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  مقدمه
بیماري پوسیدگی اسکلروتینیایی ساقه کلزا،     

ــی از   de Bary Sclerotinia (.Lib)ناشــ

sclerotiorum   ــد ــیش از موع ــیدن پ ــث رس ، باع
شود که این امـر      می و ریزش بذور کلزا      ها غلاف

ي زیادي بـر روي ایـن       ها منجر به ایجاد خسارت   
ــیمحــصول  ــن بیمــاري از اســتانهاي  . شــود م ای
زندران، گیلان و اردبیل گـزارش شـده        گلستان، ما 

ــت   ;Salati and Afshari Azad, 2003(اس

Afshari azad and Ghegini, 2005 .( ایـــن
بیماري به دلیل دامنه میزبانی گسترده قـارچ مولـد          

ي آن در   هـا  آن و دوام طولانی مـدت اسـکلروت       
یکـی از   . باشـد  مـی خاك به سختی قابـل کنتـرل        

ــدم موفقیــت د    ــرین دلایــل ع ر مــدیریت مهمت
ي گیــاهی مربــوط بــه نــاقص بــودن هــا بیمــاري

ــی     ــاختار ژنتیکـ ــورد سـ ــا در مـ ــات مـ اطلاعـ
یی ها در جمعیت . باشد میي بیمارگر   ها جمعیت

با تنوع ژنتیکی بالا احتمال وجود تنوع در قـدرت          
 و  هـا  بیماریزایی، تشکیل و جوانه زنی اسکلروت     

 ها  نسبت به قارچ کش    ها نیز عکس العمل جدایه   
ایی در مقاومت به عوامـل بیـوکنترل بـسیار          یا توان 

بنابراین، بـالا بـردن اطلاعـات در ایـن          . زیاد است 
ي مـوثر کنتـرل و      هـا  زمینه مسلماً در اتخاذ روش    

ي کنترل کارآمدتر نقش خواهد     ها تنظیم استراتژي 
ــت   ;Tamietti and Valentino, 2001(داش

Martin and English, 1997.(    انگـشت نگـاري
DNA  ا روشیکــی ازѧѧــراي بررســی  ھ ــد ب ي مفی

 Kohn(باشـد   میي این قارچ ها ژنتیک جمعیت

et al., 1990, 1991 .(   از نـشانگرهاي مولکـولی

 Atallah et al., 2004; Mert- Türk(ریز ماهواره 

et al., 2007; Sexton and Howlett, 2004; 
Sexton et al., 2006 ( وRFLP) Carpenter et 

al., 1999; Cubeta et al., 1997; Ekins, et al., 
2005; Hambleton et al., 2002; Kohn et al., 

1991, 1988; Kohli et al., 1992( ،RAPD 
)Sun et al., 2005 ( وISSR) Meinhardt et 

al., 2002; Arbaoui et al., 2008 (  براي بررسـی
 S. sclerotiorumي ھѧا  ساختار ژنتیکـی جمعیـت  

ي هـا  ی بین توالی  بررسی نواح . استفاده شده است  
 روشی است که به سرعت      (ISSR)1 ساده تکراري 

ي یک گونـه را نـشان       ها تنوع ژنتیکی میان جدایه   
در پـژوهش حاضـر وجـود تنـوع          ، لـذا  .دهـد  می

 .S میي سـازگاري میـسلیو  ھѧا  ژنتیکی بین گـروه 

sclerotiorum    مـورد  مـذکور  با استفاده از نشانگر 
  .بررسی قرار گرفت

  
  ها مواد و روش

ــازي جدا ــاري س ــل بیم ــین عام  MCG و تعی
 ھا جدایه

-86 و 1384-85در طــی فــصول زراعــی 
 ضــمن بازدیــد از مــزارع کلــزاي اســتانهاي 1385

ــی   ــان غرب ــدران و آذربایج ــستان، مازن ــه گل نمون
ــرداري صــورت گرفــت ــی (در هــر منطقــه  .ب عل

 مزرعه انتخـاب و در      10) شم آباد و کلاله   ها آباد،
ــاقه  ــی س ــه س ــر مزرع ــه به ــشکوك ب ــاري  م یم

 کـه داراي آثـاري از قـارچ شـامل           ،اسکلروتینیایی
ي آلــوده و هــا میـسلیوم ســفید رنــگ روي ســاقه 

ي ترك خورده بودند بـه      ها اسکلروت داخل ساقه  

                                                
1 Inter Simple Sequence Repeats 
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ي هـا  جدایـه . صورت تصادفی جمـع آوري شـد      
Q1, Q2, S-S 84, A11,S—S asli , A15, 

B110     از کلکسیون قارچ آزمایشگاه گروه بیمـاري 
بـه منظـور     .تربیت مدرس بودنـد   شناسی دانشگاه   

ــارچ ــا  اســکلروت،جداســازي ق ي موجــود در ه
ي آلوده کلزا جدا و به مدت سه دقیقـه در   ها ساقه

 درصـد ضــد عفـونی سـطحی شــده و    70اتـانول  
سپس با کاغذ صافی سترون خشک و اسـکلروت         

-دکـستروز -بر روي محیط عـصاره سـیب زمینـی    
ي پتــري هــا تـشتک . گذاشــته شــد) PDA(آگـار  

 در  25ده به مدت پـنج روز در دمـاي          کشت ش 
خــالص ســازي  . انکوبــاتور نگهــداري شــدند  

