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عاهل لکه برگی پیچک  glomerata Peyronellaeaضناسایی هورفولوشیکی و هولکولی  
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Morphological and Molecular Identification of Peyronellaea glomerata as Causal 

Agent of Leaf Spot of Field Bindweed in Kurdistan Province 
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 چکیذه

ٞشص خیسه ػُٕ آٔذ. دس اوثش ٔضاسع، ػّففشٍ٘ی دس ٔٙاعك ٔخسّف اػساٖ وشدػساٖ تاصدیذ تٝاص ٔضاسع زٛذ 1392عی خاییض ػاَ     

دسكذ  5/0ػذیٓ ٞای داسای ػلائٓ خغ اص ضذػفٛ٘ی ػغحی تا ٞیدٛوّشیرآٚسی ؿذ. تافرئٓ ِىٝ تشٌی ٔـاٞذٜ ٚ خٕغكحشایی تا ػلا

ٌشاد، دسخٝ ػا٘سی 23-25صٔیٙی، دوؼسشٚص، آٌاس( وـر دادٜ ؿذ. خغ اص ٞفر سٚص ا٘ىٛتاػیٖٛ دس دٔای )ػیة PDAوـر سٚی ٔحیظ

دػر آٔذ وٝ اص ٘ظش ٝخذایٝ لاسزی ٚاخذ خیىٙیذیْٛ ت 21ػاصی ٌشدیذ. دس ٔدٕٛع قخشٌٙٝ لاسذ اص لغؼاذ وـر دادٜ ؿذٜ خذا ٚ خاِ

آٖ  5.8sٚ طٖ  ITS1 ،ITS2٘ٛاحی  ٔٛسد تشسػی ِٔٛىِٛی لشاس ٌشفر ٚ ػٙٛاٖ ٕ٘ایٙذٜٝٞا، تؿثیٝ تٛد٘ذ. یىی اص خذایٝ ٔٛسفِٛٛطیىی وألاً

 Peyronellaeaتشٌی خیسه كحشایی، طیىی ٚ ِٔٛىِٛی لاسذ ػأُ ِىٝٞای ٔٛسفِٛٛزؼییٗ زٛاِی ؿذ. دس ٟ٘ایر، تشاػاع ٘سایح تشسػی

glomerata  زـخیق دادٜ ؿذ. ایٗ اِٚیٗ ٌضاسؽ اصP. glomerata ٝتاؿذ. تٙاتشایٗ دس ػٙٛاٖ ػأُ ِىٝ تشٌی سٚی خیسه كحشایی ٔیت

ٛاٖ ػأُ تیٛوٙسشَ دس ٔثاسصٜ زّفیمی تا خیسه ػٙصایی ٘ذاؿسٝ تاؿذ، ٔیسٛا٘ذ تٝوٝ ایٗ لاسذ سٚی ٌیاٞاٖ صساػی ٔٙغمٝ تیٕاسیزیكٛس

 كحشایی ٔٛسد اػسفادٜ لشاس ٌیشد.

 

 ، اػساٖ وشدػساITSٖٞشص، زٛاِی ٘ٛاحی خیسه كحشایی، تیٛوٙسشَ ػّف های کلیذی:واشه
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 هقذهه

