
  
   Polymyxa betae keskinهاي  فيلوژنتيكي جدايه ژنتيكي و رابطهبررسي تنوع 
 (ITS) هاي بين ژني هاي خراسان رضوي و شمالي با استفاده از مكان استان در مزارع چغندرقند
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  چكيده
استان خراسـان رضـوي و شـمالي    مزرعه چغندرقند  49از خاك   Polymyxa betaeهاي ژنتيكي و رابطه فيلوژنتيكي جدايهتنوع به منظور بررسي 

شد  كل ريشه چغندرقند استخراج DNAهفته،  7الي  5كاشته شد و بعد از  ICهاي جمع آوري شده بذر چغندر قند رقم  سپس در خاك .برداري شد نمونه
بـا اسـتفاده از جفـت آغازگرهـاي       28s rRNAو 18s r RNA ،ITS1، 5.8srRNA، ITS2شـامل  P.betaeي از قـارچ  جفـت بـاز   463منطقه  و

Pxfwd1/ITS4 تـوالي از بانـك ژن   5دست آمده بـا   ههاي ب توالي. يابي گرديدند دايه از گونه فوق انتخاب و تواليبيست و دو ج. تكثير شدند(NCBI) 
هاي خراسـان رضـوي و شـمالي، در     هاي مناطق مختلف استان جدايه. ر در دو گروه قرار گرفتندهاي قارچ مزبو جدايه بر طبق اين آزمايش، .مقايسه شدند

نتايج ايـن تحقيـق حـاكي از آن اسـت كـه      . اي قرار گرفتند هاي اروپايي در گروه جداگانه ي بسيار نزديك به يكديگر و جدايهيك گروه و با شباهت ژنتيك
 .باشد تر مي در آناليز فيلوژني اين جنس مناسب ITS1نسبت به منطقه   ITS2منطقه
  

  Poymyxa betae تنوع ژنتيكي، آناليز فيلوژنيك،، استان خراسان شمالي ،استان خراسان رضوي: كليدي هاي واژه
  

    1 مقدمه
بـه عنـوان يـك قـارچ      1990تا قبل از دهه  Polymyxaجنس 

شـد ولـي    شناخته مـي  Plasmodiophoromycetesمتعلق به رده 
فيلوژني و منشاء ايـن رده  هاي مولكولي مشخص شد كه  بعد از بررسي

كه امروزه اين جنس در سلسله  طوري هب ها متفاوت است، با قارچ كاملاً
Protozoa ،  ــاخه رده  ،Plasmodiophoromycotaشــــــــــ

Plasmodiophoromycetes راسته ،Plasmodiophorales و 
ارتبــاطي بــا  گيــرد و قــرار مــي Plasmodiophroraceaeخــانواده 

به  و Polymyxaجنس ابتدا ). 23 و 19 ،17 ،7( ها ندارد سلسله قارچ
ــال آن ــه  دنب ــد P.betaeگون ــه ).16 و 12 ،11( شناســايي گردي  گون
P.betae      انتشار جهاني داشته و حتي در منـاطقي كـه سـابقه كشـت

در  ).13 و 10 ،9 ،8 ،6 ،3( اند وجـود دارد  طولاني چغندرقند را نداشته
اولين بار توسط ايزدپنـاه از  براي  1375در سال  P.betaeايران گونه 

ايــن ناقــل قــادر اســت كــه ). 1( اســتان فــارس گــزارش شــده اســت
هاي ويروسي متعدد و خطرناكي را به چغندر قند منتقـل نمايـد    بيماري

 كـه هاي خراسان گزارش شده است  ها از استان نوع از آن 4كه حداقل 
                                                            

، و اسـتادان گـروه گياهپزشـكي   دانشـجوي سـابق دكتـري    به ترتيب  -4و 3، 2،  1
  دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد

  ):vahid_jahan2003@yahoo.com Email:     نويسنده مسئول-(*

حاضـر   در حال و بوده ريشه ريشيويروسي ها بيماري  ترين آن ز مهما
وباعث كم شدن  نمايد خسارت زيادي وارد ميخراساني به چغندركاران 

  ).5 و 3 ،2( سطح زير كشت اين محصول مهم شده است
تحقيقات تحول شگرفي در  هاي نوين آزمايشگاهي، با ابداع روش 

 ـ  روش. بيولوژيك صورت گرفت ويـژه   ههاي زيست شناسي مولكـولي ب
بـه همـراه آناليزهـاي فيلوژنتيـك بـراي       كي ـنوكلئ دياسي توال نييتع

