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    بودني و اختصاصيکي تنوع ژنتي، بررسي مولکولييشناسا

  Macrophomina phaseolina   يراني ايها جدايهزبان يم
  

  ، ۳تپه گليمحمدابراهيم ، *۲ييصفاناصر ، ۱زادهيمهداله ولي
  ۵يآقاجانمحمدعلي    و۴ک پرزيمانتهازلکويتل 

  ،ت مدرسيدانشگاه تربکده کشاورزي دانشجوي کارشناسي ارشد، دانشيار و استاد، دانش، ۳، ۲، ۱
  ، استاديار، مرکز تحقيقات کشاورزي و منابع طبيعي گرگان۵، کي مکزيوتکنولوژي بي مرکز مل،۴

  )۲۳/۱۲/۸۸: بيخ تصويتار ‐ ۵/۸/۸۸: افتيخ دريتار(
  

   دهيچک
  

 و يجهان پراکنش با ،ي ذغاليدگي پوسيماري و عامل بدزا خاک مارگريب کي نايماکروفوم قارچ
 يزبانيم تياختصاص و يکيژنت تنوع يبررس جهت. باشديم ياهيگ گونه ۵۰۰ از شيب يزبانيم دامنه

 گرگان،ن، يقزو تهران، يها استان از يماريب يهانشانه و ميعلا يدارا اهانيگ از رانيا در قارچ نيا
ر ي بوه ويلويکهکفارس، ،يمرکز خوزستان،زنجان،  ،يجان شرقيآذربا همدان، خراسان، سمنان،
 يجداساز از پس. شد يبردار نمونه ۸۷ و ۸۶ يهاسال يط هرمزگان و کرمان زد،ي اصفهان، احمد،

 از استفاده با و يجداساز استان ۱۲ ازو  زبانيم ۲۴ از هيجدا ۵۲ قارچ، يساز خالص و
 از استفاده با هاهيجدا يکيژنت تنوع. شدند ييشناسا گونه ياختصاص آغازگر و يظاهر اتيخصوص

 و يريتکرارپذ وضوح، يدار آغازگر ۶ ،استفاده مورد آغازگر ۹ انيم از. شد يبررس ISSR انگرنش
ل يه و تحلي تجز. قرار گرفتنده مورد استفادي بعديزهاي و در آنالبودند کيمورفيپل يباندها تعداد
ابه ب تشيق آغازگرها با استفاده از ضري مربوط به تلفي باندي حاصل از الگويها  دادهيا خوشه

گروه  .داددر چهار گروه قرار ها را  هي جدا، درصد۶۰در سطح تشابه ،UPGMAجاکارد و روش 
گروه دوم  . اصفهان بود و شاهدانه از کاشانيهاهي شامل جداها هي درصد جدا۷۶/۵اول شامل 

ه ي جدا،ه خربزهي جدا،اي سويها هي جداتمام ،يويه کيهر سه جدا. ها بود هيدرصد جدا ۵۳/۶۸شامل
 همهکنار هم قرار گرفتن . ن گروه قرار گرفتندي ا داخله در کنار هم دريذرت و بام، تونيز

 و  درصد تشابه۶۴با  يا و گل جعفري، سويويک، سورگوم  ذرت،يها زباني گلستان از ميها هيجدا
ن گروه ي درصد تشابه در ا۱۰۰ با ي گوجه فرنگ و کدويها زبانين از مي قزويها هين جدايهمچن
ه يدرصد جدا ۴۷/۱۳گروه سوم شامل  .  آنها باشديياي منشا جغرافيکي است به علت نزدممکن

 ۸۸ با ه ماش کرمانيدو جدا. شتر از مناطق خشک بودنديان و بيي بقولات و کدويها هيشامل جدا
 کرج،‐ار تهرانيخ ار قم،يخ يها هي جدا.ن گروه قرار گرفتنديدرصد تشابه در کنار هم داخل ا

ن گروه قرار يدرصد تشابه در کنار هم در ا ۷۵با   خراسانيايلوب ن،ي قزويايلوب ن، کاشايطالب
ان بود يي، بقولات و کدوينيزم بيه شامل خانواده سيدرصد جدا۲۳/۱۹گروه چهارم شامل  .گرفتند

درصد تشابه و  ۶۰ خراسان با ي فارس و طالبي طالبهيجدا.  بودنديياي جغرافيبند و فاقد گروه
  کنجد کرمان و کنجد کاشانيها هيدرصد تشابه و جدا ۶۶ قم و بادمجان هرمزگان با يفرنگ گوجه

درصد تشابه در  ۶۱ با  و خوزستان ، فارسيه آفتابگردان از مرکزيدرصد تشابه و سه جدا ۹۰با 
ن قارچ در ي ايکي دهد که تنوع ژنتين نشانگر نشان ميج ما بر اساس اي نتا.ن گروه قرار گرفتنديا
ن يها ا زباني مي که در برخياد است، تا حدي زيياي مختلف جغرافيها ها و مکان زبانين ميب

ن يتواند با استفاده از ا ي که ميزبان شده است به طوريت ميا تنوع منجر به اختصاصياختلاف 
  . شوديابينشانگر رد
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   مقدمه
 .Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid چقار
 يزايماريب عوامل نيمهمتر از يذغال يدگيپوس عامل

 ,.Pearson et al)باشد مي گرم مناطق در مختلف اهانيگ

 يرو و دارد يعيوس يزبانيم دامنه قارچ نيا .)1986
 شاملياهيگ گونه ٥٠٠ از شيب و خانواده ٧٥ حدود
 خربزه و ايسو ،يمعمول يايلوب ،ينيزم بادام کنجد، ذرت،

 جنس .)Dhingra & Sinclair, 1973( باشد مي زايماريب
 M. phaseolina گونه کي يدارا فقط نايماکروفوم

 اگرچه كه دادند نشان Crous et al. (2006). باشد مي
 از يكي M. phaseolina اما است، ناشناخته يشکل جنس

) Botryosphaeriaceae( اسهيوسفريبوتر خانواده ياعضا
 شامل جوان اهانيگ در يذغال يدگيپوس علائم. باشد مي

 يها پايه از که باشد مي نامنظم و اهيس يها لکه جاديا
  وابدي يم گسترش ها ساقه سمت به و شده شروع ها لپه
 دچار بالغ اهانيگ. شود مي اهيگ مرگ موجب تينها در