ا٘ذ، ٞشص ؿٙاخسٝ ؿذٜػٙٛاٖ ػّفحذٚد ػی ٞضاس ٌٛ٘ٝ ٌیاٞی تٝ

ا دس ٔحلٛلاذ ٌٛ٘ٝ اص آٟ٘ا تیـسشیٗ اخسلاَ س 300وٝ 

وٝ ٘حٛیٕ٘ایٙذ ٚ ٌؼسشؽ خٟا٘ی داس٘ذ تٝوـاٚسصی ایداد ٔی

دسكذ اص وُ  15زا  10دس وـٛسٞای زٛػؼٝ یافسٝ حذالُ 

خؼاساذ ػالا٘ٝ ٘اؿی اص ػٛأُ ٔخسّف تٝ ٔحلٛلاذ وـاٚسصی، 

ٞای ٞشص اػر ٚ ایٗ ٔیضاٖ دس وـٛسٞای دس حاَ ٔشتٛط تٝ ػّف

ٌٛ٘ٝ اص  18ر دس ایٗ تیٗ، زٛػؼٝ ٚ ٔٙاعك اػسٛایی تیـسش اػ

ٞا ٞؼسٙذ وٝ ٌیاٜ زش اص ػایش ٌٛ٘ٝٞای ٞشص ٔسذاَٚایٗ ػّف

كحشایی تا ٘اْ  تاؿذ. خیسهخیسه ٘یض یىی اص آٟ٘ا ٔی

ٔسؼّك تٝ زیشٜ خیسه   Convolvolus arvensisػّٕی

Covolvulaceae یا  تاؿذ. ٌیاٞاٖ ایٗ زیشٜ، تالاسٚ٘ذٜٔی ٚ

ٞای ای ؿیشی سً٘ ٞؼسٙذ. تشيٝای تٛدٜ ٚ داسای ؿیشاتتٛزٝ

آٟ٘ا ٔسٙاٚب، ػادٜ ٚ تذٖٚ ٌٛؿٛاسٜ اػر. ٌیاٞاٖ ایٗ زیشٜ دس 

ٞشص آٖ تیـسش اص ٞای ػّفایشاٖ ا٘سـاس ٚػیؼی داس٘ذ ٚ ٌٛ٘ٝ

 ػاِٝ ٔخشب زٙذ ٞشصٞؼسٙذ. ایٗ ػّف Convolvolusخٙغ 

 ٚ صساػی ٌیاٞاٖ اص تؼیاسی دس وٝ تٛدٜ خٟا٘ی ٌؼسشؽ داسای

زٛا٘ذ ٕ٘ایذ ٚ تٝ زٟٙایی ٔیٔی ایداد سا فشاٚا٘ی ٔـىلاذ تاغی

 دسكذ واٞؾ دٞذ. 60زا  50ػّٕىشد ٔحلَٛ سا 

(Anonymousلاسذ ) ٞای ػّٛٔیؼر اص ٘ظش خغشافیایی داسای

ٞای اوِٛٛطیىی وٝ دس ٘یرعٛسیخشاوٙذٌی ٚػیؼی ٞؼسٙذ، تٝ

(. زؼذاد صیادی اص آٟ٘ا Grov, 1935) ٌشٚؿٛ٘ذ ٔسٙٛع یافر ٔی

فیر ٚ تشخی تیٕاسٌش ثا٘ٛیٝ تش سٚی ٌیاٞاٖ ٔخسّف ػاخشٚ

زشیٗ یىی اص ٔسٙٛع  Phoma(. Sutton, 1980) ػازٖٛٞؼسٙذ 

كٛسذ ػٛأُ ٞای ػّٛٔیؼسی ٔسٙٛع اػر وٝ اغّة تٝخٙغ

 طاً٘ ؿٛدِىٝ تشٌی یا ِىٝ سٚی ػالٝ ٌیاٞاٖ ٔخسّف دیذٜ ٔی

اص  ٞای ٔخسّفی( زاوٖٙٛ Zhang et al., 2009ٌٝ٘ٛ) ٚ ٕٞىاساٖ

  ٞای ٞشص دس د٘یا ٌضاسؽ ؿذٜ اػر.ایٗ خٙغ سٚی ػّف

Peyronellaea ٌٝ٘ٛ ُٔٞایی اػر خٙغ خذیذی اػر وٝ ؿا

 Boerema et)ٚ ٕٞىاساٖ تٛسٔا   Phomaوٝ دس اتسذا دس خٙغ 

al., 2004ٌٝ٘ٛ ٚ )ٞای ٞای ٔشزثظ تا آٖ وٝ دس خٙغ

Pleosporalean لشاس داؿسٙذ. تشاػاع ٔغاِؼاذ ٔٛسفِٛٛطیىی، 

Peyronellaea ٝت( ػٙٛاٖ یىی اص ٘ٝ تخؾSection خٙغ )

Phoma  دس ٘ظش ٌشفسٝ ؿذٜ ٚ ٚیظٌی ٔـخق آٖ ػاخساس

(. تا 2004ٚ ٕٞىاساٖ، تٛسٔا ولأیذٚػدٛسی زٙذػِّٛی اػر )

ٌیش تٙذی ٔٛسفِٛٛطیىی ٔثٟٓ، ٔلٙٛػی ٚ ٚلرایٗ حاَ عثمٝ

 تٛدٜ ٚ ؿٙاػایی سا تشای ٔحممیٗ ٚ تیٕاسی ؿٙاػاٖ ٌیاٞی

ػاصد تٝ ٕٞیٗ دِیُ ٘یاص تٝ زدشتٝ ٚ ٟٔاسذ تالا داسد ٔـىُ ٔی

(. تٙاتشایٗ Aveskamp et al., 2010) ٚ ٕٞىاساٖ ٚػىٕحا

ٞای ٔـاتٝ آٖ ٞٙٛص ادأٝ ٚ ٌٛ٘ٝ Phoma تٙذی خٙغعثمٝ

ٞای ِٔٛىِٛی ٚ فیّٛط٘سیىی وٕه صیادی تٝ داسد. تشسػی

ٚ ٕٞىاساٖ،  ٚػىٕحاوٙذ ٞا ٔیؿٙاػایی ٚ فٟٓ زٙٛع ایٗ ٌٛ٘ٝ

 Irinyi)ٚ ٕٞىاساٖ  یشیٙیا؛ 2009ٚ ٕٞىاساٖ،  ٌشٚیسش ؛2009

2009 .) 

 

