
...جداسازي بررسي خصوصيات فيزيولوژيكي و شناسايي مولكولي نمونه هاي ساپرولگنياي   همكارانو  قياسي   

٨٢ 

 

  بررسي خصوصيات فيزيولوژيكي و شناسايي مولكولي نمونه هاي ساپرولگنياي جداسازي
  و ) Oncorhynchus mykiss(شده از تخم ماهيان قزل آلاي رنگين كمان  

 RAPD – PCRبه روش ) Salmo trutta caspius(ماهي آزاد درياي خزر
 

، حسينعلي ابراهيم زاده )5(، عيسي شريف پور)4(ايي، محمد بين)3(، مينو سلطاني)2(، عليرضا خسروي*)1(مريم قياسي
 )7(عليرضا باهنر،  )6(موسوي

  
*Ghiasimaryam4@gmail.com 

 

  پژوهشكده اكولوژي درياي خزر –4و 1

  دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران – 7و  6، 2،3

 شورك شيلاتي علوم تحقيقات موسسه - 5

  1392آبان  :تاريخ پذيرش                                    1392مرداد  :تاريخ دريافت

  چكيده

 تخمهاي ماهيان قزل آلاي از مطالعه اين در. جنس ساپرولگنيا يكي از مهمترين قارچهاي آبزي بيماريزا در ماهيان پرورشي و وحشي است  
 از پس. گرديد برداري نمونه) كلاردشت باهنر شهيد( بازسازي ذخائر آزاد ماهيان در مركز قارچ به آلوده رنگين كمان و آزاد درياي خزر

ماهي  تخم از نمونه 8 و  R9تا  R2كمان كه بصورت  رنگين آلاي قزل تخم ماهي از نمونه 8( ساپرولگنيا جدايه 16سازي، خالص و كشت
 اخذ ساپرولگنياهاي هاي نمونه مقايسه جهت مولكولي آزمايشات در . آمد بدست) كد گذاري شدند S9تا  S2كه بصورت  خزر درياي آزاد
 و R1با كد   (ACTT # 200048) (Saprolegnia parasitica)ساپرولگنيا پارازيتيكا  شاملتاييدشده  DNA نمونه دو از شده

 براساس. گرديد استفاده RAPD – PCR آزمايشات در S1با كد  ) Saprolegnia diclina)( ACTT # 4206)ساپرولگنيا ديكلينا 
 ضريب بر اساس .بود% 90 از بيش گروه هر اعضاء بين در شباهت شدند و ضريب تقسيم به سه گروه ها نمونه آمده، بدست تشابه ضريب

 3 گروه اعضا پارازيتيكا، ساپرولگنيا 1 گروه اعضا بطوريكه. شد گرفته نظر در مشابه رفرانس،گونه نمونه گروه هم هاي شباهت، نمونه
درجه  18درجه سانتيگراد رشد داشتند ليكن در دماي  12تمام نمونه ها در دماي  .نگرديد شناسايي 2 گروه اعضا و ديكلينا ساپرولگنيا

. بود R2و  S8رعت رشد مربوط به همچنين در بين نمونه ها اختلاف سرعت رشد نيز وجود داشت كه كمترين س. رشدشان بسيار كندي بود
ساپرولگنياي تخم ماهي آزاد قابليت توليد گامه % 5/55از نمونه هاي ساپرولگنياي تخم ماهي قزل آلا و % 78در ارزيابي ميكروسكوپيك 

اين پديده در دو گروه ليكن . مشاهده شد 1از سوي ديگر پديده توليد نسلهاي متوالي زئواسپور ثانويه در تمام اعضا گروه . متوالي داشتند
 عنوان به بايد و است مولكولي روشهاي ساپرولگنيا هاي گونه براي شناسايي روش بهترين كه ميدهد نشان مطالعه اين. ديگر مشاهده نگرديد

 مورد هاقارچ از گروه اين فيزيولوژيكي و مورفولوژيكي خصوصيات بر مبتني شناسايي روشهاي ساير كنار در كننده تاييد مكمل روش يك
  .  گيرد قرار استفاده

   ، آزاد ماهيان، بيماريهاي آبزيان قارچ هاي بيماريزا :كليديلغات 

  

لنويسنده مسئو*
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  مقدمه
              هاي نسيكي از مهمترين ج) Saprolegnia( ساپرولگنيا   