 ديتول ليدل به يآوند ستميس و شوند مي يپژمردگ
 علائم. شود يم يخاکستر اي رهيت کرواسکلروت،يم

 يخاکستر اي رهيت يها لکه شامل يماريب مشخص
 يها بررو تل اسكلروي تشکبالغ، يها برگ يرو دهيکش

 .باشد مي عملکرد کاهش تاًينها و اهيگ توان کاهش ساقه،
 به آلوده هايبافت اي بذرها يرو خاك، در ها  اسكلروت

-Abawi & Pastor) باشند مي هياول هيزادما عنوان

Corrales, 1990) . و گرم يها سال در شتريب يماريب 
 يماريب خسارت مناطق يبرخ در. زند يم خسارت خشک

 است شده گزارش شتريب اي و درصد ٥٠ تا ٢٠
)Almeida et al., 2003(. و شمالي آمريكاي از قارچ اين 

 اين با. است شده شاروپا گزار و قايافر ،ايآس ،يجنوب
 و گرمسيري نيمه هايکشور در بيماري اين وجود،

 نظر از خشك نيمهخشک و  اقليم يدارا گرمسيري
. )Wrather et al., 2001( باشد مي مهمتر اقتصادي

 يپراکندگ از رانيا در يذغال يدگيپوس يماريب
 از رانيا در بار نياول. است برخوردار ييبالا ييايجغراف
 فيشر توسط ١٣٤٨ سال در اصفهان اطراف خربزه مزارع

 يها گزارش و )Gafarian, 2000( است شده گزارش
 از مختلف اهانيگ يرو بر يماريب وجود از يمتعدد
 Raeyat)ايسو ،)Hamdollahzadeh, 1991( پنبه جمله

Panah, 2002)، کنجد )Golzar, 1989(، برگان يسوزن 

)Mirabolfathi, 1991( تونيز و (Sanei et al., 2005)، 
 & Aghajani)يويک و )Afshari Azad, 2008( کلزا

Safaie, 2008) بيماري اين خسارت ميزان از. دارد وجود 
 در بيماري اين. اردند وجود يجامع گزارش ايران در

 اساس بر. باشد مي زاخسارت ايسو روي شمالي نواحي
 يها ميزبان روي بيماري اين شده انجام هاي يبردار نمونه

 طي شرابه بسته و دارد وجود ايران نقاط اكثر در مختلف
رغم يعل .باشد مي زا خسارت ميزبان نوع و هوايي و آب

 جنس نيک گونه در اينکه در حال حاضر فقط يا
 و يکيص داده شده است، اما تنوع مورفولوژيتشخ

 يها ميزبان جدا شده از يها جدايهان ي در مييزايماريب
 مختلف يها جدايهن، يهمچن. مختلف مشاهده شده است

ات با هم ين خصوصيز از نظر ايزبان نياه ميک گياز 
ن يچن .)Dhingra & Sinclair, 1973( باشند ميمتفاوت 

 formae) به فرم مخصوصها جدايه يبند گروهيراتييتغ

speciales)ک را دشوار يولوژيزي فيا نژادهاير گونه  و ي، ز
  . )Su et al., 2001( ساخته است

 M. phaseolina تنوع ي بررسي مرسوم برايها روش
 و يکيولوژيزي، فيشناس ريخت يها شاخص يشامل بررس

 & Suriachandraselvan)باشند مي ييزايماريب

Seetharaman, 2000). Mihail & Taylor (1995) 
 از ييها جدايه ميان در زاييبيماري در بالايي گوناگوني
 قارچ نيا .كردند پيدا هپواس فاباسه، افوربياسه، آستراسه،

 ;Manici et al., 1995) بالا ييزايماريب تنوع يدارا
Mayek-Perez et al., 2001; Mihail & Taylor, 1995; 

Miklas et al., 1998; Su et al., 2001)  تنوع و 
 Mayek-Perez et al., 2001; Mihail) بالا يکيمورفولوژ

& Taylor, 1995)  ياختصاص يآغازگرها. باشد مي 
 يطراح ITS مناطق از با استفاده M. phaseolinaگونه
 M. phaseolina هايجدايه ياختصاصشناسايي  و شده

 Babu)ده استيبه اثبات رس هاآغازگر اين از استفاده با

et al., 2007) . يک بررسيدر Mayek-Perez et al. 
 نيب يکيژنت و ييزايماريب تفاوت که دادند نشان (2001)
 ينواح از شده يآور قارچ جمع نيا يکيمکز يها جدايه
 .Su et al ني همچن.دارد وجود خشک اي يريگرمس

 يزبانيم صيتخص که کردند شنهاديپ (2001)
 و ييزايماريب ک،يولوژيزيف تفاوت هيپا بر ميناماكروفو

 ،يسازگار اساس تنوع. باشد مي ها جدايه انيم در يکيژنت
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  باشد مي ها تيجمع و ها گونه تکامل و يداريپا
(Müller-Starck et al., 1992) . تنوع با ييها جمعيت 

 تر داريپا يطيمح طيشرا راتييتغ به نسبت بالاتر يکيژنت
 تيريمد در گام نياول تنوع يبررس نيابنابر. باشند مي

 عدم ليدلا نيمهمتر از يکي. باشد مي مارگريب کي
 ناقص به مربوط ياهيگ يها يماريب تيريمد در تيموفق
 يها جمعيت يکيژنت ساختار مورد در ما اطلاعات بودن

 نهيزم نيا در اطلاعات بردن بالا و باشد مي مارگريب
 ديمف مارگريب تيريمد موثر يها روش اتخاذ در مسلما
 ترعيسر يابزارها يمولکول ينشانگرها امروزه. بود خواهد

 يها گروه ريز زيتما و تنوع يبررس يبرا را يتر مناسب و
 به توان يم ها روش نيا از. اند آورده فراهم نايماکروفوم

 Aghakhani & Dubey, 2009; Almeida et)١يپ ال آراف

al., 2003; Su et al., 2001)٢دي رپ (Aboshosha et al., 
2007; Aghakhani & Dubey, 2009; Almeida et al., 
2003; Almeida et al., 2008; Das et al., 2006; Jalali 
et al., 2009a; Jana et al., 2003; Meena et al., 
2006; Omar et al., 2007; Pecina-Quintero et al., 
2001; Rajkumar & Kuruvinashetti, 2007;Su et al., 

