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 نيترمتداول Fusarium oxysporum f.sp melonis از قارچ یناش یوميفوزار یپژمردگ مارييب

استفاده از  .استگزارش شده رانيمله اج خربزه است که در چند کشور جهان و از در مارييب

منظور شود، اما بههاي مديريت اين بيماري محسوب میيکی از موثرترين روش متحملارقام 

در اين . هاي اين قارچ ضروري استآگاهی از تنوع ژنتيکی جمعيت متحملانتخاب و توسعه ارقام 

 02بدين منظور . ضوي بررسی شدمطالعه تنوع ژنتيکی جمعيت اين بيمارگر در استان خراسان ر

 ونيکلکس)خربزه از استان خراسان  ی، عامل پژمردگ F. oxysporum f.sp. melonisجدايه قارچ

هاي انتخاب و با استفاده از گروه( گرگان یعيو منابع طب يدانشگاه علوم کشاورز یپزشکاهيگروه گ

هاي سازگاري اي بررسی گروهبر. ها بررسی شدتنوع ژنتيکی آن ISSRسازگاري رويشی و روش 

شده،  ديدار تول مختلف کلرات يها طيدر مح يیهاقطاع به صورت تين افتگاني ابتدا جهشرويشی، 

 يحاو هيپا طيمح يها رو پرگنه آن يبراساس مشخصات رشد افتگاني جهش یپيسپس کلاس فنوت

و  کياور دياس وم،يمونتارتارات آ م،يسد تيترين م،يسد تراتين) تروژنياز پنج نوع منبع ن یکي

 nit1 ،16 یپيدر کلاس فنوت تين يها از موتانت درصد 86اساس  نيبر ا. شد نييتع( نيپوزانتيه

منظور انجام به. قرار گرفتند nitM یپيها در کلاس فنوت آندرصد  15و  nit3ها در کلاس  آن درصد

هر  nitM افتگانيجهش  یتمام نيب ،یشيرو يسازگار يها گروه نييو تع يساز مکمل يها آزمون

 ها،هيجدا نيب جهيدر نت. کشت متقابل انجام شد ها هيجدا ريسا nit3 اي nit1 افتگانيبا جهش  هيجدا

همچنين . قرار گرفتند یشيرو يگروه سازگار 02در  ها هيمشاهده نشد و جدا یشيرو يسازگار

 ISSRهاي اي دادهجزيه خوشهت .آغازگر بررسی شد بيستها با استفاده از  اين جدايه تنوع ژنتيکی

درصد در پنج  82ها را در سطح تشابه جدايه SMو ضريب تشابه  UPGMAبا استفاده از روش 

عامل  هاي قارچهيجدا نياي در بقابل ملاحظه یکينشان داد که تنوع ژنت جينتا نيا. گروه قرار داد

که اي نشان داد زيه خوشهتج. خربزه در استان خراسان رضوي وجود دارد یوميفوزار یپژمردگ

 .نداردوجود ی ارتباط مشخصی کيهاي ژنت و گروه يیايپراکنش جغراف نيبه جز موارد محدود ب

 

 های کلیدی واژه
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  مقدمه

 نیاز مهمتر (cucurbitacea) انیکدوئ رهیو خربزه متعلق به ت یطالب

گرم و  یکه در نواح شوند،یخانواده محسوب م نیا اهانیگ

. (Farahvash and Mobasher 2006) شوندیخشک کشت م

 رودترین محصولات جالیزی ایران به شمار میخربزه یکی از مهم

کتار سطح زیر کشت این محصولات هزار ه 923که از به طوری

و تقریبا در اکثر  درصد آن به کشت خربزه اختصاص دارد 1/24

استان خراسان رضوی با بیش از . شودهای کشور کشت میاستان

این  کشتمهم   مناطق ازهزار هکتار سطح زیر کشت یکی  93

 Statistics of Iranian) رودمی شمار به کشور در محصول

Agriculture 2010-2011) .از  یناش یو پژمردگ یزرد یماریب

 یهایماریاز ب یکی Fusarium oxysporum f. sp. melonisقارچ 

 Luongo et al. 2012 Banihashemi) باشدمی c. meloمهم ارقام 

 و کمیت باعث کاهش چشمگیری میزان به قارچ این (.;2010

 دشومی رضوی استان خراسان در و ایران در محصول کیفیت

(Teimuri et al. 2011.) ممکن  یدر تمام مراحل رشد اهانیگ

عامل  .(Ashrafizadeh et al. 2005) رندیاست مورد حمله قرار گ

. شودیم اهیو مرگ گ یپژمردگ ،یکوتولگ ،یباعث زرد یماریب

-یظاهر م وهیم لیبعد از ظهور گل و تشک معمولاً یماربی علائم

طرفه  کیصورت  به معمولاً یماریبالغ علائم ب اهانیدر گ. شود

 دهدیرا نشان م یعلائم زرد اهیقسمت از گ کیظاهر شده و ابتدا 

 Noruzi et) ابدییگسترش م اهیگ هایقسمت ریبه سا جیتدر و به

al. 2011). نیدر ب ریرپذییتغ هایگونه نیتراز مهم یکیقارچ  نیا 

جمله  ها ازفوزاریوم. (Saremi 1998) است ومیفوزار هایگونه

رغم نداشتن تولیدمثل جنسی از نظر هایی هستند که علیقارچ

بر این  .(Mahinpoo et al. 2011)باشند ژنتیکی بسیار ناپایدار می

های صحیح مدیریتی، بررسی تنوع اساس برای اعمال روش

 Chehri) ژنتیکی این بیمارگر از اهمیت ویژه ای برخوردار است

et al. 2011; Mahinpoo  et al. 2011; Nasre Esfahani et al. 

