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ثب  لَدُ درختبى پعتِاز خب ، آة ٍ ثبفت آ Phytophthora drechsleri ؼٌبظبيیرديبثی ٍ 

 PCR اظتفبدُ از رٍغ 

 3هحوذ گرخی ٍ 2رٍح الِ صبثری ريعِ، 2*حعيي ػلايی، 1یدرٍدی صغر  

    5/12/1394سبٍان دٌاَٗ:    20/3/1393 سبٍان ىٍابىز:

 چکيذُ

ٚویٜ ث٦ اُ اا٠ ٣ٍ س .٣ٍى ٙٞبٍ ٝي ث٦ ُاى دٖش٦ هبُ ٧بی ثیٞبٍی سَا٠ ٨ٜٝاْي اُ د٤ٕیيٕي ع٦ٍ٤ ٣ ٍا٦ٚ  ثیٞبٍی

٢ٙبٕباي ٣ ٍىابثي ٤ْٙ٤ٝٙي ىاٍى. ث٦ ٧ٞی٠ ٢ٝؾ٤ٍ  اا٠ ثیٞبٍیٝؤطَ  ١َ٘ ٨ٝٞي ىٍ ٝياَازَٕ ٤ٍٝـ ثیٞبٍ

Phytophthora drechsleri ی اهشٞبٝي اُ ١بكی٦  اُ آة، هبُ ٣ ثبىز آ٤ٙى٥ ثَ إبٓ سْظیَ ٍغق٦rDNA-ITS  ثب

 P. drechsleri٣  ٦اػيا 46 سقياى ،1390-1389 ٧بی ٕبٗ يعا١ؼبٛ َٕىز.  DF2/DR2إشيبى٥ اُ آمبَُٕ اهشٞبٝي 

ث٦ سَسیت كٖبٕیز ٣ اهشٞبٝیز ػيز آمبَُٕ  .يإَىاي ٢ٙبٕب ٣ی ػيإبُ Phytophthora citrophthoraػياا٦  17

 دٖش٦ ُاى هبُ ٧بی ٍبٍؽ٧ٞـ٢ی٠  ٣ ٧Phytophthoraبی  ٦١٤ٕ ٕباَ ػياا٦ اُ 25 ٣ P. drechsleriػياا٦ 15ثب إشيبى٥ اُ 

 ىی.اٟ.ایاُ ٤١ّٛ ػيز ثبُی  567اا٠ ػيز آمبَُٕ ٍبىٍ ث٦ سْظیَ اهشٞبٝي ٍغق٦ ١ٚبٟ ىاى ٦ّ . ١شباغ ثٍَٕي ٙي

كٖبٕیز ػيز ُاى سْظیَ ١ٚي.  ٧بی ٍبٍؿي هبُ ٕباَ ٦١٤ٕ  ىی.اٟ.ای ٧یؾ ثب١يی ٧َٞا٥ ثب ٦ّ ىٍكبٙيثبٙي  ٝي ثیٞبٍَٕ

هبٜٙ ثیٞبٍَٕ ث٤ى. ػيز آمبَُٕ ٍبىٍ  ىی.اٟ.ایاُ  َٕٛدی100٤ْٝق٤ٞٙي،  PCRٍىابثي ثیٞبٍَٕ ثب إشيبى٥ اُ  آمبَُٕ، ىٍ

 ىی.اٟ.ایثب ػيز ثبُی  567ُئ٤ٕذ٤ٍ( ٣ سْظیَ ثب١ي  85ٙیشَ ) سقياى  ُئ٤ٕذ٤ٍ ىٍ ٧َ ٝیٚي 17×103ث٦ ٍىابثي ٖٝشَیٜ 

١ي٥ فٚز كض٤ٍ ٤ٝاى ثبُىاٍ إشوَاع ٙي٥ اُ ٦١٤ٞ١ هبُ آ٤ٙى٥ ث٤ى. ٍىابثي ٖٝشَیٜ ثیٞبٍَٕ اُ ثبىز آ٤ٙى٥ دٖش٦ ث٦

١ُي ٤٢ٞٝفي ثب  ٕیت ٦ٕ ٣ٍُ دٔ اُ ٝبا٦ثیٞبٍَٕ ث٦ ٣ٍٗ س٦ٚ ثب إشيبى٥ اُ ٝی٥٤ دٌاَ ١ٚي ثيا٠ ٢ٝؾ٤ٍ ٍىابثي  اْٝبٟ

ث٦ ىٙی٘ كٖبٕیز، ، ٣ٍٗ ٍىابثي ثیٞبٍَٕاا٠  ثَ إبٓ ١شباغ ث٦ ىٕز آٝي٥،دٖش٦ ا١ؼبٛ َٕىز.  آ٤ٙى٥ هبُ ٣ ثبىز

 آة٧بی هبُ ٣  اُ P. drechsleri٦١٤ٞ١   ٣ٍٗ ػ٨ز ٍىابثي سَا٠ ث٤ىٟ ٣ َٕفز ثبلا ث٦ ف٤٢اٟ ٢ٝبٕتاهشٞبٝي 

س٤ا١ي ّْٞي ثَای سٚویٜ ثیٞبٍی ث٦ ف٤٢اٟ ثوٚي اُ ٍا٧ْبٍ ٢ّشَٗ اا٠ ثیٞبٍی ٤ٍٝى إشيبى٥  ٝي ٦ّ ٙي سٚویٜ ىاى٥

 ٍَاٍ ٕیَى.

                                                           
 ىا١ٚؼ٤ی ّب٢ٍٙبٕي اٍٙي ٥٣َٕ ٕیب٧ذِْٙي، ىا١ْٚي٥ ّٚب٣ٍُی، ىا١ٖٚب٥ ٣ٙي فَٞ )فغ(ٍى٢ٖؼبٟ، ااَاٟ 1
 ٥٣َ ٕیب٧ذِْٙي، ىا١ْٚي٥ ّٚب٣ٍُی، ىا١ٖٚب٥ ٣ٙي فَٞ )فغ(ٍى٢ٖؼبٟ، ااَاٟىا١ٚیبٍ ٕ 2
 ، ااَاٟا١بٍی ٨َٕٙشبٟ ػ٨بىّٚب٣ٍُ،كيؼ ١جبسبر زاَاٝي 3

 (hossein.alaei@vru.ac.ir) ٤١ا٢ٖي٥ ٖٝئ٤ٗ:* 

mailto:hossein.alaei@vru.ac.ir
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Phytophthora drechsleri ، Phytophthora citrophthora ٍىابثي، ، ، د٤ٕیيٕي ٍا٦ٚ ٣ ع٦ٍ٤دٖش٦: یذيٍاشگبى کل

 هقذهِ

٧بی ثیٞبٍی  ١ٚب٦١. ٣ٍى ٙٞبٍ ٝي ث٦ ثَى دٖش٦ هبُ ٧بی ثیٞبٍی سَا٠ ٨ٜٝاْي اُ د٤ٕیيٕي ع٦ٍ٤ ٣ ٍا٦ٚ  ثیٞبٍی

 ٧بی ٝوشٚيي اُ ػ٢ٔ  ٤٢ّٟ ٦١٤ٕا٤ٖ١ِٝ اب ٤ُٕٞ دٖش٦ ىٍ ااَاٟ ا٣ٙی٠ ثبٍ اُ إشبٟ َّٝبٟ ِٕاٍٗ ٙي. سب

Phytophthora  ٘ٝٙبPhytophthora megasperma، ,P. drechsleri ,P. citrophthora،P. nicotianae ٣ P. 

cryptogea ٧بی  إشيبى٥ اُ ٣ٍٗ(. 35، 13، 10، 8، 7، 5، 4، 3، 2ّبٍی ٤ٍّٚ ِٕاٍٗ ٙي٥ إز )اُ ٢ٝبعٌ دٖش٦

ّلإیِ ػ٨ز ٍىابثي ٣ ٢ٙبٕباي فبٝ٘ ثیٞبٍی ٙبٝ٘ إشيبى٥ اُ ٝلیظ ّٚز ا١شوبثي، ٣ٍٗ س٦ٚ ٣ إشيبى٥ اُ ّٚز 

٢ٙبٕي ٣ ىیِا٤ٙ٤ّی، ١یب٢ُٝي ١ی٣َی ٝشوٜٞ ثب سؼَث٦ ث٤ى٥ ٣ ٖٝشِٚٛ َٝه ُٝبٟ ٣  ٧بی ٍاوزثٍَٕي هبٜٙ ٣

٧بی  ث٨ج٤ى ثوٚیيٟ ّبٍااي ٣ ٝلز سٚویٜ ثیٞبٍَٕ، إشيبى٥ اُ ٣ٍٗ ٢ٝؾ٤ٍ ث٦ثبٙي.  ىٕشیبثي ث٦ َٝياٍ ّبىي ٦١٤ٞ١ ٝي

٧ب اُ ثبىز  ٍىابثي ااٝیٖز .(37)اىِاا٘ إز  ع٤ٍ ٕٖشَى٥ ٣ٍ ث٦ ث٦ PCRه٤ٞٛ  ٤ْٙ٤ٝٙي ٝجش٢ي ثَ إیي ٤١ّٚئیِ ث٦

٧بی ثیٞبٍی ؽب٧َ ١ٚي٥ إز ٣ ٕغق آ٤ٙىٕي ٕیب٥ اب ٕٖشَٗ فبٝ٘  ه٤ٞٛ ىٍ ٤ٝاٍىی ٦ّ ٤٢٧ُ ١ٚب٦١ ٕیب٧ي ث٦

٧بی هیٚي كٖبٓ ٣ اهشٞبٝي إز سب كض٤ٍ  ثبٙي. ىٍ اا٠ ٤ٝاٍى ١یبُ ث٦ ّبٍثَى ٣ٍٗ ثیٞبٍی ٝلي٣ى إز ْٝٚ٘ ٝي

ٕغق ٦١٤ٕ ثب إشيبى٥  ىٍ ٣َPhytophthoraُ ٣ا٢ّ٘ میَ اهشٞبٝي ١َٖىى. ١وٖشی٠ ثبٍ سٚویٜ ٧ب ٤ٝػت ث ىاَٖ ٍبٍؽ

٧باي اُ  ٢ٙبٕباي ٦١٤ٕ .(22،21إشيبى٥ ٙي ) P. nicotianaeثَای سٚویٜ  ىی.اٟ.ایای  اهشٞبٛ ٦١٤ٕاُ ٢ٙبٕبَٕ 

Phytophthora  ُ( س٤ٝیو ٣20 ٧ْٞبٍاٟ ) 1إٍِس٤ٕظ  ىی.اٟ.ای٧بی ٤١ّٚئ٤سیيی اهشٞبٝي اُ  سَاىهثب إشيبى٥ ا

ىاى١ي، ٣  اهشٞبٝي سٚویٜ ٝي ع٤ٍ ٍا ث٦ P. nicotianae ٣ ٧P. citrophthoraبی  َٕىاي. آمب٧َُٕبی اا٠ ٥٣َٕ، ػياا٦

٧بی اِ ٦١٤ٕ ٣ػ٤ى ١ياٙش٦ ٣  ١بٝقی٠ ث٤ى٥ ٣ ٠ْٞٝ ث٤ى ىٍ ٦ٞ٧ ػياا٦ ٧PCRبی ا١شوبة ٙي٥ ػ٨ز سْظیَ ثب  سَاىه

٣ٍٙي ػ٨ز سٚویٜ  PCR ٣ س٢ْیِ  ( ثب إشيبى٥ اُ ثوٚي اُ سَاىه ٤١ّٚئ٤سیيی30)ْٞبٍاٟ ٣٧  2ٙی٤ ١بدباياٍ ثب٢ٙي.

