
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

 



 

 نامه حق مالكيت مادي و معنوي در مورد نتايج پژوهشهاي علمي آيين

  دانشگاه تربيت مدرس
 

هاي پژوهشي و فناوري دانشگاه در راستاي تحقق عدالت و كرامت انسـانها كـه لازمـه شـكوفايي      با عنايت به سياست :مقدمه
اه و پژوهشـگران، لازم اسـت اعضـاي هيـأت علمـي، دانشـجويان،       علمي و فني است و رعايت حقوق مـادي و معنـوي دانشـگ   

، رسـاله و طرحهـاي    نامـه  آموختگان و ديگر همكاران طرح، در مورد نتايج پژوهشـهاي علمـي كـه تحـت عنـاوين پايـان       دانش
  :تحقيقاتي با هماهنگي دانشگاه انجام شده است، موارد زير را رعايت نمايند

رساله و درآمدهاي حاصل از آنها متعلق به دانشگاه مي باشد ولي حقـوق معنـوي پديـد    / نامهحق نشر و تكثير پايان  -١ماده 
  .آورندگان محفوظ خواهد بود

بايـد   رساله به صورت چاپ در نشريات علمي و يا ارائه در مجامع علمـي  / نامه انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان -٢ماده 
. ستاد راهنماي اصلي، يكي از اساتيد راهنما، مشاور و يا دانشجوي مسئول مكاتبات مقالـه باشـد  به نام دانشگاه بوده و با تاييد ا

  .ولي مسئوليت علمي مقاله مستخرج از پايان نامه و رساله به عهده اساتيد راهنما و دانشجو مي باشد
رساله نيز منتشـر  / نامه اصل از پايانآموختگي بصورت تركيبي از اطلاعات جديد و نتايج ح در مقالاتي كه پس از دانش :تبصره

  .شود نيز بايد نام دانشگاه درج شود مي
حاصـل از نتـايج    )اثـري هنـري ماننـد فـيلم، عكـس، نقاشـي و نمايشـنامه       ( انتشار كتاب و يا نرم افزار و يا  آثار ويژه -٣ماده 
نشـكده هـا، مراكـز تحقيقـاتي، پژوهشـكده هـا،       رساله و تمامي طرحهاي تحقيقاتي كليه واحدهاي دانشگاه اعم از دا/ نامه پايان

هـاي مصـوب   نامـه پارك علم و فناوري و ديگر واحدها بايد با مجوز كتبي صادره از معاونت پژوهشي دانشـگاه و براسـاس آئـين   
  .انجام شود

كـه حاصـل نتـايج     المللـي  اي و بـين  هاي ملي، منطقه ثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه يافته ها در جشنواره -٤ماده 
هاي تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي اسـتاد راهنمـا يـا مجـري طـرح از طريـق        رساله و تمامي طرح/ نامه مستخرج از پايان

  .معاونت پژوهشي دانشگاه انجام گيرد
يـأت رئيسـه   در ه ٢٣/٤/٨٧در شوراي پژوهشـي و در تـاريخ    ١/٤/٨٧ماده و يك تبصره در تاريخ ٥نامه در  اين آيين -٥ماده 

شوراي دانشگاه به تصويب رسيده و از تاريخ تصـويب در شـوراي دانشـگاه      ١٥/٧/٨٧دانشگاه به تاييد رسيد و در جلسه مورخ 
  .الاجرا است لازم

 دکتریمقطـع   ١٣٨٦ورودي سال تحصيلي  بيماری شناسی گياهیدانشجوي رشته  محبوبه هراتياناينجانب «
يه نكات مندرج در آيين نامه حق مالكيت مادي و معنـوي در مـورد نتـايج پـژوهش     متعهد مي شوم كل کشاورزیدانشكده 

در . رساله تحصيلي خود رعايت نمـايم / هاي علمي دانشگاه تربيت مدرس را در انتشار يافته هاي علمي مستخرج از پايان نامه 
كه از طرف اينجانب نسبت بـه لغـو امتيـاز     صورت تخلف از مفاد آيين نامه فوق الاشعار به دانشگاه وكالت و نمايندگي مي دهم

ضمناً نسـبت بـه جبـران فـوري ضـرر و زيـان       . اختراع بنام بنده و يا هرگونه امتياز ديگر و تغيير آن به نام دانشگاه اقدام نمايد
  .»حاصله براساس برآورد دانشگاه اقدام خواهم نمود و بدينوسيله حق هرگونه اعتراض را از خود سلب نمودم 

 
 

اامض  
 تاريخ 

 
 



 

  

  هاي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس )رساله(نامه  پايانچاپ نامه  آئين
  

هاي تحصـيلي دانشـجويان دانشـگاه تربيـت مـدرس، مبـين بخشـي از        )رساله(نامه  نظر به اينكه چاپ و انتشار پايان
اه، دانـش آموختگـان ايـن    بنابراين به منظور آگاهي و رعايت حقوق دانشگ. پژوهشي دانشگاه است هاي علمي فعاليت

  : شوند دانشگاه نسبت به رعايت موارد ذيل متعهد مي
دفتـر نشـر آثـار    ”طـور كتبـي بـه دفتـر      ي خود، مراتب را قبلاً به)رساله(نامه  در صورت اقدام به چاپ پايان:  ١ماده 
  .دانشگاه اطلاع دهد“ علمي

  
  :يل را چاپ كند، عبارت ذ)پس از برگ شناسنامه(در صفحه سوم كتاب :  ٢ماده 

در دانشـكده   ١٣٩١اسـت كـه در سـال     بيمـاری شناسـی  نگارنـده در رشـته    رساله دكتريكتاب حاضر، حاصـل  ” 
مشـاوره   و  دکتر بهرام شـريف نبـی  و  جناب آقای دکتر ناصر صفايیدانشگاه تربيت مدرس به راهنمايي  کشاورزی

  .از آن دفاع شده است دکتر سيد باقر محمودی
  

در هـر نوبـت   (هاي انتشارات دانشگاه، تعداد يك درصـد شـمارگان كتـاب     نظور جبران بخشي از هزينهبه م:  ٣ماده 
تواند مازاد نياز خود را به نفع مركز نشر در معرض  دانشگاه مي. دانشگاه اهداء كند“ دفتر نشر آثار علمي”را به ) چاپ