بالا احتمال وجود تنوع  یکیبا تنوع ژنت ییهاتیدر جمع. (2013

ها نسبت به قارچهیالعمل جداعکس زیو نیی زایماریدر قدرت ب

 .است ادیز اریبس وکنترلیدر مقاومت به عوامل ب ییتوانایا ها کش

-در اتخاذ روشمسلماً  نهیزم نیبالا بردن اطلاعات در ا ن،یبنابرا

های کنترل کارآمدتر نقش استراتژی میهای موثر کنترل و تنظ

در  یکیژنت راتییتغمطالعه . (Karimi et al. 2010) داشت خواهد

 باشدیم تیارقام مقاوم حائز اهم دیاز جنبه تول مارگریهای بقارچ

(Heidarzadeh and Baghaee Ravari 2012; Rabbaninasab et 

al. 2013) 1ی شیرو یسازگار یها گروه نییتع(VCGs ) روش

 .Fیاختصاص یها فرم کیو تفک ییاساشن یبرا یمناسب

oxysporum یکیتنوع ژنت یریگباشد که به عنوان ابزار اندازهیم 

 Mousanejad) است افتهیگسترش  ریاخ یهادر سال هاتیجمع

et al. 2005; Demirci and Genc 2009) .ها بر روش قارچ نیدر ا

 .Amani et al) شوندیم کیتفک هاییگروه ریبه ز کیساس ژنتا

2005; Grubisha and Cotty 2010) .اساس بر هاجدایه بندیگروه 

 بررسی برای را مفیدی تشخیصی ابزار رویشی سازگار هایگروه

نشانگرهای  همانند اما کرده فراهم هاقارچ ژنتیکی تنوع

 هاییمحدودیت دارای نیز روش این بیوشیمیایی و مورفولوژیک

از  استفاده تر،دقیق ییشناسا برای محققین بنابراین .است

 Mahinpoo)دادند  قرار خود کار دستور در را مولکولی نشانگرهای

et al. 2011) . انگشت نگاریDNA های مفید برای یکی از روش

 .Karimi et al)باشد های قارچی میبررسی ژنتیکی جمعیت

  ISSR، AFLP ،RLFPتوان به های مولکولی میاز نشانگر (.2010

 از استفاده با هاروش این از یک هر در. کرداشاره  RAPD و

 قارچ این جمعیت تنوع به توانمی مخصوص مولکولی نشانگرهای

 توسط ISSR نشانگر. (Rabbaninasab et al. 2013) بردپی

(1994)Zitkiewicz et al.  یانگشت نگار یو برا یعرفم DNA 

عنوان به زماهوارهیربین  ینواحدر این روش . به کار برده شد

  .(Hassani et al. 2014) رندیگیآغازگر مورد استفاده قرار م
 

 

 

 روی محیط حداقل بر رشد گسترده و فاقد ریسه هوایی موتانت نیت -1شکل 
 

                                                           
1
 Vegetative incompatibility groups
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 به که است روشی (ISSR) تکراری های سادهتوالی بین نواحی بررسی

 دهدمی نشان را گونه یک هایجدایه میان ژنتیکی سرعت تنوع

(Karimi et al. 2010). ،بین تنوع ژنتیکی وجود حاضر پژوهش در لذا 

 با F. oxysporum f. sp. melonisسازگاری رویشی  های گروه

 .رفت قرار بررسی مورد مذکور نشانگر از استفاده
 

 .F. oxysporum f.spدر این تحقیق، بیست جدایه قارچ  

melonisعامل پژمردگی گیاهان جالیزی از کلکسیون بخش گیاه ،-

منظور  پزشکی دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان به

 .(1جدول ) بررسی تنوع ژنتیکی مطالعه قرار گرفتند
 

 