َّٝجبر   هبُ ٣ ٧ٞـ٢ی٠ ٍا٦ٚ ىٍ ٣P. nicotianae  P. citrophthoraٍىابثي  اٍائ٦ َّى١ي. P. medicaginisاهشٞبٝي 

اٝٚي فبٝ٘ ا٤ٖ١ِٝ دٖش٦ اُ ی  سٚویٜ اهشٞبٝي ى٣ ٦١٤ٕ ثَای (.24) ا١ؼبٛ ٙي٥ إز Nested PCRی  ٣ٕی٣٦ٚ ث٦

 ٗ٣ٍPCR  ثَ إبٓ س٤اٙي ٤١ّٚئ٤سیيی ٤١اكيITS1  ٣ITS2  ٤١اكيrRNA  ٜإشيبى٥ ٙي٥ إز. ىٍ اا٠ ٤ٍٝى ٧ض

ػيز ثبُی ثَٗ  ٣310  370ی  ث٦ ى٣ ٍغق٦ ٧Bsl1بی دٖش٦ ثب ا١ي٤١٣ّٚئبُ  ىٍ ػياا٦ PCRی كبٝ٘ اُ  آ١ِاٞي ٍغق٦

(. ثب 33) اُ دٖش٦ ا١ؼبٛ ٙي٥ إز ٧P. megaspermaبی  هشٞبٝي ىٍ ػياا٦ىاى٥ ٙي٥ إز ٦ّ اا٠ ٝل٘ ثَٗ ث٦ ع٤ٍ ا

                                                           
1 Ersek 
2 Liew 
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٣ِٙٛ دی٘ إٓب٧ي اُ ٣ضقیز آ٤ٙىٕي ٣ س٤ػ٦ ث٦ هٖبٍر ثبلای ثیٞبٍی د٤ٕیيٕي ع٦ٍ٤ ٣ ٍا٦ٚ دٖش٦ ىٍ ٨١بٖٙشبٟ ٣ ثبك 

 َٕاـ ٣ كٖبٓ اهشٞبٝي، هبُ ٣ آة ٍج٘ اُ اكياص ثبك ٣ ٨١بٖٙشبٟ، ٧يه اُ اا٠ سلَیٌ ىٕشیبثي ث٦ اِ ٣ٍٗ ٍىابثي

 ث٤ى. ٧بی آ٤ٙى٥ هبُ، آة ٣ ثبىز اُ ثیٞبٍَٕ

 ّب هَاد ٍ رٍغ

 ًوًَِ ثرداری ٍ خذاظبزی ػبهل ثيوبری

 ٧بی ىٍ ٨َٕٙشبٟ ٣ اُ ٢ٝبعٌ ٤ُْٚٝ آ٤ٙى٥ ث٦ ٤ُٕٞ دٖش٦ 1389-٧1390بی  ثَىاٍی ىٍ ث٨بٍ ٣ سبثٖشبٟ ٕبٗ ٦١٤ٞ١

٧ب  ٧بی ٤٧ااي ٣ كبٙز ٕجِ هِٚ ث٤ىٟ ثَٓ ضقو ا١ياٛ ٦ّ ىاٍای د٤ٕیيٕي ىٍ ١بكی٦ ٍا٦ٚ ٣ ع٦ٍ٤،ٍى٢ٖؼبٟ ٣ ا١بٍ 

ا١ؼبٛ ٙي. ػيإبُی فبٝ٘ ثیٞبٍَٕ ٤ٍٝى ١ؾَ اُ هبُ اعَاه س٦٢ ىٍهشبٟ آ٤ٙى٥ عجٌ ٣ٍٗ سٞبىىي  ٤ٍٝر ث٦ ث٤ى١ي

ثَای ػيإبُی فبٝ٘ ثیٞبٍی اُ ثبىز آ٤ٙى٥ ىٍهشبٟ  ٌٕاٍی ثب ثَٓ َّٝجبر ا١ؼبٛ َٕىاي.  س٦ٚ ٤ٍٝر ث٣٦  (٧13بٙٞي ) ث٢ي

 (.26إشيبى٥ َٕىاي )، CMA-PARPٝلیظ ّٚز ١ی٦ٞ ا١شوبثي اُ ١یِ 

 ؼٌبظی ّب ثر اظبض صفبت ريخت ؼٌبظبيی خذايِ

٧ب ثَ إبٓ ْٙ٘  ٢ٙبٕباي ػياا٦ .ا١ؼبٛ ٙي (40) 1ث٦ ٣ٍٗ ٤١ُ ٍا٦ٖ ٧Phytophthoraبی  ػياا٦ٕبُی  هبٜٙ

٣ ىٝب٧بی ّٞی٦٢، ث٨ی٦٢ ٣  ّلاٝیي٣ٕذ٤ٍاب فيٛ س٤ٙیي  س٤ٍٛ ٍا٦ٖ، س٤ٙیي ، ْٙ٘ د٦٢َٕ،ٕذ٤ٍ    ا ا ، س٤ٙیي ا٤ْٛإذ٤ٍا١ ؽب٧َی

ىٍ  ٣ٍCMAی ٝلیظ  ٧ب ٍٙي آٟٝیِاٟ ث٦  ،٧ب ػياا٦ ٍٙي سقیی٠ ىا٦٢ٝ كَاٍسي ٢ٝؾ٤ٍ ث٦ ثیٚی٦٢ ٍٙي ا١ؼبٛ َٕىاي.

 ٕذ٤ٍ    ا ا ثَای س٤ٙیي  ( ٣36  17)ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ ٤ٍٝى اٍُايبثي ٍيَاٍ َٕىيز  ٣37  35، 30، 25، 20، 15 ،10ىٝب٧بی 

 (.1) إشيبى٥ ٙي ٤ٙ2ثیب اُ ٝلیظ ّٚز ٝباـ ١یِ

 ّب رٍی هيَُ ظيت ٍ ًْبل پعتِ  زايی خذايِ آزهَى ثيوبری

 ،ا١شوبة ٣ دٔ اُ ضيفي١٤ي ٕغلي ٝٚبث٦ ث٤ى١ي       ١ٖجشب  اُ ٙلبػ ْٙ٘ ٣ ا١يا٦ّ٥ُ ٧بی ٕیت  ثيا٠ ٢ٝؾ٤ٍ ٝی٥٤

 CMA ٝلیظ ّٚزای اُ  ٣ ث٦ ػبی آٟ ٍغق٦ ٙي٧ب ثَىاٙش٦ ٟآاُ ٤ٖ١ع  ٝشَ ٝیٚي ٣٦ٕ فٌٞ  5×5ٍغقبسي ث٦ اثقبى 

ىٍ        ٝؼيىا ١ُي  ثقي اُ فٞ٘ ٝبا٦ٙي٥  ثَىاٙش٦ٍٖٞز  َٕىز،ٍَاٍ  ٤ٍٝى ١ؾَ ىٍ ٝل٘ ٦ٕ ٥ُ٣ٍ ٧بی ػ٤اٟ كب٣ی ٝیٖیٚی٤ٛ

ٍَاٍ ىاى٥ ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ  25-27ىٝبی  ٣ىاه٘ ىٕیْبس٤ٍ ١ُي ٙي٥ ىٍ  ٧بی ٝبا٦ ٝی٥٤ ٝل٘ ا٣ٙی٦ ٍَاٍ ىاى٥ ٙي١ي،

                                                           
1 Hyphal tip 
2 Lima Bean Broth 
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فبٝ٘ ثیٞبٍی ىٍ  ١ي٤ًّٚز ٣  ٧CMAبی سنییَ ١ٍٔ ابىش٦ ٣ٍی ٝلیظ ّٚز  ثبىزاِ ٧يش٦ ٌٕٙز  ثقي اُ ١ي.ٙي

  .(9، 40) ٧ب ٤ٍٝى ثٍَٕي ٍَاٍ َٕىز ٕغق ٝی٥٤

 ٣ ٧P. drechsleriبی ااٝیٖز  ٝبا٦ سَٚیق ػياا٦ ٧بی ٦ٕ ٝب٦٧ دٖش٦ ٍٍٜ ثبىاٝي ٍاِ ١ٍُي ثب إشيبى٥ ا١ُُي ٨١بٗٝبا٦

P.citrophthoraيى ف ٧30ب ثَىاٙش٦ ٙي ٣ سقياى  هبُ ٕغلي ٕٚياٟاظ ٕٚوب٦١ ا١ؼبٛ ٙي. ثيا٠ ٢ٝؾ٤ٍ ، ىٍ َٙا

ث٦ اُای ٧َ ّی٤َٕٚٛ هبُ  َٕٛ ٝبا٦ سَٚیق 3ٕبفش٦ ) 48 ٧بی ّٚز٧بی ٤ٍٝى ١ؾَ اُ  ٙب٧يا٦١ ١٤ّٚی٥ِ ٙي٥ ثب ػياا٦

٣ ٍع٤ثز ١ٖجي اعَاه  ٥ ٙيثب ٧ٞبٟ هبُ د٤ٙب١ي       ٝؼيىا ٣ ٧بی دٖش٦ ٍَاٍ َٕىز  ىٍ ١بكی٦ اعَاه ٍا٦ٚ ٨١بٗ( ٕٚياٟ

 (.15)ىٍٝي ىَا٧ٜ ٙي  ٧90ب كي٣ى  ٧ب ثب ّٚیيٟ ٤ٕٚى٤ٟ اعَاه ٨١بٗ ٨١بٗ

 ؼٌبظبيی هَلکَلی ثيوبرگر غبلت

َٕٛ ًٍر هَى ٙي٥ ٦ّ  40فٞب٥ٍ ) ٧1ب ىٍ ٝلیظ ّٚز ٝباـ ًٍر س٤ى٥ ٝیٖیٚی٤ٝي ػياا٦ :س٨ی٦ س٤ى٥ ٝیٖیٚی٤ٝي

٣ ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ  121 ىٍی٦َ ىٍ ىٝبی 20ي٥ ٙي ٣ ث٦ ٝير ث٦ ٝير اِ ٕبفز ػ٤ٙیي٥ ث٦ كؼٜ اِ ٙیشَ ٍٕب١

( اُ كبٙی٦ ٝشَ ٝیٚيس٨ی٦ ٙي. ثَای اا٠ ّبٍ اِ سب ى٣ ٍَٛ ٝیٖیٚی٤ٝي )ث٦ ٍغَ ٙ٘  اسٖٞيَ اس٤ّلا٣ ٙي١ي( اِىٚبٍ 

 CMBٙیشَ اُ ٝلیظ ٕش٣َٟ ٙي٥  ٝیٚي ٧250بی كب٣ی  ث٦ ىلإِ ،٧CMAبی ٦ٕ ٥ُ٣ٍ ثَ ٣ٍی ٝلیظ ّٚز  د٦٢َٕ

، ٍَاٍ ىاى٥ rpm  200ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ ٣ ثَ ٣ٍی ٙیَْ ثب ٧25ب ث٦ ٝير اِ ٧يش٦ ىٍ ىٝبی  َىاي. ىلا٢ِٕٝشَ٘ ٕ

ٕب١شَاي٤ّ ٣ دٔ اُ كٌه ٝباـ ث٦ ٝير ٦ٕ ىٍی٦َ  rpm5000  ىٕز آٝي٥ ثب٧بی ث٦ ی ثقي ٝیٖیٚی٤ٛ ٣ ىٍ َٝك٦ٙي١ي 

ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ  -80ىٍ ىٝبی  ی.اٟ.ایى٣ٍاي ثب آة َٝغَ ٕش٣َٟ ى٣ ثبٍ ٖٙش٤ٚ ىاى٥ ٙي١ي ٣ سب ُٝبٟ إشوَاع 

 ٨ٖ١ياٍی ٙي١ي.

