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  چكيده

م عامل پوسيدگي ريشه گل مريم و بررسي هاي مختلف فوزاريوها و جدايهجهت شناسايي گونه
انجام  شهرستان اين برداري از گياهان آلوده مزارع مختلف نمونه تنوع ژنتيكي آنها در شهرستان دزفول

در آزمايشگاه جداسازي جداسازي  معمولهاي  هاي وابسته به ريشه با استفاده از روش قارچ. گرفت
جدايه  Fusarium oxysporum ،27جدايه  110شامل  از جنس فوزاريومجدايه  143جمعاً . گرديدند

F. solani  جدايه  6وF. equiseti تنوع ژنتيكي جمعيت . شناسايي گرديدF.oxysporum  با استفاده از
هاي سازگار  ه براي بررسي گرو .مورد بررسي قرار گرفت RAPDو روش  هاي سازگار رويشي گروه

 Dox Agarدر محيط سپس جهش يافتگان نيت. رديدطور تصادفي انتخاب گ جدايه به 45رويشي 

Chlorate  C`zapeck  و محيط حداقل)MMC ( كلاس  .توليد شدند كلرات پتاسيم% 3هر كدام با
نيترات، نيتريت، (يافتگان نيت نيز روي محيط كشت پايه حاوي يكي از چهار منبع ازت  فنوتيپي جهش

عدد به  75و  171، 301تعداد يافتگان نيت  كل جهشاز .تعيين گرديد) هيپوزانتين و تارتارات آمونيوم
هاي  يافتگان تمام جدايه آزمون مكمل سازي بين جهش. تعلق داشتند NitMو  nit1 ،nit3 ترتيب به 

 VCG bجدايه،  28شامل  VCG aمشخص گرديد كه  VCGگروه  چهار درنهايت. انتخابي انجام شد
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همچنين تنوع ژنتيكي  .جدايه بود چهارشامل  VCG dو  جدايه سهشامل  VCG c، جدايه10شامل 
با  RAPDي ها اي داده تجزيه خوشه .ها با استفاده از سيزده آغازگر تصادفي بررسي شد يه اين جدا
با استفاده از روش بهترين نتيجه . انجام گرفت Completeو  UPGMA ،Single هاي از روش استفاده

UPGMA ضريب تشابه وDice  بر اين اساس شش گروه ژنتيكي  دست آمد كه به% 61در سطح تشابه
 دو جدايهحاوي  III، گروه جدايه12 حاوي IIجدايه، گروه  دوشامل  Iگروه . مختلف تشخيص داده شد

آزمون بيماريزايي كه با استفاده از . جدايه بود دونيز شامل  VIتك عضوي و گروه  V وIV و گروه 
 .بودندها بيماريزا  انجام گرفت نشان داد كه تمام جدايه VCGف هاي مختل هاي انتخابي از گروه جدايه

  .باشد روي گل مريم در ايران مي F.oxysporum كياولين گزارش از بررسي تنوع ژنتي مطالعهاين 
  

، فوزاريوم، گل پوسيدگي ريشه، نشانگر مولكولي نيت، يافتگان جهش ،هتروكاريون : ي كليديواژه ها
  مريم

 
 

  مقدمه
به تيره  گياهي است چند ساله كه متعلق) .Polianthes tuberosa L(گل مريم 

Agavaceae جهان محسوب مناطق مختلف  هاي شاخه بريده در و يكي از مهترين گل است
پوسيدگي  ،هاي رايج اين محصول در مناطق مورد كشت يكي از بيماري .)Sing, 2006(شود  مي

شود  ايجاد ميFusarium oxysporum Schlecht كه توسط قارچ خاكزاد است ريشه و پياز آن 
زاريومي هاي قارچي اين گل از جمله پوسيدگي فو تاكنون مطالعات كمي در مورد پوسيدگي اما

مربوط به شيوع پوسيدگي فوزاريومي در  ها گزارشيكي از اين در جهان صورت گرفته است كه 
هاي مختلفي  يماري روشبه منظور كنترل اين ب ).Muthukumar, 2007(هندوستان است 
بررسي تنوع ژنتيكي  ،هاي صحيح مديريتي اعمال روش براي بر اين اساس. پيشنهاد شده است

هايي هستند كه  ها از جمله قارچ اي برخوردار است، زيرا فوزاريوم  اين بيمارگر از اهميت ويژه
كه  از آنجايي. باشند نداشتن توليد مثل جنسي از نظر ژنتيكي بسيار ناپايدار مي رغم علي
هايي با توليد مثل غير جنسي مواد ژنتيكي را تنها از طريق نو تركيبي شبه جنسي مبادله  قارچ
 ,.Zainadin et al( شود محسوب ميها  پيش نياز تبادل مواد ژنتيكي بين قارچ VCG ،كنند مي

دي را براي هاي سازگار رويشي ابزار تشخيصي مفي ها بر اساس گروه بندي جدايه گروه .)2009
ك و بيوشيميايي يگرهاي مورفولوژشانها فراهم كرده است اما همانند ن بررسي تنوع ژنتيكي قارچ

 از استفاده ،تر دقيق شناسائي برايمحققين بنابراين . استهايي  اين روش نيز داراي محدوديت

 AFLPو RAPDنشانگرهاي بين آنها از  .ادندد قرار خود كار دستور در را مولكولي نشانگرهاي
 مطالعه در مهم مولكولي نشانگرهاي از يكي عنوان به RAPD روش از. بيشترين كاربرد را دارند

 شود مي استفادههاي مختلف  قارچ هاي سويه و نژادها به مربوط هاي جمعيت ژنتيكي تنوع
)Martin et al., 1993.( كي در ميان اين تكنيك به طرز وسيعي براي تجزيه و تحليل ژنتي
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ارتباط بين  .هاي مخصوص و نژادهاي مختلف قارچ فوزاريوم به كار گرفته شده است فرم
هاي سازگار رويشي بعضي از  در ارزيابي روابط ژنتيكي بين گروه VCGو  RAPDنشانگرهاي 

