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 چكيده

هاي  يكي از مهمترين بيماري f. sp pisi Fusarium solaniبيماري پوسيدگي سياه ريشه نخود با عامل 
رود. با توجه خلاء علمي در  به شمار مي رضوي و شمالياستان خراسان   قارچي نخود در ايران از جمله

تعيين تنوع ژنتيكي با هدف  AFLPو  RAPDاز نشانگرهاي  ،هاي اين قارچ جمعيتخصوص تنوع ژنتيكي 
هاي خراسان  مزرعه در مناطق عمده نخود كاري استان 50لذا از  .هاي استفاده گرديد و بيماريزايي جدايه

 28لي نمونه برداري صورت گرفت. پس از جداسازي، خالص سازي و اثبات بيماريزايي رضوي و شما
زاي حاكي از عدم  هاي بيماري به دست آمد. بررسي دامنه ميزباني جدايه F. solaniزا  جدايه بيماري

 زايي روي گياهاني همچون عدس، لوبيا، ماش، سويا، نخودفرنگي، گوجه فرنگي، خربزه و هندوانه بيماري
بود و تنها در دو گونه گياهي نخود و نخود فرنگي علائم پوسيدگي ريشه را مشاهده گرديد. نتايج تنوع 

دهند. بر  هفت آغازگر چند شكلي را به خوبي نشان مي نشان داد كه  RAPDنشانگر  12از  ژنتيكي با استفاده 
هاي ژنوتيپي مختلفي قرار گرفتند. جغرافيايي در گروه منطقهبدون توجه به  F. solaniجدايه  28اين اساس 

باند قابل امتيازدهي ايجاد كرد،  330، تعداد EcoRI/MseIاز چهار تركيب آغازگري  با استفاده AFLPكاربرد 
تا  06/0% باندها) چند شكلي نشان دادند. فاصله ژنتيكي بين جفت جدايه ها بين 34باند (حدود  110كه 
 .Fجدايه  20، چهار گروه ژنوتيپي در UPGMAاز روش  ده با استفاده متغير بود. دندروگرام ترسيم ش 78/0

solani f. sp pisi  مشخص و تجزيه چند بعدي نيز آن را تاييد نمود. تكنيكAFLP  به خوبي توانست
 ها با توان بيماريزايي مشابه را تفكيك كند.  جدايه

 .RAPD ،AFLP، تنوع ژنتيكي، F. solani f. sp. pisi كلمات كليدي: 
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 مقدمه
پوسيدگي سياه ريشه نخود اولين بار از 

گزارش و عامل آن  1969آمريكا و هند در سال 
Fusarium solani  شدمعرفي )Kraft, 1969; 

Sharma et al., 1983.(  قارچF. solani   خاكزاد
بوده و از پراكنش وسيعي برخوردار بوده و 

گونه گياهي را آلوده  87حداقل سه جنس و 
 .Fهاي  ). جدايهBogale et al., 2009د (كن مي

solani  زايي متفاوت بوده و بر  از نظر بيماري
زايي به  اساس دامنه ميزباني و آزمون بيماري

شوند. تا  اي تقسيم مي هاي تخصص يافته فرم
فرم تخصص يافته در اين گونه شناسايي  11كنون 
). در پژوهش Suga et al., 2002( است شده 

Westerlund et al. )1974هاي  ) جدايهF. 

solani از نخود ايراني بر روي  به دست آمده
زا بودند و نشان داده شد  نخودفرنگي نيز بيماري

كه پوسيدگي سياه ريشه در نخود در حقيقت 
است  F. solani f. sp pisiهمان فرم اختصاصي 

كه در نخودفرنگي نيز پوسيدگي ريشه را ايجاد 
 Mohammadi andدر پژوهشي  كند. مي

Banihashemi )2005 (53  جدايهF. solani 
از مناطق مختلف استان فارس جداسازي و فرم 

گزارش  F. solani f. sp pisiاختصاصي آنها را 
نمودند. بررسي تنوع ژنتيكي در قارچ فوزاريوم از 

هاي معمول مورفولوژيكي و  طريق مطالعه
 هايي هاي سازگار رويشي داراي محدوديت گروه

ها  باشد و از حساسيت كافي براي تمايز جدايه مي
هاي مولكولي و  برخوردار نيستند. تاكنون روش

بيوشيميايي جهت تخمين تنوع ژنتيكي درون و 

است   اي فوزاريوم با موفقيت به كار رفته  بين گونه
)O Donnel 2000, Godoy et al., 2004, 

Zahng et al., 2006ها نشان دادند ) و اين روش 
 26يك گونه مركب شامل بيش از  F. Solaniكه 

گونه مشخص فيلوژنتيكي است. كاربرد روش 
RAPD  كه در آن از يك آغازگر چند نوكلئوتيدي

 DNAكوتاه تصادفي براي تكثير توالي هاي 
اطلاعات  شود، به علت عدم نياز به استفاده مي

ژنوم بيمارگر، سرعت و سهولت  DNAتوالي 
است. به ويژه   يادي يافتهكاربرد آن توسعه ز

براي تعيين تفاوت و تنوع  RAPDاز  استفاده  
آميز  ها موفقيت اي در ميكروارگانيسم درون گونه