2001; Zade et al., 2009)، ٣يپ ال اف يا (Brooker et 
al., 2008; Mayek-Perez et al., 2001; Pecina-
Quintero et al., 2001; Reyes-Franco et al., 2006; 
Saleh et al., 2009; Vandemark et al., 2000)،  

-رپ و )Jana et al., 2005b( ٤آر سي  پي ‐يو آر پي
  ٦آراساسيآ و )Purkayastha et al., 2008( ٥آر سي  پي

)Jana et al., 2005a; Purkayastha et al., 2008(شاره ا 
 يکيژنت تنوع Jalali et al. (2009a)ز ين رانيا در. دکر

  ،ديرپ نشانگر از استفاده با را قارچ نيا از اي سويها جدايه
 آر سي  پي و رپ )Jalali et al., 2009a(آر اساسيآ
)Jalali et al., 2009b( يمشخص طو ارتبا کردند يبررس 
 از حاصل يهاهو گرو هاهيجدا ييايجغراف منشاء نيب

 تکرار ساده يها  توالي. کردند دايپ يکيژنت تنوع يبررس
 تا ٢ (کوتاه و يتکرار يهايتوال ٨هاماهواره زير اي ٧شونده

                                                                              
1. Restriction Fragment Length Polymorphism 
2. Random Amplified Polymorphic DNA 
3. Amplified Fragment Length Polymorphism 
4. Universal Rice Primer- PCR 
5. Repetitive Sequence-Based PCR 
6. Inter Simple Sequence Repeats 
7. Simple Sequence Repeats=SSRs 
8. Microsatellites 

 ژنوم در اديز تعداد به که باشند مي) باز جفت ٦
 يآغازگرها. اند پراکنده يتويوکاري و وتيپروکار موجودات

 و يتکرار ينواح نيا به اتصال باآر  اس اس يآ نشانگر
 يشکل چند يباندها جاديا موجب آنها نيب هيناح ريتکث
 ژنوم جهت ياز به اطلاع از توالي نين روشيچن. شوند مي

ر و يمنجر به تکث  ندارد وي تخصصي آغازگرهايطراح
ک يباند مطابق با هر . شود مي ي چند شکليد الگوهايتول
 ياست که توسط مرز دو توال يا ان ي ديتوال

استفاده از .  معکوس مشخص شده استيتيکروستلايم
ع و آسان است و يار سريد بسين روش مانند نشانگر رپيا

 يريل بلندتر بودن طول آغازگرها از تکرارپذيبه دل
 چند ي بانديجاد الگوهايا.  برخوردار استيشتريب

، کينزد يها سميارگان انيم در آنها يريذ و تکرارپيشکل
  باو ديمف اطلاعات يحاو يينشانگرها عنوان به را آنها

  يکيژنت تنوع يبررس از جمله کاربردهااز  يعيوس دامنه
 يبرا .(Zietkiewicz et al., 1994) است کرده مطرح
 و ايسو از شده نا جدايماکروفوم يکيژنت تنوع يبررس
 Jana et al. (2005a) کايامر متحده تالاي و اهند از پنبه

 نيا که دادند نشان و کردند استفاده نشانگر نيا از
 يابيرد و يکيژنت تنوع يبررس يبرا توانديم نشانگر

 اکنون هم. شود استفاده آن يزبانيم تياختصاص
 و ژنتيكي گوناگوني با ارتباط در ديزيا اطلاعات
 از M. phaseolina هايهيجدا براي يزبانيم تياختصاص

 و عيوس يزبانيم دامنه به توجه با. ندارد وجود ايران
 با قيتحق نيا رانيا در قارچ نيا ييايجغراف پراکنش

 نشانگر از استفاده با قارچ نيا يکيژنت تنوع يبررس هدف
ISSR  شد انجام آن يزبانيم تياختصاص يبررسو .  
  

   ها روش و مواد
  بيمارگر يهاهيجدا جداسازي

  تهران،يهااستان شامل کشور مختلف مناطق از 
جان يآذربا همدان، خراسان، سمنان، گرگان،ن، يقزو
ه و يلويکهکفارس، ،يمرکز خوزستان،زنجان،  ،يشرق

 يط هرمزگان و کرمان زد،ي اصفهان، ر احمد،يبو
 اسکلروت ميعلا يدارا اهانيگ ٨٧ تا ٨٦ يها سال

 منظور به. شدند يآورجمع شهير و طوقه هيناح در
 ابتدا آلوده يهانمونه ،يماريب عامل قارچ يجداساز

 و شده يضدعفون درصد يك ميسد تيپوکلريه با
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 روي پتري هايتشتك درون آلوده بافت از قطعاتي
 زمينيبيس عصاره اي آگار آب كشت طيمح

 قرار كلرامفنيكل امپيپي ٢٥٠ حاوي ١آگار دكستروز
 ٣٠˚ Cيدما در قارچ پتري هايتشتك. شد داده

 روش از استفاده با مارگريب يساز خالص. شدند ينگهدار
 ها جدايه مدت بلند ينگهدار يبرا. شد انجام سهير نوک

 يرو سترون دندان خلال يمتريسانت کي قطعات
 يدما در هفته دو مدت به و شد داده  قرار يپتر تشتک

C˚با کاملا هادندان خلال سطح تا شد ينگهدار ٣٠ 
 داخل به سپس. شود دهيپوش قارچ اسكلروت

 اتاق يدما در و انتقال يسيس ٥/١ يهاوبيکروتيم
 ١٢ از زبانيم ٢٤ از هيجدا ٥٢ تينها در. شدند ينگهدار
 شو پراکن زبانيم نوع به توجه با. شدند يجداساز استان
 هيجدا ٣ تا١ زبانيم هر از (انتخاب هيجدا ٥٢ ييايجغراف

 مطالعه در و) بودند مختلف قاز مناط کدام هر معمولا که
  ).١ جدول( گرفتند قرار استفاده مورد يکيژنت تنوع

                                                                              
1. Potato Dextrose Agar 

  اي ان  دي ستخراجا
 کشت طيمح قطعات هيجدا هر وميسليم ريتکث يبرا 

 هايجدايه قارچ رشد فعال هيحاش از متريليم ٥ قطر به
 تريليليم ٥٠ي حاو يکتاب يهاشهيش درون به نظر مورد
 گرم ٢٠٠ عصاره( زمينيسيب عصاره عيما کشت طيمح
 يبرا گرم ١٧( دكستروز و) تريل کي يبرا ينيزمبيس
. شد منتقل (Potato Dextrose Broth) )تريل کي