هاي قارچي در ماهيان آب  هاي آبي است كه موجب عفونت كپك

            به ميتوان نظر اين از. شيرين و مزارع تكثير و پرورش است

 ساپرولگنيا ،)S. parasitica(پارازيتيكا  ساپرولگنيا هاي گونه

 ياساپرولگن ،)S. ferax(فراكس  ساپرولگنيا ،)S. diclina( ديكلينا

 .نمود اشاره )S. monica(مونيكا  ساپرولگنيا و) S. delica(دليكا 

 راندمان كاهش موجب قارچها اين حضور كه ميدهد نشان مطالعات

 بسته خسارت ميزان كه ميشود مزارع تكثير و پرورش در لارو توليد

 – 90 از ماهي نوع و انكوباسيون دوره طول آب، حرارت درجه به

 Czeczuga, et al., 1995; Czeczuga, et(است  متغيير% 10

al., 1996; Cerenius & Soderhall, 1996; Czeczuga & 

Muszynska, 1997; Bangyeekhun, et al., 2001 ; .(هرچند 

 بيشتر شوري ليكن دارند وجود شور لب آبهاي در ها گونه از بعضي

 اتخسار بيشترين لذا و ميكند محدود را قارچها اين انتشار% 8/2 از

 اين به يافته عادت ماهيان و شيرين آبهاي در قارچها اين از ناشي

 بروز معمولا ).Ribeiro, 1983(شود مي ايجاد ها محيط

 و ميدهد روي سانتيگراد درجه 18 از دماي كمتر در ساپرولگنيازيس

 & Yuasa( باشد مي سانتيگراد درجه 10 در آن بروز بيشترين

Hatai, 1995; Kitancharoen, et al., 1997; Czeczuga & 

Muszynska, 1999( .  

در گذشته شناسايي گونه هاي ساپرولگنيا صرفا بر اساس 

خصوصيات ريخت شناسي و ساختار توليد مثلي جنسي مانند 

 و اوواسپور) oogonia( ، اووگونيوم)antheridia( آنتريديوم

)oospore (ر ليكن بعضي از جدايه هاي پاتوژن ساپرولگنيا قاد. بود

به ايجاد ساختار توليد مثلي جنسي در محيط كشت نيستند 

)Beakes, 1982 .( بنابراين بعدها در كنار خصوصيات ريخت

 شناسي، از تغييرات موجود در الگوي ايزوآنزيم هاي استراز

)Beakes & Ford, 1983( تفاوت در دامنه رشد كلني ،) مهرآوران

 و ربوهيدراتهاك مصرف توانايي به مربوط و آزمايشات) 1372

 Kitancharoen(نيتروژن  و كربن منابع عنوان به آمينه اسيدهاي

& Hatai, 1998( جهت شناسايي قطعي نمونه هاي ساپرولگنيا

  . استفاده شد

يكي از مهمترين روشها در  PCR-RFLPدر بين روشهاي مختلف، 

جهت شناسايي گونه هاي ساپرولگنيا است و از آن به راحتي براي 

فريقي ساپرولگنيا پارازيتيكا از ساپرولگنيا ديكلينا كه تشخيص ت

خصوصيات ريخت شناسي و فيزيولوژيكي بسيار نزديكي به هم دارند 

 از استفاده با PCR در DNA تكثير. گردداستفاده مي

 RAPD-PCRپرايمر يا روش  عنوان به تصادفي اليگونوكلوتيدهاي

)Randomly Amplified Polymorphic DNA (حساس روشي 

 مختلف هاي سويه يا ها جدايه بين ژنتيكي تفاوت درجه ارزيابي در

 در اين روش ابزاري مفيد. است ها ميكروارگانيسم يا ديگر و قارچي

 لذا. است معين گونه يك از بفرد منحصر ژنتيكي نماي يك ايجاد

RAPD – PCR  است  اپيدميولوژيكي تحقيقات انتخابي در روشي

)Hung, et al., 1994; Diguez-Uribeondo, et al., 1996( .

 ارگانيسم DNAي  سكانسها از قبلي دانش هيچ نيازمند روش اين

 در استفاده مورد پرايمرهاي تعداد افزايش با و نيست مطالعه مورد

 دهد نشان ميتواند را DNA مورفيسم پلي از بالايي حجم واكنش،

 گروه يا ها نهنمو بين آساني ژنتيكي مقايسه داد خواهد اجازه كه

 ;Bangyeekhun, et al., 2001(گيرد صورت وابسته هاي

Bangyeekhun, et al., 2003( .  