 یافتگان نیتتولید جهش

زمینی دکستروز های خالص هر جدایه در محیط سیباز کشت

متر تهیه و به محیط میلی دو، قطعات کوچکی به قطر تقریبی 1آگار

 22د و در دمای شمنتقل  (Correll et al. 1987) 2کشت حداقل

طبق روش گذشت یک هفته  با .گراد نگهداری شدنددرجه سانتی

Puhalla (1985 ) متر تهیه و به میلی دوقطعات کوچکی به قطر

MMCهای محیط کشت
9 ،PDC

4 ،MAC
CMAو  2

 2/1-4 حاوی 3

درجه  22های پتری در دمای تشتک. دشکلرات پتاسیم منتقل 

در انکوباتور نگهداری و مرتبا مورد روز  21گراد، به مدت یسانت

                                                           
1
 Potato dextrose agar (PDA) 

2
 Minimal medium   

3
 Minimal medium  + Chlorate 

4
 PDA medium  + Chlorate 

5
 Malt agar medium  + Chlorate 

6
 Corn Meal agar medium  + Chlorate 

الرشد که احتمالاً سریع هایقطاعبررسی قرار گرفتند تا از تشکیل 

 .یافتگان نیت هستند، اطلاع حاصل شودجهش

 یافتگان نیتشناسایی جهش

یافتگان نیت از حاشیه مناطقی که رشد ی جهشیمنظور شناسابه

متر به محیط میلی 2غیر عادی داشتند، قطعاتی کوچک به قطر 

 22روز در دمای  2تا  4این محیط . کشت حداقل منتقل گردید

 نیت یافتگانجهش. شدند نگهداری گراد در انکوباتوردرجه سانتی

 و اسپور گسترده داشته، و ظریف رشدی محیط این روی در

 قارچ وحشی که تیپ مواردی لذا در کنندنمی تولید ییهوا میسلیوم

 .شدتحقیق حذف  ادامه از نظر مورد هجدای شدمی ظاهر

 تعیین کلاس فنوتیپی جهش یافتگان نیت

 شناسیریخت به توجه با نیت یافتگانجهش تمام فنوتیپی کلاس

 پنج منبع از یکی دارای که کشت محیط پنج روی هاآن پرگنه

 آمونیم هیپوزانتین، تارتارات سدیم، نیتریت سدیم، نیترات) نیتروژن

-میلی قطعه دو منظور پنج بدین .شد بودند، تعیین (اوریک اسید و

 هر موتانت روی محیط کشت حداقل هروز 2کشت  از متری

 منبع 2از یکی دارای که هاییمحیط روی ترتیب به و برداشته

 به گرادسانتیدرجه 22 دمای در و منتقل الذکر بود،فوق نیتروژن

 ررسیمدت، ب این گذشت از پس .شدند نگهداری روز شش مدت

 قارچ هشناسی پرگنریخت به توجه با نیت یافتگانفنوتیپ جهش

 یکی در کدام شده و هر انجام 2 جدول کمک به هامحیط این روی

 .Correll et al)گرفتند  قرار nit3  ،nit1یا nitM گروه سه از

1987). 

 

 

  هامواد و روش

مختلف استان  هایمربوط به قسمت یقارچ هایجدایهمشخصات  -1جدول 

 .خراسان

 منطقه ونه  تعداد نم

 غزل حصار 9

 لنگر 2

 جوادی 4

 اسماعیل آباد 2

 قندک 4

 آبادیحیی 9

 اردکانی 2

 دارنیتروژن یافتگان نیت روی پنج محیطکلاس فنوتیپی جهش تعیین -2 جدول

 (Correll et al. 1987 ) فمختل

 کلاس فنوتیپی

 نوع رشد روی منابع مختلف نیتروژن

 نیترات

 سدیم

 نیتریت

 سدیم

 تارتارات

 آمونیوم

 اسید

 اوریک
 هیپوزانتین

 + + + + + وحشی تیپ

nit1 -  + + + + 

nit 3 - - + + + 

nitM - - + - + 

میسلیوم هوایی  رشد نازک بدون (-؛ رشد تیپ وحشی روی محیط مربوطه (+

 روی محیط مربوطه
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-نیت و تعیین گروه یافتگانجهش فیزیولوژی سازیمکمل آزمون

