـه والـدي در       
جدایه هاي دورگ، براي اثبات وجود بیمـارگر در گیاهـان   

  .آلوده و انجام اقدامات مدیریتی مفید خواهد بود
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