  .فروش قرار دهد
  

عنـوان خسـارت بـه دانشـگاه تربيـت       شمارگان چاپ شـده را بـه   بهاي% ٥٠، ٣در صورت عدم رعايت ماده   : ٤ماده 
  .مدرس، تاديه كند

  
بهاي خسارت، دانشگاه مذكور را از طريق  هاي كند در صورت خودداري از پرداخت دانشجو تعهد و قبول مي  : ٥ماده 

خـود، از طريـق   دهـد بـه منظـور اسـتيفاي حقـوق       مراجع قضايي مطالبه و وصول كند، به علاوه به دانشگاه حق مي
  .را از محل توقيف كتابهاي عرضه شده نگارنده براي فروش، تامين نمايد ٤دادگاه، معادل وجه مذكور در ماده 

  
تعهـد فـوق و ضـمانت     دکتـری مقطـع   بيماری شناسی گيـاهی دانشجوي رشته  محبوبه هراتياناينجانب :  ٦ماده 

  .شوم اجرايي آن را قبول كرده، به آن ملتزم مي
  
  
  

  محبوبه هراتيان: و نام خانوادگينام 
  تاريخ و امضا

  



 

      
 کشاورزیدانشکده  

    بيماری شناسی گياهیرساله دكتري 

  قارچ شناسیگرايش 

 عنوان رساله

                   (AG-4) بررسی ساختار ژنتيکی جمعيت های گروه آناستوموزی چهار

Rhizoctonia solani ندر ايرا  

  :نگارش

  محبوبه هراتيان 

  :اساتيد راهنما

  دکتر بهرام شريف نبیدكتر ناصر صفايی، 

  :استاد مشاور

 دکتر سيد باقر محمودی

  ١٣٩١تير 



 

  چکيده

مـاری مـرگ گياهچـه و پوسـيدگی ريشـه در      بيمارگر مهم و عامـل بي  Rhizoctonia solaniگروه آناستوموزی چهار قارچ 
تاکنون هيچ گونه اطلاعاتی در ارتباط با نقش ساختار ژنتيکی و مرحلـه جنسـی در اپيـدميولوژی    . بسياری از گياهان می باشد

AG-4 لذا اين تحقيق با اهداف تعيين تنوع ژنتيکی بين و درون جمعيت های . وجود نداردR. solani AG-4    بـا اسـتفاده
صد و نود وهفـت جدايـه از   . انجام شد) ۲۰۰۹(و فروکو و همکاران ) ۲۰۰۸(گرهای طراحی شده توسط زالا و همکاران از آغاز

جمع آوری و ساختار ژنتيکـی  ) آذربايجان غربی، اصفهان، البرز، خراسان، لرستان و همدان(مزارع مختلف از شش استان ايران 
اغلب ژنوتيپ هـای چنـدجايگاهی   . ده از هفت جايگاه ريزماهواره ای ارزيابی شداين قارچ برای بررسی تمايز جغرافيايی با استفا

بين جمعيت های مختلف جريان ژنـی بـالا   . مختص هر جمعيت بوده و تعداد کمی از ژنوتيپ های چندجايگاهی مشترک بود
نوع ژنوتيپی بـالا، نسـبت   ت. متوسط تا بالا در مقايسه جفت جمعيت ها مشاهده شد) FST(تا متوسط، بر اساس شاخص تثبيت 

بخش کلونال متوسط و وجود ژنوتيپ های اختصاصی جمعيت مطابق با سيستم توليد مثلی مخلوط برای جمعيت هـای مـورد   
احتمال داده می شود که خروج از موازنه هاردی وينبرگ، عدم موازنه گامتی و افزايش معنـی دار هموزيگـوت هـا    . بررسی بود

تـاکنون نشـانگر   . بيش از نيمی از جايگاهها به دليل حضور آلل هـای ثبـت نشـده و اثـر والانـد باشـد      در نيمی از جايگاهها يا 
جايگـاه ريزمـاهواره ای    ۱۱در ايـن پـژوهش   . ريزماهواره ای برای بررسی تنوع ژنتيکی در ايـن بيمـارگر طراحـی نشـده اسـت     

تمامی اين جايگاهها برای ارزيـابی تنـوع ژنـی     .با استفاده از روش غنی سازی طراحی گرديد R. solani AG-4چندشکل از 
. تعداد کل آلل ها از سه تا هفت آلل متغيـر بـود  . در جمعيت آلوده کننده لوبيا سبز در استان اصفهان مورد استفاده قرار گرفت

بـه  . رنـد بود که نشان داد تمام جايگاههای ريزماهواره ای چندشـکلی بـالايی دا   ۶۵/۰جايگاه  ۱۱برای PIC ميانگين شاخص 
جدايه نماينده از شـش ميزبـان متفـاوت     ITS4/ITS5  ،۱۳با استفاده از آغازگرهای  ITS-rDNAمنظور توالی يابی ناحيه 

درخت حاصل از تجزيه و تحليل ايـن تـوالي هـا ، جدايـه هـاي      . با ژنوتيپ چندجايگاهی ريزماهواره ای مختلف انتخاب گرديد
جدايه مذکور، شش جدايـه بـه    ۱۳از ميان . تفكيك نمود HGIIIو  HGI  ،HGIIژنتيكي     مورد بررسي را به سه زيرگروه فيلو

تمام جدايه ها قـادر بـه بيمـاريزايی در تمـام     . طور تصادفی از شش ميزبان مختلف برای آزمون بيماريزايی تقاطعی انتخاب شد
به نظـر مـی   . صاصی شدن ميزبان مطابقت داشتميزبانهای مورد آزمون، با شدت بالاتر روی ميزبان اصلی خود بودند که با اخت

ايـن پـژوهش اولـين تجزيـه و     . با شدت بيماريزايی آنها ارتباط نداشته باشـد  ITS-rDNAرسد که تمايز جدايه ها در سطح 
همچنـين اولـين گـزارش از    . عامل بيماری پوسيدگی طوقه و ريشـه مـی باشـد     AG-4 R. solaniتحليل ژنتيک جمعيت 

می باشد که می تواند ابـزار مفيـدی بـرای ارزيـابی تنـوع ژنتيکـی و سـاختار         AG-4ريزماهواره ای برای  طراحی جايگاههای
 .فراهم کند R. solani AG-4جمعيت 