در  AFLPهاي مبتني بر  است. كاربرد نشانگر بوده
ها  اي در قارچ تعيين تنوع بين و درون گونه

هاي فوزاريوم كمك زيادي نمود  گونه "مخصوصا
هاي جنس  لعه فيلوژني گونهبه عنوان مثال مطا

)، Abd- Elsalam et al., 2003فوزاريوم (
 .F. oxysporum f. spهاي  تعيين تنوع جدايه

lentis )Abdel- Satar et al., 2003 ،(
در اتيوپي  F. solaniهاي  گوناگوني جدايه

)Bogale et al., 2009 و طراحي آغازگرهاي (
 .F در رديابي AFLPاختصاصي مشتق از نشانگر 

solani اي ريشه بادام زميني  عامل پوسيدگي قهوه
)Casasnovas et al., 2013.( 

 Moradzade Eskandari et alدر پژوهشي 

1Fاز نشانگر مولكولي  با استفاده (2009)

1FAFLP 
از  F. solaniايراني  جدايه  149ساختار ژنتيكي 

چهار جمعيت ميزباني (سيب زميني، كدوئيان، 
                                                
1 Fluorescent AFLP 
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بررسي و گزارش نمودند  لوبيا و نخود) را
هاي مورد  ميانگين تنوع ژنتيكي براي همه جدايه

هاي ژني مورد مطالعه بر  بررسي و تمامي جايگاه
بود و تنوع  3883/0برابر  Neiاساس ضريب 

ژنتيكي مشاهده شده با ميزبان و مناطق جغرافيايي 
ها ارتباطي نداشت و چهار جمعيت ميزباني  جدايه

تند و احتمال جريان ژني يك دودمان كلوني هس
ها وجود دارد. پر واضح است كه  بين جمعيت

برنامه ريزي علمي جهت كنترل اين فرم تخصص 
يافته و خسارت حاصل از آن در عرصه 
كشاورزي بدون حصول اطلاعات دقيق 

 زايي و ژنتيكي امكان پذير نخواهد بود.  بيماري
 550سطح زير كشت نخود در ايران حدود 

 83-84و در استان خراسان در سال  هزار هكتار
هكتار از  2800است كه  هكتار بوده 33800معادل 

هكتار به كشت ديم  31000آن به كشت آبي و 
است. از اين رو در بين  اختصاص داده شده

حبوبات توليدي در ايران مقام اول را به خود 
اهميت توليد گياه  با توجه بهاست.  اختصاص داده

اسان و ميزان خسارت بيماري نخود در استان خر
با هدف  پژوهشاين  مهم پوسيدگي سياه ريشه،

تعيين تنوع ژنتيكي، دامنه ميزباني و بيماريزايي 
از  نخود ايراني با استفاده  F. solaniهاي  جدايه

در استانهاي  AFLPو  RAPDنشانگرهاي 
 .خراسان رضوي و شمالي انجام شد

 

 مواد و روشها

 ها  جمع آوري نمونه
مزرعه نخود از مناطق  50برداري از  نمونه

هاي خراسان رضوي و شمالي  مختلف استان
شامل شهرهاي مشهد، قوچان، چناران، كاشمر، 
فاروج، تربت حيدريه، بجنورد، فريمان، شيروان و 

بوته  8-10خواف صورت گرفت. از هر مزرعه 
كه داراي علائم زردي، پژمردگي و پوسيدگي 

ه و به طور كامل از خاك ريشه بودند با بيلچ
ها آسيب نبينند) و در  خارج (طوري كه ريشه

هاي پلاستيكي قرار داده شد و به آزمايشگاه  كيسه
 منتقل گرديد.

 

 Fusarium solaniجداسازي قارچ 
براي جداسازي، اندام گياهي و به خصوص 

هاي  ها با آب معمولي شسته و از قسمت ريشه
ميلي  3-5مختلف ريشه، طوقه ساقه قطعات 

% به مدت 5/0متري تهيه و در هيپوكلريت سديم
دقيقه براي ضدعفوني دقيقه قرار داده. پس  2-5/1

از سه مرتبه شستشو با آب مقطر استريل، قطعات 
هاي پتري  با استفاده از كاغذي خشك و در تشتك

اسيدي قرار داده  PDAحاوي محيط كشت 
 و تاريكي C°25هاي پتري در دماي  شدند. تشتك

هاي رشد  روز قرار گرفتند. كلني 7تا  5به مدت 
هاي تك  كرده خالص سازي و پس از تهيه كشت

 PDAهاي حاوي محيط كشت  اسپوري در لوله
 براي آزمايشات بعدي نگهداري شدند.

