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  دهیچک
زمینی است که سبب بروز خسارت قابل تـوجهی  برد مهمی در سیببیماري خاك Phytophthora erythrosepticaپوسیدگی صورتی ناشی از 

ي مختلـف  زمینی در چهـار قـاره  تولید سیب به دست آمده از مناطق P. erythrosepticaهاي اي از جدایهمجموعه. شوددر مزرعه و انبار می
 ـولوژیزیو ف یشـناخت خـت ی، ریکیلوژنتیف يهاشامل آمریکا، آسیا، اروپا و استرالیا  مورد ارزیابی هـاي  در تمـام درخـت  . ک قـرار گرفـت  ی

و ) 90شـوك حرارتـی   ي داخلـی، بتـاتوبولین و پـروتئین    ي ترانویسـی شـده  فاصـله (اي هاي هسـته فیلوژنتیکی رسم شده بر اساس توالی
ي همراه بـا جدایـه   P. erythrosepticaهاي اي، جدایههاي هستهو درخت برآیند توالی) داز سییزیرواحد یک سیتوکروم اکس(میتوکندریایی 

 ـلک. ها مشـاهده نشـد  شناختی و فیزیولوژیک در جدایهگونه تنوع ریختهمچنین هیچ. تیپ، یک دودمان فیلوژنتیکی مجزا تشکیل دادند  يهی
مرغی شکل هاي بدون پستانک، بیضی تا تخمهاي گرد و ناپرساز و اسپورانژیومهاي انتهایی پیراماده، اُاُگونیومتال بوده، آنتریدیومها همجدایه

-ی و ریخـت متعلق به مناطق جغرافیایی مختلف از نظر خصوصیات فیلوژنتیک P. erythrosepticaهاي نتایج نشان که داد جدایه. تولید کردند

 يهـا منفرد توسط غده يیا انتشار یک همسانه P. erythrosepticaاین یکنواختی ممکن است ناشی از طبیعت هم تال . اندنواختشناختی یک
  .باشد ینیزمبیس ي آلوده
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Abstract 
Pink rot, caused by Phytophthora erythroseptica, is an important soil-borne disease of potato causes 
significant losses in the field and storage. A selection of P. erythroseptica isolates from potato-growing 
regions in four continents including America, Asia, Europe and Australia was assessed using phylogenetic, 
morphological and physiological analyses. In all nuclear (internal transcribed spacers, ß-tubulin and heat 
shock protein 90) and mitochondrial (cytochrome c oxidase subunit I) trees as well as combined nuclear and 
mitochondrial tree, P. erythroseptica isolates formed a separate phylogenetic lineage containing the type 
isolate. Additionally, no morphological and physiological diversities were observed among the isolates. All 
isolates were homothallic and produced amphigynous terminal antheridia and globose aplerotic oogonia as 
well as non-papillate and ellipsoid to ovoid sporangia. The results showed that P. erythroseptica isolates 
belonged to different geographic regions are phylogenetically and morphologically similar. This uniformity 
could be due to the homothallic nature of P. erythroseptica or distribution of a single clone of pathogen by 
infected potato. 
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  مقدمه

 يزايمـار یب يهـا ن جـنس یتـر ازمهـم توفتـورا  یجنس ف
در  یقابـل تـوجه   يکه سبب خسارت اقتصاد است یاهیگ

ک یتا کنون نزد .)Kroon et al. 2012( شودیا میسراسر دن
کـه اغلـب    شده است ییجنس شناسان یاگونه در  120به 
-گونـه . )Martin et al. 2014(هستند  یاهیمارگر گیها بآن

ــا ــر اســاس یف يه ــورا ب ــکل توفت ــاوس ییشناســاد ی  واتره
)Waterhouse 1963 ( بـر  و  یشـناخت ختیر گروهشش به

و  ياهســته يهــایتــوال یکیلــوژنتیف يهــاياســاس واکــاو
 Kroon(شـوند  یم میتبار مختلف تقس 10به  ییایتوکندریم

et al. 2004, Blair et al. 2008, Martin et al. 2014 .(  
 Phytophthora erythroseptica Pethybridge  يگونه

در سـال  توفتـورا اسـت کـه    یف يهـا ن گونهیتراز مهم یکی
-بیس ـ يهـا غـده  یصورت یدگیبه عنوان عامل پوس 1913
نـام   .)Pethybridge 1913( ف شدیو توص ییشناسا ینیزم
است کـه   یرنگ صورت يف کنندهیتوص یصورت یدگیپوس

ده شده و در معـرض  یکه غده بر یآلوده هنگام يهادر غده
 قه قابل مشاهده استیدق 30تا  15رد بعد از یگیقرار مهوا 

)Jones 1945( .نشان داده است که  یکیلوژنتیف يهايواکاو
P. erythroseptica  دارد وتوفتـورا تعلـق   یبه تبار هشـت ف 

ــاوند نزدیخو ــشــ  Phytophthora cryptogeaکیــ

Pethybridge and Lafferty وPhytophthora 

pseudocryptogea Safaiefarahani, Mostowfizadeh, 
Hardy & T. I. Burgess شود یمحسوب م)Kroon et al. 