 ,Lewinsohn et al., 2001; Woo et al. 1998; Zia & Acher( ها نيز گزارش شده است قارچ

تواند براي  عاتي از تنوع بيمارگر و پتانسيل تبادل ژنتيكي آن مييابي به اطلا دست). 2001
نژادي و توليد ارقام مقاوم  هاي به محققان اصلاح نباتات جهت شناخت فنوتيپ مقاومت در برنامه

هاي  زيادي از جدايه در مطالعاتي كه اخيرا در خوزستان انجام گرفته است تعداد .سودمند باشد
با توجه به اهميت . ستو طوقه گياهان مختلف جداسازي گرديده ا قارچ فوزاريوم از ريشه

ها روي اين گل  ناشي از آفات و بيماريان خسارت در خوزستان، كاهش ميز مريم گلصادراتي 
و گونه غالب شناسايي دقيق عامل بيماري ،  به اين منظور در درجه اول .رسد ضروري به نظر مي

 .F  هدف از اين تحقيق بررسي ميزان تنوع ژنتيكي .استاي برخوردار  منطقه از اهميت ويژه

oxysporum هاي سازگار رويشي  ريشه گل مريم با استفاده ازگروه عامل پوسيدگي پياز و
)VCG ( و نشانگر مولكوليRAPD است.  

  
  هامواد و روش

  برداري و جداسازي نمونه 
مختلف شهرستان دزفول  يها از گلكاري 1387برداري از تيرماه تا آبان ماه سال  نمونه

هايي كه داراي علائم زردي و پژمردگي بودند انتخاب شده و از نظر  بوته. صورت گرفت
ها به آزمايشگاه قطعاتي از  بعد از انتقال نمونه. پوسيدگي پياز تحت بررسي قرار گرفتند

محيط كشت اختصاصي  هاي آلوده جدا گرديد و بعد از شستشو و ضدعفوني سطحي در بافت
Nash & Snyder تك اسپور كردن از روش مخطط كردن و  براي خالص سازي .كشت گرديدند

 ها روي شناسايي جدايه. استفاده شد )WA( آگار - سوسپانسيون اسپور روي محيط كشت آب 
انجام گرديد آگار  -دكستروز -و سيب زميني) CLA(آگار  -برگ ميخك هاي كشت محيط

)Potato-Dextrose-Agar(. هاي ماكروسكوپي نظير سرعت و نحوه رشد  ين بررسي ويژگيدر ا
هاي هوايي و نيز خصوصيات ميكروسكوپي مانند اندازه و شكل  پرگنه، وجود يا عدم وجود ريسه

كنيديوم، وجود يا عدم ماكروكنيديوم، شكل ميكروكنيديوفور، شكل سلول انتهايي و پايه ماكرو
فقدان كلاميدوسپور و نيز چگونگي تشكيل آن مبناي  كنيديوم، نوع فياليد، وجود ياوجود ميكرو

 بود FusKeyو كليد اينترنتي  برگيز استفاده از كليد شناسايي باهاي فواريوم  شناسايي گونه
)Burgrss et al., 1994; Seifert, 1996.(  
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  يافتگان نيت توليد جهش
براي . خاب گرديدجدايه به صورت تصادفي انت 45 ،هاي سازگار رويشي براي تعيين گروه
به اين  .استفاده شد Puhalla (1985) از روش توصيف شده توسط نيت توليد جهش يافتگان

منتقل ) Complete medium(محيط كامل هر جدايه روي  خالصهاي  ابتدا كشتمنظور 
 ساعت تاريكي 12ساعت نور و  12با تناوب  سلسيوسدرجه  25ها در دماي  همه كشت. شدند

 دوهاي ميسليومي  سپس هر جدايه با ده تكرار به صورت بلوك. قرار گرفتندته به مدت يك هف
 كلرات صدهاي مختلفبا در MMCيا  PDCپتري حاوي محيط تشتك ميليمتري در مركز 

 50حاوي (% 3كلرات  –همچنين از محيط زاپك  .قرار داده شد )درصد كلرات 5و  5/1،3،4(
 ,Correll et al., 1987; Elias & Cotty( گرديدستفاده براي توليد سكتور ا) ميلي گرم رزبنگال

محيط كشتي كه بيشترين راندمان توليد سكتور را داشت انتخاب و براي توليد جهش  .)1994
شدن سكتورها از حاشيه  بعد از ظاهر .عمل آمد ها از آن محيط استفاده به جدايه يافتگان ساير

منتقل گرديد و به مدت ) Minimal medium(ها قطعاتي كوچك به محيط كشت حداقل  آن
دون ظريف، گسترده، ب شدر .نگهداري شدند لسيوسدرجه س 25در دماي روز  پنجتا  چهار

يافتگان نيت در نظر گرفته شد  در اين محيط به عنوان مشخصه جهش اسپور و ميسليوم هوايي
)Correll et al., 1987.(  

  

   نيت يافتگان ين كلاس فنوتيپي جهشتعي
از چهار محيط كشت كه حاوي يكي از چهار منبع نيتروژن يعني نيترات  اين منظوربه 

 چهاربراي اين كار . سديم، نيتريت سديم، هيپوزانتين و تارتارات آمونيوم بود استفاده گرديد

 روي ترتيب به و برداشته حداقل محيط روي از نيت يافتگان جهش از ميليمتري يك قطعه

 از پس .شد نگهداري روز چهار مدت به لسيوسس درجه 25 دماي در و منتقلهاي فوق  محيط

 روي قارچ پرگنة شناسي ريخت به توجه با نيت جهش يافتگان فنوتيپ بررسي مدت، اين گذشت

قرار گرفتند  NitM و nit3, nit1انجام گرفت و هر كدام در يكي از سه گروه  ها محيط اين
)Correll et al., 1987.(  