 ها هواد و روش

فشٍ٘ی دس ٔٙاعك ٔخسّف اػساٖ ، اص ٔضاسع زٛذ1392دس خاییض 

ٞشص خیسه ػُٕ آٔذ. دس اوثش ٔضاسع، ػّفوشدػساٖ تاصدیذ تٝ

آٚسی ؿذ. اص كحشایی تا ػلائٓ ِىٝ تشٌی ٔـاٞذٜ ٚ خٕغ

داسای ػلائٓ، زٛػظ اػىاِدُ اص حذفاكُ تافر آِٛدٜ  ٞایتخؾ

ٔسشی خذا ؿذ ٚ زٛػظ ٔحَّٛ ٚ ػآِ لغؼاذ ٘یٓ زا یه ػا٘سی

ػذیٓ( دسكذ )ٔؼادَ ٘یٓ دسكذ ٞیدٛوّشیر 10ٚایسىغ 

ٔذذ یه زا دٚ دلیمٝ ضذػفٛ٘ی ػغحی ؿذ٘ذ ٚ تلافاكّٝ تٝ

دٚتاس تا آب ٔمغش ػسشٖٚ ؿؼسـٛ دادٜ ؿذ٘ذ. ایٗ لغؼاذ سٚی 

ٞای حاٚی دیؾٌیشی ٚ تٝ خسشیغز كافی ػسشٖٚ آبوا

صٔیٙی، دوؼسشٚص، آٌاس( ا٘سماَ دادٜ ػیةPDA ( وـر ٔحیظ

-دسخٝ ػا٘سی 23-25ٞا دس ا٘ىٛتازٛس تا دٔای دیؾؿذ٘ذ. خسشی

ٞا زٛػظ ٔذذ خٙح زا ٞفر سٚص ٍٟ٘ذاسی ؿذ٘ذ. خذایٌٝشاد تٝ

ی ؿذ٘ذ ػاصاػسا٘ذاسد ٘ٛن سیؼٝ ٚ زه اػدٛس خاِق ٞایسٚؽ

خٟر ٍٟ٘ذاسی ٚ  PCAوـر ٞای حاٚی ٔحیظٚ ػدغ تٝ ِِٛٝ

ٞای ٞای تؼذی ا٘سماَ دادٜ ؿذ٘ذ. خٟر تشسػی ٚیظٌیؿٙاػایی

ٔسش اص حاؿیٝ دس حاَ ٞایی تٝ لغش خٙح ٔیّیحّمٝ ٔٛسفِٛٛطیىی

-ؿذ ٚ تٝ خسشی ٞای ٔشتٛط تٝ ٞش خذایٝ تشداؿسٝسؿذ خشٌٙٝ

ٔیٙی، ٞٛیح، آٌاس( ص)ػیة  PCAوـرٞای حاٚی ٔحیظدیؾ

دسخٝ  25زا  23ٞا دس دٔای دیؾا٘سماَ دادٜ ؿذ. ایٗ خسشی

ػاػر  8ٌشاد زحر ٘ٛس فّٛسػٙر تا زشخٝ ٘ٛسی ػا٘سی

ػاػر زاسیىی ٍٟ٘ذاسی ٚ خغ اص خٙح زا ٞفر  16سٚؿٙایی ٚ 

ٞای سٚص ٔٛسد تشسػی لشاس ٌشفسٙذ. ٕٞسٙیٗ ٚیظٌی

ٔٛسد  OA  ٚMEAٞای ٞا سٚی ٔحیظٔٛسفِٛٛطیىی خذایٝ

سٚص، خلٛكیاذ ٚ ا٘ذاصٜ  7تشسػی لشاس ٌشفر. خغ اص ٌزؿر 

ٞا تا اػسفادٜ اص ، ولأیذٚػدٛس ٚ وٙیذیْٛخیىٙیذیْٛ

ٌیشی لشاس ٌشفر. ج ٔذَ لایىا ٔٛسد تشسػی ٚ ا٘ذاصٜٔیىشٚػىٛ

ٞا، ولأیذٚػدٛسٞا ٞای خشٌٙٝ ٚ ؿىُ خیىٙیذیْٛتشاػاع ٚیظٌی

ٚ اٚػىٕح ٔؼسثش )ٞا ٚ تا وٕه ٔٙاتغ ػّٕی ٚ وٙیذیْٛ

( ؿٙاػایی كٛسذ 2004ٚ ٕٞىاساٖ،  تٛسٔا ؛2010 ٕٞىاساٖ،

ای وٝ ٔٛسد تشسػی ِٔٛىِٛی لشاس ٌشفر ٌشفر. اص خذایٝ

ػٛػدا٘ؼیٖٛ اػدٛس زٟیٝ ؿذ ٚ آصٔایؾ اثثاذ تیٕاسیضایی تا 

یافسٝ خیسه كحشایی زٛػؼٝ ٞای وألاًاػدٛسخاؿی سٚی تٛزٝ

آب ٔمغش اػسشیُ اػسفادٜ  ٞای ؿاٞذ اصا٘داْ ؿذ. تشای تٛزٝ

 ؿذ.
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 های هولکولیبررسی

 ٞا دس ػغح ٌٛ٘ٝ، یه خذایٝدلیك خذایٝٔٙظٛس ؿٙاػایی تٝ 

 ٞای ِٔٛىِٛی ا٘سخاب ٌشدیذ.تشای ا٘داْ تشسػی

  