  جمعيت، ريزماهواره، بيماريزايی تقاطعی ريزوکتونيا، گروه آناستوموزی، ساختار : دیيکلمات کل
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 فهرست مطالب

  صفحه  ..........................................................................................................................................................................................................   عنوان

   أ....................................................................................................................................................................................................   فهرست مطالب

  ز  ..................................................................................................................................................................................................  فهرست شکل ها

  ح  ..............................................................................................................................................................................................  فهرست جدول ها
 

  ۱  .................................................................................................................................................................................................مقدمه: فصل اول

  ۲  ....................................................................................................................................................................................................................  قدمهم

  ۶  .....................................................................................................................................................  ر مطالعات انجام شدهمروری ب: فصل دوم

  ۷  ................................................................................................................................بيماری پوسيدگی طوقه و ريشه ريزوکتونيايی -۱- ۲

  ۷  ..................................................................................................................................................  عامل بيماريزا و علائم بيماری -۱- ۱- ۲    

  ۷  ..............................................................................................................................................................................  توسعه بيماري -۲- ۱- ۲    

  ۸  ...............................................................................................................................................  چرخه زندگی و فرآيند آلودگی -۳- ۱- ۲    

  R. solani  .................................................................................................................................................................  ۹کمپلکس گونه  -۲- ۲

  Anastomosis Groups= AG(  .................................................................................................  ۱۴(گروههاي آناستوموزی  -۳- ۲

  ۱۲  ....................................................................................................................................  واکنشهای ناسازگاری رويشی و جنسی -۳-۱- ۲

۲ -۴-AG-4 ۱۴  ..................................................................................................................................................  و زيرگروههای مرتبط با آن  

  ١٤  ...............................ITSو توالی يابی ناحيه  rDNAبررسی روابط تکاملی در گروههای آناستوموزی مختلف بر اساس  -۵- ۲

  ۱۶  .....................................................................................................................................................  ساختار ژنتيکی و ژنتيک جمعيت- ۶- ۲

 ۱۸  ........................................................................................................................................................  عوامل مؤثر در ژنتيک جمعيت -۷- ۲

  ١٨  ..........................................................................................................................................................................................  جهش -۱- ۷- ۲    

  ١٩  ...............................................................................................................................................................  و ژنوتيپیجريان ژنی -۲- ۷- ۲    

  ۲۱  ................................................................................................................................................  نوترکيبی و توليدمثل جنسی -۳- ۷- ۲    

  ۲۲  ....... ................................................................................................................................................................  سيستم آميزشی -۴- ۷- ۲    

  ۲۴  ..............................................................................................................................................................................  رانش ژنتيکی-۵- ۷- ۲    

  ۲۴  ..................................................................................................................................................................................................  تنگنا - ۷-۶- ۲

  ۲۴  ................................................................................................................................................................................  انتخاب طبيعی -۷-۷- ۲
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 )ادامه(فهرست مطالب 

  صفحه  ..........................................................................................................................................................................................................   عنوان

  ۲۵  ......................................................................................................................................................................................  انتخاب نشانگر -۸- ۲

  ۲۶  ........................................................................................................................................................................................  ريزماهواره ها -۹- ۲

  ۲۶  ...................................................................................................................................................................  ع ريزماهواره هاانوا -۱- ۹- ۲    

  ۲۷  ..........................................................................................................................................  پراکندگی ريزماهواره ها در ژنوم -۲- ۹- ۲    

  ۲۸  ................................................................................................................................................................  تکامل ريزماهواره ها -۳- ۹- ۲    

  ۳۱  ...........................................................................................................................................  مدل های جهش ريزماهواره ها -۴ - ۹- ۲    

  ۳۲  .............................................................................................................................................شناسايی و جداسازی ريزماهواره ها - ۱۰- ۲

  ۳۳  ..............................................................................................................................................  ش های جداسازی ريزماهواره هارو - ۱۱- ۲

  ۳۴  .......................................................................................................................  جداسازی ريزماهواره ها از طريق تهيه کتابخانه - ۱۲- ۲

  ۳۴  .....................................................................................................................................................  کتابخانه های غنی نشده - ۱- ۱۲- ۲    

  ۳۴  ......................................................................................................................................................  کتابخانه های غنی شده - ۲- ۱۲- ۲    

  ۳۷  ...............................................................................................................  روش های جداسازی ريزماهواره بدون تهيه کتابخانه- ۱۳- ۲

 R. solani...............................................................................................  ۳۷ژنتيک جمعيت گروههای مختلف آناستوموزی در  - ۱۴- ۲

  ۴۰  ............................................................................................................................................................................  مواد و روش ها: فصل سوم

  ۴۱  .................................................................................................................................................................................  جمع آوري نمونه -۱- ۳

  ۳۶  ...........................................................................................................  نيا از غلاف، طوقه و ريشهجداسازی قارچ ريزوکتو -۱- ۱- ۳    

  ۳۷  ............................................................................................................................................................خالص سازی جدايه ها -۲- ۱- ۳    

  ٣٧  ...............................................................................................................................  AG-4شناسايی جدايه های متعلق به  -۳- ۱- ۳    

  ٤٢  .........................................................................................................................................................................  نگهداری جدايه ها -۱-۴- ۳

  ۴۲  ......................................................................................................................................................................  ژنومی  DNAاستخراج  -۲- ۳

  ۴۷  .................................................................................................................................................................  يومتوليد انبوه ميسل -۱- ۲- ۳    

  ۴۷  ........................................................................................................................استخراج ژنومی به روش موری و تامپسون -۲- ۲- ۳    

  ۴۸  ....................................................................................................  با استفاده از ژل آگارز  DNAتعيين کيفيت و کميت  - ۳- ۲- ۳    

   

  



 ج 

 )ادامه(فهرست مطالب  

  صفحه  ..........................................................................................................................................................................................................  عنوان 

  ۴۹  ....................................................................  از پيش طراحی شده   SSRبررسی ساختار جمعيت با استفاده از آغازگرهای -۳- ۳

  ۴۹  ..............................................................................  برای جايگاههای ريزماهواره ای PCRبهينه سازی شرايط واکنش -۱- ۳- ۳    