هـا   ايـن روش . گردد ها بسيار استفاده مي ي بين جمعيتمطالعات ژنتيك
ها و يـا اختصاصـي    قادرند روابط بين افراد را مستقل از مورفولوژي آن

 theهـاي بـين ژنـي    در اين ميـان مكـان   .بودن ميزبان، تخمين بزند

internal transcribed spacer(ITS) ــق ــه  متعل  از rDNAب
  ).22 و 21 ،19 ،17 ،12(د هستن برخورداري ا ژهيو تياهم

  P.graminisهاي  جدايه rDNA 5.8و  ITSمحققين نواحي 
ــد،  P.betaeو  ــه فــوق پــي بردن ــه اختلافــات دو گون  را مطالعــه و ب

يك گروه  plasmodiophoridsهمچنين به اين نتيجه رسيدند كه 
هـا و   هـا، قـارچ   ارتباط نزديكي با ساير يوكاريوت مجزا محسوب شده و

بـه   18SrDNAهـاي ژن   همچنين با مقايسه توالي. پروتوزئوها ندارد
محققين  .)22( ها پي بردند ها و شبه قارچ ارتباط فيلوژنتيكي ميان قارچ

 5.8S rو ITS1، ITS2 شـامل  rDNAنـواحي از   در بررسي ديگر

DNA  كه از هندوسـتان و غـرب   فوق  جدايه از دو گونه 12متعلق به
ترادف  4در اين تحقيق  .آوري شده بودند را بررسي نمودند آفريقا جمع
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ــه  7مختلــف از  ــادام ( Peanut clumpســورگوم و [جداي ــوعي ب ن
توسـط سـاير محققـين     ي كه قبلاًها ترادف دست آمد كه با هب ])زميني

 ـ Polymyxaبراي جـنس   دسـت آمـده بـود، تفـاوت داشـت كـه        هب
و   ITS1در نـواحي  دست آمده مربوط به تركيب و طـول  هب اختلافات

ITS2 هـاي   فـرم اختصاصـي در ميـان جدايـه     5نـين  همچ. باشد مي
P.graminis   تنـوع ژنتيكـي گونـه     مطالعـه ). 17( پيشنهاد نمودنـد
P.graminis )،گندم، بادام زميني و ارزن  سورگوم، جدا شده از ذرت

 18S, 5.8S ,ITS1نـواحي  درا در غـرب قـاره آفريق ـ  ) مرواريـدي 

ITS2و 19( نشـان داد جدايه گونه فـوق   24در ميان را هايي  ، تفاوت 
هـايي از ژنـوم جـنس     محققان در طي تحقيقات مختلـف بخـش   ).20

Polymyxa   18:را شـاملS rRNA gene , ITS1 , 5.8S 

rRNA gene , ITS2 , 28S rRNA gene     مطالعـه نمودنـد و
 را از يكديگر جدا نمايند P.betae و P.graminisتوانستند دو گونه 

)20(.  
 هـاي مهـم   در انتقـال بيمـاري   P.betaeزيـاد  به علـت اهميـت   

كه تـا كنـون مطالعـات     چون ريشه ريشي چغندرقند و اين ي همويروس
هـاي   ن ناقل در ايران و از جمله استانبر روي تنوع ژنتيكي اي مناسبي

لـذا ايـن تحقيـق بـه      اسـت، گرفته نصورت  خراسان رضوي و شمالي
دو در  مهـم  منظور بررسي تنوع ژنتيكي و رابطه فيلوژنتيكي اين ناقـل 

 .شد استان فوق انجام
  

  ها واد و روشم
  برداري از مزارع چغندرقند  نمونه

هـاي   ترين مناطق چغندرقنـدكاري اسـتان   براي اين منظور از مهم

بـرداري   شـمالي و از خـاك مـزارع نمونـه     خراسـان  خراسان رضوي و
شهرســتان  13مزرعـه متعلــق بـه    49در مجمــوع از  .صـورت گرفـت  

برداري در خلال تيـر و مـرداد مـاه     زمان نمونه.شدبرداري انجام  نمونه
بسـته بـه وسـعت    (نمونه خـاك   5الي  3از هر مزرعه  .بود 1389سال 
از اطـراف   و حداقل هر يك به وزن يـك كيلـوگرم و ترجيحـاً    )مزرعه

ي مختلف هر مزرعه ها ه طور تصادفي و در قسمتدرقند و بريشه چغن
 هاي نايلوني به طور مجـزا بـه گلخانـه منتقـل شـدند      تهيه و در كيسه

  ).1جدول (
  

  اي هاي گلخانه بررسي
بـه   هاي هر مزرعه ، خاكهاي خاك به گلخانه پس از انتقال نمونه

هاي پلاستيكي دو كيلويي ريخته شـد   خوبي با هم مخلوط و در گلدان
رقم مولتي ژرم و حساس بـه بيمـاري   ( ICدد بذر چغندرقند رقمع 5و 