 DNAاستخراج 

ٚ ٕٞىاساٖ،  ؿاسٔاتا سٚؽ زغییش یافسٝ  DNAاػسخشاج 

(Sharma et al., 2002) ٙٔ ْٛدٕذ ا٘داْ ؿذ. ٔمذاسی ٔیؼیّی

ؿذٜ دس یه ٞاٖٚ زیٙی وٝ اص لثُ دس فشیضس ػشد ؿذٜ تٛد، 

 200وٕه ٘یسشٚطٖ ٔایغ خٛدس ؿذ ٚ ٔیضاٖ سیخسٝ ؿذ ٚ تٝ

ٔیىشِٚیسشی ٔٙسمُ ؿذ. ٔمذاس  1500ٌشْ اص آٖ تٝ ِِٛٝ ٔیّی

ٌشْ ٔیىشِٚیسش اص تافش اػسخشاج ٍٟ٘ذاسی ؿذٜ دس حٕاْ آب 750

˚c60 (%2 PVP-40, pH=8.0 EDTA 20mM, CTAB 5% 

(W/V) Tris-HCl pH=8.0 100mM،NaCl 1/4M   ٚ2/0 %

 35ٔذذ ٔشواخسٛازاَ٘ٛ( تٝ ٕ٘ٛ٘ٝ اضافٝ ٚ ٔخّٛط ٌشدیذ ٚ تٝ

لشاس ٌشفر ٚ دس ایٗ ٔذذ  c60˚ٌشْ دلیمٝ دس حٕاْ آب

ٔحسٛیاذ ِِٛٝ زٙذیٗ ٔشزثٝ تٝ آسأی ٔخّٛط ؿذ. ٔؼادَ ٞٓ 

ِِٛٝ ٔحسٛی ( تٝ 1:24ایضٚآٔیُ اِىُ )-حدٓ اص ٔخّٛط وّشٚفشْ

ٔذذ یه دلیمٝ ٕ٘ٛ٘ٝ اضافٝ ؿذ ٚ تٝ آسأی تا تشٌشدا٘ذٖ تٝ

دلیمٝ تا  15ٔذذ ٔخّٛط ٌشدیذ. خغ اص اخسلاط وأُ تٝ

دٚس دس دلیمٝ ػا٘سشیفیٛط ؿذ. ٔایغ فٛلا٘ی  7000ػشػر 

تشداؿسٝ ٚ دسٖٚ ِِٛٝ ػسشٖٚ خذیذی سیخسٝ ؿذ. تٝ ا٘ذاصٜ یه 

 6/0ٚ  2/5 یذیسٝاػٔٛلاس  3ػذیٓ اْ حدٓ آٖ، اػساذػی

حدٓ، ٔحَّٛ ایضٚخشٚخاَ٘ٛ ػشد تٝ آٖ اضافٝ ٌشدیذ ٚ زٙذ 

ٔشزثٝ ٔحَّٛ داخُ ِِٛٝ تٝ آسأی ٔخّٛط ٌشدیذ. دس ایٗ ٔشحّٝ 

زـىیُ ؿذ وٝ تٝ آػا٘ی لاتُ ٔـاٞذٜ تٛد. ِِٛٝ  DNAولاف 

 c4˚دٚس دس دلیمٝ دس دٔای 7000دلیمٝ دس  10ٔذذ ٔحسٛی تٝ

ؼٕر خاییٗ ِِٛٝ سػٛب وٙذ. ٔایغ دس ل DNAػا٘سشیفیٛط ؿذ زا 

 DNAوٝ عٛسیتٝ آسأی خاِی ؿذ تٝ DNAتالایی سػٛب 

 DNA ،500٘خٛسدٜ تالی تٕا٘ذ. تٝ ِِٛٝ ٔحسٛی داخُ ِِٛٝ دػر

دلیمٝ تا  5دسكذ افضٚدٜ ؿذ ٚ ٔذذ  70ٔیىشِٚیسش ازاَ٘ٛ 

ػا٘سشیفیٛط ٌشدیذ.  c4˚دٚس دس دلیمٝ دس دٔای 13000ػشػر 

كٛسذ سیخسٝ ؿذ ٚ ِِٛٝ دس ٔداٚسذ ٞٛا تٝ ػدغ فاص سٚیی دٚس

ر لشاس ٌشفر. خغ اص ایٗ ٔشحّٝ ٚاسٚ٘ٝ سٚی واغز خارب سعٛت

ٔیىشِٚیسش آب ٔمغش دٚ تاس ػسشٖٚ افضٚدٜ ؿذ. ٕ٘ٛ٘ٝ  50ِِٛٝ  تٝ

دس آب  DNAٔذذ یه ؿة دس یخساَ ٍٟ٘ذاسی ؿذ زا زٛدٜ تٝ

 آٌاسص اػسخشاج ؿذٜ اص طَ DNAٔمغش حُ ؿٛد. تشای ٔـاٞذٜ 

ٔیىشِٚیسش  5اػسفادٜ ؿذ ٚ ٔمذاس  TBEدسكذ دس تافش  2/1

DNA ٝ5/1ٔذذ تا دٚ ٔیىشِٚیسش تافش تاسٌزاسی ٔخّٛط ٚ ت 

ِٚر اِىسشٚفٛسص ؿذ. زؼییٗ وٕیر ٚ  80ػاػر تا ِٚساط ثاتر 

اػسخشاج ؿذٜ تا سٚؽ اػدىسشٚفسٛٔسشی ٚ  DNAویفیر 

 اِىسشفٛسص طَ آٌاسص زؼییٗ ؿذ.

 

 :PCR)) ای پلیورازجیرهتنظین ضرایط واکنص زن

 ITS1  ٚITS4ای خّیٕشاص تا اػسفادٜ اص دٚ آغاصٌش ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ

ا٘داْ ٌشفر. ٘اْ ٚ  5.8Sٚ طٖ  ITS1 ،ITS2خٟر زىثیش ٘ٛاحی 

آٔذٜ  1زٛاِی آغاصٌشٞای اخسلاكی اػسفادٜ ؿذٜ دس خذَٚ 

 اػر.

 

 5.8Sٚ طٖ  ITS1 ،ITS2٘اْ ٚ زٛاِی آغاصٌشٞای اخسلاكی ٔٛسد اػسفادٜ خٟر زىثیش ٘ٛاحی  :1 خذَٚ

Table 1: Name and sequence of primers used to amplify ITS1, ITS2 and 5.8S regions  

 زٛاِی

Sequence 
 آغاصٌش ٘اْ

Primer 

5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3
' 

ITS1 

5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3
' 

ITS4 

 