  DNAاظتخراج 

ى٣  CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) ث٦ ٧ٗ٣ٍبی س٤ٙیي ٙي٥  إشوَاع ىی.اٟ.ای اُ ٝیٖیٚی٤ٛ

٧َ   َٕٛ اُ ٝیٖیٚی٤ٛ ١یٜ ،ىی.اٟ.ای. ثَای إشوَاع ا١ؼبٛ ٙي (39) ٤ٍٝی ٣ سبٝذ٤ٖٟسنییَ ابىش٦ عجٌ ٣ٍٗ  ىٍٝي

٤ٝلاٍ ٝیٚي 50ٙیشَ اُ ثبىَ إشوَاع ) ٣َیْٝ 450ٕذٔ د٤ىٍ َٕىاي،       ّبٝلا ٤ٍٝى ١ؾَ ثب إشيبى٥ اُ ١یش٣َّٟ ٝباـ  ػياا٦

 ى٣ىٍٝي كؼٞي َّٝبدش٤اسب٤١ٗ ٣ اِ ، ٤ٝNa-EDTAلاٍ  ٤ٝ01/0لاٍ َّٚاي ٕياٜ،  8pH   ،4/1إیي َّٚايٍاِ،  سَأ

ٙیشَی ٢ٝشَ٘ ٣ ٝیٚي ٧5/1بی ىٕز آٝي٥ ث٦ ٦ٙ٤ٙث٦ ٤ٕٕذب١ٖی٤ٟ .َٕىايث٦ ٝیٖیٚی٤ٛ د٤ىٍ ٙي٥ اضبى٦  (CTABىٍٝي 

٧ب ؿ٢ي ثبٍ سْبٟ ىٍ اا٠ ٝير ٦ٙ٤ٙ ٨ٖ١ياٍی ٙي١ي. ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ 65ىٝبی  ثبىٍی٦َ ىٍ كٞبٛ آة َٕٛ  45ث٦ ٝير 

                                                           
1 Corn Meal Broth  
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ثقي اُ  ٣اضبى٦  ٤ٕٕذب١ٖی٤ٟ كبٝ٘ ث٦ (v/v 1:24اْٙ٘ ) ٣َْٙیشَ ٝل٤ٚٗ ٣َّٚىَٛ اا٣ِآٝی٘یٝ 450 ٕذٔ ٣ ىاى٥ ٙي١ي

ثب  (ىی.اٟ.ای)كب٣ی  ىبُ ٣ٍاي ٕب١شَاي٤ّ ٙي١ي.ىٍ ىٍی٦َ  rpm10000 ثب َٕفز ىٍی٦َ ٣15ٍسْٔ ث٦ ٝير  ؿ٢ي ىٍی٦َ

٣َْٙیشَ اا٣ِد٣َدب٤١ٗ َٕى ث٦ آٟ اضبى٦ ٝی 500 ی ثقي ىٍ َٝك٦ٚ .َٕىايػياي ٢ٝشَ٘  ٦ٙ٤ٙ ثَىاٙش٦ ٙي ٣ ث٦ ٦١٤ٞ١ ثَىاٍ

 ٣ ثقي اُ كٌه ٕب١شَاي٤ّ ٙي١ي rpm13000ىٍی٦َ ىٍ  د٢غ٧ب ث٦ ٝير ٦ٙ٤ٙ ٕذٔ، ىٍی٦َ ىٍ ان ٍَاٍ ىاى٥ ٙي 10ٙي ٣ 

ىٍی٦َ  ث٦ ٝير ا٤ٍِٕة كبٝ٘ ٦ّ كب٣ی ىی.اٟ.ای إز اضبى٦ ٣ ث٦ ىٍٝي  70 َٕى ٣َْٙیشَ اسب٤١ٗیٝ 200 ىبُ ٣ٍاي

٘ يای كبٝبً هِٚ َٕىاي. ىی.اٟ.سىٍ ىٝبی ا ٣ٍاي، ٤ٍٕة ىی.اٟ.ایـ ثب كٌه ٝبا َٕىايٕب١شَاي٤ّ  rpm12000ىٍ 

-اِ ٝیٚي ٤ٝNa-EDTAلاٍ ٝیٚي pH 8  ،10 ِ،يَايٍايیي ّٚيا٤ٕلاٍ سَأيٝٝیٚي TE (10 َ ثبىَي٣َٙیشيٝیْ 50 ىٍ

 -20ىٍ ىٝبی  PCRسب ا١ؼبٛ  ٕذٔث٦ ٝير اِ ٙت ىٍ ىٝبی اوـبٗ ٣ ٣ ك٘ َٕىاي  ٕياٜ اِ ٤ٝلاٍ( ياَّٚ ٣ ٤ٝلاٍ

  .ٍَاٍ ىاى٥ ٙيٕٖٚی٤ٓ ىٍػ٦ 

 اختصبصی ّبی تفبدُ از آغبزگرتکثير دی.اى.ای ثب اظ

ُای د٤ٕیيٕي ع٦ٍ٤ ٣ ٍا٦ٚ دٖش٦ ٦ّ ثَ إبٓ ه٤ٞٝیبر ی مبٙت ثیٞبٍی٦١٤ٕثَای اعٞی٢بٟ اُ ىٍٕشي ٢ٙبٕباي 

اهشٞبٝي  ٧بیثب إشيبى٥ اُ آمبَُٕ rDNA-ITS، سْظیَ ١بكی٦ سٚویٜ ىاى٥ ٙي٥ ث٤ى ٤ٝP. drechsleriٍى٤ٙ٤ّاْي 

DF2/DR2 (32 ثب )ػياا٦ اُ  10ثيا٠ ٢ٝؾ٤ٍ  ٛ ٙي.ا١يّي سنییَ ا١ؼبP. drechsleri سَاىه آمب٧َُٕب ثب ا١شوبة َٕىاي 

 DR2 (5ˈ-CACCAGTCCATCCCGCCG-3ˈ) ٣ DF2 (3ˈ-CTCTATCATGGCGACCGCC-5ˈ) ٤١ّٚئ٤سیيی

 PCR (mM 10 ٙبٝ٘ ثبىَ ٝی٣َْٙیشَ( 50) ٝو٤ٚط ٧َ ٣ا٢ّ٘ س٨ی٦ َٕىاي.ػ٤٢ثي ٥َّ  SPLس٤ٕظ َّٙز 

اُ  mM 5/2 اُ ٧َ آمبَُٕ، dNTP ، µM2/0اُ ٧َ  9pH )،  mM 2/0َّٚاي دشبٕیٜ  mM 50 إیيَّٚايٍاِ ٣ سَأ

MgCl2  ٣25/1  ٜ٣اكي آ١ِاTaq DNA Polymerase  ٍٕشوَاع ٙي٥ ث٤ى.ا ىی.اٟ.ایاُ  ٝی٣َْٙیشَ د٢غث٦ ٧َٞا٥ َٝيا 

سْظیَ ١بكی٦ ٤١ّٝي ٤ٍٝى  .َىز٤ٍٝى إشيبى٥ ٍَاٍ ٕ ىی.اٟ.ایف٤٢اٟ ٢ّشَٗ ٢ٝيي ث٦ ػبی  سَغیَ ٕش٣َٟ ث٦ ثبٍ ى٣آة 

ىٍی٦َ د٢غ ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ ث٦ ٝير  95 ي( ٣ ثب ث١َب٦ٝ كَاٍسBio-Rad) C-1000اُ ىٕشٖب٥ س٤َٕٝباَْٚ  إشيبى١٥ؾَ ثب 

ىٍػي٦  46ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ ث٦ ٝير اِ ىٍی٦َ،  94 ؿَه٦ ٙبٝ٘ 40ػ٨ز ٣إَٙز ٕبُی ا٣ٙی٦ ٣ ث٦ ى١جبٗ آٟ 

ىٍػي٦  72ىٍ ٨١باز اِ ؿَه٦ ٣  (34)ث٦ ٝير اِ ىٍی٦َ ػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ ىٍ 72 طب١ی٦، 30ٕٖٚیي٤ٓ ث٦ ٝير 

ىٍی٦َ ػ٨ز ٕٖشَٗ ٨١باي ا١ؼبٛ ٙي. ىٍػ٦ كَاٍر ىٕشٖب٥ دٔ اُ ا١ؼبٛ ٣ا٢ّ٘ ثَ ٣ٍی ىٍػ٦  10ث٦ ٝير  ٕٖٚیي٤ٓ

س٢ؾیٜ َٕىاي.  ٢ٝPCRؾ٤ٍ ػ٤ٕٚیَی اُ سؼِا٦ ٣ سوَات ٝل٤ٞٗ  ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ ثَای ٝير ١بٝلي٣ى ث٦ 4كَاٍر 

٣ٙز ث٦  100( ثب ٣ٙشبّ Bio-Rad) ىٍٝي ىٍ ىٕشٖب٥ اْٙش٣َى٤ٍُ ٣ٍ5/1ی ّٗ إٓب٣ٍُ  PCRل٤ٞٗ كبٝ٘ اُ ٣ا٢ّ٘ ٝ

إشيبى٥  bp100سْظیَ ٙي٥ اُ ١ٚب١َٖ إشب١ياٍى ىی.اٟ.ای  ىٍی٦َ اْٙش٣َى٤ٍُ ٙي. ثَای ٝلبٕج٦ ا١يا٥ُ ٍغقبر 40ٝير 



 (1395) 3ٙٞب٥ٍ  ٣2 ى٢ب٣ٍی دٖش٦ ااَاٟ ػٚي  ٝؼ٦ٚ ف٤ٚٛ
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 Gelىٕز آٝي٥ س٤ٕظ ىٕشٖب٥  ٣ ١شباغ ث٦ٝٚب٧ي٥ َٕىاي  UVَٕىاي. ٤َ١ٗ اْٙش٣َى٤ٍُی كبٝ٘ ُاَ ٤١ٍ 

Documentation (Uvidoc) ْٔثَىاٍی ٣ طجز ٙي. ف 

 the Axygene® PCR purification (Roche Molecular ّیز ای دٚیَٞاُ ثب إشيبى٥ اُ ٝل٤ٞٗ ٣ا٢ّ٘ ١ُؼی٥َ 

Biochemicals)   ٘ٞٝل٤ٞٗ ٕبُی ٙي. سقیی٠ س٤اٙي  ٙي٥ س٤ٕظ َّٙز هبٜٙ اٍائ٦ثَ إبٓ ىٕش٤ٍاٙقPCR س٤ٕظ 

 Chromas 1.45ػ٤٢ثي( ىٍ ٧َ ى٣ ػ٨ز ا١ؼبٛ ٙي. اعلافبر َٝث٤ط ث٦ س٤اٙي س٤ٕظ ١َٛ اىِاٍ  )٥َّ Macrogen َّٙز

(Conor McCarty, 1996-1998)  ٧ب ىی.اٟ.ای٤ٍٝى سؼِا٦ ٣ سلٚی٘ ٍَاٍ َٕىز. س٤اٙيىٕز آٝي٥ ىٍ اا٠ ٝغبٙق٦ ىٍ   ی ث٦

 standard nucleotide BLAST)ی اْٖبٟ طجز ٙي٥ ثب إشيبى٥ اُ ىٕش٤ٍاٙق٧٘ٞب ثب١ِ ّٟ ٍَاٍ ىاى٥ ٙي ٣ ثب س٤اٙي

protocol (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)  .َٝبا٦ٖ ٙي١ي 

 هؼوَلی PCRرديبثی هَلکَلی ثيوبرگر ثب اظتفبدُ از 

 ثٍَٕي كٖبٕیز ٣ اهشٞبٝیز آمب٧َُٕب -

ثَاثَ اُ  ٧10بی  َٕی ٍٍز، P. drechsleriٍىابثي  ىٍ DF2/DR2ثَای سقیی٠ كٖبٕیز آمب٧َُٕبی اهشٞبٝي 