 



)1394 بهار، 1، شماره 7مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره   

٦۰ 
 

  F. solaniتشخيص 
هاي بدست آمده بر اساس   تشخيص جدايه

مثل هاي توليد  خصوصيات موفولوژيكي اندام
ها،  ها، ماكروكنيديوم ون اسپوردوكيومرويشي همچ

شكل و رنگ پرگنه، چگونگي توليد ميسليوم و 
 .Nelson et alها صورت گرفت  ميكروكنيديوم

1994) 1994; Burgess et al..( 
 

 Fusariumهاي  زايي جدايه سنجش بيماري

solani 
 ها پرورش مايه تلقيح جدايه

زايي و تعيين فرم  براي اثبات بيماري
بر روي   مايه تلقيحها، پرورش  ي جدايهاختصاص

دانه گندم صورت گرفت. بذور گندم به مدت يك 
هاي حاوي آب معمولي خيسانده  شب در فلاسك

شدند و پس از شستشو سه دفعه (به صورت يك 
دقيقه در  30روز در ميان) و هر دفعه به مدت 

اتمسفر) سترون  1و فشار  121اتوكلاو (دماي 
بلوك ميسيليومي ار هر  4-5 شدند. به هر فلاسك

گراد به  درجه سانتي 25جدايه اضافه و در دماي 
 روز در تاريكي نگهداري شد. 14-20مدت 

 
 كاشت بذور نخود

دقيقه با  12-15بذور نخود به مدت 
% گند زدايي و سه دفعه و 0/ 5هيپوكلريت سديم 

دقيقه با آب مقطر شسته  5هر دفعه به مدت 
شب در ظروف يكبار شدند، سپس به مدت يك 

مصرف حاوي آب مقطر قرار گرفتند. پس از اين 
مدت آب ظرفها خارج و پارچه مرطوبي روي 

زني بذر در  بذور كشيده و ظروف جهت جوانه
روز  2 -3قرار داده شدند. بعد از   c°25دماي 

ها كشت  زده به طور مستقيم در گلدان بذور جوانه
 گرديده و در گلخانه نگهداري شدند.

 
ها بر روي نخود و  بررسي بيماريزايي جدايه

 تعيين فرم اختصاصي 
 .Fهاي  زني گياهان نخود با جدايه براي مايه

solani عدد بذر نخود  4، ابتدا در هر گلدان
گندزدايي شده با هيپوكلريت سديم كشت گرديد. 

هاي نخود خاك اطراف هر  پس از رشد گياهچه
وته پنج عدد هر ب بوته كنار زده شد و دور طوقه 

بذر گندم كلنيزه شده با قارچ ريخته شد 
)Westerlund et al. 1974ها در گلخانه  ). گلدان

نگهداري و هر روز جهت  20-25در دماي 
مشاهده علائم پژمردگي از گلخانه بازديد به عمل 
آمد. هر جدايه قارچي  سه تكرار و هر تكرار 

 جهت تعيين فرم اختصاصيگياه بود.  4شامل 
ها، گياهان لوبيا، عدس، ماش، سويا، گوجه  ايهجد

فرنگي، خربزه، نخود فرنگي و هندوانه مشابه 
 زني شدند.  روش فوق مايه

 

 ها ارزيابي بيماريزايي جدايه
ها از  براي ارزيابي شدت بيماريزايي جدايه

اي پيشنهاد شده براي  درجه 9شاخص 
هاي مولد پژمردگي و پوسيدگي ريشه در  فوزاريوم

 ).Bhatii and Kraft, 1992ود استفاده شد (نخ
؛ گياه به طور كامل سالم بوده و هيچ 1نمره  

؛ مشاهده علائم پژمردگي 3علائمي ندارد، نمره 
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در تعداد كمي از برگها، يا كمتر از ده درصد 
؛ حدود 5است، نمره  سيستم ريشه بافت مرده شده

درصد شاخ و برگها دچار پژمردگي شده يا  20
هاي بافت مرده  د هيپوكوتيل توسط لكهدرص 25

درصد شاخ  50؛ حدود 7است، نمره  پوشيده شده
و برگها دچار پژمردگي شده و گياهان نسبت به 
گياهان سالم از رشد كمتري برخوردارند يا حدود 

درصد سيستم ريشه و هيپوكوتيل توسط  50
ها  هاي بافت مرده پوشيده شده و تعداد ريشه لكه

؛ گياهان دچار پژمردگي و 9نمره  كاهش مي يابد،
كاهش رشد شديد شده و در نهايت مي ميرند يا 
سيستم ريشه و هيپو كوتيل به شدت پوسيده و در 

 8و  6، 4، 2نهايت گياه خشك مي شود. اعداد 
براي مواردي است كه علائم مشاهده شده حد 

 است. واسط اعداد گفته شده
 

 Fusariumهاي  بررسي تنوع ژنتيكي جدايه

solani  
  DNAاستخراج 

هاي قارچي به  ، جدايهDNAبراي استخراج 
بـر   PDBساعت در محيط كشـت   72تا  48مدت

داده شدند. پس از بدسـت آوردن   روي شيكر قرار
براي خـالص   CTABاز روش    ها، ميسيليوم جدايه

 .Weising et alاسـتفاده گرديـد (   DNAسـازي  

خـالص شـده بـه     DNA). كميت و كيفيت 1995
 1الكتروفورز روي ژل آگـارز   ترتيب با استفاده از 

 درصد و اسپكتوفتومتر تعيين شد. 