 کريش يرو ٢٥˚C يدما در روز ٥ تا ٣ مدت به هاشهيش
 قرار يکيتار طيراش در و قهيدق در دور ١٤٠ سرعت با

 کاغذ و خلا پمپ از استفاده با قارچ وميسليم. شدند داده
 در يتريليليم ٥/١ وبيکروتيم در و شد يريگآب يصاف
 روش با يااني داستخراج. گرفتند قرار ‐٧٠˚C زريفر

Safaie et al. (2005) تيفيک يبررس يبرا. گرفت انجام 
 محلول از تريکروليم پنج يفيک و يکم نظر از ياانيد
. شد الکتروفورز درصد مين و کي آگاروز ژل در ياانيد

 وفوتومتريب دستگاه توسط اي ان  دي غلظت نيهمچن
 ٢٠غلظت به آن از يمقدار و گرفت قرار سنجش مورد

   .شد يسازقيرق تريکروليم در نانوگرم
  

  هاآن آوريجمع محل و Macrophomina phaseolina هايجدايه فهرست ‐١ جدول
 يآور جمع محل زبانيم شماره يآور جمع محل زبانيم شماره

 کرمان کنجد ٢٧ خوزستان آفتابگردان ١
 گلستان يويک ٢٨ فارس  آفتابگردان ٢
 گلستان يويک ٢٩ يمرکز آفتابگردان ٣
 گلستان يويک ٣٠ گلستان ايسو ٤
 کاشان‐اصفهان شاهدانه ٣١ گلستان ايسو ٥
 اصفهان شاهدانه ٣٢  گلستان ايسو ٦
 اصفهان شاهدانه ٣٣ ملک باغ‐خوزستان تونيز ٧
 يمرکز کدو ٣٤ تپه هفت‐خوزستان تونيز ٨
 نيقزو کدو ٣٥ اهواز‐خوزستان تونيز ٩
 نيقزو کدو ٣٦ خراسان يطالب ١٠
 کرمان ماش ٣٧ فارس يطالب ١١
 کرمان ماش ٣٨ کاشان‐اصفهان يطالب ١٢
 کرمان ماش ٣٩ خراسان يمعمول يايلوب ١٣
 خوزستان هيبام ٤٠ اصفهان يمعمول يايلوب ١٤
 زدي هيبام ٤١ نيقزو يمعمول يايلوب ١٥
 تهران چغندرقند ٤٢ خراسان يفرنگ گوجه ١٦
 قم کلزا ٤٣ قم يفرنگ گوجه ١٧
 يمرکز تاتوره ٤٤ نيقزو يفرنگ گوجه ١٨
 هرمزگان بادمجان ٤٥ کرج‐تهران اريخ ١٩
 رجک‐تهران غکيرتيش ٤٦ همدان اريخ ٢٠
 کاشان‐اصفهان ذرت ٤٧ قم اريخ ٢١
 گلستان ذرت ٤٨ خراسان خربزه ٢٢
 کاشان‐اصفهان هندوانه ٤٩ سمنان خربزه ٢٣
 گلستان يجعفر گل ٥٠ قم خربزه ٢٤
 گلستان سورگوم ٥١ کاشان‐اصفهان کنجد ٢٥
 کاشان‐اصفهان شلغم ٥٢ خوزستان کنجد  ٢٦
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 يآغازگرها از هاستفاد با M. phaseolina ييشناسا
  گونه ياختصاص

 تريکروليم ٢٠ يينها حجم درآر يسي پواكنش
 شامل (PCR Master Mix)آر يسي پواکنش مخلوط

) 10x( بافر تريکروليم ٢ زه،يونيد آب تريکروليم ٥/١٣
 موليليم ٥٠ يحاو محلول تريکروليم ٦/٠ ،آريسيپ

MgCl2، موليليم ١٠محلول از تريکروليم ٤/٠ dNTPs 
 ٣/٠ ،dNTPs از کي هر از موليليم ٥/٢ يحاو

 يااني دميآنز واحد پنج يحاو محلول تريکروليم
 ١٠ يحاو محلول از تريکروليم کي ،Taqمراز يپل
 :شامل گونه ياختصاص يآغازگرها از کي هر از کوموليپ

MpKFI (5´-CCGCCAGAGGACTATCAAAC-3´) 
 MpKRI (5´-CGTCCGA AGCGAG GTGTA TT -3´)  و
 نانوگرم ٣٠ تا ٢٠ يحاو محلول از تريکروليم ٢ و
 به Babu et al. (2007) يشنهاديپ برنامه طبق ياانيد

 ٩٥˚ Cيدما در يسازواسرشت شامل چرخه ٢٥ صورت
 کي مدت به ٥٦˚ Cيدما در اتصال ه،يثان ٣٠ مدت به
 مرحله و قهيدق ٢ مدت به ٧٢˚ Cيدما در بسط قه،يدق

 در قهيدق ١٠ مدت به ٧٢˚ Cيدما در يينها بسط
 شرکت ساخت Epgradient مدل کلريترموسا دستگاه

 مخلوط در رفته کار به مواد تمام. شد انجام اپندورف
 هيجدا چهار. شدند هيته نناژيس شرکت ازآر يسيپ

 ،Sclerotinia sclerotium يهاقارچ به مربوط
Trichoderma harzianum، Cytospora schusleri به 

. شدند گرفته نظر در شيآزما ينفم کنترل عنوان
 به ٨٥ ثابت ولتاژ شدت با آر سي  پي محصول الکتروفورز

 انجام TBE بافر در% ١ زآگارو ژل در ساعت کي مدت
  .گرفت

 ISSR نشانگر از استفاده با يکيژنت تنوع نييتع
 تريکروليم ٢٠ يينها حجم در آر سي  پي واكنش

  شامل  (PCR Master Mix)  آر سي  پي  واکنش  مخلوط
  ،آر سي  پي بافر تريکروليم ٢ زه،يونيد آب تريکروليم ٥/١٤
 ٤/٠ ،MgCl2 موليليم ٥٠ يحاو محلول تريکروليم ٦/٠
 ٥/٢ يحاو dNTPs موليليم ١٠محلول از تريکروليم
 محلول تريکروليم ٥/٠ ،dNTPs از کي هر از مول يليم

