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 های نخود در استان کرمانشاه است که توسط قارچترين بيماریيکی از مهمبيماری پژمردگی 

(Foc) Fusarium oxysporum f. sp. ciceri در  ژنتيکی تنوع تعيين برای. شودايجاد می

 اسلام آباد، شامل کرمانشاه استان مختلف مزارع در آلوده نخود گياهان از Focقارچ  هایجمعيت

 طورهب که علائم زردی و پژمردگی داشتند، هرسين و دشتماهی سرپل ذهاب، درود فرامان،

 با استفاده آلوده هاینمونه ازFoc قارچ  جدايه 45 نهايت در. گرفت صورت بردارینمونه تصادفی

 هابرای مطالعۀ ساختار ژنتيکی در جدايه. شدسازی جدادکستروز، آگار  زمينی،سيب کشت محيط از

و  درصد چندشکلی نشان دادند 900همه آغازگرها . ر ريزماهواره استفاده شدپنج جفت آغازگاز 

ميزان محتوای اطلاعات ميانگين  .شد ها مشخصدر بين همه جدايهمختلف آلل  95تعداد 

نه گروه ها به جدايه ،روش الحاق مجاوربا دندروگرام براساس  .درصد بود 19ها نشانگرچندشکلی 

 هادر جمعيت مقايسۀ پارامترهای مربوط به تنوع ژنتيکی از جمله ضريب شانون .مختلف تقسيم شدند

فاصله  ترينکم. دنباشدرودفرامان دارای بالاترين تنوع ژنتيکی میهای منطقه جدايهکه  دادنشان 

واريانس مولکولی نشان داد که  تجزيه .شدان مشاهده فرامدرود و هرسينهای جدايهژنتيکی بين 

-به نتايج. باشدمی هفت درصدها و بين جمعيت درصد 13ها ميزان تنوع ژنتيکی در درون جمعيت

 مفيد بسيار ایقرنطينه اقدامات گسترش و مقاوم ارقام اصلاح درتواند می مطالعه اين از آمده دست

 .باشد
 

 

 های کلیدی واژه
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  مقدمه

به یکی از منابع مهم تغذیه انسان  (Cicer arietinum L) نخود

 993 معادلاین محصول در ایران  کشت زیر سطح .رودشمار می

، کیلوگرم در هکتار 905 عملکرد متوسطبا  و هبود هکتار هزار

 FAO) باشدمی کیلوگرم هزار 249کل آن در کشورمعادل  تولید

 به متعلق نخود دیم تولید میزانطح کشت و س ترینبیش. (2014

با عامل  بیماری پژمردگی فوزاریومی .باشدکرمانشاه می استان

(Foc) Fusarium oxysporum f. sp. ciceri (Padwick) Matuo 

and K. Sato نخود  عملکردترین فاکتورهای کاهش یکی از مهم

رچ عامل قا .(Jalali and Chand 1992; Dubey et al. 2007) است

ها بر بیماری دارای میسیلیوم با دیواره عرضی است، میکروکنیدی

-هها اغلب بمیکروکنیدی. گیرندروی فیالیدهای کوتاه قرار می

ای خمیده تا بیضی کشیده رنگ، استوانهای، بیصورت یک حجره

رنگ، هلالی شکل دارای دو سر ها بیشوند، ماکروکنیدیدیده می

 پنجتا  سهمعمولاً دارای . خمیده هستندباریک بوده و قدری 

دیواره هفت یا  ششی با یهادیواره عرضی هستند اما ماکروکنیدی

شوند، کلامیدوسپورها دارای دیواره صاف یا عرضی نیز دیده می

های ناهموار بوده در انتهای رشته میسیلیوم و یا مابین رشته

 عامل (.Leslie and Summerell 2006)آیند میسیلیوم بوجود می

تواند میو  بودهساپروفیت اختیاری، بذرزاد و خاکزاد بیماری، 

 .Haware et al) ماندب در خاک زندهمیزبان تا شش سال  بدون

1986a, 1986b .) 13خسارت این بیماری در بعضی از مناطق از 

در بعضی از مناطق در شرایط و متغییر است  درصد 19تا  درصد

 Halila and) رسدمی نیز رصدد 133مناسب خسارت آن به 

Strange 1996; Navas-Cortes et al. 2000)  برای بیماری این

د، خوی، اهر از مزارع کرج، مرن 1092اولین بار در ایران در سال 

وجود نژادهای علت هب. (Behdad 2010)شد و قزوین گزارش 

در جهت  ، استفاده از ارقام مقاوممتعدد عامل بیماریفیزیولوژیک 

. (Chakrabarti et al. 2001) استمواجه مشکل با  نترل بیماریک

با ایجاد بیماری بر روی ارقام زا نژادهای جدید بیماریظهور 

چنین کاهش منابع ژنتیکی باعث کاهش تولید و هممختلف نخود 

 خصوصیات ژنتیکیشناسایی بنابراین  .شودبا ارزش می

برای مدیریت مناسب  بالا، زاییبیماریی دارای تنوع بیمارگرها

-ترین روشمهمیکی از  .است و ضروری های گیاهی لازمبیماری

 Nene and) استارقام مقاوم  های مدیریت این بیماری استفاده از

Reddy 1987).  هایدایهجتشخیص ژنتیکی (Foc)F. 