  ۵۰  .............................................................................................  از پيش طراحی شده  SSRی بررسی چندشکلی آغازگرها - ۲- ۳-۳ 

  ۵۲  ...........................................................................................................................................................  تجزيه و تحليل داده ها -۳- ۳- ۳    

  ۵۲  ...............................................................................................................................................................................تنوع ژنوتيپی-۴- ۳- ۳    

  ۵۳  .....................................................................................................................................................  تنوع ژنی و تمايز جمعيت ها - ۵ -۳- ۳

  ۵۴  ...........................................................................................................................  آزمون توارن هاردی وينبرگ و توازن گامتی - ۳-۶- ۳

  ۵۴  ...........................................................................................................................................................رهای جمعيت نگاریپارامت -۳-۷- ۳

  ۵۵  ..........................................................................................................................  شناسايی و جداسازی توالی های ريزماهواره ای -۴- ۳

  ۵۵  ...................................................................................................................................................  انتخاب ترکيب مناسب آنزيمی -۴-۱- ۳

  ۵۶  ............................................................................................................................................................  ژنومی DNAبرش اصلی  - ۲ -۴- ۳

  ۵۸  ................................................................................................................................................  حذف انتهای چسبنده قطعات-۳- ۴- ۳    

  ۵۸  ....................................................................................................................  قطعات ۵ 'روههای فسفريل از انتهایحذف گ-۴- ۴- ۳    

  ۵۹  ...........................................................................  برش خورده و دفسفريله شده DNAبه قطعات  SNXاتصال لينکر  -۵- ۴- ۳    

  DNA  ...............................................................................................................  ۶۱و قطعات  SNXترميم شکاف بين لينکر  - ۶- ۴- ۳    

  ۶۲  .....................................................................................................................................  بررسی کيفيت انجام واکنش اتصال -۷- ۴- ۳    

  ۶۳  ......................................................  غنی سازی جهت افزايش فراوانی توالی های تکراری در کتابخانه ژنومی ناقص -۸- ۴- ۳    

  ۶۴  ..............................................................................  آماده سازی ذرات مغناطيسی پوشيده شده شده با استرپتاويدين -۹- ۴- ۳    

  ۶۶  .............................................................................................................................  تکثير قطعات حاصل از دو رگ سازی - ۱۰- ۴- ۳    

  ۶۷  ...............................................  ای چسبندهبرای توليد قطعات با انته NheIبا آنزيم  PCRبرش آنزيمی محصول  - ۱۱- ۴- ۳    

  E. coli  ........................................................................................  ۶۸از باکتری  pBluescript II SKاستخراج پلاسميد  - ۱۲- ۴- ۳    

  XbaI   .......................................................................................................................  ۷۰آنزيم  pBluescriptبرش پلاسميد  - ۱۳- ۴- ۳    

  ۷۱  ..................................................................  قطعات پلاسميدی برش خورده ۵'انتهای  حذف گروههای فسفريل از - ۱۴- ۴- ۳    

  ۷۱  .............................................................................................  غنی سازی شده به پلاسميد برش خورده DNAاتصال  - ۱۵- ۴- ۳    

   



 

 د

 )ادامه(فهرست مطالب    

  صفحه  ............................................................................................................................................................................................................  عنوان

  E. coli  .................................................................................................................................................  ۷۲تهيه سلولهای مستعد  - ۴-۱۶- ۳

  E. coli  ........................................................  ۷۳انتقال پلاسميد حاوی قطعه مورد نظر به باکتری های مستعد شده  - ۱۷- ۴- ۳    

  PCR....................................................................................................................  ۷۴غربال سازی همسانه ها با استفاده از  - ۱۸- ۴- ۳    

  ۷۵  ....................................................................................................................................  ری ها جهت توالی يابیکشت باکت - ۱۹- ۴- ۳    

  ۷۵  ....................................................................................................................................  نگهداری طولانی مدت همسانه ها - ۲۰- ۴- ۳    

  ۷۶  ....................................................................................................  به منظور تکثير نواحی ريزماهواره SSRطراحی آغازگرهای  -۵- ۳

  ۷۷  ........ ................................................................................................................................  ه ایطراحی آغازگرهای ريزماهوار -۱- ۵- ۳    

  ۷۷  ................................................................................  برای آغازگرهای طراحی شده PCRبهينه سازی شرايط واکنش  -۲- ۵- ۳    

  ۷۷  ......................................................................................................................  بررسی چندشکلی آغازگرهای طراحی شده -۳- ۵- ۳    

  ۷۸  ...........................................................................................................................................................  تجزيه و تحليل داده ها -۴- ۵- ۳    

  ۷۸  .......................................................  دايه های نماينده خالص شده از ميزبانهای مختلفدر ج ITS- rDNAبررسی ناحيه  - ۶- ۳

  ITS-rDNA   .................................................................................................................................................  ۷۸تکثير ناحيه  - ۶-۱- ۳    

  ITS-rDNA  ..............................................................................................................  ۷۸توالی يابی و تجزيه و تحليل ناحيه  - ۶-۲- ۳    

  ۷۹  ......................................................................................................................  يی جدايه های خالص شدهمقايسه شدت بيماريزا -۷- ۳

  ۷۹  ....................................................................................................................................  آزمون کلاسيک بيماريزايی تقاطعی -۱- ۷- ۳    

  ۸۰  .....................................................................................................................................................................  محاسبات آماری  -۲- ۷- ۳    

  ۸۱  .............................................................................................................................................................................  نتايج و بحث: فصل چهارم

  ۸۲  .................................................................................................................................................................................  جمع آوری نمونه -۱- ۴

  ۸۲  .....................................................................................................................................  جداسازی و خالص سازی جدايه ها -۲- ۱- ۴    

  AG-4  ...............................................................................................................................  ۸۲شناسايی جدايه های متعلق به  -۳- ۱- ۴    

  ۸۳  ....... ................................................................................................................................................................  ژنومی DNAاستخراج  -۲- ۴

  ۸۳  ....................................................................  ی شدهاز پيش طراح SSRبررسی ساختار جمعيت با استفاده از آغازگرهای  -۳- ۴

  SSR   ................................................................................................  ۸۳بهينه سازی تکثير قطعات حاصل از آغازگرهای  -۱- ۳- ۴    

 

 



 