ٝق٤ٞٙي ٤ٍٝى إشيبى٥  PCRس٨ی٦ َٕىاي ٣ ثَای  اِ دی٤َْٕٛ سب ١ب٤١َٕٛ 1000هبٜٙ اا٠ اا٣ٝیٖز ثب مٚؾز  ىی.اٟ.ای

 ف٤٢اٟ ٢ّشَٗ ٢ٝيي ٤ٍٝى سَغیَ ٕش٣َٟ ث٦ ثبٍ ى٣ٕیَی َٕىاي، آة  ث٦ ِّٞ ١ب٤١ىٍاح ا١يا٥ُ ىی.اٟ.ایٍَاٍ َٕىز. مٚؾز 

ثَای ث٦ ٣ٍٗ َٙف ىاى٥ ٙي٥ ىٍ ثبلا ٤ٍٝى إشيبى٥ ٍَاٍ َٕىز.  PCRی كَاٍسي  إشيبى٥ ٍَاٍ َٕىز. ٣ا٢ّ٘ ٣ ث١َب٦ٝ

٧بی ىاَٖ ٤ٝػ٤ى ىٍ ثب١ِ ّٟ س٤اٙي  ااؼبى اعٞی٢بٟ اُ اهشٞبٝي ث٤ىٟ ٣ فيٛ سٚبث٦ آمب٧َُٕبی ٤ٍٝى إشيبى٥ ثب س٤اٙي

ثٍَٕي  ٢ٝؾ٤ٍ ث٦ای دٚیَٞاُ  َٝبا٦ٖ ٙي١ي. فلا٥٣ ثَ آٟ ٣ا٢ّ٘ ١ُؼی٧٥َبی ٤ٝػ٤ى ىٍ ثب١ِ ّٟ  آمب٧َُٕب اثشيا ثب س٤اٙي

 ٣ .P. citrophthora, P. melonis ، cactorum P)٧بی ىاَٖ ىیش٤ىش٤ٍا  ٣ ٦١٤ٕ (DF2/DR2)فيٛ ااؼبى ثب١ي ثی٠ آمب٧َُٕب 

P. citricola, )ُای ٕيبّي٠ ىٍ هيبُ ٙيبٝي٘  ٣ ف٤اٝي٘ ثيیيٞبٍیFusarium solani،, Fusarium oxysporum  

Rhizoctonia solani ،Verticillium albo-atrum ٣P. aphanidermatum  .٤ٍٝى ثٍَٕي ٍَاٍ َٕىش٢ي 

 ٍىابثي ثیٞبٍَٕ اُ هبُ ٣ آة آ٤ٙى٥-

ٍىابثي ثیٞبٍَٕ اُ هبُ ث٦ ى٣ ٣ٍٗ ٖٝشَیٜ ٣ میَ ٖٝشَیٜ ا١ؼبٛ ٙي. ىٍ ٣ٍٗ میَ ٖٝشَیٜ اثشيا ثیٞبٍَٕ اُ هبُ 

ٕیَى ٣ٙي ىٍ ٣ٍٗ ٖٝشَیٜ، ّ٘  ٤ٍٝر ٝيىی.اٟ.ای ػيإبُی ٣ ٕذٔ إشوَاع ( 13) ٌٕاٍی ث٦ ٣ٍٗ عق٦ٞ

٤ٙى. امٚت ث٦ ىٙی٘ َٝياٍ  ٧بی َٝى٥ ٤ٝػ٤ى ىٍ هبُ إشوَاع ٝي ٧بی ١ُي٥ ٣ ٤ٕٚٗ ٤ٝػ٤ى ىٍ هبُ اُ ٤ٕٚٗىی.اٟ.ای 

إشوَاع  إشوَاع ٙي٥ ىٍ ٣ٍٗ ٖٝشَیٜ ١ٖجز ث٦ ٣ٍٗ میَ ٖٝشَیٜ، اُ ٣ٍٗ ٖٝشَیٜ ثَایىی.اٟ.ای ثیٚشَ 

ث٤ى   P. drechsleri ع٤ٍ ٤٢ٞٝفي آ٤ٙى٥ ث٦ اُ هبّي ٦ّ ث٦ىی.اٟ.ای إشوَاع  .(18)٤ٙى  اُ هبُ إشيبى٥ ٝيىی.اٟ.ای 
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٢ٝؾ٤ٍ ّب٧٘  ثب ا١يّي سنییَ ا١ؼبٛ َٕىز. ىٍ اثشيا ث٦ (28) ٧ْٞبٍاٟ ٣ ّبػیبٝب س٤ٕظثب إشيبى٥ اُ ٣ٍٗ َٙف ىاى٥ ٙي٥ 

٢ٝؾ٤ٍ كٌه  ی دٚیَٞاُ ثب إشيبى٥ اُ آ١٤ٝی٤ٛ آ٤ٙٝی٢ی٤ٛ ٤ٕٙيبر، ٤٧ٝیِ كٌه ٣ ث٦ا اطَ ٤٧ٝیِ هبُ ىٍ ٣ا٢ّ٘ ١ُؼی٥َ

َٕٛ  1/0اثشيا ىی.اٟ.ای ٢ٝؾ٤ٍ إشوَاع  اا٠ ٝبى٥ ١یِ، سنییَ إیياش٦ )ٍٚیباي( هبُ ا١ؼبٛ َٕىز. ىٍ َٝك٦ٚ ثقي ث٦

ٝی٣َْٙیشَ ثبىَ إشوَاع  250ثقي د٤ىٍ َٕىاي. ىٍ َٝك٦ٚ       ّبٝلا هبُ آ٤ٙى٥ ث٦ ِّٞ ١یش٣َّٟ ٝباـ ث٦ ٝير د٢غ ىٍی٦َ 

(mM 100 ٔإیي َّٚايٍاِ،سَا mM 40 EDTA ،2 %SDS ،8/0%Skim milk   ٣200 ٙیشَ  ٝی٣ََْٕٛ ىٍ ٝیٚي

RNase٧ب ث٦ ٝير اِ ٕبفز ىٍ  ٧ب ثب ٙير ث٦ ٝير اِ ىٍی٦َ ٣ٍسْٔ ٙي١ي. ٦ٙ٤ٙ ( ث٦ آٟ اضبى٦ َٕىاي. ٕذٔ ٦١٤ٞ١

ٝی٣َْٙیشَ إشبر ٕياٜ ث٦ ٤ٕٕذب١ٖی٤ٟ اضبى٦ ٣  150ٓ ٍَاٍ َٕىش٢ي. ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ 50كٞبٛ آة َٕٛ ثب ىٝبی

 10ٝير  ث٦ rpm 14000 ىٍی٦َ ٣ٍی ان ٍَاٍ َٕىش٢ي ٕذٔ ثب َٕفز ٧15ب  ٝو٤ٚط ث٦ آٍاٝي ٣ٍسْٔ َٕىاي. ٦١٤ٞ١

١یِ سَْاٍ ٙي. ىٍی٦َ ٕب١شَايی٤ّ ٙي١ي. دٔ اُ ٕب١شَايی٤ّ ىبُ ٣ٍاي ث٦ ٦ٙ٤ٙ ػياي ٢ٝشَ٘ َٕىاي، اا٠ َٝك٦ٚ ى٣ ثبٍ ىاَٖ 

ىٍٝي  ٤ٍٕ70ة ٣ ىٍ ٨١باز ٤ٍٕة ثب اْٙ٘ ىی.اٟ.ای ٕذٔ اا٣ِد٣َدب٤١ٗ ٧ٜ كؼٜ ثب ٤ٕٕذب١ٖی٤ٟ ث٦ ٦ٙ٤ٙ اضبى٦ ٙي. 

،  7.5pHإیي َّٚايٍاِ سَأ TE (mM 100ىٍ ٝقَٟ ٤٧ا هِٚ ٣ ىٍ ثبىَ ىی.اٟ.ای ٖٙش٤ٚ ىاى٥ ٙي. ٤ٍٕة 

mM 1 EDTA٧بی  ٢ٝ٥ؾ٤ٍ ّب٧٘ اطَ ثبُىا١ٍي ( ك٘ َٕىاي. ث٦PCR  )سَّیجبر ى٤٢ٙي، إیي ٤٧ٝیِ ٣ ىِٚار ٢ٕٖی٠(

ثَاثَ ٍٍیٌ  100ػيا ٙي٥ ثب آة ى٣ ثبٍ سَغیَ ٕش٣َٟ ىی.اٟ.ای ١٤ٙي  ٦ّ ىٍ ض٠ٞ إشوَاع اُ هبُ ػيإبُی ٝي

 َٕىاي.

ي ٣ ىٍ ٕبفز ىٍ كبٙز اٙجبؿ ٍَاٍ َٕىش٢ 24 ٝير ث٦   ٧P. drechsleriبی آ٤ٙى٥ ث٦ ىٍ ٣ٍٗ ٍىابثي اُ آة اثشيا ٕٚياٟ

 rpmٙیشَ اُ آة ىٍ آ٣ٍی َٕىاي ٣ َٝياٍ اِ ٝیٚي ٧ب ػٞـ ٣ٍُ ثقي )دٔ اُ آثیبٍی ٝؼيى( آة هبٍع ٙي٥ اُ س٦ ٕٚياٟ

ث٦ ىی.اٟ.ای ٤ٍٝى إشيبى٥ ٍَاٍ َٕىز. إشوَاع ىی.اٟ.ای ٢ٝؾ٤ٍ إشوَاع  ىٍی٦َ ٕب١شَاي٤ّ ٣ ث٦ 10ٝير  ث٦ 13000

 ٗ٣ٍCTAB ٤ٍٝر َٕىز. ىٍ ٣ٍٗ ٍىابثي ثبPCR  ٝ ٘ق٤ٞٙي ىٍ اِ ٣ٍٗ آة آ٤ٙى٥ ٖٝشَیٞب  ىٍ ٣ا٢ّ                                           PCR  ٤ٍٝى

ث٦ ّبٍ  PCRىٍ ٣ا٢ّ٘    P. drechsleriإشوَاع ٙي٥ اُ آة آ٤ٙى٥ ث٦ ىی.اٟ.ایإشيبى٥ ٍَاٍ َٕىز ٣ ىٍ ٣ٍٗ ىاَٖ 

 ث٦ ٣ٍٗ َٙف ىاى٥ ٙي٥ ىٍ ثبلا ٤ٍٝى إشيبى٥ ٍَاٍ َٕىز. PCRی كَاٍسي  َٕىش٦ ٙي. ٣ا٢ّ٘ ٣ ث١َب٦ٝ

 پَررديبثی زئَظ

٣ دٔ اُ ٙي ىٍی٦َ ىٍ آة َٝغَ ػ٤ٙب١ي٥  20ٝير  ثٌٍ ٙب٧يا٦١ ث٦فيى  50 اثشيا ثَای س٨ی٦ ٤ٕٕذب١ٖی٤ٟ ُئ٤ٕذ٤ٍ،

ىٍ ٨ٖ١ياٍی ٕبفز  48. ثقي اُ ١يٍَاٍ ىاى٥ ٙي CMA ظیٝل ی٣ٍ P. drechsleri ٦ٕ ٥ُ٣ٍ د٣ٍ٦٢َٕی  ،هِٚ ٙيٟ