  

  هاي سازگار رويشي زي و تعيين گروهآزمون مكمل سا
ناسازگاري رويشي هر جدايه توسط روش  سازي خود قبل از آزمون مكمل

)Jocobson & Gordon (1988 براي اين آزمون در هر تشتك پتري حاوي  .تست شد
هر جدايه در برابر قطعات دو ميليمتري  NitMقطعات دو ميليمتري از  ،محيط حداقل

 از پس .ن جدايه با فاصله دو سانتيمتر از يكديگر كشت شدندهما nit3يا  nit1از 
 در .شدند بررسيهتروكاريون  تشكيل عدم يا تشكيل منظور به ها تشتكروز  14- 7  گذشت

 صفت خود داراي آزمايش مورد جدايه كه شود مي معلوم هتروكاريون تشكيل عدم صورت
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براي آزمون مكمل سازي يك قطعه  .شود حذف تحقيق ادامه از بايد و رويشي است ناسازگاري
چهار طرف آن يك سط تشتك پتري قرار داده شد و در يك جدايه در و NitMدو ميليمتري از 

در غياب  .شد در فاصله دو سانتيمتري آن كشت دادهها  ساير جدايه nit3يا  nit1قطعه از 
NitM سازي بين  نيز مكملnit1  وnit3 هاي نيت دو  پرگنهتشكيل هتروكاريون بين  .انجام شد

شكيل هستند و عدم ت VCG گروه دهد كه اين دو جدايه متعلق به يك ينشان مجدايه 
 ,.Correll et al(است  VCGمتفاوت گرفتن دو جدايه در دو گروه هتروكاريون نشان دهنده قرار

1987 .(  
  

  ها زايي جدايهبررسي بيماري
ابتدا براي تهيه مايه تلقيح ر اين روش د:  ها در گلدانپياززني  تهيه مايه تلقيح و مايه

 24به خوبي با آب شسته و به مدت هاي گندم  براي اين كار دانه. زني شدند هاي گندم مايه دانه
كه سه  طوري هاي مكارتي ريخته شد به ها داخل شيشه دانهسپس . ساعت در آب نگهداري شدند

. ي به مدت نيم ساعت اتوكلاو شدندوالها دو روز مت اين شيشه. كرد پر  چهارم حجم شيشه ها را
هاي مكارتي  زني شد و در شيشه ندم سترون مايهپس از آن يك بلوك از قارچ مورد نظر روي گ

به مدت دو هفته نگهداري  لسيوسس درجه 25شيشه ها در دماي . با پارافيلم پوشيده شد
). Natan, 2002(ل شدند ها به يخچال منتق سپس شيشه. ه اندازه كافي رشد كندشدند تا قارچ ب

براي اين آزمون پيازهاي سالم انتخاب شدند و بعد از شستشو با آب مدتي در دماي اتاق قرار 
هاي مساوي  نسبت براي تهيه خاك گلدان. داده شدند تا خشك شده و براي كشت آماده شدند

و كردن هوادهي و بعد از اتوكلا هاي پلاستيكي قرار گرفته شن و ماسه و كود آلي درون پاكتاز 
به  پيازگلدان يك عدد هر درون . سپس حدود دو كيلوگرم از خاك در هر گلدان ريخته شد. شد

نار زده جهت مايه زني گياهان، خاك اطراف ريشه با دقت ك. قرار گرفت ازاي هر جدايه قارچ
ار شاهد از در تيم. تا پنج دانه گندم آلوده كنار ريشه قرار داده شدسه  پيازشد و به ازاي هر 

براي يررسي بيست روز  مدت تا پس از تلقيح، پيازها. تفاده گرديدگندم سترون بدون قارچ اس
وجود قارچ در گياهان مايه زني شده با برداشت نمونه از  .قرار گرفتند سنجشمورد علائم 
  .به اثبات رسيدنيز  PDAهاي آلوده و كشت در محيط  قسمت

  

  RAPDر اساس روش ها ب بررسي تنوع ژنتيكي جدايه
 PDBدر محيط كشت مايع انتخابي جدايه  20توليد توده ميسليومي  : توليد انبوه ميسليوم

)Potato Dextrose Borath( چهارهاي  حاشيه پرگنهمتري از ميلي پنجچند قرص . انجام گرفت 
ميلي ليتر  100هاي حاوي  به ازاي هر جدايه جدا كرده و به فلاسك PDAروزه روي محيط 

بدون  سلسيوسدرجه  30-28ها در دماي  محيط. شده منتقل شدسترون  PDBمحيط مايع 
ها با استفاده از كاغذ صافي  ميسيلوم سپس .دادن به مدت يك هفته نگهداري شدند تكان
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مقطر سترون درون فالكون  سترون و پمپ خلا از محيط مايع جداشده و بعد از شستشو با آب
  ).Mahdaviamiri et al., 2009( ري شدندنگهدا سلسيوسدر چهار درجه 
انجام  Raeder & Broda (1985(يافته تغييرطبق روش  DNAاستخراج  : DNAاستخراج 

ميلي  100شدند و مقدار  پودر سترون ها با ازت مايع در هاون در اين روش ابتدا نمونه. گرفت
 ميكروليتر بافر استخراج 550 سپس. ليتري ريخته شد ميلي 5/1هاي  در لوله گرم از هر نمونه

درجه سلسيوس قرار داده  37در دماي  دقيقه در حمام آب داغ 30له ها به مدت لواضافه و 
 1:  24: 25كلروفرم و ايزوآميل الكل  به نسبت -ميكروليتر فنول 400اين مرحله  بعد از. ندشد

دور در  13000در  دقيقه 15ها به مدت  خوبي مخلوط شده و لوله نيز به آن اضافه گرديد و به
 15هم اندازه محلول رويي كلروفرم اضافه و به مدت در مرحله بعد . دقيقه سانتريفيوژ گرديد