 کي ،Taq مرازي پلاي ان  دي ميآنز واحد پنج يحاو
 ذکر آغازگر کوموليپ ١٠ يحاو محلول از تريکروليم

 تا ٢٠ يحاو محلول از تريکروليم ٢و ٢ جدول در شده
 Jana et al. (2005a) برنامه طبق اي ان  دي نانوگرم ٣٠
 يدما در هياول يساز واسرشت شامل چرخه ٣٥ صورت به
C˚يدما در يساز تواسرش قه،يدق ٣ مدت به ٩٥C ˚٩٥ 

 جدول در شده ذکر يدماها در الاتص ه،يثان ٣٠ مدت به
 کي مدت به )ييدما انتيگراد قيطر از شده نهيبه (٢
 مرحله و قهيدق ٢ مدت به ٧٢˚C يدما در بسط قه،يدق

 دستگاه در قهيدق ٧ مدت به ٧٢˚C يدما در يينها بسط
 ساخت Epgradient مدل (Termal cycler) کلريترموسا
 حصولم يمشاهده يبرا. شد انجام اپندورف شرکت

. شد انجام درصد٥/١ آگاروز ژل با الکتروفورز ،آر سي  پي
 بافر تريل يليم ١٠٠ در روزاآگ گرم ٥/١ کار نيا يبرا

TBE ) 1x (از تريکروليم ١٠. ديگرد حل حرارت توسط 
 ٥ X  رنگ بافر تريکروليم دو همراه شواکن هر محصول

 ساعت الکتروفورز ٥/٢ مدت به ٨٥ ولتاژ با ژل نيا در
 از واکنش، محصول قطعات اندازه نيتخم يبرا. شد

  .شد استفاده يباز لويک ١ يژنوم نردبان نشانگر
  هاداده ليتحل و هيتجز
 سيماتر جاديا و باندها به يدهنمره منظور به 

 و باند هر وجود يبرا کي عدد ،ها جدايه نيب شباهت
 ثبت اکسل افزارنرم در و نييتع آن وجود عدم يبرا صفر
 (Cluster Analysis) ياخوشه ليتحل و هيجزت .ديگرد
 و ١(UPGMA)  ام آي جيو پي روش کمک به  هاداده

 NTSYS-PCافزارنرم در ٢جاکارد تشابه بيضر از استفاده
 آغازگر هر به مربوط دندروگرام و شد انجام )٢,٠نسخه (
 يه به مختصات اصلي تجز.شد ميترس آغازگرها مجموع و

ب تشابه يبه دست آمده از ضرس تشابه يبر اساس ماتر
  .جاکارد انجام گرفت

  
  جينتا

 و آفتابگردان ار،يخ (تهران يهااستان از قارچ نيا
 خراسان ،)خربزه و آفتابگردان (سمنان ،)غکيرتيش
 ،)خربزه و اريخ آفتابگردان، ،يفرنگ گوجه ا،يلوب ،يطالب(

 ،)کدو و يفرنگ گوجه ا،يلوب آفتابگردان، ار،يخ (نيقزو
 قم ،)آفتابگردان و اريخ( زنجان ،)خربزه، ار،يخ( همدان

 اصفهان ،)يفرنگ گوجه و خربزه ار،يخ آفتابگردان، کلزا،(
 ،يطالب هندوانه، خربزه، ار،يخ آفتابگردان، ا،يلوب(

 ،)هيبام و آفتابگردان (زدي ،)شلغم و ذرت کنجد، شاهدانه،

                                                                              
1.  Unweighted Pair Group Method With 

Arithmetic Average  
2. Jaccard's Coefficient 
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 ،)بادمجان و آفتابگردان (هرمزگان) ماش و کنجد( کرمان
 ،)هيبام و کنجد تون،يز خربزه، آفتابگردان، (ستانخوز

 يمرکز ،)کدو و يطالب خربزه، ار،يخ آفتابگردان، (فارس
 ،يويک ا،يسو (گلستان ،)کدو و ايلوب ار،يخ آفتابگردان،(

) خربزه و، سورگوم يذرت، گل جعفر ،آفتابگردان
 از  و ميزبان٢٤ جدايه از ٥٢در نهايت . شد يجداساز

  . زي شدند استان جداسا١٢

 ي با استفاده از آغازگرهاM. phaseolina ييشناسا
   گونهياختصاص

 طور به MpKRI و MpKFI يآغازگرها جفت
   يبرا را يباز جفت ٣٥٠ باند کي اختصاصي

   نيا. کرد ريتکث M. phaseolina يها جدايه يتمام
 نشد مشاهده يبررس مورد يهاقارچ ريسا در باند

  ).١شکل(
  
  

 
 
 
 

 
 
 
 

          
 
 
 

 

 با Macrophomina phaseolina شناسايي مولکولي ‐١شکل 
: الف). MpKFI/MpKRI(استفاده از آغازگرهاي اختصاصي

  جدايه٥٢ جفت بازي در هر ٣٥٠تکثير يک باند 
M. phaseolinaهاي قارچي  تکثير باند اختصاصي جدايه:  ب
و عدم تکثير اين باند ) m1 ،m2 ،m3(مورد آزمايش 

 T=Trichodermaهاي قارچي   در ساير جدايهاختصاصي

harzianum ،C=Cytospora schusleri  وS= Sclerotinia 

sclerotiorum . PC : جدايه ماکروفومينا تاييد (کنترل مثبت
    .1Kbنشانگر مولکولي : Mکنترل منفي، : NC) شده
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 هاآن يهايتوال و رفته کار به آغازگرهاي فهرست ‐٢ ولجد
  شماره  آغازگر  توالي  اتصالدماي   منبع