براي هر نمونـه خـاك   . ها كاشته شد به عنوان گياه تله در آن) رايزمانيا
تعدادي گلدان نيز به عنوان شاهد با خـاك   .گلدان در نظر گرفته شد 3

با هيپو كلريت سديم (IC سترون و بذر ضدعفوني شده چغندرقند رقم 
هـا   گلـدان  .در گلدان كاشته شدند تهيه و )دقيقه 5/1 درصد به مدت 1

در گلخانه تحقيقاتي دانشكده كشاورزي مشهد و تحت شـرايط دمـاي   
 14گراد و تناوب نـوري   درجه سانتي 20گراد و شبانه  سانتي 27روزانه 

ساعت تـاريكي و بـا آبيـاري روزانـه نگهـداري       10ساعت روشنايي و 
از كاشت بذور، ريشـه گياهـان بـه     هفته 7الي  5پس از گذشت  .شدند
هاي باقيمانده سطح ريشـه   ك بيلچه سترون از خاك خارج و خاككم

هاي مويين جدا و  وسط آب جاري شسته شدند، سپس ريشهبه آرامي ت
  .به روش مولكولي مورد بررسي قرار گرفتند

  
  خراسان رضوي و شماليهاي  هاي استان ك مزارع چغندرقند شهرستانه از خابرداري شد مناطق نمونه -1جدول 

نام   منطقه
نام  نام منطقه  شهرستان

  شهرستان
 مشهد و قازخان)مشهد(، مياميچلاقيرضويه،  تربت جام  كارخانه قند تربت جام و ابدال آباد

 سرخس سرخس و جنگل  خواف  خواف و سلامي
و  ،رادكان ، خرم آباد، نصرآباد، شغل آباد چناراننهرآباد، 

  نيشابور  )مزرعه 2 ( سرولايت ، ملخ دره، ده سرخ و همت آباد  چناران  گلمكان
 سبزوار )مزرعه2(و دشت جوين)مزرعه2(سلطان آباد، خوشاب   قوچان و شيروان  و زيارت قوچانفتح آباد ، 

اديه ، دربان رضوي ، زاوه وكدكن ، عبد آباد ، جلگه رخ، حشمت آباد، جو  اسفراين   و سورك عباس آباد
  تربت حيدريه  تربت حيدريه

 فريمان تقي آباد، قلندرآباد،كته شمشير، مرغزار و سفيد سنگ بجنورد  عسگرآباد ، باغان، اسحاق آباد و بجنورد
  

 
  اي پليمراز در واكنش زنجيرهITS4 و Pxfwd1ناحيه تكثير شده توسط دو آغازگر  - 1شكل 
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    P.betaeرديابي مولكولي و بررسي تنوع ژنتيكي

هـاي مـويين    ي گياه چغندر قند از ريشهDNAبدين منظور، ابتدا 
ــد آن  ــتخراج گردي ــتخراج    .اس ــت اس ــار از كي ــن ك ــراي اي  DNAب

Accuprep ® GMO-Bioneer) -  اسـتفاده شـد   )كره جنـوبي 

 Nanoه با استفاده از دسـتگاه  ي استخراج شدDNAدرجه خلوص .

drop 2000 Thermo scientific) (    ــر ــانوگرم ب ــب ن برحس
اي  سـپس بـا اسـتفاده از واكـنش زنجيـره     . گيري شـد  ميكروليتر اندازه

جفـت   480اي به طول  به كمك دو آغازگر اختصاصي ناحيه و پليمراز
  : باز شامل

18S rRNA gene (partial) , ITS1 , 5.8S rRNA 
gene , ITS2 , 28S rRNA gene (partial) 

آغازگر بكار رفته در اين آزمايش به شرح زيـر  توالي دو  .تكثير شد
  ) :1شكل ( )20( است

Pxfwd1= 5΄- CTGCGGAAGGATCATTAGCGTT 
-3' ITS4= 5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3' 

 :اي پليمـراز شـامل   ه شده به كيت آماده واكنش زنجيرهمواد اضاف
DNA ــتخراج ــي اس ــد ش ــه چغندرقن ــر   75( ده از ريش ــرم ب ــانو گ ن

 Mµميكروليتر و به غلظت  2(، هر يك از آغازگرهاي فوق )ميكروليتر
آب مقطر سـترون اسـتفاده    ميكروليتر، 20و تا حجم نهايي واكنش ) 5

 Masyercyclerســازي مــواد بــا اســتفاده از دســتگاه  بهينــه .شــد

gradient (Eppendorf AG –Germany) صــورت گرفــت. 
گراد  درجه سانتي 94برنامه حرارتي، شامل دماي واسرشت سازي اوليه 