oxysporum f. sp ciceri بسیار مهمی در مدیریت بیماری  نقش

میزان  اما اوم در مناطق کشت نخود داردبا استفاده از ارقام مق

قرار  Focهای زایی جمعیتثیر تنوع بیماریأتحت ت آنموفقیت 

تشخیص نژادهای روش  (Jime´nez-Dı´az et al. 1993) گیردمی

های مختلف قارچ بر روی بیمارگر با کمک مطالعه واکنش جدایه

روش  این(. Sharma et al. 2009)گیرد ارقام افتراقی صورت می

نیاز روز زمان  93 به حداقلبرای تکمیل آن و  بودهبر زمان و گران

روش آسان، سریع و کم هزینه برای  (.Kelly et al. 1994) است

های ملکولی های بیمارگر استفاده از روشتعیین تنوع در قارچ

 ،RAPDمانند نشانگرهای ملکولی های اخیر از در سال .باشدمی

SSR و AFLP و تنوع نژادهای لعه تنوع ژنتیکیبرای مطا Foc 

 .Kelley et al. 1994; Jimnez Gasco et al)است استفاده شده

Gurjar et al. ; 2003 Diaz-2001; Jimnez Gasco and Jimnez

 مناطق از جدایه Foc، 44 مختلف نژادهای تشخیص برای .(2009

 قرار مطالعه مورد RAPD نشانگرهای کمک با جهان مختلف

 اندگرفته قرار مختلف هایهگرو در هاجدایه این و تهگرف

(Jim´enez-Gasco et al. 2001.) یژنی و تکامل درخت چنینهم 

مورد مطالعه قرار با کمک نشانگرهای ملکولی  Foc نژادهای

مطالعه  .(al. et ascoG-Jiménez ,2002 2004) استگرفته

 rDNAبر روی  IEcoRناشی از آنزیم محدودگر  هضمالگوهای 

 شباهت نژادها از بعضی که است هداد نشان هند Foc در نژادهای

 از تکنیک (.al. et Chakrabarti 2000) دارند هم به تریبیش
 

SCAR  برای مطالعه و تشخیص بعضی از نژادهایFoc  استفاده

چنین هم (.Diaz-Jiménez and Gasco-Jiménez 2003) ستاهشد

از نشانگرهای  Foc هایدر جدایهبرای مطالعه و تعیین نژادها 

SSR،RFLP -TS،ISSR  ،AFLP 1  توالی وα-EF  استفاده شده و

-به کمک این نشانگرها نژادهای مختلف از همدیگر تفکیک شده

 هایوع ژنتیکی جدایهتن ایدر مطالعه .(Gurjar et al. 2009) اند

Foc  با نشانگرهایAFLP  وRAPD  گرفته قرار  بررسیمورد

آغازگر  19با استفاده از  (.Sivaramakrishnan et al. 2003) است

                                                           
1
 Sequence characterized amplified regions 

2
 Translation Elongation Factor 1 alpha 
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RAPDهای مختلف ، تنوع ژنتیکی جدایهFoc  نخود در استان