2004, Blair et al. 2008, Martin et al. 2014, 
Safaiefarahani et al. 2015(. يشــاوندیعــلاوه بــر خو 

و  یشـناخت خـت یات ریخصوص ـ هـا ن گونـه یا، یکیلوژنتیف
ــولوژیزیف ــابه کی ــ یمش ــد و همگ ــروه شــش  یدارن در گ

ن سـه  ی ـا. رنـد یگیقرار م )Waterhouse 1963( واترهاوس
-یز م ـیمتما گریدکیاز  یزشیبر اساس رفتار آم فقطگونه 

رفتــار  P. erythrosepticaيگونــه کـه  يبـه طــور  ،دنشـو 
 يکـه دو گونـه   یدهد در حـال یرا نشان م یتالهم یزشیآم
 & Tucker 1931, Erwin(گـر اغلـب دگرتـال هسـتند     ید

Rebeir 1996, Safaiefarahani et al. 2015.( ن حـال  یبا ا
سـت و  یشه ثابت نیتوفتورا همیف يهادر گونه یزشیرفتار آم

ماننـد وجـود    یط ـیط محیشـرا ر یممکن اسـت تحـت تـأث   
مدت یطولان يدارخاص، نگه یا قارچی یاهیگ يهابیترک

و مواد موجود در  یکیزیف يهابیکشت، آس يهاطیدر مح
 Reeves & Jackson 1974, Tsao(ر کنـد  ییتغ هاکشقارچ

et al. 1980, Judelson et al. 2010(.    تغییرپـذیري رفتـار
هاي فیتوفتورا و شباهت سایر خصوصیات آمیزشی در گونه

-به گونه P. erythrosepticaشناختی و فیزیولوژیک ریخت

نادرسـت   ییخویشاوند آن، ممکن است سبب شناسـا  يها
  . ن گونه شودیا

 .Pناشـــی از  ،ینـــیزمبیســـ یصـــورت یدگیپوســـ

erythroseptica در  ین ـیزمبیمهـم س ـ  يانبار يماریک بی
ن ی ـت ایریمد يبرا ییبه تنها یچ روشیه .استیسرتاسر دن

 یب ـیترک يبردهـا بـا اسـتفاده از راه  ست، اما یمؤثر ن يماریب
 تـوان یم ـ ییایمیو ش یزراع يهاروشمقاوم و  ارقامشامل 

 ،مـارگر یتنـوع ب  .نمـود ت یریمد يادیرا تا حدود ز يماریب
 ژهی ـآن بـه و  تیریمـد  يبردهـا راهت یدر موفق ینقش مهم

 ,Vargas& Nielsen 1972(دارد گسـترش ارقـام مقـاوم    

Secor & Gudmestad 1999, Lambert & Salas 2001, 
Peterset al. 2005(.  يهادودمان يواکاو ریاخ هايسالدر 

، یاهی ـگ يمارگرهـا یب يشـاوند یخو یبررس ـ يبرا یچندژن
 اسـت  قـرار گرفتـه   اسـتفاده توفتـورا، مـورد   یمانند جنس ف

)Cooke & Lees 2004, Martin et al. 2014( .  هـدف از
ــانجــام ا ــژوهش،ن ی ، یکیلــوژنتیفات یخصوصــ یبررســ پ

 P.erytroseptica يهاهیجدا و فیزیولوژیک یشناختختیر
  .مختلف است ییایمتعلق به مناطق جغراف
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  بانک ژنها در شمار آنبه کار رفته در این پژوهش، محل جداسازي و رس Phytophthora erythrosepticaهاي جدایه -1جدول 
Table 1. Isolates of Phytophthora erythroseptica examined in this study, their origin and their GenBank accession 
numbers 

GenBank Accession no. Location Isolate code TUB ITS HSP90 COXI 
MG196243 MG196225 MG196207 MG196189 Iran MUC820 
MG196244 MG196226 MG196208 MG196190 England MUC821 
MG196245 MG196227 MG196209 MG196191 England MUC822 
MG196246 MG196228 MG196210 MG196192 Netherlands MUC823 
MG196247 MG196229 MG196211 MG196193 Netherlands MUC824 
MG196248 MG196230 MG196212 MG196194 Australia MUC825 
MG196249 MG196231 MG196213 MG196195 Australia MUC826 
MG196250 MG196232 MG196214 MG196196 Canada MUC827 
MG196251 MG196233 MG196215 MG196197 Canada MUC828 
MG196252 MG196234 MG196216 MG196198 Canada MUC829 
MG196253 MG196235 MG196217 MG196199 USA-Maine MUC830 
MG196254 MG196236 MG196218 MG196200 USA-Washington MUC831 
MG196255 MG196237 MG196219 MG196201 USA-Idaho MUC832 
MG196256 MG196238 MG196220 MG196202 USA-Minnesota MUC833 
MG196257 MG196239 MG196221 MG196203 USA-Minnesota MUC834 
MG196258 MG196240 MG196222 MG196204 USA-North Dakota MUC835 
MG196259 MG196241 MG196223 MG196205 USA-California MUC836 
MG196260 MG196242 MG196224 MG196206 USA-North Carolina MUC837 