هـا بـا اسـتفاده از نشـانگر      تنوع ژنتيكي جدايه
RAPD-PCR 

ــژوهش از   ــن پــ ــازگر  12در ايــ  10آغــ
نوكلئوتيــدي كــاملا تصــادفي (شــركت ســيناژن)  

 25هـا در حجـم    ). واكـنش 1استفاده شد (جدول 
-MgCl2 50Mm )2 ،(PCRميكروليتـري شـامل   

Buffer 10x )5/2 ،(d NTP Mix 10Mm )5/0 ،(
Primer 10pmol )5/1،(lµDNA 25ng/ )3 ،(

Taq DNA Polymeraz )25/0 ،(dd H2O 
هـا، شـامل    ) بود. شاهد منفـي در واكـنش  25/15(

الگــو بــود.  DNAاســتثناي  تمــام مــواد فــوق بــه 
شامل يك  PCRهاي دمايي به كار رفته در  چرخه

 3بـه مـدت    94سازي در دمـاي   اسرشتچرخه و
دقيقه و چهـل چرخـه شـامل مراحـل واسرشـت      

ثانيـه، اتصـال در    30به مدت  94سازي در دماي 
بـه   72دقيقه و بسط در دماي  1به مدت  35دماي 
دقيقه و در خاتمه يك چرخه بسط نهايي  3مدت 

 Williamsدقيقه بـود (  10به مدت  72در دماي 

et al. 1990ميكروليتـر از   7ام عمل ). پس از اتم
ــارز  ــدات  روي ژل آگ درصــد و تحــت  5/1تولي

 5/2ميلي آمپـر بـه مـدت     500و جريان  75ولتاژ 
ساعت الكتروفورز شدند. ژل الكتروفـورز پـس از   

 45نيم ساعت رنگ آميزي با اتيـديوم برومايـد و   
دقيقه رنـگ بـري غيـر اختصاصـي در آب مقطـر      

.شـد بـرداري   توسـط دسـتگاه  مشـاهده و عكـس    
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 F. solaniهاي  مورد استفاده جهت تفكيك جدايه RAPDتوالي آغازگرهاي  -1جدول 
Table 1- Primers sequence used in RAPD. 

 نام پرايمر
Primer name 

 توالي
Sequence 

Rco 8 
35 ′−−′ GGATGTCGAA  

VBC 199 35 ′−−′ GCTCCCCCAC  
VDC 82 35 ′−−′ GGGCCCGAG  
OPK 19 3CTCCTGCCAA5 ′−−′  
VBC 53 3CTCCCTGAGC5 ′−−′  
RCO 9 3GATAACGCAC5 ′−−′  

VBC 300 3GGCTAGGGCG5 ′−−′  
OPK 15 3CTCCTGCCAA5 ′−−′  
VBC 83 3GGGCTCGTGG5 ′−−′  

VBC 222 3AAGCCTCCCC5 ′−−′  
VBC 228 3GCTGGGCCGA5 ′−−′  
VDC 6 3CCTGGGCCTA5 ′−−′  

 
 

هـا بـا اسـتفاده از نشـانگر      تنوع ژنتيكي جدايه
AFLP 

ميكروليتري  40براي برش آنزيمي هر نمونه 
ميكروليتـر   4ژنـومي،   DNAنـانوگرم   500حاوي 
هــاي  واحــد از هــر كـدام از آنــزيم  OPA ،5بـافر  

ــي  ــدول  Tru9Iو  EcoRIبرشـ  40/30) و 2(جـ
ميكروليتــر آب دوبــار تقطيــر ســترون شــده بــود. 

درجه سـانتي گـراد بـه     37دماي واكنش برش در 
 .Vos et alســاعت انجــام گرفــت ( 12مــدت 

ــق، از   1995 ــرش موفـ ــان از بـ ــراي اطمينـ ). بـ
درصـد بـا شـرايط     2/1الكتروفورز در ژل آگـارز  

ساعت اسـتفاده شـد.    5/1به مدت  80ولتاژ ثابت 
ژنـومي نشـان از    DNAعدم وجود باند در ناحيه 

 انجام صحيح برش بود.

 ها رشي به رابطاتصال قطعات ب
 5اي كــردن رابــط هــا  بــه منظــور دو رشــته

ــته  ــدام از رش ــر ك ــر از ه ــت و ميكروليت ــاي رف ه
ميكروليتر از هـر كـدام    5و  EcoRIبرگشت رابط 

در  Tru9Iهــاي رفــت و برگشــت رابــط  از رشــته
دقيقـه) و   10( 37دقيقـه)،   10( 65چرخه دمـايي  

دقيقه) قرار گرفتند. بـراي  10درجه سلسيوس ( 25
 45هــاي اتصــال، هــر نمونــه     جــام واكــنش ان

 DNAميكروليتـر قطعـات    40ميكروليتري حاوي 
اي  برش خـورده، پـنج ميكروليتـر رابـط دو رشـته     

اي  ميكروليتر رابط دو رشـته  EcoRI،50مربوط به 
ميلـي   2، يـك ميكروليتـر بـافر،    Tru9Iمربوط به 

، يك واحد از دو آنزيم برشـي و يـك   ATPمولار 
ــاي  T4 DNA Ligaseواحــد  درجــه  37در دم

 Vosسلسيوس به مدت سه ساعت قرار گرفـت ( 

et al., 1995.( 
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 .AFLPهاي برشي، آداپتورها و آغازگرهاي تكثير انتخابي در تكنيك  آنزيم -2جدول 

Table 2- Restriction enzymes, adaptors and primers for selective amplification in AFLP 
technique. 