 به روش نوك هیف روي محیط کـشت         ها جدایه
بـه علـت    .انجـام گرفـت  ) water agar(آب آگار 

 جدایـه بـه     2-3 از هـر مزرعـه       ،هـا  کثرت جدایه 
 تعـداد  صورت تصادفی انتخاب شـد و در نهایـت     

 از شـش   جدایه بر اساس پـراکنش جغرافیـایی     64
ي ها آزمون. استفاده شد  MCGبراي تعیین   منطقه  

بـه روش اسـکافر و       میبررسی سازگاري میـسلیو   
 .انجام شدند) Schafer and Kohn, 2006(کوهن 

دو میلی متـر از   دو دیسک به قطر  بدین ترتیب که    
حاشیه فعال پرگنه دو جدایه برداشته و به فاصـله          

  ســانتی متــر از یکــدیگر روي محــیط کــشت5/3
 175کــه بــه آن  ،آگــار-دکــستروز-ســیب زمینــی

ســاخت شــرکت رنــگ قرمــز میکرولیتــر در لیتــر 
McCormick   قـرار داده شـدند،    بـود   اضافه شـده 

دمـاي  یک جفت در هر تشتک پتري، و در دمـاي      
 7،  4 هـا  نمونه.  و تاریکی نگه داري شدند     22 
ــد از مق11و  ــورد    روز بع ــرار دادن م ــم ق ــل ه اب

هـر آزمـایش دو بـار تکـرار       .بررسی قرار گرفتنـد   
  .گردید

   DNAاستخراج 
از محلول نمکی    DNAبه منظور استخراج    

DNA استفاده شد )Safaie et al., 2005 .( پس از
 استحصالی DNAانجام عملیات استخراج، کیفیت     

به وسیله الکتروفورز و غلظت آن با اسپکتوفتومتر        
)Ependorfe, Germany (  ــرار ــنجش ق ــورد س م

 DNAن روش دو میکرولیتـــر از  در ایـــ.گرفــت 
 میکرولیتر آب دیونیزه سـترون در       198نمونه را با    

جـذب  . کووت ریختـه و کـاملا مخلـوط گردیـد         
ــه ــوري نمون ــوج هــا ن  و 280 و 260 در طــول م

یـک نمونـه    . همچنین نسبت این دو قرائـت شـد       
DNA    2 تــا 8/1خــوب داراي نــسبتی معــادل 

ــی ــد م ــایی  . باش ــت نه ــان غلظ ــا  DNAدر پای ب
  .تساب ضریب رقت به دست آمداح

   
   و الکتروفورزPCRانجام 

ــین     ــی ب ــوع ژنتیک ــی تن ــور بررس ــه منظ ب
 جدایـه بـه   38ي ایـن بیمـارگر تعـداد      ها جمعیت

) ي منتشر نـشده   ها داده (MCGعنوان نماینده هر    
بـراي انجـام واکـنش زنجیـره اي         . انتخاب گردید 

 کـه همگـی سـاخت شـرکت         ، آغازگر 19پلیمراز  
 قـرار   اسـتفاده  جدایه مورد    38روي  سیناژن بودند   

در ترموســایکلر گرادیانــت  DNAتکثیــر . گرفــت
 میکرولیتر از مخلوط    25اپندورف در حجم نهایی     

 PCR میکرولیتــر بــافر5/2شــامل  PCRواکــنش 

(1X)  ،2/0  از هـر  )  میکرولیتـر 5/0( میلی مـولار
 1( میلـی مـولار      2یک از دزوکسی نوکلئوتیـدها،      
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ــر ــد ) میکرولیت ــزیم، از کلری ــولار 1منی ا ( میکروم
ــر ــازگر و ) میکرولیتــ ــد 5/1از آغــ  3/0( واحــ

 ,CinnaGen(پلیمـراز   Taq از آنـزیم ) میکرولیتـر 

Tehran ( تکثیـر قطعـات     . انجام گرفتDNA   بـا 
 به مدت پنج    95واسرشته سازي اولیه در دماي      

 ثانیـه واسرشـته     30 چرخه شامل    40دقیقه، تکرار   
 دمـاي بهینـه      یک دقیقـه در    94سازي در دماي    

 30 و 1شده هر آغازگر براي اتصال مطابق جدول   
 و گـسترش    72ثانیه بـراي گـسترش در دمـاي         

 انجـام   72نهایی به مدت شش دقیقه در دمـاي         
بــراي مــشاهده  ).Weising et al., 1995(شــد 

یـک میکرولیتـر     پس از افزودن   ،PCR تمحصولا
، از هـر    PCR بـه محـصول      X61رنگ بارگـذاري    

 2/1ي ژل آگارز    ها میکرولیتر به چاهک   10نمونه  
 ولـت بـه     85درصد اضافه شد و بـا ولتـاژ ثابـت           

 TBEمدت سه ساعت در بافر با غلظت یـک بـار    
  الکتروفـــورزEDTA-بـــورات-شـــامل تـــریس

)Pharmacia LKB.EPS 500/400, USA ( شـد .
ي حاصل پـس از رنـگ آمیـزي ژل          ها رویت باند 

) میلـی لیتـر   یک میکروگرم در    (با اتیدیوم بروماید    
 توسط دستگاه فتـوگرافی سـاخت       UVتحت نور   