COXI= cytochrome c oxidase subunit I; HSP90= heat shock protein 90; ITS= internal transcribed spacers of rDNA; 
TUB= ß-tubulin 

  

  بررسی يهامواد و روش
  هاجدایه

مرکـز   يمجموعـه  ه متعلق بهیجدا 18ن پژوهش، یدر ا
ا یتوفتورا در دانشـگاه مـرداك اسـترال   یت فیریمطالعات و مد

از  يهـا هی ـجدا. مختلف انتخاب شد يهاانجام آزمون يبرا
در  یصــورت یدگیآلــوده بــه پوســ ینــیزمبیســ يهــاغــده

-الـت یا، کانـادا و ا یایران، انگلستان، هلند، استرال يکشورها

، یشـمال  ينسـوتا، داکوتـا  یماین، واشنگتن، آیـداهو، م  يها
 يکا جداسـاز یالات متحد آمریناي شمالی ایا وکارولیفرنیکال

  ).1 جدول(شده بودند 

  شناسی پرگنه و رشد شعاعیریخت

پـنج   يهاپرگنه يهیمتر از حاشیلیبه قطر پنج م یقطعات
 يپتـر  يهاطور جداگانه به تشتکمارگر جدا و بهیب يروزه
 MEAو  CMA ،HSA ،PDA ،CAکشــت طیمحــ يحــاو

به مدت پنج روز  يپتر يهاتشتک. منتقل شدند) 2 جدول(
رشـد   يالگـو  و وس قـرار داده شـده  یسلس يدرجه 25در 
گیـري  بـه منظـور انـدازه    .قرار گرفت یها مورد بررسپرگنه

 يهیمتـر از حاش ـ یل ـیبه قطـر پـنج م   یقطعاترشد شعاعی، 
 يپتـر  يهـا مارگر جدا و به تشتکیب يپنج روزه يهاپرگنه
در  يپتـر  يهاتشتک. منتقل شد CMAکشت طیمح يحاو
 يدرجـه  35و  33، 30، 25، 20، 15، 10، 5، صـفر  يدماها
ه یهر جدا يبرا یرشد شعاعن یانگیم ،گرفتهوس قرار یسلس

  . محاسبه شد

  ومیاسپورانژ سیشناختیر

 يهیاز حاش ـ یقطعـات به منظـور تشـکیل اسـپورانژیوم،    
 يپتـر  يهـا مارگر جدا و به تشتکیب يپنج روزه يهاپرگنه
 10 ،روز سـه پس از . منتقل شد CMAط کشت یمح يحاو

فلاسـک  در جوشـانده شـده  (سـترون   يعدد بذر شاهدانه
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  این پژوهشهاي به کار رفته در کشتي محیطروش تهیه -2جدول 
Table 2. Recipes of media used in this study 
Media Recipes 
Carrot agar (CA) Carrot extract 250 g L−1; agar 15 g L−1 
Corn meal agar (CMA) Ground corn extract 40 g L−1; agar 15 g L−1 
French beans agar (FBA) Ground French been 30 g L−1; agar 15 g L−1 
Hemp seed agar (HSA) Ground hemp seed extract 60 g L−1; agar 15 g L−1 
Malt extract agar (MEA) Malt extract 25 g L−1; agar 15 g L−1 
Potato dextrose agar (PDA) Potato extract 300 g L−1; dextrose 20 g L−1; agar 15 g L−1 
Pea broth agar (PBA) Pea extract 125 g L−1; agar 15 g L−1 

  
حـرارت   يقـه رو یدق 10مقطر سترون به مـدت  آب يحاو
 24پـس از   بـذرها . در اطراف پرگنه قرار داده شد) میمستق

-ریغ% 10خاك يعصاره يحاو يپتر يهاساعت به تشتک
منتقــل شــده، ) Mircetich & Matheron 1976(ســترون 
ر نـور دائـم   ی ـساعت ز 72تا  24به مدت  يپتر يهاتشتک

وس یسلس يدرجه 20و در ) لوکس 1000حدود (فلورسان 
ل یپـس از تشـک  ). Schmitthenner 1973( قرار داده شدند

ــپورانژ ــگیاس ــآموم و رن ــل و   يزی ــتفاده از لاکتوفن ــا اس ب
 Mitchell & Knanwischer-Mitchell% (10ن یدفوش ـیاس

ا عدم وجود پستانک و طـول و  یوجود  ،ی، شکل کل)1992
گیـري قـرار   انـدازه  و  یها مـورد بررس ـ ومیاسپورانژ عرض
  .گرفت

 ـ یزشیستم آمیس  ـات اُاُگونیو خصوص  ـ، آنترومی وم و یدی
  اُاُسپور 

 بـا اسـتفاده از   ،ي مورد آزمـون هاهیجدا یزشیآم ستمیس
 & Mitchell(تعیــین شــد چ دوطرفــه یروش ســاندو

Knanwischer-Mitchell 1992( .يهـا پی ـن منظـور ت یبد 
-PH-2-15( A2و ) A1 ) PH-2-9-92اســتاندارد یزشــیآم