گـراد بـه    درجـه سـانتي   92چرخه شامل  35دقيقه و سپس  4به مدت 
درجـه   72ثانيـه،   30گـراد بـه مـدت     درجه سـانتي  54 ثانيه، 45مدت 
گـراد بـه    درجه سـانتي  72دقيقه و مرحله نهايي  1گراد به مدت  سانتي

 در دســــــتگاه ترموســــــايكلردقيقــــــه بــــــود و  5مــــــدت 
Biometra,Tpersonal)، محصـول نهـايي   . انجام گرديـد ) آمريكا

PCR  دقيقه  90به مدت  80درصد تحت ولتاژ ثابت  2/1در ژل اگارز
الكتروفورز ) Fermentas( جفت بازي DNA 100در حضور نشانگر 

بــراي هــر چاهــك دو ميكروليتــر محصــول در نظــر گرفتــه  . گرديــد
بـا   DNA green viewerي از رنـگ آمـاده   جهت رنـگ آميـز  .شد

. ليتـر ژل آگـارز اسـتفاده گرديـد     ميلي 10وليتر در هر غلظت يك ميكر
ترانس لوميناتور مشاهده شد، وجود و يـا   UK سپس نتايج با دستگاه 

جفت  480محدوده  قطعه تكثير شده به صورت تك باند در عدم وجود
ق بـراي شـاهد   تمـامي مراحـل فـو   . بازي مورد بررسـي قـرار گرفـت   

  .)2شكل (انجام گرديد ) چغندرقند سالم(
بـر اسـاس بخشـي از نـواحي       P.betaeبررسـي تنـوع ژنتيكـي   

rDNA، يابي بخشي از ژنوم  تواليP.betae محصـول   .انجام گرديد
هاي خراسان  مراز متعلق به نواحي مختلف استاناي پلي واكنش زنجيره

. جنوبي ارسال شـدند  شور كرهرضوي و خراسان شمالي انتخاب و به ك

پـس از انجـام   . فـت يابي مستقيم صـورت گر  يابي به روش توالي توالي
دست  ههاي ب نتيكي و آناليز فيلوژنتيكي جدايه، تنوع ژآناليزهاي مختلف

  .مورد استفاده قرار گرفتند MEGA 5.10آمده با برنامه 
  

  تجزيه تحليل نتايج حاصل از توالي يابي
 بررسي گرديد BioEditهاي به دست آمده توسط نرم افزار  توالي

اي بـه دسـت آمـده از دو    ه ـ طمينان از صحت تواليبعد از ا. )15 و 4(
 DNAمسـتقيم و معكـوس توسـط نـرم فـزار      ة يابي شد رشته توالي

Baser هـاي حاصـله بـا     تـوالي . مرتب شد) '3به  '5از(واحدي ة رشت
هـر تـوالي بـه طـور     . دندمقايسه ش ـ NCBIهاي ثبت شده در  جدايه

تجو شــد و در بانــك ژن جســ Blast nجداگانــه توســط نــرم افــزار 
هم رديـف   Clustal Wتوسط نرم افزار  Blastهاي حاصل از  توالي
جدايه ثبت  4هاي ايراني، از  در اين مطالعه علاوه بر جدايه. )19( شدند
 بـا شـماره  (در بانك ژن شامل دو جدايه از انگلسـتان   P.betaeشده 

، يك جدايه از بلژيـك  )EU244489.1و  FN3939761دسترسي 
)AJ31181 ( و يــك جدايــه از تركيــه)AJ311582( انتخــاب شــد 
بـه  )  P.graminis )FN393973.1همچنين يك جدايه از گونـه  .

 ).7 و 6 ،5، 3شكل هاي ( شدعنوان گروه خارجي استفاده 
  

  آناليز فيلوژنتيكي
، بـا   Clustal Wتوسط نرم افزارها  پس از همرديف نمودن توالي

هاي فيلوژنتيكي ترسـيم   درخت MEGA 5.10هاي استفاده از برنامه
 MEGAتكرار جهت انجام برنامه  1000بر پايه   Bootstrap.شدند

تهيه شده با استفاده از روش الحـاق   هاي درخت. انتخاب گرديد 5.10
ترسـيم   MEGA 5.10در برنامه  Neighbor Joining) (همسايه
بــراي تعيــين فواصــل  MEGA 5.10همچنــين از برنامــه  .گرديــد

 22.نوكلئوتيدي و مقايسه نوكلئوتيدهاي ايراني با اروپايي اسـتفاده شـد  
  .ندجدايه در اين بررسي شركت داده شد