در اين تحقيق براي نخستين بار در كشور تلاش شده تا با ارزيابي 

شاخص هاي فيزيولوژيكي چون ارزيابي سرعت رشد كلني، مقاومت 

و توليد  )catenulated gammea(حرارتي، توليد گامه هاي متوالي 

  متوالي زئواسپور ثانويه در كنار روش 

RAPD – PCR   شناخت دقيقتري از نمونه هاي ساپرولگنيا بدست

  . ماهيان قزل آلا و آزاد درياي خزر بدست آيد هچريآمده از 

 

  مواد و روش كار 
ماهيان قزل الاي رنگين كمان و آزاد درياي  هچري از برداري نمونه

 باهنر شهيد سردآبي ماهيان پرورش و تكثير خزر واقع در مركز

 دو از برداري نمونه. شد انجام نوبت دو طي تكثير فصل در كلاردشت

 5 تعداد اينكار براي. شد تكثير انجام 30و در روز   تكثير مرحله

 موجود ترافهاي كل از تصادفي بصورت سيني چهار حاوي تراف

 استريل پنس اب قارچ زده تخم عدد 40 تعداد تراف هر از انتخاب و

 و استريل مقطر آب حاوي دار درپوش پلاستيكي ظروف به برداشته،

mgL-1 ميزان به كلرافنيكل
 داده انتقال آزمايشگاه به و منتقل 10 

در آزمايشگاه، در شرايط استريل محتويات تخمها تخليه و  .شدند

 در تلقيحي پس از شستشو با آب مقطر استريل پوسته ها بصورت

 آنتي حاوي) GYA( آگار اكستراكت يست وكزگل كشت محيط

mgL-1 كلرامفنيكل(بيوتيك
mgL-1 جنتامايسين و 50  

 400 (
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 3 – 5درجه سانتيگراد به مدت  12 – 14و در دماي  داده كشت

پس از اين مرحله از نمونه هاي خالص . روز گرمخانه گذاري شدند

كشت به عمل  GYAجهت خالص سازي از هر نمونه در محيط 

 درجه 12 – 14و تا كامل شدن رشد پرگنه در حرارت  آمد

  ).  Kitancharoen, et al., 1997(سانتيگراد گرمخانه گذاري شد

% 4 آگار سابرودكستروز پليت دو خالص در نمونه هر از

)SDA(دوم پليت و قبلي حرارت اول در پليت يك. شد داده كشت 

 رادسانتيگ درجه 18 – 20 در حرارتي مقاومت مطالعه جهت

 اول گروه پليتهاي در ها پرگنه رشد سرعت. گرديد گذاري گرمخانه

 پرگنه رشد شدن كامل زمان تا گذاري گرمخانه و ثبت روزانه بطور

 روزانه ها پرگنه رشد وضعيت نيز دوم گروه در. شد انجام) روز6(

روز انجام  15 به مدت گذاري و گرمخانه  بررسي

 ,.Bangyeekhun, et al., 2001; Bangyeekhun, et al(شد

2003 .(   

 هاي لوله به و گرم برداشت 5/0مقدار  شده خالص هاي پرگنه از

 (GYB) براث اكستراكت يست گلوكز ليتر ميلي 5 حاوي آزمايش

 گرمخانه سانتيگراد درجه 20 حرارت در روز سه و داده انتقال

استريل شده  آب با ميسليومها مرحله اين از پس. گرديد گذاري

 ميلي 15 حاوي پتري ظروف در و شده داده هچري شستشو ديوور

 سانتيگراد درجه 20 حرارت در ساعت 14 طي آب همان از ليتر

 هاي لوله به پتري ظروف سپس محتويات. شدند گذاري گرمخانه

 اين از پس . شد ورتكس ثانيه 45 مدت به و شده منتقل آزمايش

 درجه 20 حرارت در دقيقه 150 مدت به فوق هاي لوله مدت

   شدن آزاد آنها محتويات از لام تهيه با و گذاري گرمخانه سانتيگراد

-Diguez( شد بررسي ميكروسكوپ زير در ثانويه زئواسپورهاي

Uribeondo, et al., 1996  .(  

 ميلي 10 حاوي دار پيچ در لوله گرم پرگنه خالص به 5/0 مقدار

 در و منتقل) PDB( براث دكستروز پوتيتو كشت محيط ليتر

 مدت به سانتيگراد درجه 15 – 20 حرارت در دار شيكر انكوباتور

 قارچي توده رشد، از پس. گرديد گذاري گرمخانه روز 5 – 10

 استريل مقطر آب با بار 3 – 5 و جدا كشت محيط از آمده بدست

 ميكروتيوبهاي به و شدند خشك استريل واتمن كاغذ با و شستشو

 R2كدهاي . وطه آن ثبت گرديدمنتقل و كد مرب mL5/1 استريل

براي ماهي آزاد  S9تا  S2براي نمونه هاي قزل آلا و كدهاي  R9تا 

پس از افزودن ازت مايع به نمونه در هاون . درياي خزر ثبت گرديد

 -كلروفورم –چيني و خرد كردن آن در هاون، با استفاده از فنل 

 ,Diéguez-Uribeond(استخراج گرديد  DNAايزوآميل الكل،  

et al., 1996 .(  

    

  

  RAPD-PCR آزمايشات در شده استفاده حرارتي برنامه :1 جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 دفعات تكرار هدف زمان حرارت برنامه