ــبخــش گ يمجموعــه( P. capsici Leonianاز ) 92 -اهی

هی ـجداو ) رازیدانشـگاه ش ـ  ،يکشاورز يدانشکده یپزشک
هـاي پتـري   در تشـتک ي مورد آزمون به طـور جداگانـه   ها

 یقطعات .کشت شدند )2جدول ( HSAکشت طیمح حاوي

پـنج   يپرگنـه  يهیمتـر از حاش ـ یک سـانت ی ـ یبیبه قطر تقر
 یـک  مورد آزمـون جـدا شـده و در کـف     يهیجدا يروزه

ک قطعه با قطر ی سپس روي آن .قرار داده شد يتشتک پتر
از  با قطـر مشـابه   ک قطعهیو  HSAط کشت یمشابه از مح

بـه منظـور   . اسـتاندارد قـرار گرفـت    یزش ـیپ آمیت يگنهپر
ز ی ـه بـا  خـودش ن  ی ـها، هر جداهیتال بودن جداهم یبررس
با استفاده از نوار  يپتر يهاتشتک يهیحاش .داده شد یتلاق
 20و  یکیروز در تــار 21لم بســته شــده، بــه مــدت یپــاراف
هـاي  پس از تشـکیل انـدام  . وس قرار گرفتیسلس يدرجه

اگُون یشناختختیات ریخصوصجنسی،   هاومیدی، آنترهاومیاُ
سپور اُ   . شد یبررس هاو اُ

 ینیزمبیس يهادر غده ییزايماریآزمون ب

، یشو با آب معمـول وپس از شست زمینیي سیبهاغده
. ندشـد  سـطحی  یضـدعفون % 96ک یلیبا استفاده از الکل ات
جـدا شـده،    غـده  از بافـت  يمتـر یلیم سپس قطعات شش

 يهـا جـوان پرگنـه   يهین انـدازه از حاش ـ یبـه هم ـ  یقطعات
جـاد شـده قـرار گرفـت و قطعـات      یا يهامارگر در زخمیب
خود برگردانده و محل  يهیها به محل اولغده يده شدهیبر

 ).Tuker 1931(لم بسـته شـد   یزخم با استفاده از نوارپـاراف 
 CMAط کشـت  یطعـات مح ـ شاهد با استفاده از ق يهاغده
 يکاغـذ  يهـا ها در پاکتغده. شدند یزنهیمارگر مایفاقد ب

جینتـا . ندوس قرار گرفتیسلس يدرجه 25، در گذاشته شده
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  پژوهشآغازگرهاي به کار رفته در این  -3جدول 
Table 3. Primers used in this study 
Target DNA Primer name Primer sequence (5′→3′) Reference 
Cytochrome c oxidase subunit I COXF4N GTATTTCTTCTTTATTAGGTGC Kroon et al. 2004 

COXR4N CGTGAACTAATGTTACATATAC 
ITS ITS6 GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG Cooke et al. 2000 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. 1990 

β-tubulin TUBUF2 CGGTAACAACTGGGCCAAGG Kroon et al. 2004 
TUBUR1 CCTGGTACTGCTGGTACTCAG 

Heat shock protein 90 HSP90_F1int CAAGGTGATCCCGGACAAGGC Blair et al. 2008 
HSP90_R2 CGTGTCGTACAGCAGCCAGA 

 
آلـوده   يهـا با کشت بافـت  یه زنیروز پس از ما 10تا  پنج
ــ يرو ــت طیمحــ ــ CMA-PARPکشــ ــد یبررســ  شــ
)Mostowfizadeh-Ghalamfarsa et al. 2006.(  

  ياانياستخراج د

هـاي مـورد   ي هر یک از جدایهجوان پرگنه يهیاز حاش
و بـه  جـدا  متـر  یل ـیپـنج م  یب ـیبه قطر تقر یقطعات آزمون،
 يتـر عصـاره  یلیلیم 50يحاو يتریلیلیم 250 يهافلاسک

هـا بـه مـدت    فلاسک .منتقل شد ینیزمبیس يسترون شده
 يداروس نگــهیسلســ يدرجــه 25و  یکیپــنج روز در تــار

ات هر فلاسک در ظـروف  یمحتو کردنپس از خالی. شدند
 ه،ها با استفاده از آب مقطر سترون شسته شدپرگنه، سترون

سـترون از قطعـات    يهـا ها بـا اسـتفاده از سـوزن   ومیسلیم
 يهازلولهیداخل ر هامیسلیوم. دکشت آگاردار جدا شطیمح
خ زدن بـه کمـک   ی ـقرار گرفـت و پـس از    يتریلیلیم 5/1
. دندش ـ سـاعت سرماخشـک   24ع، بـه مـدت   یمـا  تروژنین

مطـابق   و با استفاده از محلـول کلروفـرم   ياناياستخراج د
انجـام   )Andjic et al. 2007( ک و همکـاران یانـدج روش 
  .شد

  ياانيد یسنجیو توال يسازفزون

ــنش زنج ــواک ــراز یپل يارهی ــرام ــواح يب ــله ین  يفاص

ن ین، پـروتئ ی، بتـاتوبول )اسیتيآ( یداخل يشده یسیترانو
داز یاکس یتوکروم سیک سیر واحد یو ز 90 یشوك حرارت