 T-Ø 5×20- 2A مـدل  Vilber Lourmatشرکت 
  .صورت گرفت

  
  ها آنالیز داده

، نخست انـدازه هـر      براي امتیازدهی باندها  
که به خوبی روي ژل قابـل   DNAیک از باندهاي   

رویت بودند با اسـتفاده از نـرم افـزار کـامپیوتري            

                                                
1 6X loading dye 

Photo-captســاخت شــرکت  Vilber Lourmat 
 بانــدهاي نردبــان انــدازهدر فرانــسه و بــر اســاس 

 هــا یـک کیلـو بــازي بـراي تمـام جدایـه      میژنـو 
یـا  ) 1( بر اسـاس حـضور    ها  ژل .مشخص گشت 

مـاتریس  و  ندامتیازدهی شـد ) 0(عدم حضور باند  
 بـر اسـاس نتیجـه مـاتریس     . تـشکیل شـد    ها داده

 ـ    که با استفاده از ض     ،شباهت ه ریب تشابه جاکارد ب
 تجزیه و تحلیـل خوشـه اي بـه کمـک         دست آمد 

ــزار UPGMAروش  ــرم افــ  NTSYS-pc در نــ
)Rohlf, 2000 (   ــام و دنــدروگرام مربوطــه انج

 (PIC)2 محتواي اطلاعات چند شـکل     .ترسیم شد 
و جمـع   ) p(با استفاده از جمع مربع فراوانی آللی        
ــل   ــی عــدم وجــود آل ــع فراوان و حــذف ) q(مرب

 بطـــــهلوکـــــوس منومـــــورف از طریـــــق را





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


  

 

n

i
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ii

n
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n
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1 2

22

ــد  1 ــبه شـ  محاسـ

)Chadha and Gopalakrishna, 2007 .( شاخص
 = MI نیز با اسـتفاده از فرمـول   (MI)3نشانگري 

PIC × EMR بــراي هــر آغــازگر محاســبه شــد 
Powell et al., 1996) .( 4 در ایـن رابطــهEMR 

باشد کـه بیـانگر تعـداد        مینسبت چند گانه موثر     
د شـکل موجـود در یـک        هـاي ژنـی چن ـ     جایگاه

 EMR = np × βژنوتیپ است و برحـسب رابطـه   
 تعـداد کـل     npدر ایـن رابطـه،      . شـود  میمحاسبه  

 = β  رابطـه  ازβي ژنی چنـد شـکل و   ها جایگاه

np/(np + nnp) آید می به دست .np تعداد باندهاي 
ــد شــکل و  ــک شــکل  nnpچن ــدهاي ی ــداد بان  تع

  ).Powell et al., 1996(باشد  می
                                                
2 Polymorphic Information Content 
3 Marker Index 
4 Effective Muliplex Ratio 
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هاي  ها، تعداد زیر گروه     توالی، دماي اتصال، اندازه باندهاي تکثیر شده، تعداد کل زیر گروه           -1 لجدو

 جدایـه   38متشکل از یک جدایه، قدرت تمایز و شاخص نشانگري آغازگرهـاي اسـتفاده شـده بـراي                  
Sclerotinia sclerotiorumمورد مطالعه .  

Table 1- Sequence, annealing temperature, size of amplified bands, number of types, 
number of types represented by a single isolate, discriminatory power and marker index 
of used primers for 38 studied isolates of Sclerotinia sclerotiorum. 
 

 آغازگر
Primer  

 

  توالی
Sequence 

  )(دماي اتصال 
Annealing 
tempreture 

  اندازه باندهاي تکثیر شده
Size of amplified 

bands 

N n D MI 

ISSR09 5'-CCACCACCACCACCA-3' 56.5 140-3600 bp 32 26 0.99 5.57 
ISSR10 5'-CACCACCACCACCAC-3' 57.5 120-2600 bp 28 24 0.97 6.80 

P1 5'-TCTCTCTCTCTCTCTCC-3' 53.5 270-3800 bp 29 23 0.98 5.64 
P4 5'-ATGATGATGATGATGATG-3' 52 450-1900 bp  14 8 0.79 2.29 

LMB-A 5'-GACAGACAGACAGACATA-3' 52 320-3200 bp 19 12 0.94 5.22 
Stag3  5'-CAGCAGCAGCAGCAG-3' 56 800-3400 bp  13 9 0.79 2.54 

N :؛ ها تعداد کل زیر گروهn :؛ هاي متشکل از یک جدایه تعداد زیر گروهD:؛ قدرت تمایز MI :شاخص نشانگري  
N: number of types; n: number of types represented by a single isolate; D: discriminatory power; MI: marker 
index 

  
  

به منظور ارزیابی توانایی نشانگر مولکولی 
 شاخص تنوع ها  استفاده شده در تمایز بین جدایه

  :سیمپسون از رابطه زیر محاسبه گردید

   











 


1
1

11
1

XjXj
NN

D
S

j
  

 در جمعیت و ها  تعداد کل جدایهNدر این رابطه 
Xjي قرار گرفته در گروه ها  تعداد جدایهj ام
، )Na (ها   تعداد آلل).Simpson, 1949(باشد  می

و ) H(ی ئ، تنوع ژنی ن)Ne(ي موثر ها  تعداد آلل
با استفاده از نرم افزار ) I(شاخص تنوع شانون 

POPGENE 1.31سبه شد  محا)Yeh et al., 

1997.(  
  
  