٣  ٕش٣َٟ ٢ٝشَ٘آة َٝغَ  ٙیشَٝیٚي 50كب٣ی  یدشَ سٚشِ اِ ث٦ ٧ٍبی ١٤ّٚی٥ِ ٙي٥ثٌ ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ 25ىٝبی 

كب٣ی ُئ٤ٕذ٤ٍ، ٤ٕٕذب١ٖی٤ٟ ا٤ٛ ُئ٤ٕذ٤ٍا١ْ سْٚی٘ دٔ اُ َٕىش٢ي.ٍَاٍ  ى٢ٍٕ٤ٚز٣ٍُ ىٍ ُاَ ٤١ٍ ى٣ سب ٦ٕ ث٦ ٝير 
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سقیی٠ مٚؾز َٕىاي. ثَای  ٣1 ٤ٕٕذب١ٖی٤ٟ كبٝ٘ ث٦ ِّٞ لاٛ ٤ٞ٧ٕباش٤ٝشَ ٤ٍ ىاى٥ ٙيكبٝ٘ اُ دبٍؿ٦ ٝٚٞ٘ فج

س٨ی٦ ٙي اُ  شَیٙ يٚیٝىٍ ٧َ  ُئ٤ٕذ٤ٍ 17سب  17× 103 ثَاثَ اُ ٤ٕٕذب١ٖی٤ٟ ُئ٤ٕذ٤ٍ اُ ٧10بی ٍٍز ٍىابثي ُئ٤ٕذ٤ٍ

إشوَاع َٕىاي. ىٍ ٣ا٢ّ٘ ث٦ ٣ٍٗ َٙف ىاى٥ ٙي٥  ى٣ ىٍٝي CTABث٦ ٣ٍٗ ىی.اٟ.ای ٧بی س٨ی٦ ٙي٥ سٞبٛ ٍٍز

PCR  ٙي٥ اُ ٤ٕٕذب١ٖی٤ٟ ُئ٤ٕذ٤ٍ ىٍ إشوَاع ىی.اٟ.ای ٝق٤ٞٙي اُ ٤ٕٕذب١ٖی٤ٟ ُئ٤ٕذ٤ٍ ث٦ ع٤ٍ ٖٝشَیٜ ٣ اب

ث٦ ٣ٍٗ ٙيَف ىاى٥ ٙيي٥ ىٍ  PCRی كَاٍسيي شٚو ث٦ ع٤ٍ میَٖٝشَیٜ إشييبى٥ ٙي ٣ا٢ّ٘ ٣ ث١َيبٝي٦ي٧يبی ٝيوٍٍز

 ثبلا ٤ٍٝى إشيبى٥ ٍَاٍ َٕىز.

 رديبثی ثيوبرگر از ثبفت آلَدُ گيبُ

ثيا٠ ٢ٝؾ٤ٍ ٍىابثي  .دٌاَ ١ٚي ا١ٍي٥ اْٝبٟفٚز كض٤ٍ ٤ٝاى ثبُى ٍىابثي ٖٝشَیٜ ثیٞبٍَٕ اُ ثبىز آ٤ٙى٥ دٖش٦ ث٦

 دٖش٦ ا١ؼبٛ َٕىز. آ٤ٙى٥ هبُ ٣ ثبىز١ُي ٤٢ٞٝفي ثب  ٕیت دٔ اُ ٦ٕ ٣ٍُ ٝبا٦ثیٞبٍَٕ ث٦ ٣ٍٗ س٦ٚ ثب إشيبى٥ اُ ٝی٥٤ 

 ث٦ ٣ٍٗ َٙف ىاى٥ ٙي٥ ىٍ ثبلا ٤ٍٝى إشيبى٥ ٍَاٍ َٕىز. PCRی كَاٍسي  ٣ا٢ّ٘ ٣ ث١َب٦ٝ

 ٍ ثحث ًتبيح

 بریؼٌبظبيی ػبهل ثيو

هبُ  اُ  ٣P. citrophthora  ٧P. drechsleriيبی ٙيبٝ٘ ٕي١٤ي٦ Phytophthoraػييااي٦  63ىٍ ااي٠ د٧٣ْ٘، 

 P.citrophthoraػياا٦ ١یِ ٣17   P. drechsleriػياا٦  46اعَاه ع٦ٍ٤ ىٍهشبٟ آ٤ٙى٥ ػيإبُی ٣ ٢ٙبٕباي َٕىاي ٦ّ 

اُ  Phytophthoraػياا٦  65( ىٍ ٍى٢ٖؼبٟ ا١ؼبٛ ٙي 6) ٧بٙٞي ٣ َٝاىی ای ٦ّ س٤ٕظ ث٢ي (. ىٍ ٝغبٙق1٦ث٤ى )ػي٣ٗ 

٢ٙبٕباي  P. drechsleriػياا٦ ث٦ ف٤٢اٟ  43ع٦ٍ٤ ٣ ٍا٦ٚ ىٍهشبٟ دٖش٦ ٣ ٧ٞـ٢ی٠ آة ٣ هبُ ػيإبُی َٕىاي ٦ّ 

٣ ٧بی ىیش٤ىش٤ٍا ٍا ىٍ ٍى٢ٖؼبٟ ٣ ٕیَػبٟ ثٍَٕي َّى١ي  ٦ّ اْٙبٟ ٣ ٧ْٞبٍاٟ ىَا٣ا١ي ٣ دَا٢ّيٕي ٦١٤ٕ ىٍ كبٙيَٕىاي. 

 (.2ِٕاٍٗ َّى١ي ) P. cryptogea ٣  P. megasperma،P. drechsleri ٧بی ػيإبُی ٙي٥ ٍا ث٦ سَسیت ىَا٣ا١ي ٦١٤ٕ

ی مبٙت ىٍ ٢ٝبعٌ ٝوشٚو ٍى٢ٖؼبٟ ٝقَىي َّى١ي. ىٍ  ف٤٢اٟ ٦١٤ٕ ث٦ ٍا  P. drechsleri(41ٝبثَی ٍا٦ٖ ٣ ٧ْٞبٍاٟ )

ثب ىَا٣ا١ي ّٞشَی ػيإبُی َٕىاي ٦ّ  ١یِ  P. citrophthoraی ٦١٤ٕ  P. drechsleriی  اا٠ د٧٣ْ٘ فلا٥٣ ثَ ٦١٤ٕ

( ١یِ ثب ٝغبٙق٦ ىَا٣ا١ي ٧6بٙٞي ٣ َٝاىی ) ( ١یِ اا٠ ٦١٤ٕ ٍا ىٍ ٍى٢ٖؼبٟ ػيإبُی َّى٥ ث٤ى. ث٢ي٧14بٙٞي ) ث٢ي

 .٧Pبی ٧بی َّٝبٟ ٣ ىبٍٓ ١ٚبٟ ىاى١ي ٦ّ اُ ١ؾَ ىَا٣ا١ي ٦١٤ٕ ىٍ إشبٟ ٧Phytophthoraبی ٝوشٚو  ٦١٤ٕ

drechsleri،P. cryptogea  ٣P. citrophthora  ا٣ٗ سب ٤ٕٛ ٍَاٍ ىا١ٍي. ٧بی  ث٦ سَسیت ىٍ ٍسج٦ 

                                                           
1 Hemocytometer  
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ػيإبُی  Phytophthora citrophthora ٣ Phytophthora drechsleri ٧بی ٝل٘، ُٝبٟ ٣ سقياى ٦١٤ٕ -1ػي٣ٗ 

 ٙي٥ اُ هبُ ىٍ اا٠ ٝغبٙق٦

 ثَىاٍی٦١٤ٞ١ ٝل٘ ٦١ ٢ٙبٕباي ٙي٤ٕ٥ ثَىاٍی٦١٤ٞ١ سبٍان ٢ٝجـ ػياا٦ ػياا٦ سقياى ّيػياا٦

PdA1-PdA4 4 ُ4/2/1389 هب P. drechsleri ٍا١ب 

PdA5 1 ُ12/3/1389 هب P. drechsleri ٍا١ب 

PdA6-PdA8 3 ُ12/3/1389 هب P. drechsleri ٍا١ب 

PdA9-PdA12 4 ُ12/3/1389 هب P. drechsleri ٍا١ب 

PdR10-PdR13 4 ُ25/2/1389 هب P. drechsleri آثبى ٍى٢ٖؼبٍٟٕٜب 

PdR14-PdR15 2 ُ25/2/1389 هب P. drechsleri ٜٕآثبى ٍى٢ٖؼبٍٟب 

PdR16-PdR21 6 ُ12/3/1389 هب P. drechsleri ٜٙآثبى ٍى٢ٖؼب٧ٟب 

PdR1-PdR4 4 ُ18/2/1389 هب P. drechsleri آثبى ٍى٢ٖؼبٟاكٞي 

PdR5-PdR6 2 ُ18/2/1389 هب P. drechsleri آثبى ٍى٢ٖؼبٟاكٞي 

PdR7-PdR9 3 ُ18/2/1389 هب P. drechsleri ٟاكٞيآثبى ٍى٢ٖؼب 

PdA13-PdA14 2 ُ17/4/1389 هب P. drechsleri ٍا١ب 

PdA15 1 ُ17/4/1389 هب P. drechsleri ٍا١ب 

PdR22-PdR23 2 ُ12/3/1389 هب P. drechsleri ٜٙآثبى ٍى٢ٖؼب٧ٟب 

PdR24-PdR25 2 ُ12/3/1389 هب P. drechsleri ثبى ٍى٢ٖؼبٟهیَآ 

PdR26-PdR30 5 ُ17/4/1319 هب P. drechsleri ٟ٤١ً ٍى٢ٖؼب 

PdR31 1 ُ17/4/1319 هب P. drechsleri ٟ٤١ً ٍى٢ٖؼب 

PcR8 1 ُ17/4/1319 هب  P. citrophthora ٟ٤١ً ٍى٢ٖؼب 

PcR4 1 ُ25/2/1389 هب P. citrophthora ٜٕآثبى ٍى٢ٖؼبٍٟب 

PcR5 1 ُ12/3/1389 هب P. citrophthora ٜٙآثبى ٍى٢ٖؼب٧ٟب 

PcR1-PcR3 3 ُ18/2/1389 هب P. citrophthora آثبى ٍى٢ٖؼبٟاكٞي 

PcR9-PcR10 2 ُ17/4/1319 هب P. citrophthora ٟاكٞيآثبى ٍى٢ٖؼب 

PcA1-PcA2 2 ُ12/3/1389 هب P. citrophthora ٍا١ب 

PcA3-PcA5 3 ُ12/3/1389 هب P. citrophthora ٍا١ب 

PcR6-PcR7 2 12/3/1389 ُهب P. citrophthora ٜٙآثبى ٍى٢ٖؼب٧ٟب 

PcA6-PcA7 2 ُ17/4/1389 هب P. citrophthora ٍا١ب 

 

ٍا اُ  ٣P. nicotianae  P. cryptogea ،P. megasperma ٧يبی ( ٕي١٤ي٧8٦يٞيْيبٍاٟ )ىيشيبكيي اٍىّيب١يي ٣ 