 های سازگاری رویشی 

 جدایه با هر رویشی ناسازگاری خود سازیمکمل آزمون از قبل

 این برای انجام .شد بررسی ((Jacobson and Gordon 1988روش 

دو  قطعات حداقل، محیط حاوی پتری تشتک هر در آزمون

 nit3متری ازمیلی دو قطعات برابر جدایه در هر nitMمتری از  میلی

 .شدند کشت از یکدیگر متردو سانتی فاصله با جدایه همان  nit1یا 

ساعت  12 گراد و دوره نوریدرجه سانتی 22در دمای  هاتشتک

روز نگهداری  7-14ساعت روشنایی به مدت  12تاریکی و 

تشکیل هتروکاریون  یا عدم تشکیل منظور به هاسپس تشتک. شدند

 شود معلوم می هتروکاریون در صورت عدم تشکیل. شدند بررسی

 رویشی خود ناسازگاری صفت دارای آزمایش جدایه مورد که

 اجتناب بروز اشتباه از شود تا تحقیق حذف ادامه از باید و است

یر ساnit3 یا  nit1با جدایه هر nitMدر مرحله بعد بین . شود

 در را جدایه هر nitMکه  صورت بدین. شد انجام ها مقابلهجدایه

داده و در مقابل آن چهار قطعه میسلیومی از  کشت وسط تشتک

nit3  یاnit1 ها متری آنسانتی 2تا  2/1های دیگر در فاصله جدایه

 الذکرفوق زمان و شرایط همان ها درقارچ. کشت داده شدند

 جدایه دو نیت هایپرگنه بین کاریونتشکیل هتر. شدند نگهداری

 هستند و عدمVCG یک  به متعلق جدایه این دو که هدمی نشان

 VCGدو در جدایه دو گرفتن قرار دهندهنشان تشکیل هترکاریون

 .Correll et (al. 1987) است متمایز

 تولید انبوه میسلیوم

زمینی جدایه در محیط کشت مایع سیب 22تولید توده میسلیومی 

-متری از حاشیه پرگنهیک قرص دو میلی. انجام گرفت 1کستروزد

زمینی دکستروز آگار به های سه روزه هر جدایه روی محیط سیب

زمینی دکستروز  لیتر محیط مایع سیبمیلی 122های حاوی ارلن

 ساعت 72مدت  گراد بهدرجه سانتی 22ها در ارلن. منتقل شد

تشکیل شده از پارچه ململ های توده. روی شیکر قرار داده شدند

 .سترون شسته شدند مقطر سترون عبور داده و با آب

  ISSR روش اساس بر هاجدایه ژنتیکی تنوع بررسی

 Murray and Thompson(1980) طبق روش DNAاستخراج 

استخراج شده و خلوص  DNAبررسی میزان و غلظت  .انجام شد

                                                           
1
 Potato Dextrose Borath (PDB)   

-به DNA خلوص. آن از طریق اسپکتروفوتومتری انجام گرفت

های میزان جذب در طول موجگیری دست آمده از طریق اندازه

وسیله به 232/212نانومتر و محاسبه نسبت جذب  212و  232

انجام  (BioPhotometer Eppendorf AG) اسپکتروفوتومتردستگاه 

وسیله الکتروفورز روی ژل آگارز ها بهنمونه DNA کیفیت .شد

د شفاف با وزن مولکولی بالا، درصد بررسی و حضور تک بان 1/2

 .دشتر تلقی مطلوب و مناسب DNAنشانه 

های این بیمارگر از منظور بررسی تنوع ژنتیکی بین جمعیت به

 22در واکنش  DNAتکثیر (. 9جدول )د شبیست آغازگر استفاده 

با  PCR Buffer10X، MgCl2میکرولیتر  دومیکرولیتری شامل 

 pmol 12مولار،  میلی 2/2غلظت  با dNTPمولار،  میلی 2/2غلظت 

میکرولیتر آب مقطر دو بار  7/14ژنومی،  DNAنانوگرم  92آغازگر، 

 (Jena Bioscience)واحد آنزیم تک پلیمراز  یکتقطیر استریل و 

شرکت  LTDمدل  ایشرکت اپندورف و  در دستگاه ترموسایکلر

COASTEC دقیقه  2چرخه حرارتی به صورت  .انجام گرفت

چرخه به  42گراد، درجه سانتی 34سازی اولیه در واسرشته

 42گراد، درجه سانتی 34سازی در دمای ثانیه واسرشته 92صورت 

جدول )ثانیه مرحله اتصال آغازگر بسته به دمای اتصال آغازگر 

گراد و یک درجه سانتی 72، دو دقیقه مرحله بسط در دمای (9

گراد ه سانتیدرج 72دقیقه در دمای  12چرخه نهایی به مدت 

 ژل از استفاده با واکنش هر در شده تکثیر قطعات . صورت گرفت

 ولتاژ با( پژوهش پایا)الکتروفورز  دستگاه درون درصد یک آگارز

 تفکیک هم از دقیقه بیست و ساعت یک مدت به ولت 72ثابت 

 کمک به عکسبرداری برای Gel Doc دستگاه در ژل نهایتا. شدند

از  آمیزیرنگ منظور به روش این در. شد داده قرار UV نور

 .اتیدیوم بروماید استفاده شد

  ارزیابی نتایج 

 ها مشخص شد ومنظور ابتدا باندهای واضح در تصویر ژل بدین

( صفر)و عدم حضور باند  (1)صورت حضور باند ها بهسپس داده

برای بررسی محتوای اطلاعات . شد وارد Excel افزار در نرم

 PIC (Polymorphismرها از پارامتر چندشکل آغازگ

Information Contect) استفاده شد. 
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محاسبه PIC =1- Σpi محتوای اطلاعات چندشکل براساس رابطه 

 MI .تعداد الل است n و ام I فراوانی الل pI شد که در این رابطه

بیانگر میزان چندشکلی  که( Marker Index) نشانگری شاخص

 یک ییکارا برآورد جهت شاخصی عنوان بهتواند بوده و می

از  استفاده با شود، استفاده ناشناخته ژرم پلاسم یک در نشانگر

تعداد np  رابطه این در که آمد دست به MI= PIC× np ×β رابطه

 تعداد به چندشکل نوار تعداد نسبت  βو چندشکل نوارهای کل

بندی جهت گروه (.Powell et al. 1996) باشدمی نوارها کل

ها های جدایهها و شباهتین تفاوتهای مورد مطالعه، تعیجدایه

های مختلف انجام شد و در نهایت بهترین ابتدا براساس روش

های آماری انتخاب شد که بدین بندی براساس شاخصگروه

. استفاده شدNTSYSpc 2.01 (Rohlf 1998 )ر افزا نرممنظور از 

ای با استفاده از های مختلف تجزیه خوشهمقایسه نتایج روش

ابه متفاوت براساس ضریب کوفنتیک نشان داد که ضریب تش

بهترین روش در محاسبه ماتریس تشابه، روش تطابق ساده و 

 میانگین حسابی ای به روشدندروگرام حاصل از تجزیه خوشه

 DNAو براساس الگوی چند شکلی  (UPGMA) غیر وزنی

همچنین . باشدمی درصد 32در سطح تشابه  PCRمحصولات 

 .انجام گرفت GenAlEx 6.4افزار مولکولی با نرمتجزیه واریانس 

 

درصد کلرات  2/1 -4های های مورد آزمایش در غلظتجدایه

های مقاوم به کلرات قطاعدار، های کلراتپتاسیم محیط کشت

-های جهشقطاعروز  12تا  12پس از حدود . پتاسیم تولید کردند

ایز از تیپ وحشی ایجاد ی متمهاصورت نامنظم و به رنگیافته به

های تولید شده روی چهار محیط کشت قطاعمیانگین تعداد . شدند

و  4/2، 2، 72/2ترتیب  به CMCو  MMC ،PDC ،MACدار کلرات

دلیل عدم کارایی مطلوب  به MACو  CMCبنابراین محیط . بود 2/2

های مشخص مقاوم به کلرات در ادامه آزمایش قطاعو عدم تولید 

عدد در محیط کشت  3 قطاعبیشترین تعداد . شته شدندکنار گذا

PDC الرشد به محیط حداقل منتقل  های سریع قطاع. بدست آمد

های ایجاد شده قادر به قطاعشدند که تقریبا در تمامی موارد 

مصرف نیترات نبوده و در مقایسه با تیپ وحشی رشد سریع و 

 32یگر بیش از عبارت د به(. 1شکل )ی داشتند یبدون میسلیوم هوا

 قطاعفراوانی . یافته نیت بودند های ایجاد شده، جهشقطاعدرصد 

یافتگان نیت، در بین های جهشدر محیط کلرات و نسبت فنوتیپ

از نظر مورفولوژی پرگنه، رشد (. 4جدول )جدایه متفاوت بود  22

تولید شده از هر  قطاعسریع الرشد و تعداد  قطاعمیسلیوم، حاشیه 

 .پ وحشی تنوع زیادی مشاهده شدپرگنه تی

 