 و طبـق ) 3 جـدول ( یاختصاص ـ يبا اسـتفاده از آغازگرهـا  
بـراي هـر    گـزارش شـده   و مخلوط واکـنش  ییط دمایشرا

 Cooke et al. 2000, Kroon et al. 2004, Blair( آغازگر

et al. 2008 (مراز بـا  یپل يارهیج واکنش زنجینتا .انجام شد
ــورز در ژل  ــالکتروف ــاو ی ــارز ح % 005/0 يک درصــد آگ

گرم  37/0س، یگرم تر TBE )8/10د در بافر یوم برومایدیات
EDTA ،5/5 ک ی ـک، آب مقطـر تـا حجـم    ید بوریگرم اس

د و قطعـات  یی ـولـت تأ  80ساعت و در ک یبه مدت ) تریل
نيد ایسیمحصولات پ. شد یر پرتو فرابنفش بررسیز يا-

روش  مطابقو  Sephadex G-50 يهاآر با استفاده از ستون
-خـالص  )Sakalidis et al. 2011( س و همکارانیدیساکال

 AGRF )Australian Genomeو توسـط شـرکت    يسـاز 

Research Facility) (دیگرد یسنجیتوال) ا، پرتیاسترال.  

و  هاي مدلبرآورد فراسنجه، ياانيد يهایش توالیرایو
  درخت فیلوژنتیکی رسم

هاي به دست آمـده بـه   سازي توالیردیفویرایش و هم
 GeneiousProروش دســتی و بــا اســتفاده از نــرم افــزارِ 

v4.8.1 )Drummond et al. 2010 (ي هـا رشـته  .انجام شد
ي هري مستقیم و معکوس شدههاي نسخهبا مقایسه برآیند
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به کار  Phytophthora erythroseptica هايدرجدایه) میکرومتر(هاي تولیدمثلی جنسی و غیرجنسی ي ریسه، انداممیانگین اندازه-4جدول
  رفته در این پژوهش

Table 4. Average measures (mean ± standard deviation) of hyphae, sexual and asexual reproduction organs (μm) 
of Phytophthora erythroseptica isolates used in this study 

Antheridia Oospores Oogonia Sporangial length: 
breadth ratio Sporangia Hyphae Isolate 

10.63±1.97 32.05±2.97 35.85±3.30 1.42 (44.25±2.80)×(31.10±2.31) 3.65±0.58 MUC820 
10.47±2.11 32.61±2.26 37±2.66 1.46 (39.45±2.16)×(26.85±1.95) 3.82±0.56 MUC821 
11.26±1.85 33.28±2.49 37.28±2.77 1.57 (45.15±3.26)×(28.70±2.84) 3.87±0.55 MUC822 
12.10±1.62 31.66±2.65 35.57±2.97 1.47 (39.60±2.62)×(26.85±1.90) 4.07±0.59 MUC823 
10.68±1.94 31.09±2.91 35.09±3.36 1.44 (41.15±3.09)×(28.55±2.95) 4.09±0.89 MUC824 
11.84±1.83 29.09±2.86 33.28±2.96 1.46 (45.45±2.92)×(31.10±2.12) 4.35±0.79 MUC825 
11.57±2.03 30.52±3.86 34.42±3.95 1.44 (41.10±2.44)×(28.50±3.03) 3.92±0.73 MUC826 
10.42±1.42 27.57±2.13 31.90±2.82 1.62 (42.90±2.61)×(26.45±2.87) 4.27±1 MUC827 
10.63±1.49 33.28±3.06 37.47±2.97 1.62 (44.45±3.11)×(27.40±2.90) 3.75±0.76 MUC828 
11.21±2.29 32.47±2.52 37.57±2.63 1.56 (39.85±3.43)×(25.45±2.21) 3.32±0.67 MUC829 
11.84±2.06 32±3.36 36.09±3.65 1.46 (46.65±3.01)×(31.75±2.63) 4.12±0.84 MUC830 
12.21±2.01 29.71±3.33 33.52±3.38 1.48 (40.20±3.53)×(27.15±2.75) 3.80±0.65 MUC831 
12.68±1.73 29.38±3.05 33.28±3.19 1.54 (46.45±3.13)×(30.15±3.06) 3.87±0.45 MUC832 
11.73±2.02 32.66±3.41 36.52±3.72 1.50 (42.25±2.26)×(28.05±2.74) 3.65±0.62 MUC833 
11.31±2.28 31.95±3.15 35.28±3.19 1.50 (46.10±3.91)×(30.70±2.71) 3.82±0.65 MUC834 
11.47±2.24 28.61±2.95 32.47±2.97 1.59 (39.45±3.31)×(24.70±3.16) 4.02±0.65 MUC835 
10.21±2.27 31.38±2.87 35.47±3.21 1.58 (44.80±4.08)×(28.30±3.29) 3.80±0.73 MUC836 
10.84±2.45 31.66±3.19 35.52±3.42 1.49 (42.65±3.43)×(28.55±3.77) 3.77±0.67 MUC837 

  

ــوالی ــس از   ت ــد و پ ــت آم ــه دس ــت در، ب ــک ژن  ثب بان
)GenBank, NCBI, USA; [Online] 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (هــا اخــذ شــمار آنرس
هاي میزان ناهمگونی هاي مدل شاملِ فراسنجهفراسنجه .شد