مجددا لايه رويي حاصل جمع آوري و به نسبت . دور در دقيقه سانتريفيوژ شد 13000دقيقه با 
دقيقه در  10ت سپس لوله ها به مد. برابر مايع به دست آمده ايزوپروپانول سرد اضافه شد 54/0

هاي رسوب  DNA. دور در دقيقه سانتريفيوژ شدند و مايع داخل لوله ها خارج گرديد 13000
در دماي معمولي آزمايشگاه مدتي ها  سرد شستشو داده شده و لوله% 70ل كرده با اتانو

مقطر  ميكروليتر آب 50به دست آمده  DNAبراي تهيه محلول . نگهداري شدند تا خشك شوند
 DNAهاي مولكولي غلظت  جهت انجام آزمايش. ا اضافه گرديده تقطير سترون به لوله دوبار

 & Mahdaviamiri et al., 2009; Reader( شدنانوگرم بر ميكروليتر تنظيم  25ها  كليه نمونه

Borda, 1985.(   
روش ( DNAاين مرحله با استفاده از طيف جذبي  : DNAتعيين كميت و كيفيت 

دست آمده با محاسبه نسبت جذب در طول  به DNAخلوص . صورت گرفت )اسپكتروفتومتري
 98، داخل كوت به نسبت دستگاه كردن پس از كاليبره .نانومتر محاسبه شد 280به  260موج 

 ژنومي DNAژنومي ريخته و ميزان  DNAميكروليتر از  دوميكروليتر آب مقطر سترون و 
بود جذب صرفاً توسط اسيدهاي  8/1- 2ده در محدو 280A /260Aاگر نسبت . تعيين گرديد

هاي كمتر  نسبت. برخوردار است PCRاز كيفيت مطلوبي براي  DNAنوكلئيك صورت گرفته و 
هاي اشعه  كننده ها از لحاظ پروتئين، فنل و يا ديگر جذب نمايانگر اين است كه نمونه 8/1از 

گرم در ميكرو 50رفتن غلظت ز با در نظر گغلظت هر نمونه ني .ماوراي بنفش ناخالصي دارند
 نانومتر محاسبه شد 260در طول موج ) OD )Optical Densityميلي ليتر به ازاي هر واحد 

)Edwards et al., 1991.(  
 13 از F. oxysporumهاي  ي بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت جدايهراب : PCRواكنش 

 25در واكنش  DNAتكثير  ).OPA-13تا  OPA-01گرهاي آغاز( آغازگر استفاده گرديد
 PCR Buffer10X ،75/0 )50Mm (MgCl2، 75/0ميكروليتر  5/2ميكروليتري شامل 

)10Mm ( ميكروليتر مخلوطdNTP ،10 pmol  ،نانوگرم  50آغازگرDNA  3/0ژنومي و 
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 ,Biometra( در دستگاه ترموسايكلر) سيناژنتهيه شده از شركت (ميكروليتر آنزيم تك پليمراز 

Germany( درجه  93 دقيقه در  دو، درجه سلسيوس 94 دقيقه در دو امه حرارتيبا برن
 72دقيقه در  دو، مرحله گسترش درجه سلسيوس 36  دقيقه در يك، مرحله اتصال سلسيوس

در يك . قرار داده شددرجه سلسيوس  72دقيقه در  پنجو گسترش نهايي درجه سلسيوس 
امكان وجود آلودگي  ترتيب اين يد و بهفه گرداضا سترونژنومي آب مقطر  DNAواكنش به جاي 

 bp DNA Ladder 100در اين آزمون از نشانگر . هاي انجام شده كنترل شد در واكنش
)Fermentas (قطعات تكثير شده . براي مقايسه وزن مولكولي باندهاي تشكيل شده استفاده شد

 70با ولتاژ ثابت  )ا پژوهشپاي(درون دستگاه الكتروفورز% 1آگارز ژل در هر واكنش با استفاده از 
 Gel Docنهايتا ژل در دستگاه . از هم تفكيك شدند ساعت و بيست دقيقه يكولت به مدت 

به منظور رنگ آميزي  در اين روش. قرار داده شد UVعكسبرداري به كمك نور براي ) تكنوژن(
مناسب براي استفاده گرديد كه جايگزيني ) شركت سيناژنتهيه شده از (  DNA Safe Stainزا

ماكروليتر به  5- 2اين تركيب هنگام درست كردن ژل آگارز به ميزان . باشد اتيديدم برومايد مي
  ).Belabid et al., 2004( گردد ژل اضافه مي
مشخص شد و  ها ژلبدين منظور ابتدا باندهاي واضح در تصوير  : ها داده و تحليل تجزيه
وارد و سپس  Excelدر نرم افزار ) 0(حضور باند  و عدم) 1(ها به صورت حضور باند  سپس داده

 NTSYSpcتوسط نرم افزار  Diceيب تشابه ها با استفاده از ضر ماتريس تشابه بين جفت جدايه

در اين روش تنها باندهاي تكرار پذير جهت تجزيه و تحليل انتخاب شدند  .محاسبه شد 2.01
روش ر اين بررسي از د .ذف گرديدندهاي تك شكل ح كه چند شكلي نشان داده بودند و مكان

براي رسم دندروگرام   %61در سطح تشابه  UPGMA)(ميانگين حسابي غير وزني  بندي خوشه
  .استفاده شد

  
  نتايج

هاي گل مريم از مناطق مختلف  و ريشه پيازجدايه فوزاريوم از  143در اين تحقيق مجموعا 
. آوري گرديد كز خدمات بنوار ناظر جمعمر مناطق جاته و مزارع اطراف ويژهشهرستان دزفول به 

 Fusarium solani : كه عبارت بودند از ها بعد از شناسايي در سه گونه قرار گرفتند جدايه