بـه نمـايش نمـودار فواصـل     به منظور ترسيم هيستوگرام مربـوط  
بـا   اي پس از تعيين فواصـل نوكلوتيـدي بـه دسـت آمـده      درون گونه

 ).4شكل ( نمودار مربوطه رسم شد ،Excelاستفاده از نرم افزار 
 

  تايج ن
    P.betaeرديابي مولكولي و تنوع ژنتيكي

 ng/µl 130ي چغندرقند، غلظـت آن تـا   DNAپس از استخراج 
نمونـه   40ي مورد بررسـي در  DNAنمونه  49از مجموع  .تعيين شد

ايجاد  يجفت باز 480محدودهدر ناحيه ياد شده تكثير شد و باندي در 
 ).2شكل ( كردند
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درصد  2/1در ژل افقي آگارز  PCRالكتروفورز محصول  - 2شكل 

 DNAنشانگر  1ستون . DNA green viewerرنگ آميزي شده با 
)bp DNA Ladder100(كنترل منفي  :2، ستون)آب مقطر سترون( ،

ي ريشه  DNAدر  P.betaeعدم تشكيل باند اختصاصي : 3ستون 
ي DNA  عدم تشكيل باند اختصاصي در :4ستون  سالم، چغندرقند

 480 باند :11الي  5هاي  ستون ،P. betaeريشه چغندرقند غير آلوده به 
  . P.betaeجدايه  7تكثير شده در  جفت باز

  
نسبت به ) خراساني(هاي ايراني  نتايج آزمايش نشان داد كه جدايه

درصد شباهت بودنـد و   99تا  97داراي  مورد بررسييكديگر در ناحيه 
هـاي اروپـايي    درصد شباهت نسبت بـه جدايـه   100تا  96همچنين از 

  .ثبت شده در بانك ژن برخوردار بودند
  

  ارتباط فيلوژنتيكي
وه جداگانـه  ، شامل دو گرMEGA 5.10درخت حاصل از برنامه 

 .باشـند  هـاي اروپـايي مـي    هاي ايراني و جدايه از يكديگر شامل جدايه
 )تـر  هاي كو چك وهو در زير گر(هاي ايراني در يك گروه بزرگ  جدايه

هـاي اروپـايي بـا     كه تمامي جدايـه  در صورتي در درخت پراكنده بوده،
هاي  همچنين جدايه. ك گروه قرار دارنددر ي Bootstrap 65 ضريب

تـر در كنـار يكـديگر قـرار      هاي كوچـك  هر منطقه جغرافيايي در گروه
جلگـه رخ   زاوه،(هاي  را جدايه Bootstrapبيشترين ضريب . اند گرفته

 98و  99به ترتيب بـا  ) خوشاب وسلطان آباد دشت جوين،(و  )و كدكن
 ـ  ها حاكي از شباهت آن طول كم شاخه. دارند ود ها نسبت به يكـديگر ب

هاي هر زير شاخه با توجه به ناحيه جغرافيايي شـان   هر چند كه جدايه

هـاي   اي كـه در آن جدايـه   اخه خاص قرار گرفتند ولي در شـاخه در ش
وجـود جدايـه سـرولايت     وجود دارد،) سفيد سنگ ، تربت جام وخواف(

كـه متعلـق بـه ناحيـه جغرافيـايي      ) 3شـكل   در * با علامت(نيشابور 
اي  درون گونـه  فاصـله . رسـد  مـي عمول بـه نظـر   ديگري است، غير م

P.betae درصـد اسـت و    04/0هـاي خراسـان از صـفر تـا      در استان
هـاي   بـا جدايـه  هاي خراسـان   در استان P.betaeفاصله بين جمعيت 

P.betae   درصـد و فاصـله بـين جمعيـت      20/0از اروپا بين صفر تـا
درصـد    21/0بين  P.graminisاز خراسان با  P.betaeهاي  جدايه

بـه عنـوان گـروه      P.graminisگونـه . درصد متغيـر اسـت   22/0تا 
خارجي در نظر گرفته شد و خارج از دو گروه فوق در درخـت فيلـوژني   

  .قرار گرفت
  

  ITS 1 آناليز مكان بين ژني
نشـان   ITS1 مكان بين ژني يابي توالي درخت فيلوژني حاصل از

كنـار  در  Bootstrap ،62هاي ايراني در يك گـروه بـا    داد كه جدايه
يـك   در Bootstrap ،43هاي اروپايي با  يكديگر قرار گرفتند و جدايه

اسـتان   P.betaeاي جمعيـت   فاصله درون گونه. شدند شاخه ديده مي
در  P.betaeدرصد بود و فاصله بين جمعيت  20/0خراسان از صفر تا 