  نتایج
 MCG و تعیین  عامل بیماريجداسازي

  ها جدایه
 ساقه کلزاي داراي علایم 300 مجموع از

 205بیماري پوسیدگی اسکلروتینیایی تعداد 
 خالص سازي گردید که S. sclerotiorumجدایه 

 جدایه از شش منطقه جغرافیایی 64از این تعداد، 
یسلیومی انتخاب شدند جهت بررسی سازگاري م

 MCGدر بین این تعداد سی و هشت ). 2جدول (
قطعات  .)ي منتشر نشدهها داده(شناسایی شد 

DNA  تکثیر شده توسط شش آغازگرISSR09 ،
ISSR10 ،P1 ،P4 ،LMB-A و Stag3 19 از میان 

آغازگر آزمون شده تکرارپذیر و چند شکل بودند 
اي کلیه و در نتیجه این شش آغازگر بر) 1شکل (
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سایر آغازگرها یا قادر به .  استفاده شدندها جدایه
تولید محصول نبودند یا باندهاي یک شکل تولید 

بهترین دماي اتصال به دست آمده . کردند می
 آورده 1براي آغازگرهاي استفاده شده در جدول 

این شش آغازگر در مجموع توانستند . شده است
 باند چند 2048 باند را شناسایی کنند که 2124

 بیشترین تعداد باند ISSR09آغازگر . شکل بودند
 کمترین تعداد باند را تکثیر Stag3و آغازگر 

 P1 و ISSR09 ،ISSR10آغازگرهاي . نمودند
بیشترین قدرت تمایز و شاخص نشانگري را 
نسبت به دیگر آغازگرها داشتند که نشان دهنده 

 از ها کارایی بهتر این آغازگرها در تفکیک جدایه
آغازگرهایی که در این مطالعه . یکدیگر است

 بالاتري را به خود اختصاص دادند، MIمقدار 
 .Sي ایرانیها  توانند براي مطالعه جدایه می

sclerotiorum  در سطح وسیع با استفاده از
اطلاعات حاصل از .  استفاده شوندISSRنشانگر 

 در ISSRآغازگرهاي مورد استفاده در نشانگر 
تایج حاصل از ن. لاصه شده است خ1جدول 

تجزیه و تحلیل الگوهاي باندي حاصل از مجموع 
 درصد 56 در سطح تشابه ISSRشش آغازگر 

 را به چهار گروه تقسیم نمود، پلات ها جدایه
حاصل از تجزیه به مختصات اصلی نیز بیانگر این 

 درصد 5/89گروه اول ). 2شکل (باشد  میمطلب 

یی از ها  که شامل جدایه را در بر گرفت ها جدایه
شم آباد، ها يها  علی آباد، کلاله، همه جدایه

جدایه ارومیه، جدایه گرگان و جدایه قائم شهر 
در گروه دوم، سوم و چهارم به ترتیب یک . بود

جدایه کلاله، دو جدایه از کلاله و یک جدایه از 
 80 در سطح تشابه ها جدایه. کلاله جاي گرفتند

نتایج حاصل از . یم شدند گروه تقس20درصد به 
 را از ها  نتوانست جدایهISSRي ها  تلفیق داده

ي سازگاري ها گروهلحاظ منشاء جغرافیایی و 
تنوع ژنتیکی سه  .آنها تفکیک کند  میمیسلیو

 متعلق به مناطق علی S. sclerotiorumجمعیت 
ی ئشم آباد و کلاله با استفاده از تنوع ژنی نها  آباد،

). 3جدول (محاسبه شد و شاخص تنوع شانون 
، تعداد )PPL(ي ژنی پلی مورف ها درصد جایگاه

براي ) Ne(ي موثر ها و تعداد آلل) Na (ها آلل
 نتایج نشان داد که .سه جمعیت متفاوت بود

جمعیت متعلق به کلاله بیشترین تنوع ژنتیکی را 
). =I 53/0؛  =37/0H؛ =PPL 23/93(%داشت 

ی و ئ ژنی نترتیب تنوع ژنتیکی بر اساس تنوع
 علی آباد >کلاله : شاخص تنوع شانون به صورت

تنوع ژنتیکی بر اساس . باشد   میشم آبادها  >
 تا 07/27%ي ژنی پلی مورف از ها درصد جایگاه

 بین سه جمعیت متغیر بود که نشان %23/93
  .دهنده تنوع ژنتیکی بالاست
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  .MCGبر اساس نام جدایه، محل جمع آوري و  Sclerotinia sclerotiorumي ها  مشخصات جدایه- 2 جدول
Table 2- Sclerotinia sclerotiorum isolates grouped by name of isolates, location and MCG  

 