(Mart.) Sacc   ،F. oxysporum  و(Corda) Sacchardo  Fusarium equiseti  كه به ترتيب
علائم مشاهده شده  ت گرفتههاي صور ا توجه به بررسيب .جدايه بودند 6و  27، 110شامل 

بررسي تنوع ژنتيكي اين  .هاي هوايي بود زردي و پژمردگي اندامپوسيدگي، بيشتر به صورت 
كلرات  % 5/1حاوي  MMC محيطهاي سازگار رويشي نشان داد كه در  هقارچ با استفاده از گرو

  ).1شكل (شاهده نگرديد پتاسيم هيچ گونه سكتوري م
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  )اصلي( در آزمون مكمل سازي F. oxysporum نهتروكاريورشد  – 1شكل

Figure 1. Heterokaryon growth of F. oxysporum in complementation test  
  

بيشترين راندمان . شددرصد كلرات پتاسيم استفاده  5و  4، 3هاي حاوي  بنابراين از محيط
 173اين محيط  و از شدكلرات پتاسيم مشاهده % 3حاوي  MMCتوليد سكتور نيز در محيط 

بنابراين . ها محدود نشد جدايهحال رشد تعدادي از  اين با). 1جدول ( سكتور به دست آمد
در اين . كار رفت به كلرات%  3با  كلرات- منظور افزايش راندمان توليد سكتور محيط زاپك به

اين محيط ها از  بنابراين براي اكثر جدايه .طور قابل ملاحظه اي سكتور توليد گرديد محيط به
  ).2شكل (استفاده شد 

 
  جدا شده از پياز و ريشه گل مريم در دزفول هاي فوزاريوم يافتگان حاصله از جدايه درصد جهش -1جدول

Table 1. The numbers of nit mutants F.oxysporum collected from root and bulb of tuberose in 
Dezful 

Total C`zapeck MMC Medium 
 35 31.5 Chlorate % 

301 18830830 nit1 
171 8519670 nit3 
75 475230 NitM 

547 320541730 Total 
  

سكتور حاصله در اين  320تعيين كلاس فنوتيپي جهش يافتگان نيز مشخص كرد كه از 
نهايت پس از آزمون  در). 1جدول (دست آمد  به 47NitMو   188nit1 ،85nitمحيط 
 VCG a ،10جدايه در گروه  28بر اين اساس . دست آمد بهVCGچهار گروه  سازي مكمل

قرار  VCG dو چهار جدايه در گروه  VCG c، سه جدايه در گروه VCG bجدايه در گروه 
  ).2جدول (گرفتند 
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  )شكل از نگارنده(در محيط زاپك كلرات  F.oxysporum تشكيل سكتور -2شكل 

Figure  2. Sector production of F.oxysporum in C`zapeck chlorate medium 
  

جدا شده از پياز و ريشه گل  F.oxysporumهاي هاي سازگار رويشي جدايه بيماريزايي و گروه -2جدول 
  مريم در دزفول

Table 2. Pathogenicity and VCG groups of isolates of F.oxysporum collected from root and bulb 
of tuberose in Dezful 

Isolate VCG groups Pathogenicity Isolate VCG groups Pathogenicity 

F35 VCG a No test F11 VCG a virulent 
F36 VCG a virulent F24 VCG a virulent 
F65 VCG a No test F40 VCG a No test 
F37 VCG a virulent F25 VCG a virulent 
F73 VCG a virulent F29 VCG a No test 
F78 VCG a No test F113 VCG b virulent 
F97 VCG a virulent F16 VCG b No test 
F99 VCG a virulent F34 VCG b No test 
F66 VCG a virulent F51 VCG b No test 
F59 VCG a virulent F3 VCG b No test 
F52 VCG a No test F4 VCG b virulent 
F98 VCG a virulent F105 VCG b No test 
F92 VCG a No test F2 VCG b No test 
F87 VCG a No test F15 VCG b No test 
F1 VCG a No test F9 VCG b No test 
F21 VCG a virulent F20 VCG c virulent 
F5 VCG a No test F81 VCG c No test 

F100 VCG a virulent F95 VCG c No test 
F18 VCG a virulent F27 VCG d virulent 
F54 VCG a No test F8 VCG d virulent 
F53 VCG a No test F31 VCG d No test 
F22 VCG a virulent F48 VCG d virulent 
F45 VCG a No test    
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از  يكه يك استن اين قارچ در منطقه مورد نظر دهنده تنوع ژنتيكي پايي اين نتايج نشان
مثل در توليد. مثل جنسي اين قارچ باشدتواند به خاطر عدم وجود توليد دلايل اين امر مي

جنسي تلاقي در ايجاد تنوع ژنتيكي اهميت زيادي دارد و با ايجاد افراد نوتركيب در يك 
 در توليد مثل پراجنسي با كاهشاما . يابد كي افراد آن جمعيت افزايش ميجمعيت تنوع ژنتي

در اين . شود ها در حالت تصادفي تنوع در جمعيت كم مي احتمال سازگاري رويشي بين جدايه
 ,.Assigbetse et al (حالت احتمال به وجود آمدن افراد با تنوع ژنتيكي جديد بسيار كم است 

هاي سازگار رويشي ابزار تشخيصي مفيدي را براي  ها بر اساس گروه ندي جدايهب هگرو). 1994
اما اين روش نيز مانند  فراهم كرده است F. oxysporum هايي مانند بررسي تنوع ژنتيكي قارچ

به همين دليل از . استهايي  محدوديتداراي نشانگرهاي مورفولوژيك و بيوشيميايي 
تنوع در سطح ژنوم و به دليل اينكه تحت تاثير نشانگرهاي مولكولي به علت بررسي مستقيم 