1 °C95 5 از هم باز شدن دو رشته اصلي  دقيقهDNA 1 

2 

°C 94  °C 38 °C 72 

  ثانيه 45

 ثانيه 45

 ثانيه 90

  هدف  DNAاز هم باز شدن دو رشته 

 DNAچسبيدن پرايمر به هر رشته 

 DNAتاثير آنزيم و سنتز 

40 

3 °C 72 10 دقيقه 
در  DNAطويل شدن تمامي پرايمرها و سنتز رشته هاي 

 حداكثر ممكن
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 DNAنانوگرم  100ميكروليتر حاوي  25 حجم در PCR آزمايش

شركت (ميكروليتر مستر ميكس 5/12، )ميكروليتر 2/1حدود (

شركت )(ميكروليتر 3/1حدود (ميكرومول پرايمر 4/0، )سيناژن

-RAPDواكنش . ميكروليتر آب مقطر انجام شد10و ) سيناژن

PCR در دستگاه ترموسايكلر)Biotechتحت برنامه حرارتي )  ،آلمان

  :و با استفاده از پنج پرايمر به شرح ذيل انجام شد) 1جدول (

  A10 )5′ - GTG ATC GCA G -3′ (، OPU13 )5′ - GGC 

TGG TTC C -3′ (، OPT20 )5′-GAC CAA TGCC-3′ (، )5′ 

- GAC AGA CGC G -3′( P10 FM1 )5′ - AGC CGC 

CTC CAT GGC CCC AGG -3′(  

 دو نمونه از شده اخذ ساپرولگنياهاي هاي نمونه مقايسه جهت  

DNA شامل تاييدشدهS. Parasitica (ACTT # 200048)  وS.  

diclina (ACTT # 4206)  كد با ترتيب هب R1 و S1 در 

ميكروليتر  10در پايان  .استفاده شدند RAPD – PCR آزمايشات

در دستگاه % 5/1روي ژل آگاروز  bp100و ماركر   PCRاز محصول 

سپس ژل با اتيديوم برومايدرنگ آميزي و در . الكتروفورز قرار گرفت

ته  و از قرار گرف) ترانس ايلوميناتور(دستگاه مولد نور ماوراء بنفش 

  .)Ghiasi, et al., 2010(آن عكسبرداري گرديد

 ها باند نسبي حركت از RAPD محصولات آماري آناليز جهت

 وجود عدم يا وجود اساس بر يك و صفر ماتريس جدول و استفاده

 تجزيه و يك و صفر ماتريس جدول از استفاده با. گرديد رسم باند

 چند الگوي اساس بر و UPGM روش به SPSS برنامه با اي خوشه

. گرفت انجام آنها تركيبي بطور RAPD محصولات DNA شكلي

 بررسي آنها شباهت ضريب به توجه با ها سويه نزديكي و دوري

  .گرديد

 

  نتايج 
به  ها و ميسليوم بود كوتاه پرزي كلني  قوام ، GYA محيط در

 سطح در كلني رنگ. بودند كرده نفوذ كشت محيط داخل شدت در

 ديدن براي بطوريكه داشت، شفاف حالتي كلني و دسفي پشت و

 در .)2و  1شكل ( شود مشاهده نور مقابل در بود لازم كلني حاشيه

 رنگ. بود كوتاه پرزي و  گچي سفيد كاملا كلني ،SDA محيط

 نمونه تمام بين در. )4و  3شكل (بود سفيد پشت و سطح در كلني

 مشاهده شده جدا يها پرگنه بين در ظاهري  نظر از تفاوت هيچ ها

 در شده داده كشت هاي نمونه ميكروسكوپيك بررسي در. نگرديد

 و متعدد  هاي گامه )hyphea(ريسه ها انتهاي در كشت محيط

به  خصوصيت اين .شد مشاهده)  گامه 4حداكثر تا 2 حداقل(متوالي

و  آلا قزل ماهي از آمده بدست هاي جدايه% 5/55و % 78 ترتيب در

  ). 6و  5شكل (شد ماهي آزاد ديده

  

  

  

  

              

  

  

  

  

  

 GYكلني خالص ساپرولگنيا در محيط نماي رويي  :1شكل 

  

 

 

 

 

 

 

  

  

 

  GYمحيط خالص ساپرولگنيا در كلني پشتي نماي :2شكل 

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 

   SD  محيط ساپرولگنيا در خالص رويي كلني نماي :3 شكل
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  SD  محيط يا درساپرولگن خالص پشتي كلني نماي  :4شكل

  

  

  

  

 

 

 

 

  

  

  R9گامه متوالي در نمونه  : 5شكل    

  

  

  

                

  

  

  

  

                  