بر اساس این مطالعه، بین منشأ  .خراسان، مورد بررسی قرار گرفت

. شتهای ژنوتیپی، ارتباطی وجود نداها و گروههجغرافیایی جدای

زا و غیر های بیماریخوبی توانست جدایهعلاوه، این نشانگر بهبه

 (.Zaker Tavallaee 2003) در نخود تفکیک نماید زا رابیماری

با  Focهای اولین گزارش از تجزیه و تحلیل تنوع بین جدایه

در  .استشدهارائه  اندر شمال هندوست RAPDاستفاده از نشانگر 

منظور بررسی تنوع ژنتیکی موجود آغازگر به 93این تحقیق، از 

از بین این آغازگرها، فقط چهار آغازگر  .ها استفاده شدبین جدایه

بر اساس نتایج حاصل از این  .چندشکلی خوبی را نشان دادند

 ها بر اساس منشأ جغرافیایی از هم تفکیک شدندتکنیک، جدایه

(Sing et al. 2006). با استفاده از نشانگر ای در مطالعهRAPD 

اختلاف بین دو پاتوتیپ عامل بیماری پژمردگی فوزاریومی نخود 

 .(Kelly et al. 1994) اده شدتشخیص د

با واحدهای تکراری دو، سه و چهار  SSRاز نشانگرهای 

 یکدر  .استاستفاده شده Foc برای مطالعه نژادهای یوکلئوتیدن

گر در آنزیم محدود 11همراه به نشانگر ریزماهواره 10از عه مطال

های و توالی شدرایج در هند استفاده  Foc تشخیص چهار نژاد

بسته به  .مورد تایید قرار گرفت Focتکراری مختلف در ژنوم 

عنوان به( GATA)4  و5(ATC ) ، (AGT)5 چند شکلی،  میزان

معرفی  Focنژادهای نگاری برای های انگشت1بهترین پروب

 مولکولی نشانگر سه ای ازدر مطالعه (.Barve et al. 2001)شدند 

RAPD، ITS-RFLP و SSR نژادهای تفکیک و تمایز منظوربه 

 تجزیه .شد هند استفاده در نخود فرنگی پژمردگی بیمارگر عامل

-جدایه  ،RAPD و SSR نشانگرهای از حاصل هایداده ایخوشه

 ITS-RFLP از حاصل هایو داده گروه هارچ در راFoc  های

نتایج  .بندی نموددسته گروه سه در را بررسی مورد هایجدایه

 ارتباطی هیچ زابیماری هایجدایه بندیگروه که داد نشان حاصل

 هایتوالی .(Datta and  Lal 2013) ندارد جغرافیایی منطقه به

رای تعیین نژاد و ب PCRعنوان یک نشانگر مبتنی بر هب  ریزماهواره

مخمرها بدون ای و های رشتهتنوع ژنتیکی در تعدادی از قارچ

 (.Meyer et al. 2003) استها استفاده شدهاطلاع از ژنوم آن

شدت که  Focنژاد در برای تشخیص چهار SSRنشانگرهای 

                                                           
1
 Prob 

کار هب کنندایجاد میبر روی ارقام افتراقی زایی متفاوتی را بیماری

برای مطالعه تنوع   SSRاز .(Barve et al. 2001) تاسگرفته شده

 Bogale et) استشدهاستفاده  F. oxysporumژنتیکی گونه مرکب 

al. 2005). 

جدا  Focهای هدف از این مطالعه تشخیص تنوع ژنتیکی جدایه

اساس نشانگرهای  شده از مزارع مناطق مختلف استان کرمانشاه بر

SSR هاست تا بتوان از نتایج آن در یهو تخمین ارتباط ژنتیکی جدا

های مدیریت این بیماری و اصلاح ارقام مقاوم نخود استفاده برنامه

 .کرد
 

  هامواد و روش

بسته  1041سال  برداری از اواخر فروردین تا اواسط خردادنمونه

 های هوایی گیاهان آلودهبه شرایط آب و هوایی منطقه از اندام

 در اغلب مناطق استان مردگیپژبه بیماری نخود مشکوک 

هرسین، حمیل، اسلام آباد غرب، درود فرامان، از جمله،  کرمانشاه

ها ها همراه با مشخصات آناین نمونه. صورت گرفت میان دربند،

. شدندهای کاغذی نگهداری و به آزمایشگاه منتقل در پاکت

 در ماهمدت یکهب های بعدیهای آلوده برای انجام آزمایشنمونه

برای جداسازی  .نگهداری شدند C9˚تا  C9˚یخچال در دمای 

های گیاهی آلوده از حدواسط بافت آلوده و سالم قارچ، ابتدا بافت

پس از ضدعفونی . م شدندسیمتری تقبه قطعات نیم تا یک سانتی

ماده  یک درصد)سطحی با محلول هیپوکلریت سدیم رقیق شده 

درصد به  03در اتانول دقیقه و سپس  یک تا دو به مدت( فعال

 .سه بار شستشو داده شدند استریلمقطر دقیقه، با آب یکمدت 

خشک کرده و تعداد  استریلسپس این قطعات را با کاغذ صافی 

-قطعه از هر نمونه روی محیط کشت عصاره سیب سه تا پنج

های پتری به مدت تشتک. دشدنمنتقل  2آگار، دکستروز، زمینی

کشت . نگهداری شدند C23˚با دمای  هفته در انکوباتور یک

 اسپور کردن به دست آمدها به روش تکخالص هر یک از جدایه

اساس خصوصیات  بر های فوزاریومشناسایی جدایه .(1جدول )

-انجام آزمون بیماریبرای . (Leslie 2006) شدمرفولوژی انجام 

 حاوی هایگلدان در نخود رقم بیونیج بذر عدد پنج ابتدا، زایی

 هاگیاهچه کهاین از بعد. شدند کاشته 0:1 نسبت به ماسه و اکخ

                                                           
2
 PDA 
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های نخود با استفاده زنی گیاهچهمایهرسیدند،  ایدو هفته سن به

انجام ( بذور گندم تلقیح شده با قارچ)از سوسپانسیون قارچ 

ها گرفت به این صورت که در مرحله گیاهچه خاک اطراف ریشه

در پای ( بذور آلوده به قارچ)قارچ  به آرامی کنار زده شد و اسپان

 .ها ریخته شدریشه
 

-به دست آمده از مناطق نمونه Focهای قارچ مشخصات جمعیت -1جدول

 برداری

 منشأ جمعیت تعداد جدایه ها ردیف

 آباداسلام 11 1

 سرپل ذهاب 5 2

 درود فرامان 4 0

 ماهیدشت 0 9

 هرسین 12 9

 