 ه

 )ادامه( فهرست مطالب   

  صفحه  ............................................................................................................................................................................................................  نوانع

  ۸۴  ..........................................................................................  از پيش طراحی شده SSRبررسی چند شکلی آغازگرهای  - ۲- ۳- ۴   

  ۸۶  ........ ................................................................................................................................................................تجزيه وتحليل داده ها -۴- ۴

  ۸۶  ..................................................................................................................................................................................تنوع ژنوتيپی - ۱- ۴-۴ 

  ۸۹  ....................................................................................................................................................................................  تنوع ژنی -۲- ۴- ۴    

  ۹۱  ....... ................................................................................................................................  تجزيه و تحليل واريانس مولکولی  -۳- ۴- ۴    

  ۹۶  ....................................................................................................................  آزمون توازن هاردی وينبرگ و توازن گامتی -۴- ۴- ۴    

  ۱۰۲  .................................................................................................................................................  پارامترهای جمعيت نگاری -۴- ۵- ۴    

  ۱۰۶  .......................................................................................................................  شناسايی و جداسازی توالی های ريزماهواره ای -۵- ۴

 ۱۰۶  ..............................................................................................................................................................  ژنومی DNAبرش  -۱- ۵- ۴    

  NheI  ..........................................................  ۱۰۷ژنومی با آنزيم  DNAحذف انتهای چسبنده قطعات حاصل از برش  -۲- ۵- ۴    

  DNA    .............................................................................................  ۱۰۷قطعات  ۵ 'حذف گروههای فسفريل از انتهای -۳- ۵- ۴    

  ۱۰۸  ...........................................................................................................................   اتصال لينکر به قطعات دفسفريله شده -۴- ۵- ۴    

  DNA  ..............................................................................................  ۱۰۹و قطعات  SNXترميم شکاف موجود بين لينکر  -۵- ۵- ۴    

  ۱۰۹  .............................................................................................................................................  بررسی کيفيت واکنش اتصال - ۶- ۵- ۴    

  ۱۱۰  ....................................ت دارای توالی های ريزماهواره ای با استفاده از تکنيک دو رگ سازیغنی سازی قطعا -۷- ۵- ۴    

  PCR  ...................................................................................................................  ۱۱۱تکثير محصولات غنی سازی شده در  -۸- ۵- ۴    

  ۱۱۲  ........................................................................................  برای ورود به پلاسميد NheIبا آنزيم  PCRبرش محصول  -۹- ۵- ۴    

  XbaI  .........................................................................  ۱۱۲و برش آن با آنزيم  pBluescript II SKاستخراج پلاسميد  - ۱۰- ۵- ۴    

  ۱۱۳  ............................................................  ت پلاسميدی برش يافتهقطعا ۵ 'حذف گروههای فسفريل از دو انتهای - ۱۱- ۵- ۴    

  ۱۱۴  .......................................................................................  انتقال پلاسميد حاوی قطعه مورد نظر به باکتری مستعد - ۱۲- ۵- ۴    

  Colony PCR  ..................................................................  ۱۱۴غربال سازی همسانه ها برای توالی يابی با استفاده از  - ۱۳- ۵- ۴    

  ۱۱۵  .................................................................................................................................  کشت باکتری ها جهت توالی يابی - ۱۴- ۵- ۴    

  ۱۱۶  .....................................................مناسب به منظور تکثير نواحی ريزماهواره SSRتوالی يابی و طراحی آغازگرهای  -۶- ۴    

  ۱۲۲  ........ ................................................................طراحی شده SSRبهينه سازی تکثير قطعات خاصل از آغازگرهای  - ۶-۱- ۴    

  ۱۲۶  .......................................................................................   بررسی چندشکلی آغازگرهای ريزماهواره ای طراحی شده - ۶-۲- ۴    



 
 و

  ۱۲۶  ........................................................................................................................................................  تجزيه و تحليل داده ها - ۶-۳- ۴    

  ITS-rDNA........................................................................................................................  ۱۳۰توالی يابی و تجزيه وتحليل ناحيه  -۷- ۴

  ۱۳۴  ...................................................................................  بررسی شدت بيماريزايی تقاطعی جدايه ها روی ميزبانهای مختلف -۸- ۴

  ۱۳۴  ............................................................  ف مورد آزمون روی هر ميزبانبررسی شدت بيماريزايی جدايه های مختل -۱- ۸- ۴    

  ۱۳۸  ...................................................................................  مقايسه شدت بيماريزايی هر جدايه در ميزبانهای مورد آزمون - ۲- ۸- ۴....

  ۱۴۰  .....................................................................................................  مقايسه سه زمان يادداشت برداری پس از مايه زنی  - ۲- ۸- ۴   

  ۱۴۲  .....................................................................................................................................................  نتيجه گيری کلی و پيشنهادها -۹- ۴

  ۱۴۲  .......................................................................................................................  تجزيه و تحليل تمايز ژنتيکی جمعيت ها -۱- ۹- ۴    

  ۱۴۳  ....... ................................................................................................  بررسی احتمال وقوع نوترکيبی و روش توليد مثل -۲- ۹- ۴    

  R. solani AG-4...................................................  ۱۴۴ازی و طراحی آغازگرهای ريزماهواره ای برای شناسايی، جداس - ۳- ۹- ۴  

  ITS- rDNA  ..........................................................................................................................................  ۱۴۴توالی يابی ناحيه  -۴- ۹- ۴    

  ۱۴۵  .....................................................................................................................................  مقايسه شدت بيماريزايی تقاطعی -۵- ۹- ۴    

  ۱۴۶  ................................................................................................................................................................................................................  منابع
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  فهرست شکل ها

  صفحه  ............................................................................................................................................................................................................  عنوان

  ۱۸  .......................................................................................  منابع تغييرات ژنی و ژنوتيپی در جمعيت های عامل بيماريزا - ۱- ۲شکل
 ۲۹  ...........................................................................................................کراسينگ آور نابرابر بين کروموزوم های همولوگ -۲-۲شکل 

  ۳۰  .........................................................................................................................  لغزش و سرخوردگی در طی همانندسازی -۳-۲شکل 

  AG-4  ................................................................ .......  ۸۳استخراج شده از جدايه هاي مختلف متعلق به گروه  DNA -۱-۴شکل 