ث٦ سَسیت ثیٚشَا٠ ٣  ٣P. megasperma   ٧P. cryptogeaبی إشبٟ اِى ػييإبُی ٣ ٕيِاٍٗ ّيَى١ي ٦ّ ّبٍی دٖشي٦
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 .P( ١ٚبٟ ىاى١ي ٦ّ ىٝب ىبّش٤ٍ ٨ٜٝ ىیِاْي ثَ إذ٤ٍى٧ي ٣ ٍٙي ٣32 ٧ْٞبٍاٟ ) 1ّٞشَا٠ ىَا٣ا١ي ٍا ىاٙش٢ي. ٝبس٣َٟ

citrophthora  ٣P. parasitica  ىاٍى. سأطیَث٤ى٥ ٣ ىٍ ٕٖشَٗ د٤ٕیيٕي ع٦ٍ٤ ٣ ٍا٦ٚ ٣ٍی َّٝجبر 

 .٧Pبی َٝب٣ٛ  ٧بی ٣ٍاٚي ٣ سْٚی٘ ّٜ ا١ياٛ ٍٗ َّى١ي ٦ّ دباياٍی ّٜ ا١ياٛ( ِٕا23) 2َٕا٧بٛ ٣ ٢ٖٝي

citrophthora  ٘ٝىٍ هبُ ٣ ىٍ ىٞ٘ سبثٖشبٟ ٣ ع٤لا١ي ث٤ىٟ ى٥ٍ٣ ٤ٍّى اا٠ اا٣ٝیٖز ث٦ فٚز ٢ٝبٕت ١ج٤ىٟ ىٝب اُ ف٤ا

 .٢ّي ٨ٝٞي إز ٦ّ اُ ٕٖشَٗ آٟ ىٍ ٢ٝبعٌ َٕٛ ػ٤ٕٚیَی ٝي

ثب  P. citrophthoraٖشبٟ ثٖیبٍ ١بؿیِ ِٕاٍٗ َٕىاي٥ إز. ىٍ اا٠ د٧٣ْ٘ ١یِ ٝیِاٟ ػيإبُی ٦١٤ٕ ى٤ً ىٍ سبث

ث٤ى٥  سَ ٢ٝبٕت P. drechsleriٍٕي ٦ّ َٙااظ ٝلیغي ثَای ٕٖشَٗ ّٞشَی ػيإبُی َٕىاي ٣ ث٦ ١ؾَ ٝيىَا٣ا١ي 

 إز.

 ؼٌبظی ريخت صفبت اظبض ثر ثيوبرگر ؼٌبظبيی 

 ٍَاٍ َٕىش٢ي.٥٣َٕ  ى٣ىٍ ىٕز آٝي٥  ٦ی ث٧ب ػياا٦ ،٤ّٙاْياُ ثٍَٕي ه٤ٞٝیبر ٤ٍٝى٤ كبٝ٘ثَ إبٓ ١شباغ 

 ّبی گرٍُ اٍل خذايِ

٧بی آ٤ٙى٥ ٨َٕٙشبٟ  ػياا٦ اُ هبُ ٧31بی آ٤ٙى٥ ٨َٕٙشبٟ ا١بٍ ٣  ػياا٦ اُ هبُ 15) ػياا٦ 46ىٍ اا٠ ٥٣َٕ 

 اي ٣ َُّ ٝب٢١ي ٧٣بی ٤٧ا َٕاـ، ٍا٦ٖ       ١ٖجشب ّٚز إٓبٍىاٍ ىاٍای ٍٙي  ی٧ب ظیٝل٣ٍی ٍى٢ٖؼبٟ( ػيإبُی َٕىاي ٦ّ 

 ب ثب ُا٣ا٦ كبى٥ اب ٍبئ٦ٞ ث٤ى١ي.٧ ا٤٢ْاهز ٣ ا١ٚقبثبر آٟ        سََاجب ٧بی ػ٤اٟ  ای ْٙ٘ ث٤ى١ي. ٍا٦ٖ ّٞي ٙق٦ٚ

                                          ٣اٍ اب ١ُؼی٣َاٍ ث٦ ٧ٜ ٝشٞ٘ ث٤ى١ي ٣ اّظَا   آٝبٓ ٍا٦ٖ ىٍ ٝلیظ ّٚز ٝباـ ث٦ سقياى ُابى سْٚی٘ ٙي ٦ّ ٙج٦ْ

 .٧ب ٍَاٍ ىاٙش٢ي ٝیب١ي ٣ ث٦ ١يٍر ث٦ ْٙ٘ ا١ش٨باي ٣ٍی ٍا٦ٖ

ىٍػ٦ ٕٖٚی٤ٓ ث٤ى١ي ٣ ث٨ی٦٢ ٍٙي ىٍ  35، 30، 25، 20، 15 ،10ىٝب٧بیىٍ ی اا٠ ٥٣َٕ ٍبىٍ ث٦ ٍٙي ٧ب ػياا٦

 .ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ ٝٚب٧ي٥ َٕىاي 30ىٝبی 

٧بی ٝق٤ٞٙي ث٤ى١ي، إذ٤ٍا١ْا٤ٛ ٣ٍی ٝلیظ ّٚز إٓبٍىاٍ ٝٚب٧ي٥  سَ اُ ٍا٦ٖ                                 إذ٤ٍا١ْا٤ى٧ٍ٤ب ف٤ٞٝب  ّٞي ثبٍاِ 

 .ٕبفز ث٦ سقياى ىَا٣اٟ س٤ٙیي ٙي١ي ٣24ٙي ىٍ ٝلیظ ّٚز ٝباـ ىٍ ُاَ ٤١ٍ ٨ٝشبثي ثقي اُ ١ٚي 

ىبٍي دبدی٘ اب دٖشب١ِ ث٤ى١ي ٣ ٝش٤ٕظ اثقبى  ٍأَٓٝمي سب ثیضي ْٙ٘ ٣ ىٍ  سو٧ٜب ا١ش٨باي ٣ ث٦ اْٙبٗ  إذ٤ٍا١ْا٤ٛ

 ٢ٙبٕباي َٕىاي١ي.  P. drechsleriث٦ ف٤٢اٟ ىٍ اثشيا ٧ب  اا٠ ػياا٦ث٤ى، ٝی٣َْٝشَ  1/39×5/23 ٧ب آٟ

                                                           
1 Matheron  
2 Graham and Menge 
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 ّبی گرٍُ دٍم خذايِ 

ػياا٦ اُ هبُ آ٤ٙى٥ ٨َٕٙشبٟ  ٧10بی آ٤ٙى٥ ٨َٕٙشبٟ ا١بٍ ٣  ٧يز ػياا٦ اُ هبُػياا٦ ) ٥٣َٕ17  ىٍ اا٠

ىٍ ٧ب  ىاٍای ٍٙي َٕاـ ث٤ى١ي. اا٠ ػيااCMA٦ ٧بی اا٠ ٥٣َٕ ٣ٍی ٝلیظ ّٚز  د٦٢ٍَٕى٢ٖؼبٟ( ػيإبُی َٕىاي ٦ّ 

ّٞي  ،ای ٧ب ٍٙش٦ ٍا٧٦ٖب ؽب٧َ َٕىاي١ي.  ٧بی ٤٧ااي ثَ ٣ٍی د٦٢َٕ ث٦ سيٍاغ ٍا٣٦ٖٙي  ١يی ٤٧ااي ث٤ى٧ب اثشيا ىبٍي ٍا٦ٖ

٧بی اا٠ ٥٣َٕ ٍبىٍ  ػياا٦ ث٤ى١ي، ا١ٚقبثبر آٟ امٚت ثب ُا٣ا٦ كبى٥ ٝٚب٧ي٥ ٙي. ىاٍ ٧بی ػب١جي ٥َٕ ٣ ىاٍای ٙبه٦ضویٜ 

ثقي اُ ٧يز ٣ٍُ ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ  35ٙي ىٍ ىٝبی ث٤ى١ي ٣ىٍػ٦ ٕٖٚی٤ٓ  30، 25، 20، 15، 10ٍٙي ىٍ ىٝب٧بی ث٦

٧ب إذ٤ٍا١ْا٤ى٤ٍ اٍُابثي َٕىاي.ىٍػي٦ ٕٖٚیي٤ٓ  ٧25ب ١یِ ىٝبی  ث٨ی٦٢ ٍٙي اا٠ ػياا٧٦یؾ ٦١٤ٕ ٍٙيی ١ياٙش٢ي. 

٧بی ػبٝي ث٦ َٝياٍ ّٞي سْٚی٘  ٣ٍی ٝلیظ ّٚز ٧ب إذ٤ٍا١ْا٧ٛ٤بی ٝق٤ٞٙي ث٤ى١ي.  سَ اُ ٍا٦ٖ ؽَاو ٣ امٚت ١بُُ

٣  اب ٣َّی ٕلاثي ْٙ٘ ٣ َٝمي، سو٣ٜ ث٦ اْٙبٗ  ٦ّ ث٦ َٝياٍ ىَا٣اٟ ىٍ ٝلیظ ّٚز ٝباـ ااؼبى َٕىاي١ي كبٙيٙي١ي ىٍ 

٧بی ػ٢ٖي ىٍ اا٠ ٝی٣َْٝشَ ث٤ى. ٕبهشبٍ 51×٧5/29ب  اب دٖشب١ِ ث٤ى١ي، ٝش٤ٕظ اثقبى إذ٤ٍا١ْا٤ٛ ىاٍای دبدی٘ ٍأٓىٍ 

 ٢ٙبٕباي َٕىاي١ي.  ٧P. citrophthoraب ىٍ اثشيا ث٦ ف٤٢اٟ اا٠ ػياا٧٦ب ٝٚب٧ي٥ ١ٚي.  ػياا٦

 ّبی پعتِ ّب ثر رٍی هيَُ ظيت ٍ ًْبلزايی خذايِثررظی ثيوبری

 ٧ب ُااي ػياا٦ ثَای سقیی٠ ثیٞبٍی ٣ ٙب٧ي P. drechsleri،  P. citrophthora ٧بی ٧بی ٕیت ثب ػياا٦ ١ُي ٝی٥٤ ٝبا٦

٣ٍی  ١P. drechsleriٖجيز ث٦  P. citrophthora  ييُاا بٍیيير ثیٞي٤ٍٝٙى ثٍَٕي ٍَاٍ َٕىز،  اِ ٧يش٦ثقي اُ 

( ٝغبثَز ىاٙز ٣ اُ 14) ٧بٙٞي ث٢ي١بكی٦ د٤ٕیيٕي ٝی٥٤ ثیٚشَ ث٤ى ٦ّ ثب ١شباغ  ٕیَی ا١يا٥ُثب س٤ػ٦ ث٦ ٧بی ٕیت  ٝی٥٤

٣  َٝاىی .ُااي ثیٚشَی ثَه٤ٍىاٍ إزاُ ٙير ثیٞبٍی ٧P. citrophthoraبی ىیش٤ىش٤ٍای ىٍهشبٟ دٖش٦، ٦١٤ٕ ثی٠ ٦١٤ٕ

٧بی دٖش٦ آ٤ٙى٥ ث٦ ٤ُٕٞ ىٍ ٍا اُ ثبك P. cryptogea ٣ P. citrophthora ،P. drechsleri( ٦ٕ ٦١٤ٕ 9) ث٢ي ٧بٙٞي

ُااي ٧َ ٦ٕ ٦١٤ٕ ٍا ٣ٍی ٝی٥٤ ٕیت ٤ٍٝى اٍُابثي ٍَاٍ ٧بی َّٝبٟ ٣ ىبٍٓ ػيإبُی ٣ ٢ٙبٕباي ٤ٞ١ى١ي ٣ ثیٞبٍیإشبٟ

ث٦  P.drechsleri  ٣ P.citrophthoraی ٝغبٙق٦ ٙي٥ اُ ثی٠ ٦ٕ ٦١٤ٕ ُااي ١ٚبٟ ىاى ١٦ّشباغ آ٤ُٟٝ ثیٞبٍی ،ىاى١ي

ُااي ١ُي ٙي٥ ىاٙش٢ي ٦ّ اا٠ ١شباغ ىٍ ٤ٍٝى ثیٞبٍی٧بی ٝبا٦ُااي ٍا ٣ٍی ٝی٥٤سَسیت ثیٚشَا٠ ٣ ّٞشَا٠ ٙير ثیٞبٍی

 ىٍ سلَیٌ ا١ؼبٛ ٙي٥ ٝغبثَز ىاٍى. ٧P .citrophthoraبی ػياا٦

، فلائٜ ثیٞبٍی ؽب٧َ P.citrophthora ٣ ٧P. drechsleriبی ااٝیٖز  ػياا٦ ثب ١ُي ٙي٥ با٧ٝ٦بی ٦ٕ ٝب٦٧ دٖش٦ ىٍ ٨١بٗ 

 ٣ ٕیب٧بٟ هِٚ ٙي١ي.