   نام جدایه
Name of 
isolate 

  محل جمع آوري
Location 

گروه سازگاري 
  میسلیومی

Mycelial 
compatibility 

grouping 

  نام جدایه
Name of 
isolate 

  محل جمع آوري
Location 

گروه سازگاري 
  میسلیومی

Mycelial 
compatibility 

grouping  
H1.4 Golestan (Hashem abad) 1 A7.5 Golestan (Ali Abad) 21 
H1.8 Golestan (Hashem abad) 1 A7.7 Golestan (Ali Abad) 22 
H1.9 Golestan (Hashem abad) 1 A8.6 Golestan (Ali Abad) 23 
H2.2 Golestan (Hashem abad) 2 A8.9 Golestan (Ali Abad) 24 
H2.3 Golestan (Hashem abad) 2 A9.5 Golestan (Ali Abad) 25 
H2.5 Golestan (Hashem abad) 3 A9.8  Golestan (Ali Abad) 26 
H3.3 Golestan (Hashem abad)  3 A10.3 Golestan (Ali Abad) 26 
H3.5 Golestan (Hashem abad) 4 K1.4 Golestan (Kalaleh) 27 
H3.6 Golestan (Hashem abad) 4 K1.11 Golestan (Kalaleh) 27 
H3.8 Golestan (Hashem abad) 5 K2.5 Golestan (Kalaleh) 28 
H4.4 Golestan (Hashem abad) 5 K2.6 Golestan (Kalaleh) 29 
H4.6 Golestan (Hashem abad) 6 K2.7 Golestan (Kalaleh) 29 
H4.9 Golestan (Hashem abad) 6 K2.9 Golestan (Kalaleh) 28 
H5.6 Golestan (Hashem abad) 7 K3.8 Golestan (Kalaleh) 30 
H5.7 Golestan (Hashem abad) 7 K3.9 Golestan (Kalaleh) 30 
H6.7 Golestan (Hashem abad) 8 K4.7 Golestan (Kalaleh) 31 

H7.10 Golestan (Hashem abad) 8 K5.6 Golestan (Kalaleh) 32 
H8.5 Golestan (Hashem abad) 9 K5.8 Golestan (Kalaleh) 32 
H8.9 Golestan (Hashem abad) 9 K6.6 Golestan (Kalaleh) 31 

H8.10 Golestan (Hashem abad) 10 K8.6 Golestan (Kalaleh) 33  
H9.3 Golestan (Hashem abad) 10 K9.1 Golestan (Kalaleh) 33 
H9.4 Golestan (Hashem abad)  10 K9.2 Golestan (Kalaleh) 34 
A1.4 Golestan (Ali Abad) 11 K9.9 Golestan (Kalaleh) 34 
A1.6 Golestan (Ali Abad) 12 K10.1 Golestan (Kalaleh) 35 
A2.1 Golestan (Ali Abad) 13 K10.10 Golestan (Kalaleh) 35 
A2.6 Golestan (Ali Abad) 14 S-S Asli* Golestan (Gorgan) 36 
A3.2 Golestan (Ali Abad) 15 S-S 84* Golestan (Gorgan)  36 

A3.8 
Golestan (Ali Abad) 

16 A11* 
Mazandaran 
(Ghaem Shahr)  37 

A4.3 
Golestan (Ali Abad) 

17 A15* 
Mazandaran 
(Ghaem Shahr) 37 

A4.9 
Golestan (Ali Abad) 

18 B110* 
Mazandaran 
(Ghaem Shahr) 37 

A5.1 
Golestan (Ali Abad) 

19 Q1 
Western Azarbaijan 
(Urmieh) 38 

A5.8 
Golestan (Ali Abad) 

20 Q2 
Western Azarbaijan 
(Urmieh) 38 

  .ع آوري شده اند جم1385-86 زراعی فصول در ها  و بقیه جدایه1384-85 زراعی فصول در ها این جدایه*
* These isolates were collected in 2005 and the others in 2006. 
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 با استفاده از Sclerotinia sclerotiorum جدایه منتخب 38تکثیر شده در  DNA الگوي -1 شکل

  .کنترل منفی: NC یک کیلو بازي، اندازهنشانگر : P1 .Mآغازگر
Figure 1- DNA fingerprinting of 38 selected isolates of S. sclerotiorum using P1 primer. 
M: DNA ladder 1kb (Fermentase), NC: Negative Control  

 
ي ژنی پلی مورف، تعداد ها ي ژنی پلی مورف، درصد جایگاهها  اندازه جمعیت، جایگاه- 3 جدول

 Sclerotiniaون سه جمعیت و شاخص تنوع شانژنی نئی ي موثر، تنوع ها  تعداد آلل،ها  آلل

sclerotiorum  ،شم آباد و کلالهها  متعلق به علی آباد.  
Table 3- Sample size, polymorphic loci, percentage of polymorphic loci, number of 
alleles, number of effective alleles, Nei's gene diversity and Shannon's information index 
of three populations of Sclerotinia sclerotiorum belong to Ali Abad, Hashem Abad and 
Kalaleh. 

  جمعیت
Population 

  اندازه جمعیت
Population size 

PL PPL Na Ne H I 

  علی آباد
)Ali Abad(  

16 66 49.62 1.49 1.22 0.14 0.22 

  هاشم آباد
)Hashem Abad(  

10 36 27.07 1.27 1.14 0.08 0.13 

  کلاله
)Kalaleh(  

9 124 93.23 1.93 1.65 0.37 0.53 

  میانگین
)Average(  

11.66 75.33 56.64 1.56 1.33 0.19 0.29 

  کل
)Total(  

35 131 98.50 1.98 1.33 0.23 0.37 

SD       0.12 0.24 0.12 0.16 

PL :؛ ي ژنی پلی مورفها  جایگاهPPL :ي ژنی پلی مورف؛ ها درصد جایگاهNa :؛ ها  آللتعدادNe :ي موثر؛ ها  تعداد آلل:H تنوع ژنی نی؛ I :
  .انحراف معیار: SDشاخص تنوع شانون؛ 

 
  