  AG-4.........................  ۸۵متعلق به  R. solaniدر جدايه هاي  TC-06الگوهاي باندي حاصل از تکثير آغازگر  -۲-۴شکل 

  IIIHae  ..................................................................  ۱۰۷ و IXmn ،INhe ،IRsaژنومي با چهار آنزيم  DNAبرش  -۳-۴شکل 

  ۱۰۸  ...............  نوکلئوتيدي بعد از واکنش دفسفريلاسيون ۱۰۰۰تا  ۲۰۰در محدوده  DNAتأييد حفظ قطعات  -۴-۴شکل 

  ۱۰۹  ...................................................................................................و جايگاه هاي برشي تعبيه شده در آن SNXلينکر  -۵-۴شکل 

  ١١٠  ..........................................................................................................PCRبررسي واکنش اتصال با استفاده از واکنش  - ٦-٤شکل 

  ١١١  ........................................................................................  واجد ريزماهواره DNAبررسي کيفيت غني سازي قطعات  -٧-٤شکل 

  ١١٢  ....................................................................................................................................  NheIبا آنزيم  DNAبرش قطعات  -٨-٤شکل 

  ١١٣  ............................................................  XbaIو برش آن با آنزيم  pBluescriptبررسي کيفيت استخراج پلاسميد  -٩-٤شکل 

  ١١٥  ..........................................................  و مکان هاي برشي بر روي آن pBluescript SKنمايي از توالي پلاسميد  - ١٠-٤شکل 

  ١١٥  .....................................................................................................  Colony PCRغربال سازي همسانه ها با تکنيک  - ١١-٤شکل 

  ١١٦  ................................................................................  حاصل از همسانه هاي توالي يابي شده نمايي از کروماتوگرام - ١٢-٤شکل 

  Rhizoctonia solani AG-4  ......  ۱۲۷در جدايه هاي  F/R AG-4_ L33الگوهاي باندي حاصل از تکثير آغازگر - ۱۴-۴شکل 

  R. solani  ...........................  ۱۲۷در جدايه هاي  AG-4_ L12F/Rالگوهاي باندي حاصل از تکثير جفت آغازگر  - ۱۴-۴شکل 

  ITS-rDNA  ...........................................................  ۱۳۱درخت فيلوژنتيکی ترسيم شده بر اساس داده های توالی  -۱۵ -۴شکل  
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  فهرست جدول ها
 صفحه  ............................................................................................................................................................................................................  عنوان

   

 ۴۳  ...................  جمع آوری شده از استان البرز ALBاسامی و مشخصات جدايه های مورد بررسی در جمعيت  - ۱- ۳جدول  

  ۴۳  .............................  آوری شده از استان آذربايجان غربیجمع  AZARاسامی و مشخصات جدايه های جمعيت  -۲- ۳جدول

  ۴۴  ..............  جمع آوری شده از استان همدان HAMاسامی و مشخصات جدايه های مورد بررسی در جمعيت  - ۳-۳جدول 

  ۴۴  .................جمع آوری شده از استان اصفهان ISFاسامی و مشخصات جدايه های مورد بررسی در جمعيت  ِِِِِِِِِ - ۴-۳جدول 

  ۴۶  .............  جمع آوری شده از استان خراسان KHOاسامی و مشخصات جدايه های مورد بررسی در جمعيت  - ۵-۳جدول 

  ۴۶  ...............  جمع آوری شده از استان لرستان LORاسامی و مشخصات جدايه های مورد بررسی در جمعيت  - ۶-۳جدول 

  ۴۹  .......................................................................................  ده در بررسی ساختار جمعيتليست آغازگرهای مورد استفا - ۷-۳جدول 

  PCR  ..................................................................................................................  ۵۰مقادير و مواد مورد نياز براي واکنش  - ۸- ۳جدول  

  ٥١  ..........................................................................................  غيرواسرشته ساز ١٦%مواد لازم جهت ژل پلي آکريلاميد  - ٩-٣جدول 

  ۵۶  .......................................................................................  ژنومي DNAمورد نياز براي واکنش برش اصلي مقادير  - ۱۰- ۳جدول  

  ۵۸  .........................................................................  ترکيب و مقدار مواد مورد نياز براي حذف انتهاي چسبنده قطعات - ۱۱- ۳جدول

  DNA    ...........................  ۵۹قطعات  ۵'مقدار و مواد مورد نياز براي واکنش حذف گروه هاي فسفريل انتهاي  - ۱۲- ۳جدول  

  DNA  ....................................................................................  ۶۱مواد مورد نياز براي واکنش اتصال لينکر به قطعات  - ۱۳-۳جدول 

  DNA   ..............................................................................  ۶۱ به قطعات SNXال لينکر مواد لازم جهت ترميم اتص - ۱۴-۳جدول 

  ۶۲  ................................................................جهت بررسي واکنش اتصال PCRمواد و مقادير مورد نياز در واکنش  - ۱۵-۳جدول 

  DNA  ....................................................................................  ۶۳ترکيب مواد در واکنش اتصال کاوشگرها به قطعات  - ۱۶-۳جدول 

  ۶۶  .............................................  جهت بررسي و تکثير قطعات حاصل از دورگ سازي PCRمقادير مواد لازم در  - ۱۷-۳جدول 

  NheI  .......................................................  ۶۷آنزيم  غني سازي شده با DNAمواد مورد نياز جهت برش قطعات  - ۱۸-۳جدول 

   ۷۰  ...........................................................................................  ترکيب مواد و مقادير در واکنش برش آنزيمي پلاسميد - ۱۹-۳جدول 

  ۷۱  ........................................................................................مواد مورد نياز جهت دفسفريلاسيون پلاسميد برش يافته - ۲۰-۳جدول 

  ۷۲  .....................................  غني سازي شده با پلاسميد برش خورده DNAياز جهت اتصال قطعات مواد مورد ن - ۲۱-۳جدول 

  Colony PCR  ...............................................................................................................  ۷۵مواد و مقادير مورد نياز در  - ۲۲-۳جدول 

  ۷۷  ..............................................................  با آغازگرهاي طراحي شده PCRمقادير و مواد مورد نياز براي واکنش  - ۲۳-۳جدول 



 