  S4گامه متوالي در نمونه : 6شكل   

 بدست هاي نمونه بين در كه داد نشان رشد سرعت ارزيابي نتايج

 به مربوط رشد ، كمترين)1 نمودار( آلا قزل ماهيان تخم از آمده

 رشد كمترين)2 نمودار( آزاد ماهيان هاي نمونه در و R2 نمونه

 ماهيان تخم از آمده بدست هاي تمامي جدايه . بود S9 به مربوط

 سانتيگراد درجه 18 – 20حرارت  درجه در آزاد ماهي و آلا قزل

 كلني آنها قطر روز14 از پس بطوريكه داشتند، كندي بسيار رشد 

  . سانتيمتر رسيد 4 – 5 به حدود

  

  

  

        

  

                   

  

  

  

  

  

  

  روز 6طي R9تا  R2مقايسه قطر كلني هاي : 1نمودار  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  روز 6طي S9 تا S2 هاي كلني قطر مقايسه :2 نمودار

  

 دار كيست اسپور يك از كه است قابليتي زئواسپور متوالي توليد

 ضاءاع در قابليت اين. ميگردد ايجاد زئواسپور از جديدي نسل شده

% 85 – 90 حدود در ها نمونه اين در. شد مشاهده 1 گروه

   هاي جدايه. كردند ايجاد جديد ثانويه زئواسپور اوليه، كيستهاي
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 توليد جديد زئواسپور نسل 3 تا توانستند ها گروه اين در موجود

يعني  مشاهده شد S4تنها در نمونه  2اين قابليت در گروه . كنند

 توليد قابليت جديد ثانويه زئواسپور توليد اب اين جدايه همزمان

 بوده قابليت اين فاقد 3 گروه اعضا ليكن. داشت نيز را رويشي هايف

 در بطوريكه شد، توليد زايا هايف فقط انها ثانويه اسپورهاي از و

 5 تا 3 قطر اندازه به شده ايجاد زاياي هايف طول اوليه مراحل همان

  .بود كيست

 بدست مختلف موقعيت 17 در PCR واضح باند 253 مجموع در

 تعداد. بود مشترك ها نمونه تمام بين در موقعيت 5 كه آمد

و   آلا قزل ماهي از آمده بدست هاي نمونه در مشترك موقعيتهاي

  . مورد بود 11و  14ماهي آزاد به ترتيب 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  FM1 پرايمر با S9تا  S1 هاي ونهنم در RAPD – PCR از حاصل نتيجه  : 7 شكل

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  FM1 پرايمر با R9 تا R1 هاي نمونه در RAPD – PCR از حاصل نتيجه : 8شكل  
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 براي ترتيب به مختلف پرايمرهاي توسط شده ايجاد باندهاي تعداد

 745bp( ،OPU13 ,1714 ,2100( عدد OPT20 3پرايمرهاي

 ,968 ,1276 ,1432(عدد FM1  5 ،) 1039 ,1360 ,1759(عدد3

787bp) ( 8و  7شكل(،  A10  6 عدد )1015 ,1361 ,2981, 

785, 607, 328bp (براي وP10   7  عدد)1338 ,1889 ,2530, 

1233, 900, 659, 518bp( از آمده بدست هاي باند اندازه .بود 

 توليد باندهاي% 7/57 و بودهbp  2981 حداكثر تا bp  328 حداقل

اطلاعات مربوط به ضريب  .داشتند وزن bp 1000 از يشترب شده

  . آمده است 2شباهت نمونه هاي مختلف در جدول 

  

RAPD-PCRضريب تشابه جدايه هاي ساپرولگنيا بر اساس پروفايل  : 2جدول

 

  

  

 -RAPD  آزمايشات يزآنال از آمده بدست شباهت ضريب اساس بر .Saprolegnia sp  جدايه هاي ساپرولگنيا بندي گروه: 3جدول

PCR

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 گروه 3 به ها نمونه تمامي آمده، بدست تشابه ضريب براساس

   بيش گروه هر اعضاء بين در شباهت ضريب). 3 جدول(شدند تقسيم

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 مشابه نمونه استاندارد، DNA با گروه هم هاي نمونه و بود% 90 از

  .شد شناسايي آن

  

 متوسط ضريب شباهت اعضاء شماره گروه

 R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, S2, S5, S6, S7, S9 5/94% 1گروه 