M    Q2     H1.8    H2.2   H3.3  H3.6   H4.4   H4.9  H5.6  H7.10  H8.5  H9.4  K1.4  K2.7  K2.9   K3.8   K5.8  K.6.6  K8.6  K9.9  K10.10     NC   
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ــین جدایــه ي مــورد هــا فاصــله ژنتیکــی ب

بسیار کم بـود و شـباهت       ) 13/0 تا   02/0(تفاده  اس
جـدول  (بسیار زیـاد بـود      ) 98/0 تا   87/0(نتیکی  ژ
شم آباد و ها يها شباهت ژنتیکی بین جمعیت  ). 4

دهـد کـه     میعلی آباد بسیار زیاد بود و این نشان         
ــه  هــا جمعیــت ي ایــن دو منطقــه بــسیار شــبیه ب

نتـایج نـشان داد کـه       همچنـین،   . همدیگر هـستند  
ــاوت از     ــه متف ــه کلال ــه منطق ــق ب ــت متعل جمعی

تجزیـه   .شم آباد و علی آباد است     ها يها جمعیت
به مختصات اصلی بر اسـاس مـاتریس تـشابه بـه            
دست آمده از ضریب تشابه جاکارد و با استفاده از     

.  انجـام گرفـت  NTSYS (Ver. 2.02)نـرم افـزار   
 مولفه اول بیـشترین    رفت میهمان طور که انتظار     

نـسبت بـه    )  درصـد  22/66در حدود   (تغییرات را   
 اول  کند و دوازده مولفـه     می توجیه   ها سایر مولفه 

ایـن تبیـین    . کنند می درصد تغییرات را توجیه      90
 ISSRحاکی از عدم همبستگی بـین نـشانگرهاي         

ایـن عـدم همبـستگی،       میمفهـوم ژنـو   . باشـد  می
فواصـل قابـل    ) توزیـع یکنواخـت   (پراکنده بـودن    

ي ریـز مـاهواره در سراسـر        هـا  تکثیر بین جایگاه  
  .باشد میژنوم 

  
بالاي قطر (شباهت ژنتیکی نئی . یئ و فاصله ژنتیکی نااریب نهاي همسانی ژنتیکی  اندازه- 4 جدول
  ).پایین قطر جدول(و فاصله ژنتیکی ) جدول

Table 4- Nei's unbiased measures of genetic identity and genetic distance. Nei's genetic 
identity (above diagonal) and genetic distance (below diagonal). 

  علی آباد )Population( جمعیت
Ali Abad 

  هاشم آباد
Hashem Abad 

  کلاله
Kalaleh 

  Ali Abad(  -  0.98 0.87( علی آباد

 Hashem Abad(  0.02 -  0.88( هاشم آباد

  - Kalaleh(  0.13 0.12( کلاله
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All ISSR Primers

Coefficient
0.15 0.34 0.52 0.71 0.89

          

 A1.4 
 H3.6 
 A4.9 
 H3.3 
 H1.8 
 H4.9 
 H7.10 
 Q2 
 H4.4 
 H9.4 
 K3.8 
 A10.3 
 H5.6 
 K5.8 
 K6.6 
 K1.4 
 A2.1 
 A2.6 
 A7.7 
 A3.2 
 A8.6 
 Asli 
 H2.2 
 A4.3 
 A8.9 
 H8.5 
 A3.8 
 A15 
 A5.1 
 A7.5 
 A9.5 
 K9.9 
 A1.6 
 A5.8 
 K2.7 
 K2.9 
 K8.6 
 K10.10 

  
All ISSR Primers

K10.10

K9.9

K8.6

K6.6K5.8

K3.8

K2.9

K2.7

K1.4

H9.4

H8.5

H7.10

H5.6

H4.9

H4.4

H3.6H3.3

H2.2

H1.8

Q2

A15

Asli

A10.3

A9.5

A8.9
A8.6

A7.7

A7.5

A5.8

A5.1

A4.9

A4.3
A3.8
A3.2

A2.6A2.1

A1.6

A1.4

  
 جدایـه   38 و ضریب تشابه جاکارد براي       UPGMA دندروگرام ترسیم شده بر اساس روش        -2 شکل
 و پلات سه بعـدي  ISSRي الگوي بندي ها  حاصل از تلفیق دادهSclerotinia sclerotiorumب منتخ

  Jaccard.حاصل از تجزیه به مختصات اصلی به روش ماتریس تشابه 
Figure 2- Dendrogram depicting genetic diversity of 38 selected isolates of S. 
sclerotiorum resulting from combination of banding pattern of four rep-PCR primers, 
using UPGMA method and Jaccard's coefficient and three-dimensional plot. 
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  بحث

در این مطالعه براي اولین بار در ایران تنوع         
 جدا شده از S. sclerotiorumي ها ژنتیکی جدایه

 ISSR مــشخص توســط نــشانگر MCGکلــزا بــا 
 توانـست   ISSRنشانگر  . ی قرار گرفت  مورد بررس 

 که هر کـدام نماینـده   S. sclerotiorum جدایه 38
 ژنوتیـپ تفکیـک کنـد و        36 بودند به    MCGیک  

ــه گــــروه ــازگاري  نــــشان داد کــ ــاي ســ هــ
ــرادي هــستند کــه از نظــر   میمیــسلیو ــده اف نماین