 ط

  R. solani AG-4  ..................................  ۸۸اندازه های کلی تنوع ژنوتيپی در شش جمعيت مختلف جغرافيايی  - ۱-۴جدول 

  R. solani AG-4  .................  ۹۰و هتروزيگوسيتی در شش جمعيت مختلف جغرافيايی اندازه های تنوع ژنی  - ۲-۴جدول 

  R. solani AG-4  ..................................  ۹۱تنوع ژنی بين شش جمعيت مختلف جغرافيايی aتوزيع مرتب شده  - ۳-۴جدول 

و داده های تصحيح  FSTبر اساس مقايسه شاخص  R. solani AG-4اندازه تمايز جمعيت بين جمعيت های  - ۴-۴جدول 

  ۹۳  ........................................................................................................................................................................................  شده برای همسانی

  R. solani AG-4    ............  ۹۷نتايج آزمون موازنه هاردی وينبرگ و موازنه گامتی در شش جمعيت مختلف  - ۵-۴جدول 

و   Signبر اساس آزمونهای  AG-4  R. solaniنتايج ارزيابی تنگنا در شش جمعيت مختلف جغرافيايی  - ۶ -۴جدول 

Wilcoxon   با استفاده از مدلSMM  ...........................................................................................................................................  ۱۰۳  

با   Wilcoxonو  Signبر اساس آزمونهای  AG-4نتايج ارزيابی تنگنا در شش جمعيت مختلف جغرافيايی ۷ -۴جدول 

  TPM  .............................................................................................................................................................................  ۱۰۳استفاده از مدل 

  ۱۱۷  .....................................................................................................................  بررسي کروماتوگرام حاصل از توالي يابي - ۸ -۴جدول 

  ۱۲۲  ......  ل بهينه سازي شده براي هر يک از آن هافهرست جفت آغازگرهاي طراحي شده به همراه دماي اتصا - ۹-۴جدول 

  ۱۲۸  ............................  نتايج حاصل از تجزيه و تحليل داده هاي جفت آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق - ۱۰-۴جدول 

  R. solani AG-4..................  ۱۳۳در جدايه های مختلف  ITS-rDNAشباهت توالی نوکلئوتيدی ناحيه  - ۱۱ -۴جدول 

های مختلف روی شش ميزبان  MLMGنتايج تجزيه واريانس شدت بيماريزايی ناشی از شش جدايه از  -  ۱۱-۴جدول 

  ۱۳۵  .........................................................................................................................................................................  مختلف در شرايط گلخانه

های مختلف روی شش ميزبان مختلف در  MLMGآمار توصيفی شدت بيماريزايی ناشی از شش جدايه از  ۱۲-۴جدول 

  LSD  ..................................................................................................................................................  ۱۳۶شرايط گلخانه بر اساس آزمون 

  

  

  

  

  
  

 

 

 



 

 
 
 
  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 

  

  

  

  

  مقدمه -۱

ــاري ــيله    بيمــــ ــه بوســــ ــايي کــــ ــه ريزوکتونيــــ ــيدگي ريشــــ ــاکزاد                                                        پوســــ ــارچ خــــ قــــ

Kuhn [(Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk] Rhizoctonia solani مي شود يک بيماري  ايجاد

مـي توانـد ميزبانهـاي مختلـف را مـورد       R. solaniبسته به گروه آناستوموزي، . جدي در سراسر جهان است

مرگ گياهچـه پـس از جوانـه     باعث پوسيدگي بذر، AG-4گروه آناستوموزي  هد که از ميان آنهاحمله قرار د

شريف نبي و بنـي  (زني و پوسيدگي ريشه در محصولات مهم گياهي مانند چغندرقند، لوبيا و غيره مي گردد 

 . و از اهميت قابل توجهي برخوردار است) ۱۳۷۸و همکاران  ، صفايي۱۳۷۵هاشمي 

قبـل از   AG-4تاکسـونوميکي گروههـاي آناسـتوموزي هنـوز مـورد بحـث اسـت، امـا          اگرچه وضعيت

و بعـد ازآن توسـط   ) Kotila, 1929(توصيف گروه آناستوموزي، بـه عنـوان يـک گونـه مجـزا توسـط کتـيلا        

) Sakasena and Vaartaj 1961; Talbot, 1970; Anderson, 1982; Ogoshi, 1987(محققـان ديگـر   

بـه گروههـاي آناسـتوموزي و زيـر گروههـا       ITS-rDNAبر اسـاس تـوالی    R. solaniجدا شدن  .معرفي شد

حاکی از وجود گروههاي تکاملي مستقل در اين گونه کمپلکس مي باشد و بـه ايـن ترتيـب اسـاس مطالعـه      

تکامـل بيمـارگر کـه نـوعي     ). Cubeta and Vilgalys, 1997(بيولوژي و ژنتيک جمعيت بوجود آمده اسـت  

است به دليل تغييرات محيطي در اکوسيستم هاي کشـاورزي شـامل اسـتفاده از واريتـه هـاي       تغيير ژنتيکي

عـلاوه بـر   ). Mc Doland, 1997(مقاوم، قارچکشها، آبياري، گردش زراعي و فشار انتخاب  اتفـاق مـی افتـد    



 

اريخچـه  ، بررسی ساختار ژنتيکي به عنوان اولين مرحله در مطالعه ژنتيک جمعيـت نيـز ت  rDNA  ITS-توالي

لذا تجزيـه و تحليـل تنـوع ژنـي و     ). Mc Doland, 1997(و پتانسيل تکاملي عامل بيمارگر را نشان مي دهد 

ژنوتيپي در بررسي عوامل مؤثر در تکامل جمعيت هاي مختلف يک گروه آناستوموزي، از اهميت بـه سـزايي   

اي تمايز بـين جمعيـت هـاي جغرافيـايی     استفاده از ريز ماهواره ها به عنوان ابزار قوي بر .برخوردار مي باشد

اگرچه توالي هاي ريز ماهواره اي در قارچها بـا  . در بررسي ژنتيک جمعيت نتايج معني داري نشان داده است

فراواني نسبتاً پائين وجود دارند، ولي چندشکلي داخل گونـه اي و جمعيـت و رتبـه دهـي آسـان منجـر بـه        

توسـط زالا و   AG-1-IAجايگاه ريز ماهواره اي چند شكل از ۱۰نون تاک. کاربرد رو به افزايش آنها شده است