 S4, S8 4/93% 2گروه 

 S1, S3 9/93% 3گروه 

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 S2 S5 S6 S7 S9 S4 S8 S1 S3

R1 1

R2 0.93 1

R3 1 0.93 1

R4 0.93 1 0.93 1

R5 0.98 0.91 0.98 0.91 1

R6 0.91 0.93 0.91 0.93 0.88 1

R7 0.91 0.93 0.91 0.93 0.88 0.91 1

R8 0.93 0.96 0.93 0.96 0.91 0.93 0.98 1

R9 0.91 0.93 0.91 0.93 0.88 0.91 0.95 0.98 1

S2 0.93 0.95 0.93 0.9 0.88 0.88 0.88 0.91 0.88 1

S5 0.98 0.91 0.98 0.91 0.95 0.88 0.93 0.95 0.93 0.9 1

S6 0.98 0.91 0.98 0.91 0.95 0.88 0.88 0.91 0.88 0.95 0.95 1

S7 0.93 0.91 0.93 0.91 0.9 0.88 0.93 0.95 0.93 0.9 0.95 0.95 1

S9 0.95 0.93 0.95 0.93 0.93 0.91 0.95 0.98 0.95 0.93 0.98 0.93 0.93 1

S4 0.6 0.63 0.6 0.69 0.63 0.6 0.6 0.7 0.6 0.62 0.65 0.64 0.61 0.6 1

S8 0.66 0.6 0.63 0.6 0.61 0.61 0.69 0.6 0.63 0.61 0.64 0.66 0.65 0.61 0.91 1

S1 0.61 0.65 0.67 0.62 0.7 0.65 0.63 0.7 0.64 0.6 0.61 0.65 0.63 0.65 0.7 0.7 1

S3 0.61 0.65 0.67 0.62 0.7 0.65 0.63 0.7 0.64 0.6 0.61 0.65 0.63 0.65 0.7 0.68 0.93 1
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  بحث
 ايران در ساپرولگنيازيس كننده ايجاد قارچي عوامل شناسايي سابقه

 تخم روي بر كه بررسيها اين تمامي در. ميگردد باز 1360 دهه به

 ماهيان ،)Oncorhynchus mykiss( آلا قزل ماهي

 Rutilus(خزر درياي سفيد ماهي ،).Acipencer sp(خاوياري

frrissi kutum( كپور ماهيان بدن سطح در قارچي ضايعات نيز 

 خصوصيات اساس بر فقط قارچي عوامل شناسايي انجام شد و

 و اووگونيوم آنتريديوم، مانند مثلي توليد ساختار و مورفولوژيكي

؛ حسيني، 1376ابراهيم زاده موسوي، (است بوده ستوارا ااسپور

؛ شريف 1372؛ سادات اخوي، 1361؛ رهبري و همكاران، 1385

 ,.Shahbazian et al؛ 1386؛ قياسي و خسروي، 1384روحاني، 

 هاي ايزوله شناسايي بار اولين براي حاضر، تحقيق در ).2010

و  كمان رنگينآلاي  قزل آلوده تخمهاي از آمده بدست ساپرولگنيا

 .گرفت صورت مولكولي ساختار اساس بر خزر درياي ماهي آزاد

حاصله در اين مطالعه، تنوع ژنتيكي در بين نمونه هاي  اطلاعات

بدست آمده را نشان مي دهد و آنها را در سه گروه دسته بندي مي 

است كه با نمونه رفرانس ساپرولگنيا  1بزرگترين دسته گروه . كند

هم گروه هستند و ) S. parasitica ATCC # 200048(پارازيتيكا

با نمونه   3گروه . دارند% 94اعضاء آن ضريب شباهتي بيش از 

 )S1 = S. diclina ATCC# 4206(رفرانس ساپرولگنيا ديكلينا 

. بود% 93هم گروه بوده و ضريب شباهت بين اعضا اين گروه بيش از 

 نمونه RAPD-PCRآزمايشات  قبلي مطالعات از آنجايي كه در 

% 80 از بيش ژنتيكي قرابت واجد كه رفرانس نمونه با گروه هم هاي

 ,.Hung, et al(اند گرفته نظر در رفرانس نمونه مشابه گونه را بودند

1994; Bangyeekhun, et al., 2001; Bangyeekhun, et al. 