 ی غبلت ثب اظتفبدُ از آغبزگرّبی اختصبصیًتبيح حبصل از ؼٌبظبيی گًَِ
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ْی  ٢ٙ٤بٕباي ٤ٍٝى٤ٙ يایسأثَای  DF2/DR2 ٝق٤ٞٙي ثب إشيبى٥ اُ ػيز آمبَُٕ اهشٞبٝي ١PCRشباغ ٣ا٢ّ٘ 

 ٤ٙى يٝػيز ثبُی سْظیَ ٣ ٝٚب٧ي٥  ٧567ب ثب١يی ث٦ ا١يا٥ُ  ىٍ سٞبٝي ػياا١٦ٚبٟ ىاى ٦ّ  P. drechsleriی مبٙت ٦١٤ٕ

ْ٘ٙ( a-1١شباغ اا٠ سلَیٌ ث٦ .)٧بی دٖش٦ ػيا ٙي٥ ث٤ى ٦ّ اُ هبُ ثبك٧بی ٥٣َٕ ا٣ٗ ع٤ٍ ٍبعـ ١ٚبٟ ىاى ٦ّ ػياا٦

اىِاٍ  ، ثب إشيبى٥ اُ PCRَٛ١ابثي ٝل٤ٞٗ  ىٕز آٝي٥ اُ س٤اٙي ی ١شباغ ث٦ ٦َٖٝباإز.  P. drechsleriی ٝشقٌٚ ث٦ ٦١٤ٕ

Clustal X  ٣ دباٖب٥ اعلافبسيNCBI ٧بی ٝٚوٜ َّى ٦ّ ػياا٦P. drechsleri  ي ٧بی َٝػـ ٝقشجَ ثب ىٍٝ ثب س٤اٙي

 ثب٢ٙي. ىٍٝي ٢ٝغجٌ ٝي 99سٚبث٦ 

    

 

 

 

 

 

 
 

 

 رديبثی ػبهل ثيوبری

 PCRٍ اختصبصيت آغبزگرّبی اختصبصی در ثررظی حعبظيت 

٧بی ىاَٖ ١یِ ٦ّ ٢٧ٖبٛ ٍىابثي ثیٞبٍَٕ ٤ٍٝى ١ؾَ اُ هبُ، آة ٣ ثبىز آ٤ٙى٥، عیو ٣ٕیقي اُ ٍبٍؽثب س٤ػ٦ ث٦ اا٠

ی ٤ٍٝى ١ؾَ ثب٢ٙي اُ ا٧ٞیز ثبلااي ١٤ٙي ا١شوبة آمب٧َُٕبی اهشٞبٝي ٦ّ س٨٢ب ٍبىٍ ث٦ ٍىابثي ٦١٤ٕػيإبُی ٝي

اُ DF2/DR2 ػيز آمبَُٕ  ثب إشيبى٥ اُ  Phytophthora drechsleri ا٤ٖٙی ثب١ي٧بی كبٝ٘ اُ ٍىابثي -1ْٙ٘

ُ إشوَاع ٙي٥ اDNA ( سْظیَ ٢ّaشَٗ ٢ٝيي. ) (W)ػيز ثبُ،  ١DNA 100ٚب١َٖ  (M) ٢ٝبثـ ٝوشٚو آ٤ٙىٕي.

ثٍَٕي اهشٞبٝیز  (b)(. 1(،  ٢ّشَٗ ٝظجز )ٍىاو 10سب  ٧2بی ثيٕز آٝي٥ اُ ٢ٝبعٌ ٝوشٚو )ٍىاو ػياا٦

 P. drechsleri (1)، Phytophthora melonis (2 ،)Phytophthora:  ٢ّشَٗ ٝظجز DF2/DR2ػيز آمبَُٕ 

nicotianae (3 ،)Phytophthora citrophthora (4  ، )Phytophthora citricola (5)، Phytophthora capsici 

(6) ،Pythium aphanidermatum (7 ،)Fusarium solani (8)، Fusarium oxysporum(9)، Verticillium 

albo-atrum (10)، Rhizoctonia solani. (11). (c َسْظی )DNA 1:102إشوَاع ٙي٥ اُ هبُ آ٤ٙى٥ سب ٍٍز 

إشوَاع ٙي٥ اُ ثبىز آ٤ٙى٥ ٝی٥٤ ٕیت ٝبا٦ ١ُي ٙي٥  DNA( سْظیَ d(. )1(، ٢ّشَٗ ٝظجز )ٍىاو 4سب  2)ٍىاو 

 (.2)ٍىاو P. drechsleri ثب ثیٞبٍَٕ

 

 

a b c d 
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ٍبىٍ ث٦ سْظیَ  DF2/DR2ض٣ٍَی إز. ػيز آمبَُٕ  P. drechsleri ٣ٍ اهشٞبٝیز ثَای ٍىابثي  اُ اا٠ثَه٤ٍىاٍ إز، 

كبٙي إز ٦ّ اا٠ آمب٧َُٕب ث٤ى. اا٠ ىٍ ٧P. drechsleriبی ػيز ثبُی ىٍ سٞبٛ ػياا٦ 567ث٦ ا١يا٥ُ  ىی اٟ ایٍغق٦ 

ٝیَی ٣ دَْٝىٕي( سْظیَ  ىاَٖ )ف٤اٝ٘ ااؼبى ٢٢ّي٥ ث٤س٧٦بی ٧بی ىاَٖ ىیش٤ىش٤ٍا ٣ ٍبٍؽٍا ىٍ ٦١٤ٕ ىی اٟ ای٧یؾ ثب١ي 

 .P ىٕز آٝي٥ آمب٧َُٕبی ٤ٍٝى إشيبى٥ ىاٍای اهشٞبٝیز ثبلااي ثَای ٍىابثي ٣ سٚوی١َْٜى١ي. ثب س٤ػ٦ ث٦ ١شباغ ث٦

drechsleri   ْ٘ٙ( ٧ٖش٢ي b-1.) 

ٍبىٍ ث٦ سْٚی٘ ثب١ي  DF2/DR2ٝق٤ٞٙي، ػيز آمبَُٕ  ١PCRشباغ ثٍَٕي كٖبٕیز آمب٧َُٕب ١ٚبٟ ىاى ٦ّ ىٍ 

( ٝغبثَز ىاٙز. ىٍ 34ُاى٥ ٍٚٞيَٕب ٣ ٧ْٞبٍاٟ ) َٕٛ إز ٦ّ ثب ١شباغ ٖٝش٤ىيدی٤ْ 100ػيز ثبُی سب مٚؾز  567

هبٜٙ ثیٞبٍَٕ كي٣ى ى٣ ىٞش٤َٕٛ ِٕاٍٗ َٕىاي٥ إز، اٙجش٦ ىٍ  ىی. اٟ. ایی ٍىابثي ٝلي٣ى٥ ٤ٝP. ramorumٍى 

ثَاثَ ّٞشَ  1000سب  100ٕیب٥ ٕبٜٙ ٝو٤ٚط ٤ٙى كٖبٕیز ٍىابثي  ثب ىی. اٟ. ایهبٜٙ ثیٞبٍَٕ  ٦ّ ىی. اٟ. ای ٤ٍٝسي

ىٞش٤َٕٛ  10ٍا  ITSثب آمب٧َُٕبی ١بكی٦  P. infestans ( ٝیِاٟ كٖبٕیز ٍىابثي٣27 س٤ٙي ) 1ػ٤ى٤ٖٟٙ .(34)٤ٙى ٝي

َٕىى، ثب س٤ػ٦ ث٦ ثبلا لائٜ ٝيِٕاٍٗ َّى١ي. ثبلا ث٤ىٟ ٝیِاٟ كٖبٕیز آمبَُٕ، ٕجت ٍىابثي ث٨شَ ثیٞبٍَٕ ٍج٘ اُ ؽ٤٨ٍ ف

             ثبٙي. مبٙجب  ٢ٙبٕباي فبٝ٘ ثیٞبٍی ٍج٘ اُ ؽ٤٨ٍ فلائٜ ثٖیبٍ ٨ٜٝ ٝي ،ُااي ٣ هٖبٍر اا٠ ااٝیٖزث٤ىٟ ٍيٍر ثیٞبٍی

٣ ٧ٞـ٢ی٠ ثَای اكياص َٕىى ٦ّ اا٠ ثیٞبٍَٕ فٞي٥ هٖبٍر ه٤ى ٍا ٣اٍى ٤ٞ١ى٥ إز ثبمياٍ ُٝب١ي ٝش٤ػ٦ ثیٞبٍی ٝي

ٝقَىي ٣ٍٙي ثب كٖبٕیز ثبلا ثَای ٢ٙبٕباي ثیٞبٍَٕ ىٍ هبُ ٣ آة ٤ٍٝى إشيبى٥ ثٖیبٍ  ٧بی ػياي ٧ب ٣ ثبك ٨١بٖٙشبٟ

 ٤ٍٝى س٤ػ٦ إز.

 P. drechsleriثررظی رديبثی زئَظپَر 

اُ ١ؾَ س٤ا١باي  DF2/DR2ف٤٢اٟ اْي اُ ف٤اٝ٘ ٨ٜٝ ىٍ ٕٖشَٗ ثیٞبٍی، ػيز آمب٧َُٕبی ىٍ ثٍَٕي ٍىابثي ُئ٤ٕذ٤ٍ، ث٦

ٝق٤ٞٙي ٤ٍٝى اٍُابثي ٍَاٍ َٕىش٢ي. اا٠ آمب٧َُٕب ٍبىٍ ث٦ ٍىابثي  PCRی ٝوشٚو ُئ٤ٕذ٤ٍ ث٦ ِّٞ ٍىابثي َٝيا٧ٍب

إشوَاع ٙي٥  DNAُئ٤ٕذ٤ٍ( ث٤ى١ي، اٝب ىٍ ٍىابثي  85ٙیشَ )ُئ٤ٕذ٤ٍ ىٍ ٧َ ٝیٚي 17×103ٖٝشَیٜ ُئ٤ٕذ٤ٍ ىٍ مٚؾز 

ُئ٤ٕذ٤ٍ( ٍا ٍىابثي  9ٙیشَ )ىٍ ٧َ ٝیٚيُئ٤ٕذ٤ٍ  ٧DF2/DR2، 102×17بی ٝوشٚو ُئ٤ٕذ٤ٍ ػيز آمب٧َُٕبی اُ مٚؾز

ىٍ ثٍَٕي ٍىابثي  (.44)ای ٝٚب٧ي٥ ١ٚي٥ إز ٤ٞ١ى١ي. ىٍ ٝغبٙقبر ا١ؼبٛ ٙي٥ ثی٠ ٝیِاٟ ُئ٤ٕذ٤ٍ ٣ ٙير ثب١ي٧ب ٍاثغ٦

P. alni  ِٕاٍٗ  ُئ٤ٕذ٤ٍ 5×102ُئ٤ٕذ٤ٍ ٣ ىٍ هبُ 5×101اُ آة ٣ هبُ آ٤ٙى٥ ث٦ اا٠ ثیٞبٍَٕ، ٝیِاٟ ٍىابثي ىٍ آة سب

                                                           
1 Judelson and Tooley 
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٧بی دٖش٦ ٍج٘ اُ ؽ٤٨ٍ فلائٜ  ٧بی آة ٣ هبُ ثبكس٤اٟ ٍىابثي اهشٞبٝي ثیٞبٍَٕ ٍا اُ ؿب٥ ث٢بثَاا٠ ٝي ،(42)ٕز ٙي٥ ا

 ا١ؼبٛ ىاى.