 ISSR-PCRمورد استفاده در واکنش  یآغازگرها ینام و توال  -9جدول 

 نام آغازگر (2ʹ-9ʹ) توالی آغازگرهای مورد استفاده (گراد درجه سانتی)دمای اتصال 

45 CACACACACACACACAG ISSR3 

45 GTGGTGGTGGTGGTG ISSR4 

45 ACACACACACACACACYT UBC855 

45 ACACACACACACACACYA UBC856 

45 GAGAGAGAGAGAGAGAC UBC-811 

45 AGAGAGAGAGAGAGAGG UBC-809 

45 AGAGAGAGAGAGAGAGC UBC-808 

05 GACACGACACGACACGACAC UBC-841 

45 ATGATGATGATGATGATG UBC-864 

05 GGAGAGGAGAGGAGAGGAGA UBC-880 

45 GAAGAAGAAGAAGAAGAA UBC-868 

45 GAGAGAGAGAGAGAGAT P3 

45 AGAGAGAGAGAGAGAGT P4 

45 ACACACACACACACACACRY P5 

05 ACCACCACCACCACCACCCC P9 

45 CCATGATGATGATGATGATG P6 

45 CACACACACACACACARG P7 

45 AGAGAGAGAGAGAGAGYT P10 

45 CCATGTGTGTGTGTGTGT P8 

45 AGAGAGAGAGAGAGAGAGG P11 

  نتایج 
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های پتری برای تعیین کلاس فنوتیپی بعد از شش روز، تشتک

های نیت با توجه به کلیه موتانت. های نیت بررسی شدندموتانت

های دارای یکی از پنج منبع نیتروژن نحوه رشد پرگنه روی محیط

نیترات سدیم، نیتریت سدیم، هیپوزانتین، تارتارات آمونیوم و )

 nit1, nit3 ، در سه گروه فنوتیپی2بر اساس جدول ( اوریک اسید

 31)بوده  nit1یافتگان نیت، اکثر جهش. قرار گرفتند nitMو 

 PDCیافتگان روی محیط و همچنین تعداد این جهش( درصد

-یافتگان روی تمامی محیطاین جهش. بود  MMCبیشتر از محیط

ت دارای رشدی های کشت مورد استفاده به جز محیط حاوی نیترا

درصد  11و  14ترتیب  به nit3و  nitM. مشابه تیپ وحشی بودند

 nit3بیشترین فراوانی . یافتگان را به خود اختصاص دادندجهش

کمتر از دو  nitMدر مجموع فراوانی . بود MMCروی محیط 

 . فنوتیپ دیگر بود

های مختلف در مقابل هم قرار های نیت مکمل از جدایهموتانت

سازی نشان دهنده پدیده نتایج حاصل از آزمون مکمل. شدداده 

برای اطمینان از . های مورد آزمایش بودخودناسازگاری بین جدایه

سازی بین تمامی عدم وجود سازگاری رویشی آزمون مکمل

سازی جهش یافتگان نیت با مکمل. ها انجام شدهای جدایهفنوتیپ

در  Fusarium oxysporum f.sp. melonisجدایه  22حاصل از 

ها در یک گروه سازگاری تمام حالات ممکن هر یک از جدایه

 22جدایه مورد آزمایش در  22ترتیب به این. رویشی قرار گرفتند

 (.2جدول )گروه سازگاری رویشی قرار داده شدند 

 

 

 

 

 

 11استفاده شده در این تحقیق، تعداد  آغازگر 22از مجموع 

ها نشان توانستند چند شکلی و تکثیر مناسبی در ژنوتیپ آغازگر

ک شکل بودند و از آغازگر دارای تکثیر ت 3(. 2شکل )دادند 

های آغازگری و پارامترهای ترکیب. آزمایشات حذف شدند

مربوطه از جمله تعداد نوارهای تکثیر شده و نوارهای چند شکل، 

در  (PIC) درصد چند شکلی و محتوای اطلاعات چند شکل

های مورد در بروز چندشکلی ژنوتیپ. ذکر شده است 7جدول 

 .باشدمطالعه در این تحقیق می
 

 
 مورد هایجدایه در UBC-809 آغازگر ریتکث از حاصل ینوار یالگو -2شکل

 .2 جدول براساس هاجدایه هایستون ؛bp 122 نشانگر (M. مطالعه
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 کلرات یحاو هایکشت طیمح یرو هاپیفنوت یدرصد فراوان -4جدول 

کلاس 

 فنوتیپی

تعداد 

 جهش

درصد 

 جهش

PDC MMC 
درصد  تعداد جهش

 جهش

درصد  تعداد جهش

 جهش

Nit1 992 31% 291 72% 33 92% 

Nit3 17 11% 41 47% 43 29% 

NitM 31 14% 17 22% 21 72% 

  222  232  412 کل

 

 

 

 

 ه،یبراساس نام جدا F. oxysporum هایهیمشخصات جدا -2جدول 

 VCGو  ییایمحل جغراف

نام 

 جدایه

محل 

 ییایجغراف

گروه 

 یسازگار

 یشیرو

نام 

 جدایه

محل 

 ییایجغراف

گروه 

 یسازگار

 یشیرو

A1 
 19 غزل حصار F1 2 آباد لیاسماع

E1 9 آباد ییحی F2 3 غزل حصار 

E2 11 آباد ییحی F3 4 غزل حصار 

E3 12 آباد ییحی C1 22 یجواد 

N1 17 قندک D2 13 اردکانی 

N2 12 قندک C3 1 یجواد 

N3 13 قندک C4 7 یجواد 

N4 1 قندک C5 2 یجواد 

A2 
 B2 11 اسماعیل آباد

 12 لنگر

B1 
 D1 14 لنگر

 3 یاردکان

 M    A1   F2   N4    F3  B2   C3    E1  D2   N1  C5    E2  C4   E3   F1   C1   N2   B1  N3  D1   A2  M  
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نوار  1111آغازگر استفاده شده در این مطالعه در مجموع  11از 