 به هاگیاهچه و شده آبیاری اندرمی روز یک به صورت هاگلدان

علائم به صورت  .شدند شرایط نگهداری این در یک ماه مدت

در نهایت با  .شدروز مشاهده  29زردی و پژمردگی بوته پس از 

ایی از طریق اصول زیاثبات بیماربرای های بیماری بررسی نشانه

 .شددوباره قارچ عامل بیماری جداسازی  کخ،

 محیط ، ازDNAاستخراج  جهت سلیوممی آوردن دستبه برای

1زمینیسیب مایع کشت
 این از لیترمیلی 193 مقدار. شد استفاده 

 سپس. شد ریخته لیتریمیلی 293 مایر ارلن ظرف در کشت محیط

 .دشدن زنیمایهFoc قارچ میسلیوم از قطعه 1-2 کمکبه ظروف این

در دقیقه دور  43و  C29˚انکوباتور با دمای  -شیکر داخل هاارلن

به  مسیلیوم مدت این از بعد. قرار داده شدندبه مدت پنج روز 

 کاغذ کمک بهمقطر سترون، بعد از شستشو با آب  آمده دست

 تفکیک به هاجدایه میسلیوم. شد آبگیری پمپ خلا و سترون صافی

 نگهداری بعدی هایبرای استفاده گرادسانتی درجه -23 دمای در

2روش  از قارچDNA استخراج  جهت. شدند
 CTABاندکی با 

سپس  ،شدتوده مسیلیومی با ازت مایع خرد . شد استفاده تغییرات

 mM Tris-HCL pH 100)شامل  استخراجمیکرولیتر از بافر  033

8.0, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, 2% CTAB, 0.2% 2-

mercaptoethanol )یکمدت ه ها ب به توده میسلیومی نمونه 

                                                           
1
 Potato dextrose broth (PDB) 

2
 Cetyltrimethyl ammonium bromide 

 -ستخراج با اضافه نمودن محلول کلروفرمساعت اضافه شد، ا

به مخلوط ادامه یافت،  29:1ایزوآمیل الکل به نسبت 

ها به نمونه C00˚ دقیقه در دمای 03به مدت   RNAaseآنزیم

ایزوآمیل الکل به نسبت  -محلول کلروفرم دوبارهو  شداضافه 

با سدیم استات   DNA،بعددر مرحله  .به مخلوط اضافه شد 29:1

رسوب ( گراددرجه سانتی چهار) د و ایزوپروپانول سردیک درص

درصد و خشک کردن در  03و بعد از شستشو با اتانول  داده شد

 mM Tris-HCl pH 10 یک درصد حاوی TEدمای اتاق در بافر 

7.6, 0.1mM EDTA نگهداری شد (Doyle and Doyle 1990.) 

آگارز استخراج شده با استفاده از الکتروفورز ژل  DNAکیفیت 

  .درصد مورد ارزیابی قرار گرفت 1/3

جفت آغازگر ریزماهواره  پنجاز  تنوع ژنتیکی بررسی برای

 PCRواکنش (. 2جدول) شداستفاده  Focاختصاصی برای 

صورت جداگانه برای هاختصاصی با استفاده از پنج جفت آغازگر ب

 0زای پلیمراواکنش زنجیره. ها انجام شددادن تنوع در نمونهنشان

: شامل L µ 29واکنشها با حجم اختصاصی برای تمامی جدایه

مقدار ه، بMgCl2 (50mM) میکرولیتر، 9/2مقدار به PCR  x13بافر

 یکمیکرولیتر،  4/3مقدار به  dNTP (10mM) میکرولیتر، 9/1

-به Taq DNA polymerase( Lµ 5unit) از هر آغازگر، میکرولیتر

-میکرولیتر، آب 9/2مقدار می بهژنو DNAمیکرولیتر،  2/3مقدار 

توسط میکرولیتر در یک برنامه حرارتی  9/10مقطر سترون 

 C49˚سازی اولیه در صورت واسرشتهب 9ترموسایکلر مدل بیورد

به  C49˚سازی در واسرشت چرخه شامل 09 ،دقیقه سهبه مدت 

به مدت  C94-91˚ اتصال آغازگرها در دمای بین، دقیقه یکمدت 

در نهایت یک و  دقیقه یکبه مدت  C02˚توسعه در ، دقیقه یک

   .دقیقه انجام شدهفت مدت ه ب C02˚ در توسعه نهاییمرحله 

مقدار پنج میکرولیتر از آن در ژل  PCRمحصول  تفکیکمنظور به

 .شدالکتروفورز  43 ژولتا بادقیقه  43 دتبه م درصد 9/1آگارز 

 لیتربر میلی گرموکرمی کی بروماید اتیدیوم ازآمیزی ژل برای رنگ

 Gelدستگاه از ،باندهاشاهده م برای و شد استفاده

Documentation   مدلIntas استفاده شد. 

 

                                                           
3
 Polymerase Chain Reaction 

4
 Biorad 
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 F. oxysporum (Bogale et al. 2005)های مشخصات آغازگرهای ریزماهواره مورد استفاده برای مطالعه جدایه -2جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ابتدا الگوهای باندی  Focهای منظور تعیین میزان تشابه جدایهبه

 و عدم حضور باند( 1) صورت حضور باندبهحاصل از تکثیر 

ها با تشابه بین جفت جدایه ماتریس. شدندامتیازدهی ( صفر)

 2ایتجزیه خوشه ومحاسبه  1جاکاردضریب تشابه  استفاده از

 NTSYS ver 2.02افزارنرمبا   Neighbor joiningها با روشجدایه

 منظور تشخیص تنوع ژنتیکیبه. (Rohlf 1998) انجام شد 

میانگین تنوع  ها،فاصله ژنتیکی بین جمعیتمقادیر  هاجمعیت

 هایمیزان چندشکلی، میانگین تعداد آللص شانون، شاخژنی، 

میزان متوسط تعدادآلل موثر در هر جایگاه ژنی،  ،مشاهده شده

 .Gen Alex verافزار نرم با استفاده از تمایز ژنتیکی و جریان ژنی

 شدانجام  (AMOVA)و تجزیه واریانس ملکولی  محاسبه  6.501

(Peakall and Smouse 2012.) 