 يآنزيم برش
Restriction enzymes 

 آداپتور
adaptors 

Mse I              5'-GACGATGAGTCCTGAG  
                 TACTCAGGACTC   AT-5’ 

 جايگاه برشي         توالي مركزي                                     
EcoR I             5' CTCGTAGACTGCGTACC  

             CATCTGACGCATGG   TTAA-5'  
 جايگاه برشي               توالي مركزي                                       

 آغازگر تكثير پيش انتخابي
primers for pre-selective amplification 

Primer- EcoR I+ 0        5´- GACTGCGTACCAATTC-3´ 
Primer- Mse I+ 0          5´- GATGAGTCCTGAGTAA-3´ 

 آغازگر تكثير انتخابي
primers for selective amplification 

 MseIآغازگرهاي   EcoR Iآغازگرهاي 
' 3 GACTGCGTACCAATTCAC  '5           
' 3 GACTGCGTACCAATTCAG  '5        

'3 GACTGCGTACCAATTCAG  '5            
'3 GACTGCGTACCAATTCAG  '5             

'5' GATGAGTCCTGAGTAAAG 3 
5' GATGAGTCCTGAGTAAAG 3' 

'5' GATGAGTCCTGAGTAAAC 3 
'5' GATGAGTCCTGAGTAACG 3 

 
 تكثير پيش انتخابي  

هيچ تكثيـر انتخـابي در ايـن مرحلـه بـراي      
آغازگرها در نظر گرفته نشد. اجزاي يك محلـول  

ــد از   25 ــارت بودن ــري عب ــر  4ميكروليت ميكروليت
DNA    ــل ا ــده حاصـ ــق شـ ــر رقيـ ــنج برابـ ز پـ

نـــانوگرم از هـــر كـــدام از  50اتصـــال،  مرحلـــه
ميكروليتــر بــافر  5/2آغازگرهــاي پــيش انتخــابي، 

PCR  ــت ــولار   1X،2غلظ ــي م  MgCl2 ،2/0ميل
ميلي مولار مخلوط نوكلئوتيدي، يك واحـد تـك   

ميكروليتر آب سـترون. واكـنش    8/14پلي مراز و 
 در دستگاه ترمال سايكلر انجام شد.

 
 تكثير انتخابي

 SIBي انتخـابي نيــز از شـركت   آغازگرهـا 

Enzyme    ــدند و ــداري ش ــيه) خري ــور روس (كش
). 2داراي دو نوكلئوتيــد انتخــابي بودنــد (جــدول 

ــوط  ــكل از   20مخل ــنش متش ــري واك  3ميكروليت
سـه بـار رقيـق شـده حاصـل از       DNAميكروليتر 

نـانوگرم از هـر كـدام از     50تكثير پيش انتخـابي،  
 ـ     PCRافر آغازگرهاي انتخـابي، يـك ميكروليتـر ب

ميلـي   MgCl2 ،1/0ميلي مـولار   1X ،5/2غلظت 
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مولار مخلوط نوكلئوتيدي، يك واحـد تـك پلـي    
 ميكروليتر آب سترون بود.   3/11مراز و 

 

 ها الكتروفورز عمودي و رنگ آميزي ژل
محصولات تكثيري روي ژل پلي اكريلاميـد  

الكتروفورز عمودي  % واسرشت كننده در دستگاه6
 110ريـق شـد. يـك محلـول     مدل پايا پژوهش تز

ــا اســتفاده ميلــي ــري ژل ب ــرم اوره،  50از  ليت  11گ
ميلي ليتر محلول  25/19پنج برابر،  TBEليتر ميلي

ميلــي ليتــر آب  110% و تــا حجــم 40اكريلاميــد 
ميكروليتـر آمونيـوم پـر     750سترون تهيه شـده و  

ميكروليتـر تمـد    150درصد همراه با  10سولفات 
هـا   ز واسرشت سازي نمونهبه آن اضافه شد. پس ا

ــورز    ــدماتي الكتروفـ ــورز مقـ ــام الكتروفـ و انجـ
 3و بــه مــدت  1000هــا در ولتــاژ ثابــت  فـراورده 

درجــه ســانتي گــراد انجــام  50ســاعت در دمــال 
شد.به منظور مشاهده باندها از روش رنگ آميزي 

 استفاده گرديد. نيترات نقره 
 

 تجزيه و تحليل باندها
هاي ملكولي، براي تجزيه و تحليل داده

براي عدم  0براي حضور باند و علامت  1علامت 
هاي حاصل در  حضور باند در نظر گرفته شد. داده

براي نشانگرهاي غالب  Pop Gene 32نرم افزار 
 NTYSISوارد شد و رسم دندروگرام با نرم افزار 

 صورت گرفت. 
 

 نتايج و بحث

از نظر رنگ  F. solaniهاي  ي جدايه پرگنه
). بعضي 1لوژي بسيار متنوع بود (شكل و مورفو

ها داراي رنگريزه و رشد آنها به صورت  جدايه
 دواير متحدالمركز منظم و يا يا نامنظم بود.