Jana et al., 2005 48 5'-ACTG ACTG ACTG ACTG-3' ISSR2 ١ 
Jana et al., 2005 50 5'-GACAC GACAC GACAC GACAC-3' ISSR5 ٢ 
Jana et al., 2005 52 5'-CACCACCACCACCAC-3' ISSR10 ٣ 
Islam et al., 2003 57 5'-GTCGTCGTCGTCGTCGTCGTC-3 PcMs ٤ 
Vasserur et al., 2005 47 5'-CCACCACCACCACCA-3' ISSR09 ٥ 
Stepansky et al., 1999 47 5'-ATGATGATGATGATGATG-3' P4 ٦ 
Stepansky et al., 1999 48 5'-ACACACACACACACACYC-3' P5 ٧ 
Stepansky et al., 1999 48 5'-GAGAGAGAGAGAGAGAYG-3' P6 ٨ 
Arbaoui et al., 2008 48 5'-GACAGACAGACAGACATT-3 LB-B ٩ 

  
  ISSR با استفاده از نشانگر يکين تنوع ژنتييتع

، ISSR  آغازگر٦ آغازگر مورد استفاده، ٩ انياز م
ISSR5،ISSR10  ،PcMs ،ISSR09 ،P4 وضوح، يدار 
 )۲جدول(ک بودنديمورفي پلي و تعداد باندهايريتکرارپذ

دامنه .  مورد استفاده قرار گرفتندي بعديزهايو در آنال
 مختلف ي آغازگرهاي برا٥٧˚Cا  ت٤٧˚C اتصال از يدما
، ISSR2، ISSR5آغازگر يتعداد کل باند برا. بود

ISSR10، PcMs ،ISSR09 ،P4٥٣٧ ،٤٨٢ب ي به ترت ،
   باند تعداد ن يهمچن.  بود٣٩٤ و ٣٦١، ٤٧٧، ٥٤٨

  مونومورفيک  به 

تعداد باند  و ١٠٤و ١٥٦، ١٠٤، ١٠٤، ١٥٦، ٢٠٨ب يترت
و  ٢٠٥، ٣٧٣، ٤٤٤، ٣٨١، ٢٧٤ بيک به ترتيمورفيپل

 ١٢٤ آغازگر در مجموع ٦ن يز اياز آنال.  بودند٢٩٠
 ي لوکوس به ازا٢٠ن يانگي با ميلوکوس قابل نمره ده

 معادل( لوکوس آن ١٠٨هر آغازگر به دست آمد که 
 توسط ين چند شکليشتريب. چند شکل بودند) %٨٧

ن توسط يو کمتر)  لوکوس٢٢ (ISSR5 و ISSR2 آغازگر
شكل (ديگرد حاصل)  لوکوس٩(P4 و ISSR09  آغازگر

٢(.  
  
  

  
  

  
  

   Macrophomina phaseolina ي هيجدا از حاصلنده ي نمايباند يالگو ‐٢ شکل
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  1Kb يمولکول نشانگر: M ،يمنف کنترل:  ISSR5 .NCآغازگر از استفاده با

 
  ب تشابه جاکاردي و ضرUPGMAم شده بر اساس روش ي دندروگرام ترس‐٣شکل

 . مجموع آغازگرهاي بانديحاصل از الگو Macrophomina phaseolinaه ي جدا٥٢ يبرا
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  س تشابه جاکاردي به روش ماتريه به مختصات اصلي حاصل از تجزي پلات سه بعد‐٤شکل 

  
 حاصل يهاداده ياخوشه ليتحل و هيتجزبر اساس 

 از استفاده باها آغازگرق يتلف به مربوط يباند يالگو از
 تشابه سطح در ،UPGMA روش و جاکارد ابهتش بيضر
 .)٣شکل( گرفتند قرار گروه چهار در هاهيجدا درصد ٦٠
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 يز تا حدودي نيه به مختصات اصليپلات حاصل از تجز
 شامل اول گروه). ٤شکل( باشد مين مطلب يانگر ايب

از  شاهدانه هيجدا سههر  شامل هاهيجدا درصد ٧٦/٥
 شامل دوم گروه .بود )٣٣و  ٣٢( ، اصفهان)٣١( کاشان

 از يويک هيجدا سه هر. بود ها جدايه درصد ٥٣/٦٨
 نيو همچن تشابه درصد ٩٤ با) ٣٠ و ٢٩ ،٢٨ (گلستان
 تشابه سطح با) ٦ و ٥ ،٤ (گلستان از ايسو هيجدا هر سه

، )٢٤( خربزه از قمه يهر سه جدان يو همچن درصد٧٨
درصد و  ٧٨ با سطح تشابه )٢٢( و خراسان )٢٣( سمنان
 دون يهمچن و )٩ ،٨ ،٧(تون ي زهين هر سه جدايهمچن

 ٧٤ با )٤٧ (کاشان ذرت و) ٤٨ (گلستان ذرت هيجدا
و ) ٤١(زد يه از يه باميدرصد تشابه و هر دو جدا

 .گرفتند قرار گروه نيا در هم کنار در) ٤٠( خوزستان
سورگوم،   ذرت،يها ميزبان گلستان از يها جدايه همه

 نيقزو يها جدايهن يو همچن يا و گل جعفري، سويويک
با ) ١٨ (يگوجه فرنگ، )٣٦و  ٣٥ (کدو يها ميزباناز 

 به علتن گروه ممکن است ي درصد تشابه در ا١٠٠
 شامل سوم  گروه. آنها باشديياي منشا جغرافيکينزد
 انييکدو و بقولات يها جدايه شامل هيجدا درصد٤٧/١٣

 انکرم ماش هيجدا دو. بودند خشک مناطق از شتريب و
 نيا داخل هم کنار در تشابه درصد ٨٨ با )٣٩ و ٣٨(

 کرج‐تهران اريخ ،)٢١ (قم اريخ .گرفتند قرار گروه
 ايلوب ،)١٥ (نيقزو ايلوب ،)١٢ (کاشان يطالب ،)١٩(

 نيا در هم کنار در تشابه درصد ٧٥ با )١٣ (خراسان
 درصد ٢٣/١٩ شامل چهارم گروه .گرفتند قرار گروه

 انييکدو و بقولات ،ينيزم بيس دهخانوا شامل ها جدايه
 يطالب هيجدا. بودند ييايجغراف يبند گروه فاقد و بود

 و تشابه درصد ٦٠ با) ١٠ (خراسان يطالب و) ١١ (فارس
 ٦٦ با) ٤٥ (هرمزگان بادمجان و )١٧ (قم يفرنگگوجه
 کنجد و )٢٧ (کرمان کنجد يها جدايه و تشابه درصد
 از آفتابگردان هيجدا سه و تشابه درصد٩٠ با )٢٥ (کاشان
 درصد ٦١ با )١ (خوزستان و) ٢ (فارس ،)٣ (يمرکز
  .گرفتند قرار گروه نيا در تشابه
  