شکلی یک دهنده میزان چندنشان شکلیعات چندمحتوای اطلا

هر چه این . تواند از صفر تا یک متغیر باشدباشد که مینشانگر می

شکلی برای جمعیت تر باشد، بیانگر فرآوانی زیاد چندعدد بزرگ

برای  (Mohammadi and Prasanna 2003) مورد مطالعه است

چند شکلی بررسی قدرت تفکیک نشانگرها، محتوای اطلاعات 

 .محاسبه شد صورت زیربههر نشانگر 
  PIC=1-∑p

2 

در  شکلبا ضرب تعداد نوارهای چندشاخص نشانگر چنین هم

 .Kumar et al)دست آمد بهشکلی چند اطلاعات شاخص محتوای

2009.) 

                                                           
1
 Jaccard coefficient 

2
 Cluster Analysis 

  نتایج

برداری های مختلف در مناطق نمونهاز نمونهجدایه قارچ  99تعداد 

های مشخصات ظاهری و شکل اندام که براساس شدجداسازی 

 .تعلق داشتند  F. oxysporumها به مختلف قارچی همه جدایه

های بیماری بعد از نشانه، هاگلدان در Focقارچ  زنیمایهپس از 

سیاه رنگ هها بصورت تغییر رنگ و پوسیدگی ریشههب روز 29

گیاهان دچار پژمردگی و مرگ آلودگی با پیشروی  و شدظاهر 

 .ندشد

آلل مختلف با متوسط سه آلل  19 ،ایهای ریزماهوارهجایگاهدر 

، MB2 ،MB5های د که در جایگاهشدر هرجایگاه ژنی مشاهده 

MB11 ،MB13 ،MB18ترتیب دو، سه، سه، سه و چهار آلل ، به

در آغازگر ( چهار آلل)ترین تعداد آلل بیش. ردیابی و تکثیر شدند

MB18 آغازگر در( و آللد)ترین تعداد آلل کم وMB2   مشاهده

ترین میزان آلل بیش 12جمعیت درودفرامان با  (.0جدول ) شد

جمعیت  .ها دارا بودنسبت به دیگر جمعیت را فراوانی آللی

 214/3ترین و جمعیت ماهیدشت با بیش 293/3درودفرامان با 

 9در جدول(. 0جدول )کمترین میانگین تنوع آللی را نشان دادند 

آغازگر . ها آمده استهای آنای مختلف و ویژگیآغازگره

MB18 و آغازگر( 45/3) ترین میزان اطلاعات چندشکلیبیش 

MB2 را نشان دادند( 11/3) شکلیچند  ترین میزان اطلاعاتکم 

  (.9جدول )

مقدار محاسبه شده شاخص نشانگر در آغازگرهای مورد مطالعه از 

ار شاخص نشانگر برای ترین مقدبیش. متغیر بود 19/0 تا 52/1

هاتعداد آلل (9→0)توالی  دمای اتصال  ریموتیف تکرا   آغازگر 

2 90 F: TGCTGTGTATGGATGGATGG 

R:CATGGTCGATAGCTTGTCTCAG 
(GT)11(GA)6 MB2 

2 99 F:ACTTGGAGAAATGGGCTTC 

R:GGATGGCGTTTAATAAATCTGG 

(TG)9 MB5 

5 53 F:GTGGACGAACACCTGCATC 

R:AGATCCTCCACCTCCACCTC 

(GGC)7 MB11 

5 53 F:GGAGGATGAGCTCGATGAAG 

R:CTAAGCCTGCTACACCCTCG 

(CTTGGAAGTGGTAGCGG)

14 
MB13 

2 51 F:GGTAGGAAATGACGAAGCTGAC 

R:TGAGCACTCTAGCACTCCAAAC 

(CAACA)6 MB18 
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متوسط شاخص نشانگر برای نشانگرهای . بود MB18 آغازگر