 20/0اروپـايي بـين صـفر تـا      P.betaeهاي  استان خراسان با جدايه
شرده شاخه ها نسبت بـه  ف درصد بود كه اين مطلب نيز در طول كم و

خراسـان بـا    P.betaeهـاي   فاصله جمعيت جدايـه . شود هم ديده مي
P.graminis  ــين ــا   64/0ب ــد ت ــد   67/0درص ــين ش ــد تعي . درص

در نظـر   (Outgroup)به عنوان گروه خـارجي    P.graminisگونه
. رخـت فيلـوژني قـرار گرفـت    گرفته شد و خارج از دو گروه فـوق در د 

در  SNPحـاوي تنهـا يـك     جفت باز بوده و 114داراي  ITS1ناحيه 
نشان  ITS1مطالعه بر روي جايگاه بين ژني . بود 57نوكلئوتيد شماره 
در ايـن جايگـاه تنـوع زيـادي     ) خراساني( هاي ايراني داد در بين جدايه
ايرانـي را از  هـاي   ين جايگاه بين ژني نتوانست جدايـه وجود نداشته و ا

تـوان در انـدازه كوتـاه     ، كه ايـن موضـوع را مـي   يكديگر متمايز نمايد
طـول كـم    .ي ايجاد شده درخت فيلوژنتيك نيز مشاهده نمـود ها شاخه
هاي ايراني نسبت بـه   جاد شده نشانگر شباهت زياد جدايههاي اي شاخه

  ).5 شكل( بوديكديگر 
  

  5.8S rRNAآناليز ژن

 5.8SrRNAتيكي حاصل از توالي ژن پس از رسم درخت فيلوژن
هاي كدكن، زاوه، همت آباد نيشابور و جلگه رخ  مشخص شد كه جدايه

سـبت بـه يكـديگر از    بيشترين شباهت را ن Bootstrap 97با ضريب 
در  P.betaeهـاي   اي جدايـه  درون گونـه فاصـله   .خود نشـان دادنـد  

ه بـين  درصـد و فاصـل   04/0هاي خراسان در اين ژن از صفر تا  استان
 04/0هاي خراسان در اين ژن از صفر تـا   در استان P.betaeجمعيت 

۴٨٠bp 

11   10    9   8   7   6  5  4 3  21  
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 هـاي خراسـان بـا    در اسـتان  P.betaeدرصد و فاصله بـين جمعيـت   
. درصـد بـود   04/0درصـد تـا    01/0از اروپا بين  P.betaeهاي  جدايه

خراسـان بـا جدايـه     P.betaeهـاي   همچنين فاصله جمعيـت جدايـه  
P.graminis  ايـن ژن  . درصد محاسبه شـد  08/0تادرصد  04/0بين

 بود كه بر اين اساس ژن فوق SNPجفت باز، حاوي پنج  146داراي 

نسبت به مكـان بـين ژنـي     را P.betaeهاي خراساني  توانست جدايه
ITS1 نوكلئوتيـد هـاي متفـاوت در هـر جايگـاه       .بهتر تفكيك نمايد

هـاي ايجـاد شـده منتهـي بـه       همچنين طول شاخه. اند مشخص شده
ها در شاخه هاي متعدد نشانگر تنـوع   هاي ايراني و پراكندگي آن جدايه

) اي بيشـتر  تنوع درون گونه( هاي ايراني نسبت به يكديگر بيشتر جدايه
هـاي   نـي بـا جدايـه   هاي منتهي به جدايـه هـاي ايرا   و طول كم شاخه

نشانگر تنوع ژنتيكي كم در  )در سمت چپ درخت( P.betaeاروپايي 
هـا در   هاي اروپايي مانند جايگـاه آن  محل جدايه. بين اين دو گروه بود

. شـد  اي ديده مـي  جداگانه ساير درختان رسم شده، به صورت گروه
گــروه خـارجي، خـارج از ســاير   بـه عنـوان    P.graminisگونـه  
  ).2و جدول  6شكل ( ارگرفتقرها  گروه

 

  
و به كمك نرم  NJاين درخت به روش  .و اروپايي) خراساني( هاي ايراني متعلق به جدايه P.betaeيابي گونه  توالي درخت فيلوژنتيك حاصل از -  3شكل 

 .تكرار انجام شد 1000بر پايه  Bootstarpضريب  .باشد مي  Bootstrappingاعداد روي هر گروه نشان دهنده ضريب.ترسيم شد  MEGA 5.10افزار 
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  هاي اروپايي جدايه و) خراساني(هاي ايراني  در جدايه P.betaeاي  فواصل نوكلئوتيدي درون گونه نمايش هيستوگرا م توزيع - 4شكل 