. نوار آن چندشکلی نشان داد( درصدصد ) 1111تکثیر شد که 

 P8و آغازگر  (باند 194)بیشترین تعداد باند  UBC-809 آغازگر

 PICمقدار میانگین . کردندرا تکثیر ( باند 32)کمترین تعداد باند 

محاسبه  23/2برای آغازگرهای به کار گرفته شده در این مطالعه 

کیب آغازگرها در میان تر. متغیر بود 97/2تا  21/2شد که از 

و  UBC-864مربوط به آغازگر PIC (97/2 )بیشترین میزان 

بین  MI میزان .بودPIC (21/2 )دارای کمترین مقدار  P8آغازگر 

، UBC-864 ،UBC-808متغیر بود و آغازگرهای  32/19تا  11/42

واحد دارای  11/93و  4/91، 11/42به ترتیب با  UBC-809و 

دهنده که نشان( 3جدول )بودند  (MI) بیشترین شاخص نشانگری

 .بود کارایی بالای این آغازگرها

براساس نتایج بدست آمده از  هاتنوع ژنتیکی بین جدایه

مورد مطالعه با  هایجدایهتشابه بین  ماتریس ISSRنشانگرهای 

بر طبق ماتریس . تشکیل شد NTSYSpc 2,0استفاده از نرم افزار 

با  72/2تا  43/2مطالعه از های مورد حاصل تشابه بین ژنوتیپ

بین ( 72/2)بیشترین تشابه . بدست آمد 32/2میانگین تشابه 

( 43/2)ثبت شد و کمترین تشابه  C4و  N4 ،D1و  F2های جدایه

های دادهای تجزیه خوشه .مشاهده گردید E3و  F2 هایجدایهبین 
ISSR 

های ای دادهجهت انجام تجزیه خوشه NTSYScp 2.0افزار نرم

بندی گروه .مورد استفاده قرار گرفت ISSRاصل از نشانگر ح

براساس ماتریس تطابق ساده انجام  UPGMAها به روش ژنوتیپ

ضریب . استنشان داده شده 9شد و دندروگرام حاصل در شکل 

-بود که نشان 33/2کوفنتیک براساس ضریب تشابه تطابق ساده، 

تشابه و نیز دهنده برازش متوسط بین دندروگرام و ماتریس 

درخت . ها بودجدایهبندی کارایی نسبی این روش برای گروه

ها را در پنج گروه اصلی قرار داد، های جدایهترسیم شده ژنوتیپ

پلات حاصل از تجزیه به مختصات اصلی نیز بیانگر این مطلب 

در . قرار گرفتند  A1،F1در گروه اول تنها دو جدایه (. 4شکل )بود 

گروه سوم . در کنار هم قرار گرفتند  N2و  F3های گروه دوم جدایه

-بر گرفت که شامل جدایه ها را درجدایه درصد 32عضو  12با 

 . بود N1 و B2 ،E2 ،C3 ،E1 ،A2 ،F2 ،N4 ،C5 ،B1 ،D1 ،C4های 

 
 F. oxysporum های قارچتجزیه واریانس مولکولی برای جدایه -7جدول 

f. sp melonis 

Source df SS MS Est. 

Var. 

% 

Among Pops 6 205.850 34.308 0.000 0% 

Within Pops 13 458.750 35.288 35.288 100% 

Total 19 664.600 69.596 35.288 100% 

 

 ISSRهر آغازگر  PICتعداد کل نوارهای تکثیر شده، نوارهای چندشکل و میزان  -3جدول 

 نیهای ژمجموع جایگاه نام آغازگر
 های ژنیجایگاهتعداد 

 چندشکل
 PIC درصد چندشکلی

 شاخص نشانگری

P11 14 14 122 22/2 32/12 

P4 21 21 122 27/2 34/92 

UBC-811 13 13 122 92/2 3/92 

UBC856 19 19 122 94/2 94 

UBC-809 22 22 122 27/2 11/93 

UBC-864 12 12 122 97/2 11/42 

UBC855 19 19 122 27/2 71/13 

UBC-868 17 17 122 92/2 3/99 

P8 14 14 122 21/2 32/19 

UBC-808 13 13 122 92/2 4/91 

P6 14 14 122 91/2 21/21 

 - - - 172 172 کل

 13/92 23/2 122 3/12 3/12 میانگین
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در این  D2و  N3 ،C1 هایعضو بوده و جدایه 9گروه چهارم دارای 

نتایج  .بود E3 گروه پنجم تنها دارای یک جدایه. گروه جای گرفتند

نشان داد که تنوع ( 7جدول )از تجزیه واریانس مولکولی حاصل 

ژنتیکی بین جدایه های مورد مطالعه در این تحقیق در سطح یک 

 . دار بوددرصد معنی

 

 
 از F. oxysporum f. sp. melonis قارچ یها هیجدا بندیگروه -9 شکل

روش  از استفاده با ،ISSR نشانگر براساس خراسان استان مختلف مزارع

UPGM . 

 

 بحث

 F. oxysporumناشی از  طالبی و خربزه بیماری زردی و پژمردگی

f. sp. melonis ای برخوردار در غالب کشورها از اهمیت ویژه

کاری استان خراسان این بیماری در تمام مناطق مهم خربزه. است

پراکندگی وسیع این بیمارگر در مناطق . رضوی وجود دارد

ند دلالت بر تنوع ساختار ژنتیکی آن تواجغرافیایی مختلف می

توان دلیلی بر سازگاری بالای این این تنوع را می. داشته باشد

 ;Noruzi et al. 2011) رچ در شرایط اقلیمی مختلف دانستقا

Teimuri et al. 2011; Rabbaninasab et al. 2013.) 