ها معمولاً داراي چهار تا پنج ديواره  ماكروكنيديوم
عرضي و كمي حالت خميدگي داشتند. سلول 
انتهايي آنها گرد و درشت و سلول پايه كمي 

 38 -48ها  طول ماكروكنيديوم فرورفته بود.
گيري  ميكرون اندازه 7/3 -5ميكرون و عرض آنها 

ها بر روي فياليدهاي  ). ماكروكنيديوم1شد (شكل 
تشكيل و  CLAحاصل از اسپورودكيوم در محيط 

به رنگ كرم  و تا سبز مايل به آبي بودند. 
ها به تعداد زياد و عموماً تك  ميكروكنيديوم

لولي، بيضي شكل ، تخم سلولي و گاهي دو س
اي شكل مشاهده شد.  مرغي و قلوه

ها به صورت مجتمع بر روي  ميكروكنيديوم
منوفياليدهاي خيلي بلند، ساده و يا در سرهاي 

جدايه به دست  78از  دروغين تشكيل شدند.
تعلق داشت. علائم  F. solaniجدايه به  28آمده 

 زايي شامل زردي و هاي بيماري بيماري در آزمون
هاي هوايي و پوسيدگي ريشه بود  پژمردگي اندام

  ).2(شكل 
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) و Cهاي بلند ( ) و  ميكروكنيدي توليد شده بر روي فياليدBكنيدي ( )، ماكروAرشدي (تنوع  -1شكل 

 .f. sp. pisi Fusarium solaniهاي  ) در جدايهDاسپوردوكيوم ( 
Figure 1- Growth diversity (A), macroconidia (B), microconidia produced on long 
phialides (C) and spordochium (D) in  of Fusarium solani f. sp. pisi isolates. 

 
در دامنه ميزباني علائـم فقـط روي نخـود و    
نخود فرنگي مشاهده شد و فرم اختصاصي قـارچ  

شناسـايي شـد. در    F. solni f. sp. pisiبه عنوان 
آغـازگر تسـت شـده     12 از ميان RAPDتكنيك 

جدايــه بــا منشــاء جغرافيــايي متفــاوت،  28روي 
تعداد هفت آغازگر چند شـكلي خـوبي را نشـان    

هـا   در اكثـر نمونـه  VBC300 آغـازگر  دادنـد.  
تكثيري نشان نداد. اندازه محصـولات تكثيـر   

بود. در واكـنش هـاي    bp500 - 3500 بينشده 
شاهد منفـي نيـز هـيچ بانـدي مشـاهده نگرديـد       

). كــاربرد نشـانگر نشــان داد كـه تنــوع   3(شـكل  
هـا وجـود    ژنتيكي نسبتاً زيادي در بين اين جدايه

شـكل   بيشترين باند چند VBC222دارد. آغازگر 
كمترين بانـد چنـد    VBC82باند) و آغازگر  18(

 VBC83كردنـد. آغـازگر   باند) را توليد  6شكل (
چون شاخص تنوع ژنتيكي بالايي نسبت بـه بقيـه   

ــا داشــت ( ــرين  37/0آاغازگره ــوان بهت ــه عن %) ب
آغازگر شناخته شد. نتايج نشـان داد كـه تكنيـك    

RAPD   از پتانسيل بالايي در تعيين تنوع ژنتيكـي
برخوردار است  F. solani f. sp. pisiهاي  جدايه
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 Aوه ژنـوتيپي (از  گـر  16%، 65و در سطح تشابه 
) تفكيك گرديد. نتايج محاسبه فاصله ژنتيكي Pتا 

(بـه ترتيـب از    FA ،FS9نشان داد كه دو جدايـه  
از بقيـه   13/0مشهد و فريمان) با فاصله ژنتيكـي  

ترنـد و در كمتـرين    ها به يكـديگر نزديـك   جدايه
). 4هم قرار دارند (شـكل   فاصله ژنتيكي نسبت به
، FS16هاي  يز بين جدايهبيشترين فاصله ژنتيكي ن

FS7     ،(هـر دو از منطقـه فريمـان)N2 ،FS7   بـه)
، FS25ترتيب ازنيشابور و فريمـان) و دو جدايـه   

FS7      (به ترتيب از فـاروج و فريمـان) بـا فاصـله
به دست آمد. رابطـه آشـكاري بـين     88/0ژنتيكي 

بنـدي ژنـوتيپي   ها با گـروه  منشا جغرافيايي جدايه
شـــاهده نشـــد و م RAPDحاصــل از نشـــانگر  

هاي مربوط به يك منطقه جغرافيايي برخي  جدايه
هـاي   هاي ژنوتيپي مجـزا و جدايـه   مواقع در گروه

از چند منطقه مختلـف در يـك    جمع آوري شده 
 گروه ژنوتيپي قرار گرفتند.

در اين  RAPDنتايج حاصل از نشانگر 
از اين  مطالعه با نتايج ديگر محققين در استفاده 

جدا شده   F. solaniرسي تنوع نشانگر جهت بر
  ، مركبات(Alymanesh et al., 2009)از كدوئيان  

)Hatam-Mostafa et al., 2013 لوبيا ،(
(Khodagholi et al., 2011)  وFusarium 

oxysporum   از ميزبان هاي مختلف جدا شده  
(Jae- Min et al., 2006)  مطابقت داشت و تنوع