ٞا، تشای خٌّٛیشی اص تشٚص خغای صٔاٖ، دس صٔاٖ اخشای آصٔایؾ

تشداؿسٗ ٔمادیش تؼیاس وٓ ٔٛاد ٚ ٘یض تشای ساحسی ٚ ػشػر ػُٕ 

زٟیٝ ؿذ.  2عثك خذَٚ  PCRٞای تیـسش، ٔحَّٛ خایٝ ٚاوٙؾ

 PCRٔحَّٛ خایٝ ؿأُ ٕٞٝ ٔٛاد ٔٛسد٘یاص تشای ا٘داْ ٚاوٙؾ 

 تٛد.  ٕ٘ٛ٘ٝ ٚ آغاصٌشٞا DNAخض تٝ

ٔشتٛط تٝ ٕ٘ٛ٘ٝ دس داخُ   DNAٔیىشِٚیسش دٚاتسذا     

ٔیىشِٚیسش اص  دٚسیخسٝ، ػدغ  PCRٔیىشٚزیٛج ٔخلٛف 

( تٝ آٖ اضافٝ ٌشدیذ ٚ lµ/pmol 10 آغاصٌشٞا )تا غّظر

ٔیىشِٚیسش اص ٔحَّٛ خایٝ زٟیٝ ؿذٜ ٚ تٝ ٞشیه اص  21تلافاكّٝ 

اص دػسٍاٜ  ٚ آغاصٌش اضافٝ ٌشدیذ. DNAٞای حاٚی جٔیىشٚزیٛ

خٟر زىثیشاػسفادٜ  TC-512ٔذَ  Technزشٔٛػایىّش ؿشور 

ای ٌشدیذ. ٔغاتك تش٘أٝ دادٜ ؿذٜ تٝ دػسٍاٜ، ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ

ا٘داْ  3اػاع ؿشایظ خذَٚ یٕشاص تا اػسفادٜ اص آغاصٌشٞا تشخّ

 ٌشدیذ.
 

 PCRالکتروفورز هحصول 

لَٛ ٞا، خٙح ٔیىشِٚیسش اص ٔحتشای اِىسشٚفٛسص ٞشیه اص ٕ٘ٛ٘ٝ

PCR  اِٚیٝ تشداؿسٝ ؿذ ٚ خغ اص اخسلاط تا دٚ ٔیىشِٚیسش تافش



 ...glomerata Peyronellaeaضناسایی هورفولوشیکی و هولکولی 

011 

تا  TBEدسكذ دس تافش  2/1آٌاسص  تاسٌزاسی، سٚی ٔحیظ طَ

ػاػر  5/2ِٚر اِىسشٚفٛسص ؿذ. خغ اص حذٚد  80ِٚساط ثاتر 

دلیمٝ  45زا  30آٔیضی خشیاٖ تشق لغغ ؿذٜ ٚ طَ تشای سً٘

ِیسش( لشاس شْ دس ٔیّیٌٔیّی 5/0دس ٔحَّٛ ازیذیْٛ تشٚٔایذ )

تشداسی اص طَ تا ٌشفر. خغ اص ؿؼسـٛی طَ تا آب ٔمغش، ػىغ

ا٘داْ ٌشفر.  DIGI.DOC H101دػسٍاٜ طَ داویٛٔٙر ٔذَ

ٔٙظٛس زؼییٗ خغ اص زىثیش تٝ 5.8Sٚ طٖ  ITS1 ،ITS2٘ٛاحی 

٘سایح زؼییٗ زٛاِی تا  خٙٛتی فشػسادٜ ؿذ ٚزٛاِی، تٝ وـٛس وشٜ

. ؿثاٞر زٛاِی خذایٝ ٔٛسد تشسػی دس فشٔر فؼسا دسیافر ؿذ

ٞای ٔٛخٛد دس تا٘ه طٖ اص عشیك ایٗ زحمیك تا زٛاِی خذایٝ

خغ اص تشسػی اِٚیٝ، زٛاِی ایٗ خذایٝ تا  .تلاػر ٔمایؼٝ ؿذ

سٙیٗ ٚ ٕٞٞای ٌشفسٝ ؿذٜ اص تا٘ه طٖ زٛاِی زؼذادی اص خذایٝ

( 4)خذَٚ  outgroupػٙٛاٖ تٝ Julella avicennaeزٛاِی ٌٛ٘ٝ 

ٕٞشدیف ؿذ٘ذ ٚ ولادٌٚشاْ آٟ٘ا تا  Genedocافضاس س ٘شْد

تا ٞضاس  joining –Neighbourتٝ سٚؽ  Treeconافضاس ٘شْ

Bootstrap .سػٓ ٚ زدضیٝ ٚ زحّیُ ؿذ     

 

  اخسلاكی PCR٘یاص تشای زٟیٝ ٔحَّٛ خایٝ ٔٛاد لاصْ ٚ ٔمادیش ٔٛسد :2خذَٚ 

Table 2: Materials and their amount for preparation of master mix in specific PCR 
 ٔادٜ

Material 

 غّظر خایٝ

Stock dilution 

 غّظر ٟ٘ایی

Working dilution  

 تشای یه ٚاوٙؾ

Amount for one reaction 

 آب دٚ تاس زمغیش ػسشٖٚ

Distilled Water  
- - 16.25μl 

 PCRتافش 

Buffer PCR 
X 10 X 1 2.5μl 

 وّشیذٔٙیضیٓ 

MgCl2 
mM 50 3.2 mM 1μl 

 دی. اٖ. زی. خی

 DNTPAS 
mM 10 0.6 mM 0.75μl 

 خّیٕشاص Taq DNAآ٘ضیٓ 
Taq DNA polymerase 

Unit/μl 5 Unit 1 0.5μl 

 حدٓ ٟ٘ایی
Total volume 

- - 21μl 

 

 