آغـازگر ريزمـاهواره ای بـراي     ۱۴و  IA  AG-1برای تعيين ژنوتيپ جمعيتهای) Zala et al. 2008(همكاران 

AG-3 اگرچه برخي ابهامات در زمينه بيولوژي و ساختار ژنتيکـي  . شناسايي و طراحی شده استR. solani 

، اما همچنان سؤالات پايه در ارتباط با ناهمگوني ژنتيکـي، ماهيـت جمعيـت هـا و افـراد در      روشن شده است

لذا اين تحقيق با اهـداف زيـر روي    .بدون پاسخ مانده است AG-4بسياري از گروههاي آناستوموزي از جمله 

  .می شود انجام  AG-4گروه 

تفاده از آغازگرهاي طراحي شـده توسـط   با اس AG-4بررسي ساختار ژنتيکي درون و بين جمعيتي گروه  -۱

  ) Ferruchu et al., 2009(و فروکو و همکاران ) Zala et al., 2008(زالا و همکاران 

 R. solani AG-4شناسايي، جداسازي و معرفي آغازگرهاي ريزماهواره اي در  -۲

ه ژنـوتيپي چنـدجايگاهي   جدايه هاي نماينده از ميزبانهاي متفاوت با گرو ITS-rDNAتعيين توالي ناحيه  -۳

  مختلف ١) MLMG(ريزماهواره اي 

 MLMGانجام آزمون هاي مايه زنی تقاطعي با استفاده از جدايه های نماينـده از ميزبانهـای مختلـف بـا      -۴

  های ديگرمتفاوت به منظور بررسي شدت بيماريزايي هر جدايه روي ميزبان اصلي خود و ميزبان



 

و شـدت   ITS- rDNAي ژنوتيپي جدايه هـا بـا آغازگرهـاي ريزمـاهواره اي،     مقايسه نتايج حاصل از بررس -۵

  بيماريزايي 

 .Rسئوال مطرح شده در ارتباط با هدف اول اين پژوهش اين است که آيا جمعيت هـاي جغرافيـايي   

solani AG-4      در ايران از يکديگر متمايز مي شوند؟ فرضيه ما در پاسخ به اين سـئوال تمـايز ژنتيکـي ايـن

اشاره به اين نکتـه ضـروري   . يت ها و عدم جريان ژني بين جمعيت هاي مختلف مورد بررسي می باشدجمع

اين تحقيق با فرض عدم اختصاصي ) Sneh et al., 1996(است که با توجه به آنچه در منابع ذکر شده است 

تجزيـه و تحليـل   در اين بخش از تحقيق، بـا اسـتفاده از   . شدن جمعيت هاي ميزباني مختلف انجام می شود

داده هاي حاصل از نشـانگرهاي ريزمـاهواره اي احتمـال وقـوع نـوترکيبي و نـوع روش توليـد مثـل در ايـن          

داراي توليـدمثل جنسـي و    AG-4محققان نشان داده انـد کـه   . بيمارگر مورد تجزيه و تحليل قرار می گيرد

ورها در بيماريهاي گياهچـه و ريشـه   اگرچه ممکن است بازيديوسپ. سيستم آميزشي از نوع هتروتال مي باشد

ريزوکتونيايي اهميت اپيدميولوژيکي در طول يک فصل نداشته باشند اما حتي وقوع مقدار انـدک نـوترکيبي   

 ,Milgroom(مي تواند روي ساختار جمعيت اين بيمـارگر تـأثير معنـي داري داشـته باشـند       R. solaniدر 

حال نوترکيبي با شاخص هايي مانند وجود تنوع ژنوتيپي بـالا،   از آنجائيکه يک ارگانيسم هتروتال در). 1996

 Mc(و موازنـه گـامتي مشـخص مـي گـردد       HWمقدار پائين بخش کلونال، نشانگرهاي خنثي و درموازنـه  

Donald and Linde 2002; Milgroom, 1996(       لذا در اين پـژوهش، شـاخص هـايي ماننـد تنـوع ژنـي و ،

هـای مـورد   در جمعيـت ٣) GE(و موازنـه گـامتي   ٢) HWE(هاردي وينبرگ  ژنوتيپي محاسبه و آزمون موازنه

  .بررسی انجام می شود

                                                   
 
1- Multi Locus Microsatellite Genotype 
1- Hardy Weinberg Equilibrium 
2- Gametic Equilibrium 



 

 .Rدر بخش دوم اين پژوهش با توجه عدم شناسـايی و طراحـی آغازگرهـای ريزمـاهواره اي چندشـکل در      

solani AG-4  اقدام بـه  از يک جدايه نماينده از اين گروه با استفاده از روش تهيه کتابخانه ژنومي غني شده

آغازگرهاي ريزماهواره اي چندشکل معرفـي شـده   . جداسازي و شناسايي جايگاههاي ريزماهواره اي می شود

در اين پژوهش مي توانند در آينده به عنوان ابزار مفيدي در بررسي ژنتيکي جمعيت هـاي مختلـف و روابـط    

  .فيلوژنتيکي در اين گروه مورد استفاده قرار گيرند

قيق جدايه هاي نماينده از ميزبانهاي مختلف بر اساس ژنوتيپ چنـدجايگاهي ريزمـاهواره اي   در ادامه اين تح

تفاوت دارنـد؟ فرضـيه مـا در      ITS-rDNAسئوال اين است که آيا اين جدايه ها در توالي . انتخاب می شوند

  . می باشد ITS-rDNAاين بخش تمايز ژنتيکي جدايه هاي منتخب بر اساس ناحيه 

خالص سازي شـده از ميزبـان هـای مختلـف از      AG-4گروه  R. solaniي جدايه هاي نماينده در بخش نهاي

سئوال اين اسـت کـه آيـا جدايـه     . لحاظ بيماريزايي در آزمون مايه زنی تقاطعي مورد مقايسه قرار می گيرند

نـد؟ در پاسـخ   هاي مورد آزمون در شدت بيماريزايي روي ميزبان خود در مقايسه با ديگر ميزبانها تفـاوت دار 

به اين سئوال فرض می شود که جدايه هاي مختلف ميزباني در آزمون مايه زنی تقـاطعي شـدت بيمـاريزايي    

  . بالاتري روي ميزبان اصلي خود نشان مي دهند

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  