ي مورد مطالعه ها ژنتيكي بالايي در جدايه
بيست جدايه  AFLPتجزيه  .تشخيص داده شد

F. solani f. sp. pisi  با پراكنش جغرافيايي
 ,E-ACاز چهار جفت آغازگر ( متفاوت با استفاده

M-AG) ،(E-AG, M-AC) ،(E-AG, M-AG و (
)E-AG, M-CG باند قابل امتياز  330) در مجموع

د. از ايجاد نمو bp 100- 900اندازه بين  دهي با 
باند (حدود  110ايجاد شده  كل باندهاي

). 5%باندها) چند شكلي نشان دادند (شكل 34
ازاي هر  ميانگين تعداد باندهاي تكثير شده به

و ميانگين تعداد باندهاي چند  5/82جفت آغازگر 
بود.  5/27ازاي هر جفت آغازگر  شكلي به 

توانايي جفت آغازگرهاي مختلف در آشكار 
 .F. solani fهاي  ي در بين جدايهشكلسازي چند 

sp. pisi متغيير بود. در اين ميان تركيب آغازگري E-

AC, M-AG   داراي بيشترين تعداد باند چند
-E-AG, Mباند) و تركيب آغازگري  31شكل (

CG ) 25داراي كمترين تعداد باند چند شكل 
باند) بود متوسط تعداد آلل موثر در هر لوكوس 

)Ne13210/0ركيبات آغازگري ) براي تمام ت ± 
محاسبه گرديد، كه با توجه به نزديك  5432/1

بودن اين عدد به تعداد آلل واقعي يعني دو، دليل 
ها در چند شكلي بالا و برآورد  بر تاثير خوب آلل

باشد. شاخص تنوع ژني بر اساس تنوع ژنتيكي مي
از هر جفت آغازگر بين   هاي به دست آمده داده
متغيير بود. كمترين مقدار شاخص  38/0تا  29/0

 E-AC, M-AGتنوع ژني براي تركيب آغازگري 
و بيشترين مقدار اين شاخص براي تركيب 

محاسبه شد. به منظور  E-AG, M-CGآغازگري 
ها از  محاسبه سطح تنوع ژنتيكي بين نمونه

ماتريس فاصله ژنتيكي استفاده شد. بر اساس 
ها  نمونه، فاصله ژنتيكي جفت AFLPهاي  داده
متغيير بود و ميانگين فواصل  78/0تا  06/0بين 



 1394، حسن زاده داوراني

 ٦۷ 

محاسبه  43/0ها  ژنتيكي بين تمام جفت نمونه
گرديد. نتايج محاسبه فاصله ژنتيكي نشان داد كه 

(هر دو مربوط به منطقه  H3و  H1دو جدايه 
ها به  از بقيه جدايه 06/0خواف) با فاصله ژنتيكي 

صله ژنتيكي يكديگر نزديكترند و در كمترين فا
 FS28و  MPهاي  جدايه .هم قرار دارند  نسبت به

(به ترتيب از منطقه خواف و بجنورد) و همچنين 
(به ترتيب از فاروج و  FS28و  FS25دو جدايه 

در دورترين  78/0بجنورد) با فاصله ژنتيكي 
هم قرار گرفتند.  فاصله ژنتيكي نسبت به

اي  دندروگرام حاصل از گروه بندي خوشه
در فاصله  UPGMAاز روش  ها با استفاده يهجدا

اصلي  %، چهار گروه 65تشابه ژنتيكي نزديك به 
 F. solaniجدايه  20) را در بين Dتا A(حروف 

f. sp. pisi  اول  ). گروه 6مشخص نمود (شكل
)Aهاي ( ) جدايهH1, H3 FS2, FS7, CH, N2, 

FS5, FS9, FA, MP) گروه دوم ،(B) (FS25, 

FS18, FS31،( ) گروه سومC) (FS18, FS20, 

FS36, FSF, FS14, FS16) و گروه چهارم (D ( 

FS28  بودند. در گروه ژنوتيپيA هايي با  جدايه
درجه بيماريزايي بالا و متوسط قرار گرفتند. در 

هايي با درجه بيماريزايي  جدايه Bگروه ژنوتيپي 
هايي با درجه  جدايه Cمتوسط و در گروه ژنوتيپي 

ي متوسط و پايين قرار گرفتند. جدايه بيماريزاي
از منطقه بجنورد در گروه  FS28غير بيماريزاي 

به صورت مجزا قرار گرفت. گروه  Dژنوتيپي 
در سطح تشابه  AFLPهاي  بندي حاصل از داده
هاي با توان  % تقريباً جدايه65ژنتيكي نزديك به 

بيماريزايي مشابه را به خوبي تفكيك كرد. در 

هر دو از   H1و  H3هاي  جدايه Aي گروه ژنوتيپ
يك منطقه جغرافيايي (خواف) جدا شده بودند. 