)rate heterogenesity (ــایگزینی ، )substitution( و جــ
ــارِ   ــورد انتظــ ــبت مــ ــت   نســ ــه تراگشــ ــذار بــ  گــ

)transition/transversion ratios( پــــراکنشِ گامــــاي ،
جانـگ و  آلفا و لگاریتم طبیعیِ احتمال به روش  يفراسنجه
هاي درخت .برآورد شد) Jung & Burgess 2009( برجس

و ) Bayesian( یســیرهیافــت بفیلــوژنتیکی بــا اســتفاده از 
نـرم   رسـم و توسـط   GeneiousPro v4.8.1افزارتوسط نرم

ویرایش و نمـایش  ) ATV )Zmasek & Eddy 2001ِافزار 
  .داده شد

  جینتا
 هايسهیر هاي بررسی شده در این پژوهش،تمام جدایه

سه یر يهاآماس. تولید کردند یعرض يواریروشن و فاقد د
 يهـا کشـت طیهـا در مح ـ آن یتا نامنظم بوده، فراوان يکرو
ن یانگی ـم. جامد اندك بـود  يهاکشتطیاد و در محیع زیما

هاي به کار رفته در این پـژوهش  جدایه یتمام يسهیقطر ر
کرومتر بود که به تفکیک براي هـر یـک از   یم 71/0±96/3
-طیها در محهیجدا .آورده شده است 4 جدولها در هیجدا

 PDAکشـت ، در محـیط نواخـت کی يپرگنه CMAکشت 
 و CA ،HSAهـاي  کشـت داوودي و در محـیط گل يپرگنه

MEA شکل(تولید کردند  سرخی یا یکنواختگل يپرگنه 
 يهـا هی ـجدا) متـر در روز یل ـیم( ین رشد شعاعیانگیم). 1
کشـت  طیمح ين پژوهش رویشده در ا یبررس يتوفتورایف

CMA  نشان داده شده است 2 شکلمختلف در  يدماهاو .
 33و  25 ،ب سـه یرشد به ترت يو بیشینه نهیبه ،نهیکم يدما
  .وس بودیسلس يدرجه
قادر  پژوهشن یشده در ا یبررس يهاهیک ازجدایچ یه
امـا  .کشـت جامـد نبودنـد   طیوم در مح ـید اسـپورانژ یبه تول
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ردیـف  . ي سلسـیوس درجه 25روز در  10بعد از ) MUC827ي جدایه( Phytophthora erythrosepticaيشناسی پرگنهریخت -1شکل 

  HSAو  CA) چپ به راستاز (پایین ردیف ؛ MEAو PDA ،CMA) چپ به راستاز ( بالا
Fig. 1. Colony morphology of Phytophthora erythroseptica (isolate MUC827) after 10 d at 25 °C; top: (from left to 
right) PDA, CMA, and MEA; bottom: (from left to right) CA and HSA 

  

  
 Phytophthoraهـاي  جدایـه میـانگین رشـد شـعاعی     -2شکل 

erythroseptica   کشـت  به کار رفته در این پـژوهش روي محـیط
CMA  ي سلسیوسدرجه 35در صفر تا  

Fig. 2. Average radial growth rate of Phytophthora 
erythroseptica isolates used in this study on CMA at 
0–35 °C 

  
 سـترون ریخاك غ ياستفاده از بذر شاهدانه همراه با عصاره

مـورد   يهاهیدر تمام جدا .وم شدیل اسپورانژیمنجر به تشک
شـکل،   یمرغ ـها بدون پستانک، تخـم ومیاسپورانژ ،یبررس

-هیجدا یتمام. بودند) 3 شکل(شکل  یشکل تا گلاب یضیب
ــا   ــ يداراه ــژولش داخل ــو ( یاف ــو در ت ــارج) ت و  یو خ

) sympodial(ه ی ـپاوفور سـاده و بـه نـدرت هـم    یاسپورانژ
هـــــا ي اســـــپورانژیومانـــــدازهن یانگیـــــم. بودنـــــد

بیشـــــینه (میکرومتـــــر ) 97/3±88/42(×)32/3±43/28(
 61/33×34/22میکرومتــــــر و کمینــــــه  21/52×46/35

بـود   51/1ها و میانگین نسبت طول به عرض آن) میکرومتر
  ).4جدول (

تـال  هاي مورد بررسی در این پژوهش هـم تمامی جدایه
سپور نیازي به تیپ اُ و  A1هـاي آمیزشـی   بوده، براي تولید اُ

A2 رامادهیمنفرد وپ يهاومیدیآنترها تمامی جدایه. نداشتند ،
اگُون سـپورهاي گـرد و ناپرسـاز     يکـرو  يهاومیاُ اُ تولیـد  و اُ

اگُونیوممیانگین اندازه آنتریدیوم). 3 شکل(کردند  هـا و  ها، اُ
ــه  ــپورها در جدای س اُ ــب     اُ ــه ترتی ــی ب ــورد بررس ــاي م ه