 به لحاظ ژنتیکـی بـا   MCGژنتیکی متفاوتند و هر    
 Kohn (اردي تعیین شده تفـاوت د ها MCGبقیه 

et al., 1990( . در این مطالعه با استفاده از نشانگر
ISSR ــوالی یی مــشابه هــا  نــشان داده شــد کــه ت

، )TC( ،6)ATG(8ي تکــــراري  هــــا  تــــوالی
4)GACA(  ،5)CAC(  ،5)CCA (  5و)CAG ( در

عـدم تکثیـر   .  وجود دارندS. sclerotiorumژنوم 
ــد   ــایی ماننـ ــا آغازگرهـ ، )GTG( ،4)TGTC(5بـ

4)CAGC (ید به این دلیل باشد که نقاط مکمل        شا
 Meyer(آنها در ژنوم این قارچ کمتر وجود دارند 

et al., 1992 (    و یا این که فاصـله بـین دو مکـان
 آن S. sclerotiorumقـارچ   DNA اتصال آنها در

قدر زیاد است که به آنها اجـازه تکثیـر موفـق در             
PCR  شـباهت ژنتیکـی بـالا بـین        .شـود  میداده ن

نـشان دهنـده    شم آباد   ها ي علی آباد و   ها جمعیت
دهد کـه    میهمچنین، نشان   . باشد میجریان ژنی   
 ممکن است از یک جـد مـشترك         ها این جمعیت 

این جریان ژنی ممکن اسـت از  . منشا گرفته باشند  
ــسم  ــق مکانی ــا طری ــد  ه ــی مانن ــراکنش طبیع ي پ

آسکوسپورها روي داده باشد که ممکـن اسـت بـا        
ریق ادوات کشاورزي    از ط  ها جابجایی اسکلروت 

و شاخص تنـوع    ژنی نئی   تنوع   .تسهیل شده باشد  
ي متعلق به کلالـه در مقایـسه بـا          ها شانون جدایه 

دهـد کـه    مـی نـشان  امر این  .دیگر مناطق بالا بود   
 بیـشتري  چندشـکلی ي متعلق بـه کلالـه       ها جدایه

ي متعلـق بـه دو منطقـه دیگـر          ها نسبت به جدایه  
ــشان  ــابراین، پتانـ ـ. دهنــد مــین سیل ظهــور بن
ــه ــا جدای ــالاتر روي  ه ــاریزایی ب ــوان بیم ــا ت یی ب
ي مختلف کلزا و نیز مقاوم به قارچ کش         ها واریته

از طرف دیگر، با توجه    . در منطقه کلاله زیاد است    
تـوان   میبه تنوع ژنتیکی بالاي بیمارگر در کلاله،         

ي مزرعه اي بررسی مقاومـت ارقـام بـه          ها آزمون
همچنـین  . انجـام داد  این بیماري را در این ناحیـه        

 جدایـه را  -ي بـرهمکنش رقـم    ها می توان بررسی  
. ایـن منطقـه انجـام داد    ي  هـا  با استفاده از جدایـه    

ي هـا  جدایـه نتایج تجزیه خوشه اي نشان داد که        
K2.7 ،K2.9 ،K8.6 و K10.10  متعلـق بــه کلالــه 

خودشان بـه تنهـایی     ) ي کلاله ها  جدایه 45/44(%
از ســایر  و دهنــد مــیچهــار کلاســتر را تــشکیل 

ي ایـن منطقـه و منـاطق دیگـر تفکیـک            ها جدایه
ند، این امـر بیـانگر ایـن مطلـب اسـت کـه              ا هشد

ي جدیـدي در    هـا  احتمالا در این منطقه ژنوتیـپ     
). Hambleton et al., 2002(حال تکامل هـستند  

تواند یک فراینـد     میي جدید   ها پیدایش ژنوتیپ 
ــد      ــایی باش ــه جغرافی ــا منطق ــرتبط ب ــاملی م تک

)Carbone and Kohn, 2001( همچنـــین ،
تواند ناشی از گسترش کـشت کلـزا و وجـود            می
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 Aghajani and(هاي دیگـر ایـن بیمـارگر     میزبان

Safaei, 2008 (    در مناطق مورد مطالعـه باشـد، بـا
این وجود در تحقیق حاضر مطالعـه اي روي ایـن       

 در سـطح    هـا  جدایـه . دو احتمال صورت نگرفت   
 تقـسیم شـدند کـه     گـروه 20 درصد بـه    80تشابه  

ي هـا  MCGنشان دهنده وجـود تنـوع بـالا بـین           
وجود تنوع ژنتیکی بالا با     . باشد میشناسایی شده   

ي بیمـارگر   هـا  در قـارچ   ISSRاستفاده از نشانگر    
. گزارش شده استتوسط محققین مختلفی    گیاهی  

و همچنـین  ) Meinhardt et al. )2002در برزیل 
Arbaoui et al. )2008 (از با استفاده ISSR نشان 

 .Sي هـا  تنوع ژنتیکی بالایی بین جدایـه دادند که 

sclerotiorumوري جمــع آپــس از .  وجــود دارد
ــه ــا جدایــ  Fusarium oxysporumي هــ

fsp.melongenae بادمجــان در جنــوب مــزارع از 
 بررسـی  بـا ) Baysal et al.) 2010ترکیـه  غربـی  

 ISSR  نـشانگر   با اسـتفاده از    ها ژنتیک این جدایه  
ي ایـن بیمـارگر   هـا  رش نمودند که بین جدایه  گزا