  بحث
 نشان امر نيا شد، يجداساز زبانيم ٢٤ از قارچ نيا

 در عيوس يبانزيم دامنه يدارا قارچ نيا دهد يم
 Dhingra چنانکه ،باشد مي مختلف ياهيگ يها خانواده

& Sinclair (1973) حدود يرو قارچ نيا کردند اعلام 
 نيا. باشد مي زايماريب گونه ٥٠٠ از شيب و خانواده ٧٥

 جانيآذربا راحمد،يبو و هيلويکهگ يهانمونه از قارچ
 ليدل به توانديم امر نيا. نشد يجداساز يشرق

 نمونه يآورجمع به ازين اي و قارچ بودن گرمادوست
، گل هيبام ماش، غم،شل شاهدانه، يها ميزبان. باشد شتريب

 نياول يبرا قارچ نيا يبرا غکيت ريش و، تاتوره يجعفر
 يبالا ليپتانس به توجه با. شود مي گزارش رانيا از بار

 ريسا از ديجد يها گزارش احتمال ييزا يماريب يبرا قارچ
 Babu et al. (2007)  راًياخ. دارد وجودز ين ها ميزبان
 مناطق از را MpKRI و MpKFI يآغازگرها جفت

 با که کردند اثبات و کرده يطراح ،ITS ياختصاص
 توانمي ياختصاص طور به هاآغازگر اين از استفاده
 در. نمود شناسايي را M. phaseolina هايجدايه

 ٣٥٠ ريتکث محصول اآغازگره نيا زين ما يهاشيآزما
 M. phaseolina يها جدايه يتمام يبرا را يباز جفت

 مورد يهاقارچ ريسا در باند نيا نفقدا. دادند جهينت
 به تواننديم آغازگرها نيا که کنديم دييتأ ،يبررس

  صيتشخ يبرا ياختصاص و يانتخاب صورت
M. phaseolina تيريمد در گام نياول .روند کار به 

. باشد مي آن يدرون تنوع يبررس و عامل شناخت يماريب
 يسازگار قدرت دهنده نشان قارچ کي در تنوع وجود

 قارچ هرچه. باشد مي آن با مواجه طيشرا با قارچ کي
 يبالاتر يسازگار قدرت يدارا باشد يبالاتر تنوع يدارا
 از مختلف عوامل اثر در که انتخاب فشار برابر در و بوده

 يداريپا تواند يم ،شود مي اعمال کنترل عوامل جمله
 هرگونه از استفاده در لذا. دهد نشان خود از يشتريب

 ستيبا يم ،ييايميش کنترل خصوص به ،يترلکن روش
 يها نژاد ديتول و يکيژنت تنوع جاديا در قارچ ييتوانا

 اس اس آر ي آيمولکول يز هايآنال. شود يابيارز مقاوم
 درون يکيژنت اختلافات صيتشخ يبرا يمناسب روش
 M. phaseolina يهاتيجمع در ژنوم کل در ياگونه
 قيتحق نيا در رو نيا از. )Jana et al., 2005a( باشد مي
 آغازگر شش از استفاده با. شد استفاده نشانگر نيا از

ISSR ،ISSR5 ،ISSR10 ،PcMs ،ISSR09 ،P4 حسطو 
. آمد بدست باند تعداد و سميمورفيپل از يمتفاوت
 تشابه، درصد ٧٥ با گلستان و کاشان از ذرت يها جدايه
 و تشابه درصد ٧٥ با خوزستان و زدي از هيبام يها جدايه
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 کنار در تشابه درصد ٩٠ از شتريب با يويک هيجدا سه هر
 وجود دهندهنشان موارد نيا. گرفتند قرار هم

 باشد مي ها جدايه يبرخ در قارچ نيا ينزبايم تياختصاص
 انيم از. دارد مطابقت Jana et al. (2005a) جينتا با و

 قادر آغازگرها نيا از کي چيه شده، استفاده آغازگر شش
 ييايجغراف مکان يمبنا بر هاهيجدا تمامکامل  کيتفک به

 اديز تعداد انتخاب ليدل به تواند يم امر نيا علت نبودند،
 همکاران و جانا که يصورت در باشد، منطقه اي و زبانيم

 توانستند و کردند استفاده ايسو و پنبه زبانيم دو از فقط
. کنند کيتفک هم از را ها ميزبان نيا نشانگر نيا با

 درصد ٨٧ با خوزستان از تونيز و کنجد يها جدايه
 قرار ييايجغراف مکان يمبنا بر گروه کي در تشابه

 مرطوب، اي خشک ييهوا و آب همنطق اساس بر. گرفتند
 بر. نشد مشاهده يبند گروه يريگرمس اي يريسردس
 انييکدو يها جدايه يبرخ زبانيم ياهيگ خانواده اساس

 درصد ٧٥ با) فارس يطالب کاشان، يطالب قم، اريخ(
 طور به مورد دو در يول قرارگرفتند گروه کي در تشابه

 کنار در) ٣٦ و ٣٥ يهاهيجدا (کدو هيجدا يا رمنتظرهيغ
 از شاهدانه يها جدايه گرفتن قرار .گرفت قرار بقولات
 درصد تشابه، ٧٠ با اصفهان از شاهدانه و کاشان
 تشابه، درصد ٧٥ با گلستان و کاشان از ذرت يها جدايه
 تشابه درصد ٧٥ با خوزستان و زدي از هيبام يها جدايه

 مهاجرت يکي باشد، داشته علت دو تواند يم هم کنار در
 و دوم و هيناح دو نيا نيب هيجدا نيا يتصادف انتقال اي

 دو نيا نيب اديز فاصله وجود رغم يعل نکهيا مهمتر
 وجود و زبانيم نوع اساس بر هيجدا دو نيا مکان

 وجود به شباهت اي يکينزد نيا  زبان،يم با تياختصاص
 تياختصاص که است نيا ديمو مطلب نيا. است آمده

 فرد به منحصر صفات جاديا به منجر تواند يم يزبانيم
 يها جدايه. شود خاص زبانيمدر  يقارچ يها جدايه
 مزرعه دو و منطقه کي از  وکاشان از  و شاهدانهذرت
 دندروگرام از چنانکه. شدند يجداساز هم کينزد