  .شود لاتري برخوردارند استفاده ميگيرند و از دقت با شرايط محيطي قرار نمي
  

  آزمون بيماريزايي
روز بعد از تلقيح روي  30تا  15ها بين  ها بسته به نوع جدايه در اين آزمون علائم جدايه

ها، پوسيدگي پيازها، پوسيدگي بالاي  ريشه شدن نوك به صورت سياه گرديد كه گياهان ظاهر
هاي آلوده روي محيط اختصاصي  از قسمت ،بعد از مشاهده علايم. ها بود پيازها و زرد شدن برگ

Nash& Snyder كليه . كشت گرديد تا از بيماريزا بودن قارچ مورد نظر اطمينان حاصل گردد
شدت بيماريزايي در . با هم تفاوت داشتنداما از نظر شدت بيماريزايي  ها بيماريزا بودند جدايه

به  F18و  F36 يها جدايهبر اساس علائم مشاهده شده . اين تحقيق مورد بررسي قرار نگرفت
ترين جدايه در نظر گرفته شدند و باعث پوسيدگي شديد پياز شدند و جدايه عنوان بيماريزا

F37  ترين جدايه در نظر گرفته شد ضعيفبه عنوان.   
  

  وع ژنتيكيتعيين تن
آغازگر به كار  13از  F. oxysporumهاي قارچ  در بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت جدايه

-OPA اين آغازگرها شامل  ).3جدول (رفته، هفت آغازگر باندهاي قابل تكثيري توليد كردند 

01, OPA-02, ،OPA-08 OPA-09, ,OPA-10, OPA-12 وOPA-13 آغازگرهاي . بودند
OPA-04 OPA-05, OPA-06,  وOPA-07 آغازگرهاي . هيچ گونه باندي توليد نكردندOPA-

باند چندشكلي و  30باند ايجاد شده  38از . باندهاي ضعيفي را ايجادكردند OPA-11و  03
درصد  05/21و درصد تك شكلي كل  94/87درصد چندشكلي . هشت باند تك شكلي بودند

داراي بيشترين تعداد  OPA-01آغازگر. دتعداد قطعات تكثير شده با هر آغازگر متفاوت بو. بود
ميانگين تعداد . داراي كمترين باندهاي تكثير شده بود OPA-13باندهاي تكثير شده و آغازگر 
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همچنين اندازه قطعات . بود%  85/76باندهاي تكثير شده چند شكل به ازاي هر آغازگر برابر با 
  . ز بودجفت با 1500تا  100تكثير شده در آغازگرها در محدوده 

  
جدا شده از پياز و ريشه  F. oxysporumتوالي آغازگرها و درصد پليمورفيسم باندهاي تكثير شده  -3جدول 

  گل مريم در دزفول
 Table 3. Primers sequences and major random amplified polymorphic DNA fragments generated 
from the F. oxysporum isolates collected from root and bulb of tuberose in Dezful 

Primer sequence 
Polymorphic 

bands 
Total 
bands 

Polymorphism 
% 

The size 
of band 

(bp) 

OPA-01 5´-CAGGCCCTTC-3´ 8 9 88 200-1000 

OPA-02 5´-TGCCGAGCTG-3´ 3 5 60 100-700 

OPA-03 5´-AGTCAGCCAC-3´ - - - - 
OPA-04 5´-AATCGGGCTG-3´ - - - - 
OPA-05 5´-AGGGGTCTTG-3´ - - - - 
OPA-06 5´-GGTCCCTGAC-3´ - - - - 
OPA-07 5´-GAAACGGGTG-3´ - - - - 
OPA-08 5´-GTGACGTAGG-3´ 3 4 75 100-700 

OPA-09 5´-GGGTAACGCC-3´ 3 5 60 100-1500 

OPA-10 5´-GTGATCGCAG-3´ 4 5 80 100-1000 

OPA-11 5´-CAATCGCCGT-3´ 5 6 83 100-1200 

OPA-12 5´-TCGGCGATAT-3´ - - - - 
OPA-13 5´-CAGCACCCAC-3´ 4 4 100 100-700 

  
  هاي مولكولي داده اي نتايج تجزيه خوشه

س تشابه بين كحاصل از ماتري هاي بر اساس دادهبيشترين تشابه ژنتيكي روش در اين 
 F4و  F37هاي  جدايه و كمترين تشابه بين )F59 )9090909/0و  F22هاي  جدايه

 79431/0در اين روش برابر با  )Cophenetic( كوفنتيك ضريب همبستگي. بود )320000/0(
شامل  Iگروه . گروه تقسيم كرد ششها را به  جدايه% 61ندروگرام در سطح تشابه برش د. بود

 ,F73, F113, F11, F97, F24, F18, F100هاي شامل جدايه II، گروه  F4و  F48هاي  جدايه

F8, F59, F22, FO36  وF25 گروه ، III هاي  شامل جدايهF99  وF27 گروه ،IV  شامل جدايه
F20گروه ،  V شامل جدايهF21  و گروهVI هاي  شامل جدايهF37  وF66 بود.   

باشد در هر  مي IVو گروه ژنتيكي  VCG cكه متعلق به گروه F20ها، جدايه  در بين جدايه
 Outgroupيك جدايه  ها بود و لحاظ ژنوتيپي جدا از تمام جدايهخط برش در دندروگرام از 

ولي براي اثبات اين احتمال  دارد از فرم مخصوص متفاوتي باشد احتمال شود و محسوب مي
  .جهت تاييد موضوع استفاده كرد) Sequencing(بايد از تعيين توالي 
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  هاي ژنتيكي با گروه VCGهاي  مقايسه گروه
و نتايج حاصل از گروه بندي ژنوتيپي  VCGهاي  به منظور مقايسه گروه هايي كه بررسي در

كه داراي بيشترين تشابه ژنتيكي اند هر  F59و  F22صورت گرفت مشخص شد كه دو جدايه 
به ترتيب  F4و  F48هاي  جدايه Iگروه  در. قرار دارند VCG aو گروه II دو درگروه ژنتيكي 