ــر 08/31±32/3و  55/3±20/35، 06/2±28/11 میکرومتــ
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). MUC827ي جدایـه C( Phytophthora erythroseptica )( ، اُاُسپور، اُاُگونیوم و آنتریـدیوم )A ،B( شناسی اسپورانژیومریخت. 3شکل 

  میکرومتر 20= خط مقیاس 
Fig. 3. Morphology of the sporangium (A, B) oospore, oogonium and antheridium (C) of Phytophthora 
erythroseptica (isolate MUC827). Bar = 20 μm 

  
هاي تولیدمثلی براي هـر یـک از   ي انداممیانگین اندازه. بود

  .آورده شده است 4ها به تفکیک در جدول جدایه
 یدگیجـاد پوس ـ یو ا يشـرو یقـادر بـه پ   هـا هی ـتمام جدا

در  یعلائـم آلـودگ  . بودند ینیزمبیس يهادر غده یصورت
شدن بافت غـده پـنج تـا     ياده و قهوهیها به صورت لهغده
هـا پـس از   بافت غده. مشاهده شد یزنهیروز پس از ما 10
ان هـوا بـه رنـگ    یده شدن و قرار گرفتن در معرض جریبر

 ـ   يماریعامل بو درآمد یصورت  ین نـواح یمجـدداً از مـرز ب
زاده یمسـتوف طبـق گـزارش    .شـد  يآلوده و سالم جداساز
 Mostowfizadeh-Ghalamfarsa et(قلمفرسا و همکـاران  

al. 2006 (يهـــاهیـــجدا یتمـــام P. drechsleri ،P. 

cryptogea  وP. erythroseptica یدگیجاد پوس ـیقادر به ا 
-افتـه یج مـا  یهستند که نتا ینیزمبیس يهادر غده یصورت

  .کندید مییاین پژوهشگران را تأ يها
نيد يسازپس از فزون اياهسـته  ینـواح  مربوط به يا 

 یقطعات ،90 ین شوك حرارتیپروتئ و نیاس، بتاتوبولیتيآ
جفـت بـاز   1700 و 980، 860 یبیتقر يب به اندازهیبه ترت

نيد يســـازفـــزون. بـــه دســـت آمـــد اياحیـــهدر ن يا 
ز ی ـداز نیاکس ـ یتوکروم س ـیک س ـیرواحد یز ییایتوکندریم

جفـت بـاز    970 یب ـیتقر يبا اندازه ايهر قطعیتکث منجر به
رسم شده بـر اسـاس    یکیلوژنتیف هايدرختتمامی در .شد

 ياهسـته  ینـد نـواح  یبرآ اي، میتوکنـدریایی و نواحی هسته
فاقـد هـر گونـه     P. erythroseptica يهاهیجدا) 4 شکل(

بودنـد و همگـی همـراه بـا      1يدی ـتـک نوکلئوت  یچندشکل
این . جدایه تیپ در یک گروه فیلوژنتیکی مجزا قرار گرفتند

ــک   ــاوند نزدیـ ــان خویشـ  .Pو  P. cryptogeaدودمـ

pseudocryptogea   ،آن  يبـرا  یسیند بیآاحتمال پسبوده
بــود % 100تــا % 72مختلــف  یکیلــوژنتیف هــايدر درخــت

  ). 4شکل (

  بحث
ــورتی ســـیب ــیدگی صـ  .Pزمینـــی ناشـــی از پوسـ

erythroseptica  هر ساله سبب بروز خسارت قابل توجهی
 ,Vargas& Nielsen 1972(شـود  در نقاط مختلف دنیا می

Secor & Gudmestad 1999, Lambert& Salas 2001, 
Peterset al. 2005 .( در گذشته، مهار شیمیایی روش غالب

مدیریت این بیماري بوده است؛ اما با توجه به مقاوم شـدن 
                                                      

1 single nucleotide polymorphism = SNP 
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-ترانویسی شدهي فاصله) A. (و اعضاي مهم تبار هشت فیتوفتورا Phytophthora erythrosepticaهاي روابط فیلوژنتیکی جدایه -4شکل 

برآینـد  ) E(زیر واحد یک سـیتوکروم سـی اکسـیداز؛    ) D(؛ 90پروتئین شوك حرارتی ) C(بتاتوبولین؛ ) B(اي ریبوزومی؛ اني داخلی دي
  .داده شده استنزدیک محل انشعاب هر شاخه نشان) درصد(آیند بیسی احتمال پس. اينواحی هسته

Fig 4. Phylogenetic relationship of Phytophthora erythroseptica isolates with major members of Phytophthora 
clade 8. (A) internal transcribed spacers; (B) ß-tubulin; (C) heat shock protein 90; (D) Cytochrome c oxidase 
subunit I; (E) combined nuclear regions. Bayesian posterior probabilities (%) are shown next to the branch 
points. 