 يکيژنت شباهت درصد ١٠٠ هيجدا دو نيا داستيپ
 دو نيا احتمالا که است نيا دهنده نشان امر نيا. دارند
 نيا در تامل قابل نکته. است قارچ  هيجدا کي هيجدا
 اهيگ يرو شده مشاهده ميعلا اساس بر که است نيا باب

 اهيگ دو هر ساقه يرو اسکلروت ميعلا يشرويپ زانيم و
 مقاومت زانيم از که يصورت در (يبردار نمونهدر زمان 

 زانيم) ميکن نظر صرف قارچ به نسبت شاهدانه و ذرت
 ياديز مقدار به شاهدانه يرو هيجدا نيا ييزا يماريب
 اسکلروت يشرويزان پيبا توجه به م (بود ذرت از شتريب

 را ييزايماريب مقدار اي شدت نيبنابرا. ) ساقهيرو
 ياهيگ زبانيم نيب ياختصاص يهاسميمکان به ميتوانيم
 Su et al. (2001) چنانکه. ميده نسبت يقارچ هيجدا و

 ها ميزبان يبرخ يها جدايه ييزايارميب زانيم دادند نشان
ن يمحقق.  کمتر استها ميزبانگر ي ديمانند غلات رو

ق با ين تحقيج بدست آمده در ايز مطابق با نتايمختلف ن
 يها جدايه مختلف توانستند ياستفاده از نشانگرها

 .Su et al. ک کننديگر تفکي را از همديزبانيمختلف م
   دريبانزي تخصص مي به منظور بررس(2001)

M. phaseolinaاستفاده يد و ار اف ال پي از نشانگر رپ 
ن با يزبان معيک مي يها هيجه گرفتند جدايکردند و نت
گر يگرند، و مشخصاً از ديکدي مشابه يکيلحاظ ژنت

 استفاده از يك Jana et al. (2003) .زندي متمايها زبانيم
  يها جدايه توانستند OPA-13آغازگر رپيد به نام 

M. phaseolina  از سويا، كنجد، بادام زميني، لوبياي 
 ميزبان ١٣چشم بلبلي، پنبه، لوبياي معمولي، باميه، و 

استا و همکاران ين پورکايهمچن. ديگر را تفكيك کنند
)Purkayastha et al., 2006(يها هي نشان دادند که جدا 
 مشخصاً از يگرند، وليکديزبان عموماً مشابه يک مي
 .Purkayastha et al .دندگريک ميگر تفکي ديها زبانيم

‐ اس اس آر و رپي با استفاده از نشانگر آ(2008)
زبان، و ي مي مورد مطالعه را بر مبنايها هي جداآر سي  پي

ک يپ کلرات تفکي فنوتيزبان واحد بر مبنايک ميدر 
 ٤٠ يکي تنوع ژنتي در بررسJana et al. (2005b). کردند

ا، پنبه و يسو شده از ي، جداسازM. phaseolina هيجدا
 توانستند آر سي  پي‐يو آر پي با استفاده از يتيا چيلوب

ن ين اولي ا.ک کننديزبان تفکيها را با توجه به م هيجدا
نا جدا شده از ي ماکروفوميها جدايهمطالعه در مورد 

 ي قبليدر کارها. باشد ميران ي مختلف در ايها ميزبان
Jalali et al. (2009a, b) ا ي سويها جدايه فقط از

آر توانستند  اس اس يد و اياستفاده کردند، که بر اساس رپ
ر مناطق جدا کنند و بر ي گلستان را از سايها جدايه

 يياين منشا جغرافي بياچ رابطهي هآر سي  پياساس رپ 
 .دا نکردندي پيکي حاصل از تنوع ژنتيها گروه  وها جدايه

 يکيژنت تنوع که است نيا افتهي نيا اساس بر ما استدلال
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 مختلف يها مکان و ها ميزبان نيب در قارچ نيا
 نيا ها ميزبان يبرخ در که يحد تا است، اديز ييايجغراف

. است شده زبانيم تياختصاص به منجر تنوع اي اختلاف
 کنند، يم دمثليتول يجنس صورت به که ييها قارچ در

 يبينو ترک يبالا يدرجه ليدل به است ممکن رييتغ نيا
 نايماکروفوم در يجنس دمثليتول ابيغ در. اشدب يکيژنت
 يندهايفرآ از يناش تواند يم يکيژنت يريرپذييتغ

 يبينوترک اي يسلول ادغام مانند يشيرو يبينوترک
  دريتکرار يها  توالي .)Carlile, 1986( باشد ١يفراجنس

 ما نگرنشا نيا از استفاده با اند، پراکنده ژنوم طول تمام
 يبررس تنوع يبررس يبرا را ژنوم طول تمام ميتوان يم

 و تيجمع نيب اختلاف مورد در يکل ديد کي و ميکن
 تياختصاص مانند خاص صفات با آنها ارتباط يبرقرار

 نيا يابيرد با توان يم جلوتر يگام در. ميباش يزبانيم
                                                                              
1. Para Sexual Recombination 

 يها ژن مانند آن در ليدخ يها ژن ييشناسا و اختلافات
 يدفاع يها ستميس و ييزا يماريب يها سميمکان هب مربوط

 .برد يپ تياختصاص نيا وجود به تر آسان خاص زبانيم
 قارچ نيا که دهد يم نشان نشانگر نيا اساس بر ما جينتا

 نيا با. باشد مي رانيا در ييبالا يکيژنت تنوع يدارا
 و بوده يبالاتر يسازگار قدرت يدارا قارچ نيا ليپتانس

 خود از يشتريب يداريپا تواند يم انتخاب ارفش برابر در
 يها روش از ديبا يماريب تيريمد در لذا. دهد نشان

 مناسب يمولکول ينشانگرها افتني. شود استفاده يقيتلف
 اساس بر کامل طور به را يقارچ يها جدايه بتواند که
 و يکيژنت مطالعات يبرا کند کيتفک منطقه و زبانيم
 بعد گام در. است ديمف رگرمايب نيا يکيولوژيدمياپ

 مقاومت و يزبانيم تياختصاص در که ييها ژن يبررس
 مقاوم اهانيگ ديتول ياستراتژ کننده نييتع دارند نقش

   .بود خواهد
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