باشد که نشان دهنده قدرت تفکیک زیاد می 00/2مورد مطالعه 

درصد چندشکلی جایگاه ژنی در همه . آغازگرها استاین 

 (.9جدول ) درصد بود 133 هاآغازگر

 Neighbor joiningروش  رسم دندروگرام  جدایه ها بر اساس

این (. 1شکل )نشان داد که جدایه ها در نه گروه مجزا قرار دارند 

عضوی  00گروه  یکگروه تک عضوی و  هشتها شامل گروه

های با هم دهنده تشابه بالای جدایه، نشانبودند که در این گروه

ترتیب از به FOC7و  FOC41های که جدایهاست بطوری

 133در همین گروه با هم آباد غرب؛ های هرسین و اسلامجمعیت

های یک بنابراین قرار گرفتن جدایه. اندتشابه ژنتیکی داشته درصد

های مناطق مختلف های مستقل و جدایهمنطقه جغرافیایی در گروه

در یک گروه نشان دهنده این است که عامل منطقه جغرافیایی با 

ور تواند به عنوان فاکتها نمیبندی جدایهوجود مفید بودن در گروه

تر کامل و مستقل در این زمینه مورد استفاده قرار گیرد و بیش

-تشابه ژنتیکی جدایه ها تحت تاثیر فشار گزینش میزبان، جهش

های ژنتیکی و جریان ژنی ناشی از تبادلات زادمایه بیماری در بین 

برای بررسی تنوع آللی  .(McDonald 1997) گیردمناطق قرار می

عه، از تجزیه به مختصات اصلی در جهت های مورد مطالدر جدایه

ها در تمامی پراکنش جدایه. ای استفاده شدتکمیل تجزیه خوشه

، باشدها میمحورهای مختصات معرف تنوع ژنتیکی بالای جدایه

درصد از تغییرات ژنتیکی توسط مؤلفه اول و  99/24که بطوری

در از این تغییرات توسط مؤلفه دوم قابل توجیه است و  41/11

درصد از تغییرات توسط مؤلفه اول و دوم قابل  95/91مجموع 

 (.2شکل)توجیه است 

دهد که جمعیت درود اطلاعات حاصل از پنج جایگاه نشان می

 000/1بالاترین تعداد آلل و جمعیت ماهیدشت با  5/1فرامان با 

های مشاهده ترین تعداد آلل را داشتند و میانگین تعداد آللکم

ترین تعداد بیش .بود 950/1های مورد مطالعه تشده در جمعی

و کمترین تعداد  009/1های مؤثر مربوط به جمعیت هرسین با آلل

باشد، می020/1های مؤثر مربوط به جمعیت اسلام آباد با آلل

 .می باشد 099/1ها های مؤثر در جمعیتمتوسط تعداد آلل

 

های در جمعیتها اطلاعات مربوط به توزیع فراوانی آلل -0 جدول

 SSRبراساس نشانگرهای  Focمختلف

 
 

 Focهای های آغازگرهای استفاده شده برای جدایهویژگی -9 جدول

PIC                     میزان محتوای اطلاعات چندشکلیMI شاخص نشانگر 
 

 13ها به مقدار ترین درصد چند شکلی در بین جمعیتبیش

همچنین جمعیت . تدرصد به جمعیت درود فرامان تعلق داش

ترین مقدار بیش 293/3و  005/3ترتیب با مقدار درودفرامان به

ها داشته شاخص اطلاعات شانون و تنوع ژنی را در بین جمعیت

 .(9جدول)است 

 ترین فاصله ژنتیکیکه بیش نشان دادها مقایسه دو به دو جمعیت

های ماهیدشت با درودفرامان و هرسین بین جمعیت( درصد 91)

های بین جمعیت (330/3)ترین فاصله ژنتیکی ا ماهیدشت و کمب

 (.5جدول) وجود داردهرسین و درودفرامان 

 

 
 
 

 

                                                           
1 Primer 

آغازگرهای 

 SSRریزماهواره 

 ها در جمعیتتعداد آلل

اسلام 

 آباد

سرپل 

 ذهاب

 هرسین ماهیدشت درودفرامان

MB2 2 2 2 2 2 

MB5 2 2 2 0 2 

MB11 2 2 2 2 2 

MB13 0 2 0 2 2 

MB18 2 0 0 2 0 

 11 11 12 11 11 هافراوانی آلل

هاتنوع آللمیانگین   221/3 200/3 293/3 214/3 204/3 

دمای   آغازگر 

 اتصال

ها اندازه آلل

 مورد انتظار

های تعداد آلل

 چند شکل

شاخص 

 نشانگر

PIC 

MB2 90 593-533 2 52/1  11/3  

MB5 99 1193-1333 0 04/2  40/3  

MB11 53 933-133 0 12/2 49/3  

MB13 53 233-133 0 04/2 40/3  

MB18 51 093-293 9 19/0 45/3 

 41/3 00/2 0 - - میانگین
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 ایجاد شده به روش الحاق مجاور Focهای دندروگرام ارتباط ژنتیکی جدایه -1شکل 

 
 

 
 Focهای های اصلی بین جدایهنمودار تجزیه به مؤلفه -2شکل
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 های ریزماهوارهبر اساس جایگاه Focهای قارچ تنوع ژنتیکی در جمعیت اطلاعات -9جدول 

 
 

 

 

 

 

 

 

 تنوع ژنی -9ضریب اطلاعات شانون      -0های مؤثر     تعداد آلل-2های مشاهده شده     تعداد آلل -1

 