 PCRصٔاٖ ٚ دٔای لاصْ خٟر ا٘داْ ٔشاحُ ٔخسّف  :3خذَٚ 

Table 3: PCR protocol  
 زؼذاد زشخٝ

Number of cycle 

 ٔشحّٝ ا٘داْ ؿذٜ

Step 

 صٔاٖ

Time 

 (0Cدسخٝ حشاسذ )

Temperature 

 زشخٝ 1

1 cycle 

 ٚاػشؿر اِٚیٝ

Initial denaturation 
5 min 94 

 زشخٝ 35

35 cycle 

 ٚاػشؿر

Denaturation 
1 min 94 

 ازلاَ

Annealing 
75 s 54 

 ٌؼسشؽ

Extension 
2 min 72 

 زشخٝ 1

1 cycle 

 ٌؼسشؽ ٟ٘ایی

Final extension 
10 min 72 
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 ٞای ٌشفسٝ ؿذٜ اص تا٘ه طٖ ٚ خذایٝ ٔٛسد تشسػی دس ایٗ زحمیك خٟر سػٓ ولادٌٚشأْـخلاذ خذایٝ :4خذَٚ 

Table 4: Accession number of fungal isolates used in this study 
 ؿٕاسٜ دػسشػی تا٘ه طٖ

Accession number 

 ٘اْ ٌٛ٘ٝ

Species 

208879729 glomerata Peyronellaea 

208879730 glomerata Peyronellaea 

208879737 glomerata Peyronellaea 

208879631 glomerata Peyronellaea 

289188405 glomerata Peyronellaea 

262034988 glomerata Peyronellaea 

307239064 glomerata Peyronellaea 

KM014745(Iran) glomerata  Peyronellaea 

190402613 glomerata Phoma 

284799283(Outgroup) Julella avicenniae 

 

 نتایج و بحث

ػٙٛاٖ یىی اص ٞای خیسه كحشایی داسای ِىٝ تشٌی، تٝاص ٕ٘ٛ٘ٝ

فشٍ٘ی دس اػساٖ وشدػساٖ دس ٞای ٞشص ٟٔٓ ٔضاسع زٛذػّف

خذایٝ لاسزی خذا ؿذ. ػشػر سؿذ خشٌٙٝ  21ٔدٕٛع 

ػشیغ  OA، MEA  ٚPCAآٔذٜ سٚی ٔحیظ  دػرٝٞای تخذایٝ

ٞای ٘ٝ دیؾیىؼاٖ تٛد ٚ دس ظشف ػٝ سٚص ػغح خسشی ٚ زمشیثاً

 PCAخٛؿا٘ٙذ. خشٌٙٝ لاسذ سٚی ٔحیظ ٔسشی سا ٔیػا٘سی

ای ٚ سً٘ ػثض صیسٛ٘ی ٔایُ تٝ لٟٜٛٔسشاوٓ تٝ حاِر خـٕی، تٝ 

تؼذ اص یه ٞفسٝ سٚی  ٞااِف(. خیىٙیذیْٛ 1تشاق تٛد٘ذ )ؿىُ 

ٞای ػیاٜ كٛسذ دا٘ٝوٝ دس ٔشوض خشٌٙٝ تٝ ٙٝ زـىیُ ؿذ٘ذخشٌ

وشٚی زا ٌلاتی ٘یٕٝٞا سً٘ لاتُ ٔـاٞذٜ تٛد٘ذ. خیىٙیذیْٛ

ٔیىشٚٔسش  250زا  50ؿىُ تا یه ٌشدٖ تاسیه ٚ لغش آٟ٘ا 

كٛسذ زىی ٚ ٝب(. ولأیذٚػدٛسٞا ت 1)ؿىُ  ٌیشی ؿذا٘ذاصٜ

ٞا دس ذیْٛیج(. وٙ 1ای تٝ فشاٚا٘ی زـىیُ ؿذ٘ذ )ؿىُ دػسٝ

×  2-5/3، كٛسذ زىی ٚ دس تشخی ٔٛاسد ٔدسٕغاوثش ٔٛاسد تٝ

ٔؼسغیّی،  ٔیىشٚٔسش ٚ تٝ اؿىاَ ٔسٙٛع، ٔؼٕٛلاً 10-5

اػاع تشد(.  1ٔشغی ٚ تیضٛی ٚ سً٘ آٟ٘ا ؿفاف تٛد )ؿىُ زخٓ

ٞای ٘الق ٞا ٚ تا اػسفادٜ اص وّیذٞای ؿٙاػایی لاسذایٗ ٚیظٌی

 ,Barnett and Hunter) 1980 ،ػازٖٛ؛ 1998، تاس٘ر ٚ ٞا٘سش

1998; Sutton, 1980 )ٝػٙٛاٖ خٙغ دػر آٔذٜ تٝٝٞای تخذای

Phoma ٙزش ٚ ؿٙاػایی ٔٙظٛس ؿٙاػایی دلیكاػایی ؿذ٘ذ. تٝؿ

ٞا خٟر تشسػی ِٔٛىِٛی ا٘سخاب دس ػغح ٌٛ٘ٝ یىی اص خذایٝ

آٌاسٚص ا٘داْ ؿذ ٚ ٘ٙیدٝ اػسخشاج سٚی طَ DNAؿذ. اػسخشاج 

٘ٛاحی  ITS1  ٚITS4تا اػسفادٜ اص خشایٕشٞای ٔـاٞذٜ ؿذ. 