در این تحقیق هدف بررسی و شناسایی تنوع ژنتیکی قارچ عامل 

جدایه مورد بررسی قرار  22پژمردگی خربزه بود که در این راستا 

ها در های نیت جدایهدر این بررسی راندمان تولید موتانت. گرفتند

درصد کم  4و  9با کلرات پتاسیم  PDCو  MMCمحیط کشت 

 MMC 2/1و   PDC هایبوده ولی با استفاده از محیط کشت

  .Venter et al.ها موتانت بدست آمددرصد، از تمام جدایه

-درصد، از تمام جدایه PDC 2/1به کمک محیط کشت ( 1992)

های این فرم مخصوص، موتانت نیت بدست آوردند 

(Rahkhodaii and Farokhi Nejad 2006). (2003) al. Ghale-

dezdani et های از محیط کشتMMC  وPDC ،2/1  تعداد درصد

 F. oxysporum f. sp. tuberosiاندکی موتانت در فرم اختصاصی 

نیز  Rahkhodaii and Farokhi Nejad (2006) .جداسازی کردند

درصد کلرات پتاسیم برای جداسازی سه حاوی  PDCاز محیط 

استفاده   F. oxysporum f.sp. tuberosiهای نیت قارچموتانت

-های نیت از محیط کشتبرای تولید موتانتاکثر محققان . کردند

اند درصد استفاده کرده 2/1های حاوی کلرات پتاسیم 

(Rahkhodaii and Farokhi Nejad 2006). 

 F. monilifromeبا گونه  Foهای نیت گونه آنالیز ژنتیکی موتانت

تطبیق داده شده است و سه نوع فنوتیپ نیت در این گونه 

ها این فنوتیپ .(Correll et al. 1987) شناسایی گردیده است

-براساس نحوه رشد موتانت روی منابع مختلف ازت تعیین می

با فراوانی ) nit1های نیت از نوع در این تحقیق اکثر موتانت. شوند

 nitM (11و ( درصد 14) nit3های بوده و موتانت( درصد 31

جام های انبررسی در. از فراوانی کمتری برخوردار بودند( درصد

گرفته توسط سایر محققین بر روی این فرم مخصوص فراوانی 

 Elena and) بیشتر از دو فنوتیپ دیگر بود nit1های موتانت

Pappas 2006) .یافتگان جهشnit1 گاه در اثر جهش در ژن

در اثر جهش در  nit3یافتگان ساختمانی نیترات ردوکتاز و جهش

شوند یترات تولید میژنگاه تنظیم کننده مسیر اختصاصی جذب ن

-بر اثر جهش در حداقل پنج ژنگاه بدست می nitMدر حالی که 

 nitMدرصد فراوانی کمتر . (Klittich and Leslie 1988) آید

ها را شاید بتوان به احتمال وقوع جهش nit3و  nit1نسبت به 

احتمال کمتری دارد در نتیجه درصد  nitMنسبت داد و چون 

سازی بین های مکملدر آزمون .داشتکمتری را نیز خواهد 

در مقابل  nitMهای ها از موتانتهای نیت جدایهموتانت

وکاریون استفاده شد و تشکیل هتر nit3یا  nit1های  موتانت

های نیت سازی موتانتدر این تحقیق از عمل مکمل. مشاهده نشد

سایر . شدبیست جدایه، تعداد بیست گروه سازگاری رویشی شناسایی 

گروه سازگاری رویشی  دوجدایه این فرم مخصوص،  13حققین از م

در یک بررسی دیگر . (Elena and Pappas 2006) اندشناسایی کرده

گروه سازگار  چهاردر  .F. oxysporum f.sp. melonisجدایه 21
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 Parvin (2011) .(Gennari and Ercole 1994) رویشی قرار دادند