و  S. parasitica 1لذا در اين بررسي نيز نمونه هاي گروه  )2003

. شناسايي گرديد .Saprolegnia sp   2و گروه  S. diclina 3گروه 

 مانند الگوي ساپرولگنيا هاي گونه فيزيولوژيكي خصوصيات از اصولا

حرارت  درجه و رشد دامنه بين ارتباط نيز و استراز ايزوآنزيمهاي

 استفاده گونه يك در موجود هاي گروه تحت بندي طبقه جهت

 در .)Beakes  &  Ford, 1983; Hatai, et al., 1990(ميشود

تفاوتهاي  كه گرديد مشخص رشد به وضعيت مربوط بررسيهاي

 نمونه دو زيرا نميكند تبعيت آمده بدست ژنتيكي الگوي موجود از

R2 و R4 يكسان شرايط از و داشتند ژنتيكي قرابت% 100 اينكه با 

 يكساني رشد بودند، سرعت برخوردار گذاري گرمخانه و كشت

ضريب شباهت با ساير  %94 از با بيش S9و  R2مچنين ه. نداشتند

از سوي . اعضا كمترين سرعت رشد را در حرارت مناسب داشتند

 رشدي سانتيگراد درجه 18 – 20ديگر تمامي نمونه ها در حرارت 

 آنها يافته رشد كلني قطر روز14 از پس بطوريكه داشتند كند بسيار

و  Ghiasi لي است كهاين در حا. بود سانتيمتر 4 – 5 حدود در

نشان دادند گونه هاي پارازيتيكا و ديكلينا جدا ) 2010(همكاران 

 سانتيگراد درجه 12 – 14شده از تخم ماهيان قره برون در دماي 

به قابليت  مسئله اين رسد كهبه نظر مي. هيچگونه رشدي ندارند

سازگاري مناسب قارچ با شرايط رشد طبيعي آن مرتبط است و 

 در تغييرات به بيشتر باشد داشته ژنتيكي جنبه نكهآ از بيش

 ;Bangyeekhun, et al., 2001(است  وابسته سيتوپلاسم

Willoughbay, 1994.( 1گروه  هاي نمونه )پارازيتيكا ساپرولگنيا( 

 در بودند جديد متوالي زئواسپورهاي ايجاد به قادر بررسي اين در

 اين. نداشت را قابليت اين )ديكلينا ساپرولگنيا(3حاليكه نمونه گروه 

 معمولا و است شده گزارش آفانومايسس گونه هاي قارچي از قابليت

 نيابد زدن جوانه براي مناسبي مكان قارچ كه افتد مي اتفاق زماني

 اين كه نموده قانع را محققين توانايي اين وجود. كند هايف توليد تا

 & Cerenius(است انگلي زندگي با سازگاري نوعي روش

Suderhal, 1996.( اين مورد در ديگران كه مطالعاتي در 

 نتايج اند داده انجام پارازيتيكا ساپرولگنيا هاي نمونه در خصوصيت

 Dieguez – Uribeondo كه بررسي در. است آمده بدست متفاوتي

 شده جدا پارازيتيكا ساپرولگنيا هاي نمونه روي) 1996( و همكاران 

 كه شدند متوجه داشتند اي قهوه  يها آلا قزل بدن ضايعات از

 متوالي زئواسپورهاي ايجاد به قادر فوق هاي نمونه از هيچكدام

  .نيستند جديد

 Bangyeekhunهاي نمونه دادندكه نشان) 2001( همكاران و 

 به قادر پرورشي ماهيان گربه از آمده بدست پارازيتيكا ساپرولگنيا

 چنين ديكلينا يها نمونه ليكن هستند جديد زئواسپور توليد

در  )2003(اي ديگر وي و همكاران  مطالعه در .ندارند قابليتي

 آزاد و آلا قزل ماهيان از آمده بدست هاي ساپرولگنيا خصوص

 هاي نمونه نشان دادند كه اكثر فنلاند و سوئد مختلف نواحي

 آزاد آلا و قزل ماهيان از شده جدا پارازيتيكا و ساپرولگنيا ساپرولگنيا

 – Dieguez كه ديگري بررسي در. باشند نمي توانايي ينا واجد

Uribeondo  نمونه 128 از بيش روي بر) 2007( همكاران و 

 هاي نمونه بعضي شد مشخص دادند انجام ساپرولگنيا مختلف

 نمونه بعضي نيز و ماهيان آزاد از شده جدا پارازيتيكا ساپرولگنيا

 با . دارند را جديد سپورزئوا توليد قابليت ديكلينا ساپرولگنيا هاي
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 قدرت اوليه زئواسپور به نسبت زئواسپورهاي ثانويه اينكه به توجه