ITS1 ،ITS2  ٖ5.8ٚ طs  زىثیش ؿذ وٝ زِٛیذ یه لغؼٝ حذٚد

ؿذٜ زؼییٗ زٛاِی ؿذ ٚ زٛاِی خفر تاصی ٕ٘ٛد. لغؼٝ زىثیش 600

. دس Accesion NO. KM014745)) آٖ دس تا٘ه طٖ رخیشٜ ؿذ

ٞای اِٚیٝ ِٔٛىِٛی زٛاِی خذایٝ ٔٛسد تشسػی دس ایٗ تشسػی

زحمیك دس ػایر ٔشوض ّٔی تیٛزىِٙٛٛطی تلاػر ؿذ. ٘سایح 

ٞای ؿثیٝ تٝ زٛاِی ٔٛسد تشسػی تلاػر ٘ـاٖ داد وٝ اوثش زٛاِی

ٚ خٙغ تؼیاس ٘ضدیه  Phomaٞای خٙغ دس ایٗ زحمیك ٌٛ٘ٝ

-تٙاتشایٗ زٛاِی زؼذادی اص خذایٝتاؿذ. ٔی Peyronellaeaتٝ آٖ 

اػاع تش (.4 خذَٚٞای تؼیاص ٘ضدیه اص تا٘ه طٖ دسیافر ؿذ )

 Julella avicenniae strainتشسػی ٔٙاتغ ٚ ٔمایؼٝ تلاػر ٌٛ٘ٝ

BCC ػٙٛاٖ ٝتOutgroup ْافضاس ا٘سخاب ؿذ ٚ تا اػسفادٜ اص ٘ش

Gendoc ْافضاس ٕٞشدیف ؿذ٘ذ ٚ تا اػسفادٜ اص ٘شTreecon 

وٝ دس دسخر عٛس(. ٕٞا2ٖدسخر فیّٛط٘یسىی سػٓ ؿذ )ؿىُ 

د خذایٝ ٔٛسد تشسػی دس ایٗ زحمیك تا ؿٛسػٓ ؿذٜ ٔـاٞذٜ ٔی

تا ؿٕاسٜ دػسشػی  Peyronellaea glomerataخذایٝ 

ا٘ذ. كذ، دس یه ولاد لشاس ٌشفسٝ Bootstrapتا  307239064

ٞای ٞای ٔٛسفِٛٛطیىی ٚ ِٔٛىِٛی خذایٝاػاع ٚیظٌیتٙاتشایٗ تش

 glomerataدػر آٔذٜ اص ِىٝ تشٌی خیسه كحشایی ٝلاسزی ت

P. ی تؼذ اص ٔایؾ اثثاذ تیٕاسیضای. دس آصدٜ ؿذ٘ذزـخیق دا

ٞای خیسه كحشایی تا اػدٛسٞای ایٗ وشدٖ ٔلٙٛػی تٛزٝآِٛدٜ

ٔضاسع آٚسی ؿذٜ اص ٞای خٕغلاسذ، ػلایٕی ؿثیٝ ِىٝ تشٌی

 P. glomerata ٞا، ٔدذداًفشٍ٘ی ظاٞش ؿذ وٝ اص ایٗ ِىٝزٛذ
 ص ٚخٛدخذاػاصی ؿذ. تا تشسػی ٔٙاتغ ٔخسّف دس د٘یا ٌضاسؿی ا

P. glomerata   ٗسٚی خیسه كحشایی ٔـاٞذٜ ٘ـذ. تٙاتشای

تش سٚی  P. glomerata تشای اِٚیٗ تاس ٚخٛد ٚ تیٕاسیضا تٛدٖ 

وٝ ایٗ لاسذ دس تیٗ كٛسزیؿٛد. دسٔیخیسه كحشایی ٌضاسؽ 

ػٙٛاٖ ٝزٛا٘ذ تٌیاٞاٖ صساػی ٔٙغمٝ، ٔیضتا٘ی ٘ذاؿسٝ تاؿذ ٔی

زّفیمی تا خیسه كحشایی وٝ  ػأُ وٙسشَ تیِٛٛطیه دس ٔثاسصٜ

 واس ٌشفسٝ ؿٛد. تاؿذ تٝٞای ٞشص ٟٔٓ ٔییىی اص ػّف
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 ( ولأیذٚػدٛسٞاc( خیىٙیذیْٛ bسٚص  خغ اص ٌزؿر ٞفر PCAخشٌٙٝ سٚی  (Peyronellaea glomerata  a: 1ؿىُ

                    dْٛٞا(وٙیذی 

Fig. 1: Peyronellaea glomerata a) colony on PCA after 7 days b) pycnidium c) chlamydospore d) conidia 
 

 
 Bootstrapتا ٞضاس  Treeconافضاس ٘شْ سػٓ ؿذٜ تا Peyronllaea ٞای ٔشتٛط تٝ خٙغ دسخر فیّٛط٘ی ٌٛ٘ٝ :2 ؿىُ

Fig. 2: Phylogenetic tree of isolates of Peyronllaea genus used in this study by Treecon software with 1000 Bootstrap 
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 ٔسٗ اٍّ٘یؼی ٔشاخؼٝ ؿٛد. 26 خٟر ٔغاِؼٝ ٔٙاتغ تٝ كفحٝ
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Morphological and Molecular Identification of Peyronellaea glomerata as Causal 

Agent of Leaf Spot of Field Bindweed in Kurdistan Province 
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Abstract 

During the autumn of 1392 strawberry farms were inspected in the province of Kurdistan. In most fields, leaf spot 

symptoms of field bindweed were observed. Infected tissues surface sterilized with 5.0 percent sodium hypochlorite and 

were cultured on the medium PDA (potato, dextrose, agar). After seven days of incubation at 25-23°C, purifiction was 

done from edge of colonies in the maner of hyphal tip on water-agar medium. A total of 21 isolates posses pycnidium 

obtained that were morphologically similar. one of the isolates as representative was choosen and its ITS1, ITS2 and 

5.8s gene was sequenced. Finally, based on the results of morphological and molecular studies the causal agent of leaf 

spot of field bindweed was diagnosed as Peyronellaea glomerata. This is the first report of P. glomerata leaf spot on 

field bindweed. This fungus can be used as biocontrol agents in the integrated control of field bindweed if does not able 

to disease other crop in Kurdistan area. 