and Farokhi Nejad 22 73زگاری رویشی را در میان گروه سا 

های سازگار رویشی  مسلما گروه. ندتشخیص داد F. solaniجدایه 

این فرم مخصوص در استان خراسان رضوی فقط محدود به این 

برداری از یک شود، زیرا افزایش دفعات نمونهبیست گروه نمی

های جدیدی را  منطقه یا از مناطق دیگر احتمال جداسازی جدایه

سیدو معتقد . سازدهای جدید قرار گیرند، فراهم میوهکه در گر

است، عواملی مانند ژنتیک، نحوه تولیدمثل قارچ، تعداد و منابع 

های سازگاری رویشی یک گونه های قارچی، در تعداد گروهنمونه

 Rahkhodaii and Farokhi Nejad) یا فرم مخصوص موثر است

های کنش گروهدر این تحقیق الگوی خاصی بین پرا. (2006

د و هر نشها مشاهده سازگار رویشی و مناطق جغرافیایی جدایه

ها در یک گروه سازگار رویشی قرار گرفتند، از این کدام از جدایه

های این استان از لحاظ ژنتیکی توان ادعا کرد که جدایهرو می

تواند نوید اگرچه این موضوع می. تفاوت زیادی با هم دارند

الیز در دلیل سابقه طولانی کشت جهباشد که ب بخش این بررسی

بنابراین . نتیکی اجتناب ناپذیر استاستان خراسان وجود تنوع ژ

های سازگار رویشی در این فرم مطالعات بیشتر در زمینه گروه

تواند اطلاعات کاملی از تنوع، ارتباطات و پراکندگی مخصوص می

توان از که می های این فرم مخصوص ارائه دادهژنتیکی جمعیت

 .کردها در امر مدیریت بیماری استفاده آن

های سازگاری رویشی ابزار ها براساس گروهبندی جدایهگروه

 .Fهایی مانند تشخیصی مفیدی را برای بررسی تنوع ژنتیکی قارچ

oxysporum  فراهم کرده است اما این روش نیز مانند نشانگرهای

 هایی استمحدودیتبیوشیمیایی دارای  و مورفولوژیک

(Mahinpoo et al. 2011.)  به همین دلیل از نشانگرهای مولکولی

به علت بررسی مستقیم تنوع در سطح ژنوم و به دلیل اینکه تحت 

گیرند و از دقت بالاتری برخوردارند تاثیر شرایط محیطی قرار نمی

 .Fجدایه قارچ  22توانست  ISSRنشانگر  .استفاده شد

oxysporum f. sp. melonis  که هر یک نماینده یکVCG  بودند

ژنوتیپ تفکیک کند و نشان  11به درصد  72در سطح تشابه را 

های سازگاری رویشی نماینده افرادی هستند که از داد که گروه

به لحاظ ژنتیکی با بقیه متفاوت  VCGنظر ژنتیکی متفاوتند و هر 

 . است

صات اصلی به روش ماتریس پلات سه بعدی حاصل از تجزیه به مخت -4شکل 

 F. oxysporum f. sp. melonisجدایه قارچ  22تشابه تطابق ساده برای 

 .ISSRاز مزارع مختلف استان خراسان براساس نشانگر 

 

درصد  32براساس نتایج به دست آمده در سطح ضریب شباهت 

ای نتایج تجزیه خوشه. گروه اصلی قرار گرفتند 2ها در کل جدایه

های های متعلق به مناطق مشابه در گروهکه جدایهنشان داد 

های مناطق دیگر تفکیک متفاوتی قرار گرفتند و از سایر جدایه

اند، این امر بیانگر این مطلب است که تنوع ژنتیکی این شده

دندروگرام . بیمارگر در استان خراسان رضوی نسبتا زیاد است

ش جغرافیایی و جز موارد محدود بین پراکندهد که بهنشان می

ها، در بین جدایه. های ژنتیکی ارتباط مشخصی وجود نداردگروه

در هر خط برش در دندروگرام از لحاظ ژنوتیپی از تمام  E3جدایه 

این امر بیانگر این مطلب است که احتمالا این . ها جدا بودجدایه

جدایه از نژاد متفاوتی باشد ولی برای اثبات این احتمال باید از 

 Shafagh et .زایی جهت تایید موضوع استفاده کردون بیماریآزم

al.  (2008 ) در تحقیق مشابهی، تنوع ژنتیکیF. oxysporum f. 

sp. melonis  را با استفاده از مارکرRAPD  جدایه  12با استفاده از

و با در نظر  کردهدر دو استان خراسان رضوی و شمالی بررسی 

ها را در هفت گروه ژنتیکی دایهدرصد ج 32گرفتن ضریب تشابه 

با استفاده از نشانگر  .Rabbaninasab et al (2013) .قرار دادند

 1درصد در  39جدایه را با سطح تشابه  AFLP ،92مولکولی 

در تحقیق فوق تنوع ژنتیکی قابل . گروه ژنتیکی قرار دادند

که تمام با توجه به این. ها مشاهده شدای بین جدایهملاحظه

زا متعلق به یک فرم مخصوص بودند، این های بیمارییهجدا

دهنده این حقیقت است که عامل بیماری از سطح مطلب نشان
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های یک قرار گرفتن جدایه. تنوع ژنتیکی بالایی برخوردار است

های مستقل ژنتیکی و همچنین منطقه جغرافیایی در گروه

گر این مطلب از دو منطقه در یک گروه، نشان قرارگیری دو جدایه

بندی است که عامل جغرافیایی با وجود مفید بودن در گروه

تواند به عنوان فاکتوری کامل و مستقل در این زمینه  ها نمیجدایه

مورد استفاده قرار گیرد، زیرا تحت تاثیر فشار انتخابی میزبان و 

های دارای تیپ در این بررسی جدایه. های ژنتیکی استجهش

ی مورفولوژیکی و میکروسکوپی یکسان در هارشدی و ویژگی

این امر بیانگر این مطلب است که . های مختلف قرار گرفتندگروه

شکل شناسی به تنهایی شاخصی مطمئن برای تمیز دادن بین 

بررسی  (.Rabbaninasab et al. 2013) باشدها نمیجدایه

 F. oxysporum f. sp. melonis ساختارمولکولی تنوع بالایی را در 

 زیمقاوم ن زبانیکه نبود فشارهای م رسدیبه نظر م. دهدنشان می

 .نقش داشته باشد مارگریب تیعدم کنترل تنوع در جمع در

با  یومیفوزار یبرای مقاومت به پژمردگ خربزهی کیاصلاح ژنت

یی کارآ شیبرای افزا ینشانگرهای مولکول تکنولوژی استفاده از

تنوع  یابیارز. (Rabbaninasab et al. 2013) است دیانتخاب مف

 melonis که دهدینشان م DNA هایبر اساس شاخص یمولکول

F.oxysporum f.sp. در آن ادییای هتروژنوس بوده و تنوع زگونه 

توان یم وجود نیبا ا. (Belabid et al. 2004) شودمشاهده می

برای اهداف  دیمف ابزاریی گفت که اگر چه نشانگرهای مولکول

 یها در کشاورزی زمان آن کاربرد باشند، امایم یکیومتاکسون

مثل آزمون  یکیولوژیب هایگرشاخصید است که با دتریمف

 Rabbaninasab) همراه باشد VCGژنتیکی مانند  ایو  ییزایماریب

et al. 2013.) تواند در یم زبانیم یکیتنوع ژنتیی شناسا نیهمچن
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