 از آة آلَدُ P. drechsleriثررظی رديبثی 

 اُ آة آ٤ٙى٥، ٖٝشَیٜ ٣ ثي٣ٟ ١یبُ ث٦ P. drechsleriُٝی٦٢ ثَای ٍىابثي ، DF2/DR2ثب إشيبى٥ اُ ػيز آمب٧َُٕبی 

إشوَاع ٙي٥ اُ آة آ٤ٙى٥ ث٦ ثیٞبٍَٕ ٤ٍٝى  ىی. اٟ. ایىَا٧ٜ َٕىاي. اا٠ آمب٧َُٕب ٍبىٍ ث٦ ٍىابثي  ىی. اٟ. ایإشوَاع 

٢ٝؾ٤ٍ اعٞی٢بٟ اُ آ٤ٙىٕي آة ث٦ ف٤٢اٟ ٢ّشَٗ ٢ٝيي، ثب١يی ٝٚب٧ي٥ ١َٖىاي. ث١٦ؾَ ث٤ى١ي. ىٍ آة ثي٣ٟ آ٤ٙىٕي، ث٦

ف٤٢اٟ فبٝ٘ ٨ٜٝ ا١شَبٗ ُئ٤ٕذ٧ٍ٤ب اُ  ة ػيإبُی َٕىاي. ٍىابثي اُ آة، ث٦اُ آ P. drechsleriثیٞبٍَٕ، ثب ِّٞ س٦ٚ، 

٣  ثیٞبٍَٕ ث٦ آ٤ٙى٥ آة ثب آثیبٍی ٝظجز ثی٠ ٧ٞجٖشٖي ى٢٧ي٥ ١ٚبٟ ٝغبٙقبر ثَهي ا٧ٞیز ثبلااي ثَه٤ٍىاٍ إز.

 آثیبٍی ٝل٤ٞٗ ىٍ ٍبٍؿي ٍثب٣ٍ ٧بیٛ ا١يا اُ س٤ػ٨ي ٢ٝجـ ٍبث٘ ث٦ ف٤٢اٟ آثیبٍی آة٦ّ يااُ آ١ؼب إز. ٕیب٧ي ٧بیثیٞبٍ

 ث٢بثَاا٠ (16)ىاٍى  ١َ٘ ىٚبٍ ثیٞبٍی اىِاا٘ ىٍ ثب٥٤َٙ ٤ٍٝر ث٦ َٙااظ ثیٚشَ آثیبٍی ىٍ آة ٢ّي ٣ ّیيیزٝي فٞ٘

 (.24) ىاٍى ُابىی ا٧ٞیز آة ثب ا١شَبٗ ٍبث٘ ٧بیثیٞبٍی ٢ّشَٗ آثیبٍی ثَای ىٍ آة ُا یٞبٍیث ف٤اٝ٘ ٍىابثي

 خب  آلَدُ از P. drechsleriثررظی رديبثی 

DNA  إشوَاع ٙي٥ اُ ٦١٤ٞ١ هبُ آ٤ٙى٥ ث٦P. drechsleri  س٤ٕظ ػيز آمب٧َُٕبیDF2/DR2  ٍىابثي ٙي ٣

DNA  ػيز ثبُی سْظیَ ٙي ىٍ كبٙي ٥567 ثب١يی ث٦ ا١ياُ 10-2ثَاثَ ٍٍیٌ َٕىاي. ىٍ ٍٍز  100ػيإبُی ٙي٥ سب ُ٦ّ ا

DNA  إشوَاع ٙي٥ اُ هبُ ٕبٜٙ ٣ مٚؾز ا٣ٙی٦DNA ٧یؾ ثب١يی سْٚی٘  10-1َاع ٙي٥ اُ هبُ آ٤ٙى٥ ٣ مٚؾز إشو

ػيإبُی َٕىاي ثب س٤ػ٦ ث٦ ٤ٝىَیز  P. drechsleri(. اُ ٦١٤ٞ١ هبُ ٤ٍٝى إشيبى٥ ث٦ ِّٞ س٦ٚ، ١c-1َٖىاي )ْٙ٘ 

آ٤ٙىٕي ىٍ ىٍ ٍىابثي فبٝ٘ د٤ٕیيٕي ٍا٦ٚ ٣ ع٦ٍ٤ دٖش٦ اُ هبُ آ٤ٙى٥ ثَای ػ٤ٕٚیَی اُ  DF2/DR2ػيز آمبَُٕ 

 ٧بی ػياي ىٍ ٢ٝبعٌ آ٤ٙى٥ ثٖیبٍ ّبٍآٝي ه٤ا٧ي ث٤ى. بكاكياص ث

 از ثبفت گيبُ P. drechsleriثررظی رديبثی 

دٌاَ ١ٚي ٦ّ ثَای اُ ثبىز آ٤ٙى٥ ث٦ ع٤ٍ ٖٝشَیٜ ث٦ فٚز ٤ٝاى ثبُىا١ٍي٥ ثبىز دٖش٦ اْٝبٟ P. drechsleriٍىابثي 

هبٜٙ فبٝ٘  ىی. اٟ. ایاُ  10-2ز ٕبٜٙ ثب مٚؾز إشوَاع ٙي٥ اُ ثبى DNAاطجبر كض٤ٍ ٤ٝاى ثبُىا١ٍي٥ ىٍ ثبىز دٖش٦ 

ثیٞبٍی ٝو٤ٚط ٙي ٣ ثَای ٍىابثي اُ ػيز آمبَُٕ اهشٞبٝي إشيبى٥ ٙي ٣ٙي ىٍ اا٠ ٣ٍٗ ثب١يی ٝٚب٧ي٥ ١ٚي. ٍىابثي 

ثب ػيز آمب٧َُٕبی اهشٞبٝي  ١ُP. drechsleriي ٙي٥ ثب فبٝ٘ ثیٞبٍی ث٦ ع٤ٍ میَ ٖٝشَیٜ اُ ثبىز ٝی٥٤ ٕیت ٝبا٦

DF2/DR2 ٟ567دٌاَ ٙي ٣ ثب١يی ث٦ ا١يا٥ُ اْٝب  ْ٘ٙ( ػيز ثبُی ٍا سْظیَ ٤ٞ١ىd-1 .) 
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 کلیگيری ًتيدِ

اثِاٍ ٝيیيی ثَای ٢ٙبٕباي ٣  DF2/DR2 ثب ػيز آمبَُٕ اهشٞبٝي PCRثب س٤ػ٦ ث٦ ١شباغ اا٠ د٧٣ْ٘، آ٤ُٟٝ 

ٝؤطَ ثیٞبٍَٕ ٍج٘ اُ ؽ٤٨ٍ فلائٜ ١َ٘ س٤ا١ي ىٍ ٝياَاز اُ هبُ ٣ آة آ٤ٙى٥ ىٍ ٢ٝغ٦َ ث٤ى٥ ٣ ٝي P. drechsleriٍىابثي 

اُ  ٤ٙDF2/DR2ى ٦ّ ٍىابثي اهشٞبٝي ثیٞبٍَٕ ثب إشيبى٥ اُ ػيز آمبَُٕ ِٕااي ىاٙش٦ ثبٙي. ث٢بثَاا٠ س٤ٝی٦ ٝي ث٦

٧بی ػياي اُ هبُ ٣ آة ٤ٍٝى ٧ب ٣ ثبك ٢ٝبعٌ ٤ُْٚٝ ث٦ ثیٞبٍَٕ د٤ٕیيٕي ٍا٦ٚ ٣ ع٦ٍ٤ ٣ ١یِ ثَای اكياص ٨١بٖٙشبٟ

 د٤ٕیيٕي ٍا٦ٚ ٣ ع٦ٍ٤سَا٠ فبٝ٘ ثیٞبٍی  ف٤٢اٟ ٨ٜٝ سب هٖبٍر ١بٙي اُ ٍبٍؽ ىیش٤ىش٤ٍا ث٦ ر ٕیَىإشيبى٥ ٤ٍٝ

 ّب٧٘ ابثي.ىٍهشبٟ دٖش٦ ىٍ ااَاٟ 
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 ٝيل٦. 217س٨َاٟ. 

فبٝ٘ د٤ٕیيٕي  ٧Phytophthoraبی  . ثٍَٕي دَا٢ّيٕي 1374٦١٤ٕ ٧بٙٞي.ث٢ي .اث٤ٕقیيی، ى.، ٣ ٟ ،.ٛ اْٙبٟ، -2

 ، َّع،٤ٍٝب٥ا٨َٙ 16سب  11ااَاٟ،  دِْٙي ٕیب٥ع٦ٍ٤ ٣ ٍا٦ٚ ىٍهشبٟ دٖش٦ ىٍ ٍى٢ٖؼبٟ. ى٣اُى٧ٞی٠ ٥َٖ٢ّ 

 .218 ٝيل٦

اُ ىٍهشبٟ دٖش٦ ٝجشلا ث٦ د٤ٕیيٕي ع٦ٍ٤  Phytophthora drechsleri. ػيإبُی 1370 .ٛ. ٣ ع. اٍٙبىاٝی٢باي، ٛ. -3
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Abstract 

Pistachio root and crown rot disease is one of the most important soil-borne diseases. 

Rapid detection of pathogens in different sources is a crucial stage in effective disease 

management strategies. Detection and molecular identification of Phytophthora drechsleri from 

infected water, soil and plant tissue were performed based on specific amplification fragments 

of rDNA-ITS region using the primer set DF2/DR2. Sampling and isolation was done during 

year 2010-2011 from pistachio orchards in Rafsanjan and Anar regions of Kerman province, 

Iran. A total  number of 46 isolates of P.drechsleri and 17 isolates of Phytophthora citrophthora 

were obtained and identified using selective media method. Sensitivity and specificity of the 

primer set were studied using 15 predominant P. drechsleri isolates, 25 Phytophthora spp. and 

other closely pistachio soil-borne fungi. The results showed, this primer set is specific for 

detection of P. drechsleri and produced 567bp amplicon but there was no cross reaction with 

other pistachio soil borne fungal tested. In sensitivity test, the detection limit was 100pg of P. 

drechsleri pure genomic DNA in conventional PCR. As few as 17×103 ml-1 pure P. drechsleri 

zoospores (85 zoospores) could be detected by the primer set DF2/DR2. Amplification of 

genomic DNA extracted DNA from infected soil samples were also resulted in production of a 

567 bp species specific band. The primers could not detect the target directly from infected 

pistachio tissue due to the presence of inhibitory compounds but the detection was successful 

from baiting method using apple fruit inoculated with infected soil and plant tissue after three 

days. However the detection system proved to be accurate and sensitive and could help in 

pathogen detection but also could be used as part of disease control strategy 
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