از لحاظ درجه بيماريزايي (درجه  اين دو جدايه 
) نيز يكسان بودند. در همين گروه 9بيماريزايي 
از دو منطقه  با اينكه FS5 و  CHدو جدايه 

متفاوت (به ترتيب از كوه سرخ كاشمر و مزرعه 
د، اما در فاصله ژنتيكي بسيار كمي دانشكده) بودن

قرار گرفتند. لذا، به نظر مي رسد رابطه آشكاري 
ها با گروه بندي  بين منشا جغرافيايي جدايه

ها وجود ندارد. نتايج اين مطالعه  اي جدايه خوشه
 Abdel – Elsalam et al با نتايج پژوهش 

مطابقت داشت. در تحقيق وي نشانگر   (2003)
AFLP هاي  يكي بين و داخل گونهتنوع ژنت

فوزاريوم از ميزبان هاي مختلف در مصر را نشان 
از پنج ميزبان مختلف را متمايز و  جدايه 46داد و 

در پنج كلاستر قرار داد، اما رابطه آشكاري بين 
مناطق جغرافيايي و ژنوتيپ ميزبان با گروه بندي 

 ها بر اساس نشانگر ژنتيكي وجود نداشت. جدايه

قيق حاضر با نتيجه تحقيق انجام شده در نتيجه تح
ايراني  جدايه 28خصوص  بررسي تنوع ژنتيكي 

F. solani   بر اساس نشانگرهايPCR  توسط
Baghayi et al (2006)  ضمن نشان از وجود
ها، عدم ارتباط اين تنوع  تنوع ژنتيكي بين جدايه

ها تاييد كردند. قابليت  را با منشا جغرافيايي جدايه
ها با قدرت  در تمايز جدايه AFLPنشانگر 

 Bogale et alبيماريزايي مختلف با نتايج تحقيق 

همخواني داشت. در اين پژوهش محققان  (2006)
در كشور  F. solaniهاي  در بررسي تنوع جدايه

تنوع بالايي  AFLPاتيوپي نشان دادند كه نشانگر 
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ها دارد و لذا دودمان فيلوژنتيكي  را در جدايه
كشور  با توجه به شرايط آب و هوايي  جديدي را

در مجموع، اين پژوهش  اتيوپي مشخص كردند.
با توجه به  AFLPبه خوبي نشان داد كه تكنيك 

قابليت بالاي خود در پوشش گسترده تنوع ژنومي 

و آشكارسازي چند شكلي بالا در ارزيابي تنوع 
  موفق بود.  F. solani f. sp. pisiهاي  جدايه

درجه بالايي از تمايز و  AFLPاز   تفادهبنابراين اس
هاي مختلف فوزاريوم را نشان  تشخيص جدايه

 باشد.   داده و اين قابليت، كاربردي و مفيد مي

 
روي   Fusarium solani f. sp. pisiهاي   زني با جدايه علائم پوسيدگي ريشه ناشي از مايه -2شكل 

 .كولتيوار جم
Figure 2- Symptom of root rot on cultivar Jam in inoculation with Fusarium solani f. sp. 
Pisi. 

 .VBC222 با آغازگر Fusarium solani f.sp pisiهاي  ژنومي جدايه DNAتكثير  -3شكل 
Figure 3- RAPD-PCR amplification of genomic DNA from Fusarium solani f.sp pisi 
isolates with primer VBC222. 
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 Fusariumقارچ  هاي براي نمايش قرابت جدايه UPGMAاز روش دندروگرام به دست آمده  -4شكل 

solani f. sp pisi هاي حاصل از تجزيه از داده با استفادهRAPD . 
Figure 4- UPGMA clustering of Fusarium solani f. sp pisi isolates based on RAPD  
polymorphism. 

 
-Eبا تركيب آغازگري  Fusarium solani f. sp pisiهاي  باندهاي تكثير شده جدايه الگوي -5شكل 

ag/M-ag  در تكنيك AFLP .در ژل بلندM :100bp DNA Ladder.. 
Figure 5- AFLP-PCR amplification of genomic DNA from Fusarium solani f sp. Pisi  
isolates with primer combination E-ag/M-ag. 
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solani f. sp pisi  هاي حاصل از تجزيه  از داده با استفادهAFLP. 
Figure 9- UPGMA clustering of Fusarium solani f. sp pisi isolates based on AFLP  
polymorphism.  
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Abstract 

Black root rot of chickpea caused Fusarium solani f. sp pisi is one of the most important 
fungual diseases in Iran, specially in Razavi and Northern Khorasan provinces. Because of 
scientific lack about genetic diversity populations of this fungi, the aim of study was 
determination of genetic diversity and pathogenesity of isolates using RAPD and AFLP 
markers.   Sampling was carried out from 50 fields of major growing-chickpea in Razavi and 
Northern Khorasan provinces. Pathogenecity test conducted with chickpea seedling using root 
dip methods and locating infected wheat seeds around tap roots confirmed 28 isolates as 
Fusarium solani. Host range study of F. solani  isolates with inoculation eight plant species 
including (Lentis, Bean, Soybean, Pea, Chickpea, Tomato, Melon and Watermelon) showed 
that all the pathogenic isolates caused root rot only in chickpea and pea. In RAPD- PCR, from 
12 primers, only 7 primer showed polymorphism well. Based on this marker, 28 isolates Fsp 
placed in different genotype groups, without considering geographical regions. In AFLP 
technique, 4 primer combinations (EcoRI/MseI) produced 330 scorable bands of which 110 
bands were polymorphic (34%). Also the pair-wise genetic distance was from 0.06 to 0.78. 
The dendrogram constructed using UPGMA method, distinguished 4 main groups among 20 
isolates of Fsp that was confirmed by multi-dimensional scaling. AFLP technique could 
separate the isolates with different levels of pathogenecity.  
Key words: Fusarium solani f. sp. pisi, RAPD, AFLP, Genetic diversity. 
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