بر اساس نتایج تجزیه واریانس مولکولی میزان تنوع  همچنین

های و تنوع بین جمعیت( درصد 40)ها ژنتیکی درون جمعیت

دهد افراد درون بود که نشان می( درصد 0) مختلف برابر

های مختلف به ها از لحاظ ژنتیکی بیشتر از افراد جمعیتجمعیت

یت نسبت تمایز کمتر بین جمع(. 0جدول )یکدیگر نزدیک هستند 

بندی صورت دهنده این است که گروهها نشانبه داخل جمعیت

ها ها بر اساس شباهت آنها در تفکیک جدایهگرفته برای جدایه

ها در دندروگرام حاصل، از افراد موفق عمل کرده است و جمعیت

 .اندمتفاوتی تشکیل شده
 

ی بررسی تنوع ژنتیکی قارچ عامل بیمار در این تحقیق جهت

مناطق . استفاده شد SSRپژمردگی نخود از نشانگر ریزماهواره 

میزان . ای مختلف بودندبرداری شامل پنج جمعیت منطقهنمونه

نتایج به دست . بود درصد SSR 133چندشکلی حاصل از نشانگر 

نشانگر مناسبی  SSRآمده این تحقیق بیانگر این است که نشانگر 

ما را باشد و می Focهای یهجهت مطالعات تنوع ژنتیکی در جدا

های سطح مولکولی به گروه را در Foc هایسازد که جدایهقادر می

ای تنوع بالایی در این مطالعه تجزیه خوشه. کنیممختلف تقسیم 

از مناطق جغرافیایی  Foc هایجدایهها را نشان داد، در میان جدایه

-شده های ژنتیکی مشخص در دندروگرام تقسیممختلف به گروه

های بعضی از است که جدایهدر این مطالعه مشخص شده .اند

های بین جمعیت در ،مناطق دارای تنوع ژنتیکی بالایی هستند

ترین تنوع ژنتیکی را نشان مورد مطالعه جمعیت درود فرامان بیش

ترین تنوع ژنتیکی در داخل در این مطالعه بیش .داده است

ن در ای. ها شناسایی شدتترین در میان جمعیها و کمجمعیت

جریان ژنی یکی از نیروهای تکاملی است که نقش بسیار  مطالعه

در غیاب جریان ژنی، . مهمی در تنوع ژنتیکی یک جمعیت دارد

های ژنی های جایگاهریزش ژنتیکی باعث تفاوت در فراوانی آلل

ها در و باعث افزایش تمایز جدایه شودها میدرون جمعیت

در بررسی مشابهی که در  .(McDonald 1997) شودها میجمعیت

رضوی برای تعیین تنوع خراسان خراسان شمالی و  هایاستان

عامل زردی و پژمردگی نخود با استفاده از  Focهایژنتیکی جدایه

انجام گرفت، نتایج محاسبه  RAPD و PCR-RFLP دو نشانگر

طه بیانگر عدم وجود راب PCR-RFLPفاصله ژنتیکی در نشانگر

ها ای آنبندی خوشهها با گروهآشکار بین منشاء جغرافیایی جدایه

 (.Zokaee et al. 2012) بود
 

 Focهای فاصله ژنتیکی بین زوج جمعیت -5جدول 
-اسلام جمعیت

 آباد

-سرپل

 ذهاب

 هرسین ماهیدشت درودفرامان

      آباداسلام

     315/3 ذهابسرپل

    321/3 309/3 درودفرامان

   391/3 323/3 323/3 یدشتماه

  391/3 330/3 301/3 391/3 هرسین

 
 Foc های  جمعیت برای مولکولی واریانس هتجزی - 0جدول 

 جمعیت
درصد چندشکلی 

 جایگاه ژنی
Na1 Ne2 I3 H4 

 221/3 094/3 020/1 950/1 00/00 آباداسلام

 200/3 050/3 099/1 950/1 00/00 ذهابسرپل

 293/3 005/3 050/1 5/1 33/13 درود فرامان

 214/3 000/3 052/1 000/1 50/55 ماهیدشت

 204/3 051/3 009/1 950/1 00/00 هرسین

 203/3 091/3 099/1 950/1 00/00 میانگین

  بحث
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درجه  منبع تغییر

 آزادی

مجموع 

 مربعات

درصد  میانگین مربعات

 تغییرات

110/10 9 هابین جمعیت  999/9  0 

410/135 93 هاداخل جمعیت  509/2  40 

1/129 99 کل   133 

در استان  Focهای مختلف در مطالعه دیگری تنوع ژنتیکی جدایه

، مورد بررسی قرار RAPDآغازگر  19خراسان، با استفاده از 

، ارتباط های ژنتیکیها و گروهگرفت و بین منشأ جغرافیایی جدایه

خوبی توانست ، به علاوه، این نشانگر بهداشتوجود نمحسوسی 

 زا را در نخود تفکیک نمایدیماریزا و غیر بهای بیماریجدایه

(Zaker Tavallaee 2003.) های مورد مطالعه در این در جمعیت

تحقیق تنوع ژنتیکی پایینی وجود داشت، تنوع ژنتیکی پایین 

ممکن است در اثر چند عامل ایجاد شود به اینصورت که فاصله 

ها زیاد نبوده و در این فاصله کم، با جغرافیایی میان جمعیت

ها بجایی بقایای گیاهی آلوده و بذور آلوده بیماری به جمعیتجا

 یابد، و در اثر انتقال بیماری تنوع ژنتیکی کاهش می یابدانتقال می

 ترین عامل بهمبادله بذر آلوده به این بیماری احتمالاً عمومی

باعث گسترش بیماری و ه آید و بذور نخود آلودحساب می