نيز تطابق كامل بين نتايج آزمون  IIدر گروه . بودند VCG bو  VCG dمتعلق به گروه هاي 
RAPD  وVCG جدايه داراي گروه  10جدايه  12در اين گروه از  .وجود نداشتVCG a  بودند

نيز   III در گروه .بودند VCG dدر گروه  F8و جدايه  VCG bداراي گروه  F113ولي جدايه 
 VCGمتعلق به گروه  F27و جدايه  VCG aمتعلق به گروه  F99اين تطابق ديده نشد و جدايه 

d گروه . بودIV  وV  هر دو تك عضوي و در گروهVI  نيز هر دو جدايهF37  وF66  متعلق به
  .بودند VCG aگروه 

توانسته است  RAPDتوان چنين استنباط نمود كه نشانگر  با توجه به نتايج ذكر شده مي
ند و در برخي موارد اعضاي يك گروه هاي سازگار رويشي را از هم تفكيك ك تا حدي گروه

. رساند سازگار رويشي در يك گروه قرار گرفتند و اين موضوع قرابت ژنتيكي آنها را به اثبات مي
از ضريب تشابه بالاتري  VCGهاي مربوط به يك  محاسبه ضريب تشابه نيز نشان داد كه جدايه

گروه ژنتيكي در يك منطقه وجود شش . هاي مختلف برخوردارند هاي گروه نسبت به جدايه
تواند دليلي بر پايين بودن تنوع  جغرافيايي و همچنين عدم توليد مثل جنسي اين قارچ مي

هاي احتمالي و  هر چند عواملي چون بروز جهش. ژنتيكي قارچ مورد نظر در اين منطقه باشد
  .كنند توليدمثل جنسي نقش مهمي در ايجاد تنوع ايفاء مي

در چند مورد در يك گروه  VCG dو VCG bروه سازگار رويشي بعضي از اعضاي دو گ
دهد كه اين دو گروه به مراتب از قرابت ژنتيكي  اين موضوع نشان مي. ژنوتيپي قرار گرفتند

شايد بتوان منطقه . مورد مطالعه برخوردار هستند VCGهاي  بالاتري در مقايسه با سايرگروه
هاي قارچي بين دو جمعيت فوق را دليلي بر قرابت  جغرافيايي يكسان و احتمال مهاجرت اندام

ها از يك منبع  توان نتيجه گرفت كه احتمالا اين گروه مي. ژنتيكي نزديك آنها معرفي كرد
 VCGبررسي الگوي باندي نيز نشان داد كه تقريبا افراد متعلق به يك . اند مشترك منشاء گرفته

  .الگوي باندي مشابهي را توليد كردند
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L F35F36F27 F24 F21 F22 F99F95F48F4F98F25 

  
 
 
 

Ctrl F18F73F11F65F18F18F10N 

  
  

جدا شده از پياز و ريشه گل مريم در  جدايه انتخابي فوزاريوم 20به دست آمده از  RAPDالگوي  -3شكل 
   OPA-01با استفاده از آغازگر  دزفول

L  :ها،  نام جدايه 20تا  1هاي  سايز نشانگر مولكولي، ستونN :شاهد منفي 
Figure 3. RAPD pattern obtained from 20 isolates of F. oxysporum collected from root and bulb 
of tuberose in Dezful with OPA-01 
L: Molecular marker, 1-20: isolates, N: control 
F25(VCG a), F36(VCG a), F27(VCG d), F24(VCG a), F21(VCG a), F22(VCG a), F99(VCG a), 
F4(VCG b), F8(VCG d), F18(VCG a) F73(VCG a), F11(VCG a), F66(VCG a), F59(VCG a), 
F100(VCG a), F97(VCG a), F37(VCG a), F113(VCG b),F20(VCG c) ,F48(VCG d) 
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جدا  F. oxysporumجدايه  20ي ها اي داده وگرام حاصل از تجزيه خوشهردند -4شكل 
 Diceبر اساس ضريب تشابه  شده از پياز و ريشه گل مريم در دزفول

Figure 4. UPGMA clustering analysis of RAPD data of 20 isolates of 
F.oxysporum collected from root and bulb of tuberose in Dezful by Dice 
Coefficient 

 
  بحث

علائم  ،در مزارع گل مريم در شهرستان دزفول هاي صورت گرفته با توجه به بررسي
 اين علائم مشابه با علائم. هاي هوايي بود صورت زردي و پژمردگي انداممشاهده شده بيشتر به 

ها وسيدگي ازگردن پيازپ صورت به كه تان بوددر هندوس Tamil Naduايالت گزارش شده از 
گلدهي كاهش  چار كوتولگي شده وگياهان د. يابند وع شده و به سمت پايين امتداد ميشر
 Muthukumar et( شود ها مشاهده مياي مايل به قرمز نيز بر روي پياز تغيير رنگ قهوه. يابد مي

al., 2006.( زيادي در ساير مناطق جهان در رابطه با شيوع قارچ  هايگزارشF. oxysporum 
دوستان اطلاعات مختصري در موجود نبود و تنها در ايالت كاروليناي شمالي و هنروي اين گل 

گزارش شده است  F.equisetiو  F. solaniهاي  رابطه با شيوع پوسيدگي ريشه ناشي از گونه
)Grand & Vernia, 2004; Muthukumar et al., 2006 .( اين بررسي اولين گزارش رسمي در

هاي  با بررسي مشابهاين تحقيق نتايج . مورد وقوع پوسيدگي فوزاريومي گل مريم در ايران است
Rahkhodaei & Farokhi Nejad (2007) هاي  هاي سازگار رويشي قارچ هدر مورد تعيين گرو