 همچنین، نتـایج تحقیـق      .تنوع ژنتیکی وجود دارد   
با ) Bayraktar and Dolar )2010دیگري توسط 

 حـاکی از وجـود سـطح        ISSRاستفاده از نشانگر    
ي هـا  بالایی از تنـوع ژنتیکـی بـین و درون گونـه          

فوزاریوم مـرتبط بـا بیمـاري پوسـیدگی ریـشه و            
تعلـق بـه منـاطق جغرافیـایی مختلـف        طوقه پیاز م  

نیـز  ) Dinolfo et al. )2010مطالعـات  . ترکیه بود
 جـدا شـده از   Fusarium poaي هـا  روي جدایه

گندم در منـاطق مختلـف آرژانتـین و انگلـیس بـا           
، تنوع ژنتیکـی بـالایی را       ISSRاستفاده از نشانگر    

نـوع ژنتیکـی بـالاي      ت . آشـکار کـرد    ها بین جدایه 

 S. sclerotiorumيها بین جدایهمشاهده شده در 
تواند در اثر مهاجرت، جهـش و        میمورد بررسی   

وجـود پدیـده   . انتخاب تنوع گرا ایجاد شده باشـد    
 باعـث انتخـاب     هـا  انتخاب تنوع گرا در جمعیت    

ي مختلف در شرایط محیطی متفـاوت        ها ژنوتیپ
یی که در معرض شـرایط      ها در جمعیت . شود می

مزمـان چنــدین  محیطـی متغیـر هـستند، وجـود ه    
ژنوتیپ نسبت به یک جمعیت کلونال یا همگـون         

 S. sclerotiorumي ها جمعیت. مطلوب تر است
در مزرعه تحت تاثیر شرایط محیطی متغیر هستند        

ي میزبـان،   هـا  چرا کـه تاریخچـه کـشت، واریتـه        
مــاکرو و میکــرو و عملیــات    مــیشــرایط اقلی

کشاورزي همه باعـث ایجـاد یـک محـیط متغیـر            
و لـذا بـه نظـر    ) Kohli et al., 1992(شـوند   می
ي این بیمارگر در مزرعـه      ها رسد که جمعیت   می

به صورت ناهمگون هستند که نتایج ایـن مطالعـه          
همچنـین، تنـوع ژنتیکـی       .موید این مطلب اسـت    

تولیـد مثـل    تواند ناشی از     میبالاي مشاهده شده    
 باشد، چرا که اینوکلوم اولیـه بـراي ایجـاد           جنسی

ــر روي  ــاري ب ــارگر    بیم ــن بیم ــط ای ــزا توس  کل
ــپور اســت  اگرچــه ایــن گونــه یــک    . آسکوس

ــسیل     ــی پتان ــت ول ــک اس ــست هموتالی آسکومی
 Kohn et al., 1991; Atallah(دگرگشنی را دارد 

et al., 2004 .(   مکانیسم دگرگشنی در ایـن گونـه
 ولی این احتمال وجود  ،هنوز مشخص نشده است   

 ـ   ها دارد که میکروکنیدي   ن ي ایجاد شده توسـط ای
 ,Kohn(بیمارگر که قابلیت جوانـه زنـی ندارنـد    

 Atallah et(همانند اسپرماتیا عمـل کننـد   ) 1979

al., 2004.(  نتایج بررسی با استفاده از این نشانگر
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 را بر مبناي نواحی جغرافیـایی       ها نتوانست جدایه 
عـدم ارتبـاط بـین      . آنها از یکـدیگر تفکیـک کنـد       

ناشی از غلبـه    تواند   میجدایه و منشاء جغرافیایی     
جریان ژنی بر تاثیرات رانش ژنتیکی و جلـوگیري        
از تفکیک و تمـایز محـدود بـه یـک منطقـه بـین               

بـه عبـارتی دیگـر، مهـاجرت        .  باشـد  هـا  جمعیت
 بـین زیـر     هـا   و اختلاط مداوم ژنوتیـپ     ها جدایه

 و تبـادل ژنتیکـی فـراوان تفکیـک و           هـا  جمعیت
دهـد   مـی تمایز محدود به یک منطقـه را کـاهش          

)Wright, 1931; Slatkin, 1987.(     بـا توجـه بـه
 از  تـوان  مـی نتایج به دست آمده در ایـن تحقیـق          

 به عنوان یک تکنیک مفید و سـاده         ISSRنشانگر  
براي بررسی تنوع ژنتیکی، مطالعات اپیـدمیولوژي       

.  اســتفاده نمــودS. sclerotiorumو فیلــوژنتیکی 
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DNA polymorphism among mycelial compatibility groups of Sclerotinia sclerotiorum 
using ISSR marker 
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ABSTRACT 

To assess the genetic structure of 38 Sclerotinia sclerotiorum isolates, representing 38 

MCGs (Mycelial Comatibility Groups), collected from canola fields in Golestan, Mazandaran 

and Western Azarbaijan provinces, ISSR marker were used. Six out of 19 ISSR primers were 

reproducible and could amplify 2124 bands ranging in size from approximately 120 bp to 

3800 bp. ISSR09, ISSr10 and P1 primers had discriminatory power and marker index more 

than the others, indicating the efficiency of these three primers in discriminating of isolates. 

ISSR markers could differentiate 38 isolates into 36 genotypes, suggesting in S. sclerotiorum 

populations each MCG is genetically different from others. 
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