  
   5.8S rDNA.هاي خراساني در توالي ژن در جدايه P.betae هاي SNPموقعيت  -2جدول

SNP    
جدايه 6 75 105 132 142 

Mayamee C G T G C
Jolge rokh C C T G C 

Hammet abad C C T C C 
Sarakhs C G C C C 
T.jam T G T C C 
Zearat C G T C C 

Dasht jovien C G T C G 
Nahr abad C G T C C 

Jangal C G C C C 
Abdal abad C G T C C 
Nasr abad C G T C C 
Kadkan C G T G C 
Khoshab C G T C G 

Sefeed sang C G T C C 
Khoram abad C G T C C 

Zave C C T C C 
Soltan abad C G T C C 
Taqe abad C G T G C 
Fath abad C G T C C 
Bojnord C G T C C 

Sar velayat C G T C C 
Asgar abad C G T C C 
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و به  NJاين درخت به روش . P.betaeو اروپايي گونه ) خراساني( هاي ايراني جدايه ITS1يابي منطقه  حاصل ازتوالي درخت فيلوژنتيك - 5شكل 

تكرار  1000بر پايه  Bootstrap.باشد مي  Bootstrappingاعداد روي هر گروه نشان دهنده ضريب . ترسيم شد MEGA 5.10كمك نرم افزار 
 .انجام شد

  
   ITS 2آناليز مكان بين ژني

درخت فيلوژنتيك رسم شده اين مكان بين ژني مشخص نمود كه 
جلگـه رخ و   هاي كدكن، همت آبـاد،  بيشترين شباهت متعلق به جدايه

اصـغر  هـاي   و كمترين شباهت در بين جدايـه  Bootstrap 97زاوه با 
 .بود Bootstrap40 زيارت و ميامي با  چناران، آباد، بجنورد، فتح آباد،

هـاي اسـتان خراسـان بـين      در جدايه P.betaeاي  اصله درون گونهف
خراسـان بـا    P.betaeدرصـد و فاصـله بـين جمعيـت      04/0صفر تا 

همچنـين   .درصد بـود  30/0از اروپا بين صفر تا  P.betaeهاي  جدايه
بـين   P.graminisايرانـي بـا    P.betaeهـاي   ايهفاصله جمعيت جد

نيـز تفـاوت    در اين مكان بين ژنـي  .درصد محاسبه شد 35/0 تا 32/0
هـا   شـد و طـول كـم شـاخه     ها مشاهده نمـي  چشمگيري در بين جدايه
 جفـت بـاز   136ايـن ژن داراي  .)7شـكل  (باشد بيانگر اين موضوع مي

ــه ــورد بررســي ده  اســت و در جداي  هــاي، گــاهدر جاي( SNPهــاي م
  .مشاهده شد) 132،11،25،38،43،65،66،74،109،123
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و به  NJاين درخت به روش  . P.betaeو اروپايي گونه ) خراساني( هاي ايراني جدايه 5.8SrRNAيابي ژن  حاصل ازتوالي درخت فيلوژنتيك - 6شكل 

  .تكرار انجام شد 1000بر پايه  Bootstrap. باشد مي  Bootstrappingاعداد روي هر گروه نشان دهنده ضريب . ترسيم شد MEGA 5.10كمك نرم افزار 
  
  بحث

 قـارچ  كي ـ عنـوان  بـه  1990 دهه از قبل تا Polymyxa جنس
 ولـي  شد مي شناخته ، Plasmodiophoromycetes رده به متعلق
 ايـن  منشـاء  و فيلوژني كه گرديد مشخص مولكولي هاي بررسي از بعد
ــاملاً رده ــا ك ــارچ ب ــا ق ــاوت ه ــت، متف ــ اس ــوري هب ــه ط ــروزه ك  ام

 بـا  ارتباطي و گيرد مي قرار Protozoa در سلسله  Polymyxaجنس
  .)22( ندارند ها قارچ سلسله

P.betae ــادر اســت توســط روش ــزارع  ق ــاگوني در م هــاي گون
خاك آلوده، آب آبيـاري  . دست پراكنده شود دورچغندرقند و در مناطق 

عبـور ماشـين آلات   استفاده از آب زهكشي آلوده براي آبيـاري،   آلوده،
حركت دام در مزارع آلـوده و همچنـين    هاي آلوده، كشاورزي در زمين

اين ناقل را قادر  هاي حمل كننده چغندرقند، باقيمانده در كاميونخاك 
ارع سـالم و در منـاطق   آلـوده بـه مـز    ساخته است به راحتي از مـزارع 

هاي مقـاوم ايـن   سيستوسـور . هاي خراسان منتقل گردد مختلف استان
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هـايي ماننـد    واره ضـخيمي هسـتند و قادرنـد ويـروس    ناقل داراي دي ـ
BNYVV بقايـاي چغندرقنـد تغذيـه     هايي كه از دام را در مواد دفعي