F. oxysporum  وF. solani  محيط  درهمانند تحقيق حاضر بود وMMC  كلرات %  5/1حاوي
بيشترين  نيز Jelodar (2009)در بررسي انجام گرفته توسط . سكتوري توليد نشدپتاسيم 
اما بر خلاف  دست آمد كلرات پتاسيم به% 3حاوي كلرات  -از محيط زاپكتوليد سكتور  راندمان

عامل بوته  جمعيت قارچ تعيين تنوع ژنتيكيدر  Norasmofrad et al. (2005) تحقيق حاضر
راندمان بيشتري  PDCتوليد سكتور در محيط  نشان داد كه )F. oxysporum(ميري زيره سبز 

  .داشت
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در مواردي نزديك به نيز  VCGآزمون  و RAPD نتايج حاصل از ژنتيكيدر بررسي تنوع 
از جمله دلايل اين امر . بنابراين اين نشانگر توانسته است بخشي از تنوع را نشان دهد. هم بود

همچنين برخي از خصوصيات . دهد اين است كه اين نشانگر كل ژنوم را پوشش نمي
د آغازگرها و افزايش اما به احتمال زياد افزايش تعدا كند، بروز پيدا نمي RAPDمورفولوژيك در 

بايد به نحوي باشد كه  هابنابراين نوع نشانگر. استها قادر به حل اين موضوع  تعداد جدايه
ي بود كه در ه با تحقيقمشاب نتايج تحقيق حاضر .دند تا حد زيادي كل ژنوم را پوشش دهنبتوان

كه با  انجام گرفت گل ميخكروي  F. oxysporumتنوع ژنتيكي  بررسي در مورداستراليا 
ه كه در اكثر موارد اعضاي يك گرو داده شدهاي سازگار رويشي نشان  مطالعه تنوع درون گروه

گيرند زيرا در تحقيق حاضر نيز با در نظر نگرفتن  قرار مي سازگار رويشي در يك گروه ژنوتيپي
عضو به عنوان بزرگترين گروه اين  12دوم با  گروهگروه هاي تك عضوي و ملاك قرار دادن 

بزرگترين گروه در بين گروه  Kalc Wright et al., 1996(. VCG a(نتيجه حاصل خواهد شد 
اين گروه در . ها متعلق به اين گروه بودند بود و بيش از نيمي از جدايه VCGهاي چهارگانه 

ه غالبيت اين گروه بزرگ منسجم را تشكيل داد كه نشان دهند گروهيك % 61سطح تشابه 
متعلق به آن  VCG aهاي  كه اكثريت جدايه II همچنين در مورد گروه ژنوتيپياين امر . است
و يك گروه  رين بيماريزايي در يك گروه ژنوتيپيهايي با بيشت همچنين جدايه. بودصادق  بودند

VCG  قرار گرفتند وجدايه هايي با بيماريزايي كم داراي گروه هايVCG متفاوتي  پيو ژنوتي
توان چنين استنتاج كرد كه بين بيماريزايي و گروه ژنتيكي ارتباط  مي. نسبت به آنها بودند

 گيري نشد ر اين تحقيق اندازهمستقيمي وجود دارد اما با توجه به اينكه شدت بيماريزايي د
حاصل از هاي آماري  ها و مقايسه داده زمايشات، جدايهاثبات اين امر نيازمند افزايش تعداد آ

 Dastjerdi etمطالعه . مي باشد RAPDگيري شدت بيماريزايي با نتايج حاصل از آزمون  اندازه

al. (2005) هاي  نشان دادكه گروهVCG  با مناطق جغرافيايي در نقش مهمي را در مقايسه
 VCGو  RAPDدهد كه  هاي موجود نشان مي مقايسه يافته. كنند مورفيسم ايفا مي ايجاد پلي

ميزان تشابه بين  VCGحال  ايناما با  .اي از تنوع ژنتيكي را نشان دهند توانند درجه و ميهر د
كه  درحالي. كند هاي مختلف و يا افراد داخل يك گروه سازگار رويشي را مشخص نمي افراد گروه

اي بوده  اي و بين گونه نه تنها قادر به شناسايي ارتباطات درون گونه RAPDنشانگرهايي مانند 
 ,.Woo et al(هاي داخل يك گونه را نيز نشان دهند  توانند تنوع درون و بين گروه بلكه مي

هاي سازگار  ر ارزيابي روابط ژنتيكي بين گروهد VCGو  RAPDارتباط بين نشانگرهاي  .)1998
و همكاران در تحقيقات خود روي  Wooمثلا . ها نيز گزارش شده است رويشي بعضي از قارچ

با  RFLPيا  RAPDنشان دادند كه بين الگوي باندي   f.sp. phaseoli  F. oxysporum قارچ
VCG هايي كه در يك  اي وجود دارد و جدايه رابطهVCG  قرار نگرفته بودند الگوي باندي

مشترك  DNAمشاهده باندهاي  ).Woo et al., 1998(توليد نكردند  RAPDيكساني نيز در 



  1390، بهار 1پزشكي، جلد سوم، شماره  گياه                                                                                                         68
 

نشانگر وجود همولوژي ژنتيكي زياد بين  ،سازگار رويشيبين دو جدايه مربوط به يك گروه 
وجود  ندي ژنوتيپيب و گروه VCGرسد ارتباط مستقيمي بين بيماريزايي،  نظر مي به .آنهاست

طور كامل نيست و استفاده از  به RAPDدارد ولي اين ارتباط حداقل در مورد نشانگر 
تواند درك كاملتري از ارتباط  بر گيرند مينشانگرهاي ديگر كه بتواند كل ژنوم اين گياه را در 

  .بين اين سه عامل را به ما بدهد
  
  اري گزسپاس

اعضاي  همكاري پژوهشي دانشگاه شهيد چمران اهواز و نيزمحترم وسيله از معاونت  بدين
جهت همكاري در اجراي  اين دانشگاهاصلاح نباتات زراعت و پزشكي و گروه محترم گروه گياه
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