 

Keywords: Field bindweed, Weed biocontrol, Sequences of ITS regeans, Kurdistan province 

 

 

 

 

References 
Anonymous. Weedy Wildflowers of Illinois. http://www.illinoiswildflowers.info/weeds/plants/field_ bindweed.htm 

Aveskamp, MM., De Gruyter, J., Woudenberg, JH., Verkley, GJ. and Crous, PW. 2010. Highlights of the 

Didymellaceae: a polyphasic approach to characterise Phoma and related pleosporalean genera. Studies in 

Mycology, 65: 1-60. 

Aveskamp, MM., de Verkley, GJ., Gruyter, J., Murace, MA., Perelló, A., Woudenberg, JH., Groenewald, JZ. and 

Crous, PW. 2009. DNA phylogeny reveals polyphyly of Phoma section Peyronellaea and multiple taxonomic 

novelties. Mycologia, 101: 363-82. 

Barnett, HL. and Hunter, BB. 1998. Illustrated genera of imperfect fungi. 4
th

 ed. USA: St Paul. 

Boerema, G. H., de Gruyter, J., Noordeloos, M. E. and Hamers, M. E. C. 2004. Phoma Identification Manual. 

Differentiation of Specific and Infra-specific Taxa in Culture. CABI publishing, Wallingford, UK, 479 pp. 

De Gruyter, J., Aveskamp, MM., Woudenberg, JH., Verkley, GJ., Groenewald, JZ. and Crous, PW. 2009. Molecular 

phylogeny of Phoma and allied anamorph genera: towards a reclassification of the Phoma complex. Mycological 

Research, 113(Pt 4): 508-19. 

De Gruyter, J., Noordeloos, M. E. and Boerema, G. H. 1998. Contributions towards a monograph of Phoma 

(Coelomycetes) I-3. section Phoma: Taxa with conidia longer than 7 m. Persoonia, 16(4): 471-490. 

Grov, W. B. 1935. British Stem and Leaf Fungi (Coelomycetes) Vol. 1 Sphaeropsidales. Cambridge University Press, 

Cambridge. 

Irinyi, L., Kövics, GJ. and Sándor, E. 2009. Taxonomical re-evaluation of Phoma-like soybean pathogenic fungi. 

Mycological Research, 113(Pt 2): 249-60. 

Sharma, AD., Prabhjot, KG. and Prabhjot, S. 2002. DNA isolation from dry and fresh samples of polysaccharide–rich 

plants. Plant Molecular Biology Reporter, 20 (4): 415a-415f. 

Sutton, B. C. 1980. The Coelomycetes. Fungi Imperfecti with Pycnidia, Acervuli and Stromata. CMI, Kew. 
Zhang, T. Y., Hou, T. J. and Zhao, G. Z. 2009. Taxonomic studies on 20 dictyosporic hyphomycete genera from China 

and molecular systematics of represented species of 5 allied genera. Flora Fungorum Sinicorum, 31: 62. 

 

                                                 
1. M.Sc. Graduate Student Plant Pathology, Department of plant protection, Faculty of Agriculture, Bu-Ali Sina University, 

Hamadan 

2. Associate professors, Department of Plant Pathology, Faculty of Agriculture, Bu-Ali Sina University, Hamedan 

3. M.Sc. Student Plant Protection, Department of plant protection, Faculty of Agriculture, Campus of Lorestan University,   

    Khoramabad 

*: Corresponding author          Email: zafari_d@yahoo.com 

 

 

http://www.illinoiswildflowers.info/weeds/plants/field_


Sammary                                                                 AGRICULTURAL BIOTECHNOLOGY, Vol.13, No.2, 2015 

 

25 

 

 

 

Zou, Z., Eibl, C. and Koop, H. U. 2003. The stem-loop region of the tobacco psbA 5′ UTR is an important determinant 

of mRNA stability and translation efficiency. Molecular Genetics and Genomics, 269: 340-349. 

Zoubenko, O. V., Allison, L. A., Svab, Z. and Maliga, P. 1994. Efficient targeting of foreign genes into the tobacco 

plastid genome. Nucleic Acids Research, 22: 3819-3824. 

Zubko, M. K., Zubko, E. I., van Zuilen, K., Meyer, P. and Day, A. 2004. Stable transformation of petunia plastids. 

Transgenic Research, 13: 523-530. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


	سلیمانی 1.pdf
	سوما نریمانی 2
	حسین صبوری 3
	صباغ 4
	سارا صفری 5
	مهربان 6
	احمدی خواه-هدا شجاعیان   7
	8 -مسعود توحیدفر
	9 زهره داودی
	اطهر علی شیری 10
	11 مختار جلالی جواران-مژگان سلیمانی زاده
	ظفری 12
	chekideh[1]
	راﻫﻨﻤﺎي نگارش