  
به سموم رایج حاوي  P. erythrosepticaهاي برخی جدایه

ي مصـرف  ها دربارهمتالاکسیل و مفنوکسام، افزایش نگرانی
هـاي حـافظ   سموم شیمیایی و علاقه بـه جـایگزینی روش  

عنـوان یکـی از   زیست، اسـتفاده از ارقـام مقـاوم بـه     محیط

زمینـی اهمیـت   هاي مهار پوسـیدگی صـورتی سـیب   روش
 Etebarian et al. 2000,Wicks et(اي پیدا کرده است ویژه

al. 2000, Peters et al. 2003,Taylor et al. 
2006,Venkataramana et al. 2010 .(   مطالعـات مختلفـی
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-ي میزان حساسیت و مقاومت ارقام مختلـف سـیب  درباره

 Peters et(انجام شده اسـت   P. erythrosepticaزمینی به 

al. 2004, Taylor et al. 2008, Thompson et al. 2007, 
Fitzpatrick-Peabody & Lambert 2011 .( ــن در ایـ

شـناختی و  هـاي ریخـت  پژوهش وجـود تنـوع در ویژگـی   
ي ي ترانویسـی شـده  فاصـله اي هـاي نـواحی هسـته   توالی

ي و ناحیـه  90و پروتئین شوك حرارتی داخلی، بتاتوبولین 
مـورد  سـیداز،  کمیتوکندریایی زیرواحد یک سیتوکروم سی ا

  .بررسی قرار گرفت
ي بررسـی تنـوع ژنتیکـی    مطالعات بسیار اندکی دربـاره 

ــه ــاي جدای ــان انجــام شــده   P. erythrosepticaه در جه
 .Peters et al( پیتـرز و همکـاران  ، 2005در سـال  .اسـت 

را از  P. erythrosepticaهـاي  ي از جدایهامجموعه) 2005
زمینـی در آمریکـاي شـمالی بـراي     مناطق مهم تولید سـیب 

نسازي تصادفی ديبررسی تنوع ژنتیکی با روش فزون ي اا
 random amplification of polymorphic( چندشــکل

DNA=RAPD( هـا  اگرچه جدایه. مورد استفاده قرار دادند
جغرافیایی و حساسـیت بـه مفنوکسـام بـا     از نظر خاستگاه 

ها نشـان داد کـه   دیگر تفاوت داشتند، نتایج پژوهش آنیک
 یکیلوژنتیف يهايواکاو. ها فاقد تنوع ژنتیکی هستندجدایه

-کی ـ P. erythrosepticaهـاي  ما نیز نشان داد که جدایـه 
هستند  يدیتک نوکلئوت ینواخت و فاقد هر گونه چندشکل

-را تأییـد مـی  ) 2005( پیترز و همکاران که نتایج مطالعات

  .کند
تال است که به گونه اي هم P. erythrosepticaي گونه

تنهایی و بدون نیاز به تیپ آمیزشی سازگاز قادر بـه انجـام   
امُیست. تولیدمثل جنسی است  .Pتال، مثـل  هاي همبرخی اُ

sojae آمیـزي، قـادر بـه    ، علیرغم توانایی در انجام خـویش

 .Förster et al(اي نیز هسـتند  رآمیزي درون گونهانجام دگ

1994, Tyler et al. 1995 .(اي میـان  دگرآمیزي درون گونه
کنون در  شـرایط  تا P. erythrosepticaهاي مختلف جدایه

ــابراین     ــت؛ بن ــیده اس ــات نرس ــه اثب ــگاهی ب  .Pآزمایش

erythroseptica هـاي مکـرر   آمیزياحتمالاً به دلیل خویش
. دارد )homozygote( ماهیتی به شدت خـالص  در طبیعت،

 .P يهـا هی ـان جدای ـم یک ـیدر نتیجه عدم وجود تنـوع ژنت 

erythroseptica هـا  تـال آن عـت هـم  یاز طب یتواند ناش ـیم
ــد ــر ا. باش ــلاوه ب ــع ــه  ی ــده اســت ک ــزارش ش  .Pن، گ

erythroseptica بیس ـ یصورت یدگیبه عنوان عامل پوس-
منتقل  ینیزمبیس يآلوده يهاق غدهیتواند از طریم ینیزم

-ک همسانهین انتشار یبنابرا). Cunliffe et al. 1977(شود 

 يآلــوده يهــاتوســط غــده P. erythrosepticaمنفــرد  ي
توانـد دلیـل   در مناطق جغرافیایی مختلـف مـی   ینیزمبیس

 .P يهـا هی ـمشاهده شـده در جدا  ینواختکیدیگري براي 

erythroseptica باشد.  
 يهاهین پژوهش نشان داد که جدایا يهاافتهیت یدر نها

P. erythroseptica زمینـی در  هـاي سـیب  جدا شده از غده
ات یکا از نظـر خصوص ـ یا و آمریآسیا، اروپا، استرال يهاقاره
توانـد  دست هستند که میکی یکیلوژنتیو ف یشناختختیر

یا انتشار یـک   P. erythrosepticaناشی از طبیعت هم تال 
در  ین ـیزمبیس ـ ي آلـوده  يهـا منفرد توسط غده يهمسانه

، مطالعـات  یک ـیژنت یکنواختیرغم یعل. مناطق مختلف باشد
-يمـار یو شدت ب یزبانیم يدامنه يسهیمقا يبرا يترشیب
متعلــق بــه منــاطق  P. erythroseptica يهــاهیــجدا یــیزا

  .مختلف لازم است يهازبانیو م ییایجغراف
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