 مي مانند،  متحرك طولاني تر مدت براي نيز و دارند بيشتري تحرك

 ,Willouhbay & Copland(دارند بيماري ايجاد در را اصلي نقش

1984; Hatai & Hoshiai, 1994; Espeland, 2004; Van 

West, 2006(. قارچ شدن كلونيزه در قابليت اين كه ميرسد نظر به 

 بيشتر گسترش موجب و بوده تخم موثر غشاء يا و پوست سطح در

   .ميگردد آلودگي

 هاي گونه اكثر در كه است جنسي غير مثل توليد اندام نوعي گامه

 گرديد مشخص آمده بدست هاي نمونه در. ميشود ايجاد ساپرولگنيا

 درصد بيشترين آلا قزل ماهي تخم از آمده دستب هاي نمونه كه

 بر و)گامه 4 تا 2 از متشكل هايي زنجيره( داشته را اندام اين توليد

 ها نمونه تمام نيز مولكولي آزمايشات از حاصل نتايج اساس

 و Yuasa كه بررسي در. شد داده تشخيص پارازيتيكا ساپرولگنيا

Hatai)1996 (ساپرولگنيا هاي ونهنم بيولوژيكي خصوصيات روي بر 

 نمونه كه شدند متوجه داشتند كمان رنگين الاي قزل از شده جدا

 گروه سه به بيماريزايي قدرت نظر از پارازيتيكا ساپرولگنيا هاي

،  متوسط )آلا قزل لارو در% 93 – 100 حدود در ميري و مرگ(حاد

 با( و خفيف)  آلا قزل لارو در% 33 – 53 حدود ميري و مرگ با(

 .ميشوند تقسيم)آلا قزل لارو در% 0 – 9 حدود ميري و مرگ

 گروه همه از بيش) گروه حاد( اول گروه كه داد نشان آنها مشاهدات

 7 تا 2 از ايجادي هاي زنجيره كه نموده ايجاد  متوالي هاي گامه ها

 خصوصيت اين كه گرفتند نتيجه آنها. است داشته بر در را گامه

 نوع از غير به  .باشد مرتبط قارچ ييبيماريزا قدرت به است ممكن

 بيولوژيك غير و بيولوژيك عوامل آن بيماريزايي وقدرت قارچ

 مختلف مطالعات در. است موثر ساپرولگنيازيس بروز در متعددي

 موجب) Oligotrophic(تروفيك اليگو آبهاي است شده داده نشان

 رد. ميشود ساپرولگنيازيس در دخيل قارچي عوامل تنوع افزايش

 وجود) Eutrophic(ائوتروفيك  آبهاي در شرايطي چنين حاليكه

 آبهاي در. بازميگردد آب هيدروبيولوژي وضعيت به مسئله اين. ندارد

 آنها از يك هر جمعيت ولي است زياد پلانكتوني تنوع اليگوتروفيك

 بوده كم پلانگتوني تنوع ائوتروفيك آبهاي در حاليكه در است كم

 ,Czeczuga & Muszynska(است زياد ياربس آنها بيوماس ولي

از آنجايي كه منبع آب هچري در اين بررسي  ).1999

دليلي بر تنوع كم عوامل  اين بوده است شايد) ائوتروفيك(چشمه

 زمينه در كه داد نشان مطالعه اين. باشد) سه گونه(قارچي جداشده

درمراكز  تخم تلفات موجب كه بيماريزا قارچي عوامل شناسايي

 ژنتيكي و فيزيولوژيكي مختلف پارامترهاي از ميگردد ماهيان يرتكث

 در بررسي تحت فاكتورهاي در كه تفاوتهايي. نمود استفاده ميتوان

 پيچيدگي و گستردگي از حاكي شد مشاهده مختلف هاي نمونه

 دقيقتر بررسي كه ميگردد پيشنهاد لذا . است آبزي قارچهاي دنياي

 از كه خزر درياي آزاد ماهيان اكز تكثيرمر در بيماريزا قارچي عوامل

 قارچي عوامل نيز و هستند اهميت حائز ذخاير باسازي جهت

مهمترين و با  از يكي كه قزل آلا مراكز تكثير ماهيان در بيماريزا

 است، پروري آبزي و داخلي درآبهاي پرورشي هاي ارزش ترين گونه
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Abstract 

The genus of saprolegnia is one of the most important pathogenic aquatic fungi in farmed and 

wild fish. In the present study, fungal infected egss were collected from rainbow trout 

(Oncorhyncus mykiss) and Caspian trout (Salmo trutta caspius). After purification, 16 isolates 

were obtained (8 isolates from rainbow trout and 8 isolates from Caspian salmon, 

respectively). The isolates were then coded as R2 – R9 (rainbow trout) and S2 – S9 (Caspian 

trout).The  registered  DNA for S. parasitica (ACTT # 200048) and S. diclina (ACTT  # 

4206) were used and coded as R1 and  S1, respectively. Based on the RAPD profile obtained 

all samples were divided to 3 groups and members of each group had more than 90% 

similarity among themselves. According to matrix of similarity and reference strains, the 

isolates were classified as three groups. Therefore, all of isolates in group 1 and 3 were S. 

parasitica and S. diclina, respectively, and the members of group 2 were known as 

Saprolegnia sp. The results of thermal resistance assessment showed that the isolates of 

rainbow trout and Caspian salmon eggs had slow growth in the temperature between 18 – 20 

°C. Thus, R2 and S8 isolates had the lowest radial growth compared to other isolates. The 

isolates categorized in S. parasitica (group 1) created secoundry zoospores but not observed 

in two other groups. Thus, catenulated gamme was found in 78% and 55.55% isolates of 

rainbow trout and Caspian trout eggs, respectively.  

This study indicated that molecular methods were the best methods for identification of 

Saprolegnia spp. and it could be applied as a supplementary confirming method. 
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