وسيع بيمـاري   رسد انتشار به نظر مي) 23و  8( زنده نگهدارند كنند، مي
اك اضـافي حاصـل از   در ناحيه كارخانجات قند به علت اسـتفاده از خ ـ 

 موضوع مهم ديگر اين است كـه، ). 14( دهد ها رخ مي فراوري كارخانه
توانند پيمـان كشـت خـود را بـا      كشاورزان هنگام كاشت چغندرقند مي

كـه كشـاورزان را حمايـت بيشـتري     ( كارخانجات قنـد منـاطق ديگـر   

منعقد نموده، و محصول خود را به كارخانه قنـد مـورد نظـر     )نمايند مي
هـاي آسـان و گونـاگون پـراكنش      تحويل نمايند، لذا اين عوامل روش

P.betae تـوان   نمايد، درنتيجـه مـي   را در سطح وسيع بهتر آشكار مي
جدايـه   22گفت يكي از دلايل عمده در وجود شباهت ژنومي زيـاد در  

دست آمـده در   هنتايج ب .ايط فوق دانستمورد مطالعه به علت وجود شر
  ).23و  22(داشت اين تحقيق با مطالعات ساير محققان مطابقت 

  

  
و به كمك نرم  NJاين درخت به روش  .P.betaeو اروپايي گونه ) خراساني( هاي ايراني جدايه ITS2يابي منطقه  وژنتيك حاصل ازتواليدرخت فيل - 7شكل 

 .تكرار شد 1000بر پايه  Bootstrap. باشد مي  Bootstrappingاعداد روي هر گروه نشان دهنده ضريب . ترسيم شد MEGA 5.10افزار 
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اي  هاي ايرانـي در شـاخه   ات فيلوژنتيكي نشان داد كه جدايهمطالع
انـد و ايـن    اروپـايي قـرار گرفتـه   هاي كشـورهاي   متمايز از ساير جدايه

 5.8Sو ژن (ITS1,ITS2)بندي در تمامي نـواحي بـين ژنـي     گروه

rDNA ـ  گـروه . كند صدق مي  بيـانگر   دسـت آمـده احتمـالاً    هبنـدي ب
به عبـارت   .هاست در ارتباط با نوع هر يك از جدايهموقعيت جغرافيايي 

از  هاي يك منطقه جغرافيايي خـاص و نـواحي اطـراف آن    ديگر جدايه
ايـن  . ر بودنـد تنوع ژنتيكي و جايگاه فيلوزنتيكي خـاص خـود برخـودا   

كـه ايـن    طوري ه، بكند هاي اروپايي نيز صدق مي مطلب در مورد جدايه
گونـه  . انـد  جزا و در كنار يكـديگر قـرار گرفتـه   ها دريك شاخه م جدايه

P.graminis  گـروه  هـاي فيلوژنتيـك بـه عنـوان      در تمامي درخـت
جدايـه سـر    فقط يك مـورد خـاص در ارتبـاط بـا    .قرار گرفت  خارجي

 تربـت جـام،  " شود، كه ايـن جدايـه در شـاخه    ولايت نيشابور ديده مي
اين جايگاه بـه   قرار گرفته است كه احتمال دارد "خواف و سفيد سنگ
قـه سـر ولايـت نيشـابور از     در منط P.betaeهـاي   علت انتقال جدايه

منطقـه فـوق باشـد     بخش هاي قبلي به هاي ياد شده در طريق روش
  ).3شكل (

هاي  در استان خراسان P.betaeهاي  اي جدايه فاصله درون گونه
درصـد بـود و فاصـله بـين جمعيـت       04/0رضوي و شمالي از صفر تا 

P.betae هاي  در اين نواحي با جدايهP.betae   از اروپا بين صفر تـا
درصد تعيين شد و همچنين داراي همپوشاني بالايي بـا جدايـه    20/0

رسيد  را بودند، كه در نتيجه به نظر مياروپايي ثبت شده در بانك ژن دا
يكـي  از تنـوع ژنت  P.betae) خراسـاني ( هـاي ايرانـي   در ميان جدايـه 

در يك شاخه  نتيجه در درخت فيلوژنتيك،بالايي برخوردار نيستند و در
 ولـي تفـاوت   انـد،  قـرار گرفتـه  ) هاي كـم  هايي با طول و در زير شاخه(

بيشتر بـود   P.graminisبا  P.betaeهاي ايراني  نوكلئوتيدي جدايه
در يك شاخه جداگانه به صورت گروه خـارجي   P.graminisو گونه 

  .در درخت فيلوژنتيك قرار گرفت
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