 F. oxysporiumچنین هم. شوندمیاستقرار آلودگی در مزارع 

صورت دارای پایداری بالایی در خاک است و ممکن است به

های جنسی و غیر جنسی و غیر جنسی تکثیر شود، انتشار فرم

جنسی قارچ با کمک عملیات زراعی و انتقال بذر به مناطق 

علاوه بذر هب. ها می شودمختلف باعث توزیع و تغییر فرآوانی آلل

تواند به پایداری قارچ در مناطق جدید بیماری می آلوده در این

ها در آخر کمک کند و ممکن است عامل توزیع و تنوع ژنوتیپ

بنابراین . های این بیماری شودفصل رشد در درون جمعیت

ی یمناطق جغرافیابعضی از در  Focهای یکنواختی ژنتیکی جدایه

یط مزرعه از نوترکیبی جنسی در شرا یممکن است ناشی از درجات

 اساس در هند برFoc های جدایه ژنتیکی در بررسی تنوع. باشد

 جغرافیایی منطقه و زاییبیماری میزان بین نشانگرهای مولکولی،

 گروه دو در هاجدایه و نیامد دستهب مستقیمی رابطه گونههیچ

 هایقرار گرفتند، همچنین جدایه زابیماری غیر و زابیماری

 گرفتند، تنها قرار 00/3 ژنتیکی تشابه با وه گر شش در زابیماری

بود  هاآن زاییبیماری قدرت و شدت در هاجدایه این تفاوت

(Sharma et al. 2009).  جدایه قارچ  93در بررسی تنوع ژنتیکی

F. oxysporum f. sp. lentis  در هند با استفاده از نشانگرSSR ،

 جدایه 59در بررسی  (.Chehri et al. 2011)شد آلل شناسایی  25

F. oxysporium   آلل تکثیر شد و  01ریزماهواره  4با استفاده از

این  شدگزارش  29/3 میزان محتوی چندشکلی نشانگرها

 Bogale) دهنده درجه بالایی از تنوع زیستی استچندشکلی نشان

et al. 2005) .در بررسی تنوع ژنتیکی و ساختار جمعیتی جدایه-

ترین تنوع ژنتیکی شان داده شد که بیشدر ترکیه ن Focهای 

 جمعیت است، میزان جریان ژنیها ناشی از تفاوت درون جدایه

(Nm)  بود که در اثر جابجایی عامل بیماری بین  334/0بالا و برابر

بررسی  .(Bayraktar et al. 2007)افتد مناطق آلوده، اتفاق می

دهد که تنوع ها در این مطالعه نشان میساختار ژنتیکی جمعیت

با تخمین جریان . هاستتر از میان جمعیتها بیشدرون جمعیت

ها جلوگیری توان میزان جریان ژنی که از تمایز جمعیتژنی، می

که جریان ژنی کمتر از یک باشد زمانی. کند را مشخص کردمی

ها وجود دارد و جریان دهد که تمایز در میان جمعیتنشان می

-دهد که تمایز کمتری در میان جمعیتان میژنی بیشتر از یک نش

ی گیاهی برا بیمارگرهایتعیین مشخصات ژنتیکی  .دهدها رخ می

لازم و  ی گیاهیهامدیریت بیماریهای روشتوسعه بهترین 

های ترین روشاصلاح ارقام مقاوم یکی از مهم. استضروری 

های کنترل برای بررسی روش. کنترل بیماری پژمردگی نخود است

ها دانستن اطلاعات تنوع ژنتیکی جمعیت بیمارگر بسیار و تأثیر آن

توسط  Focدر همین راستا تنوع ژنتیکی . مهم و حائز اهمیت است

ر این مطالعه بینش ما د. مورد بررسی قرار گرفت SSRنشانگر 

 یافته استافزایش  Focهای نسبت به تنوع ژنتیکی در میان جدایه

های مولکولی در بدست ارچ با تکنیکتر این قهای بیشسیربرو 

-میتری در مورد ساختار ژنتیکی این قارچ آوردن اطلاعات بیش

-در این مطالعه تنوع ژنتیکی بالایی در بین جدایه. مفید باشدتواند 

ست که پتانسیل ایجاد ا دهنده این و این نشان شدها مشاهده 

-جدایه افزایش تنوع ژنتیکی. خسارت در مزارع نخود وجود دارد

ها در ها در هر منطقه باعث افزایش پتانسیل سازگاری آن جدایه

این . شودهای کنترل میمقابل تغییرات شرایط محیطی و روش

هایی که دارای کند که واریتهتنوع بالا به اصلاح کنندگان کمک می

پتانسیل مقاومت هستند را مطابق با تنوع ژنتیکی قارچ برای 

چنین اقدامات هم. اومت پایدار آزمایش کنندرسیدن به ارقام با مق
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های با تنوع ای برای جلوگیری از ورود جدایهو مقررات قرنطینه

-تر را بههای با تنوع کمبه مناطق دارای جدایه بالا از مناطق دیگر

با توجه به شیوع این بیماری در  .طور جدی در نظر بگیرند

که  شودد میبسیاری از مناطق کشت نخود در کشور  پیشنها

در سطح وسیع در کشور  Focمطالعات تعیین تنوع ژنتیکی قارچ 

انجام گیرد تا بتوان با تحقیقات کاربردی و هدفدار از قبیل 

های مقاوم یا تشخیص تنوع ژنتیکی عامل بیماری، کاربرد ژن

ها برای کنترل پایدار در مدیریت بیماری در مخلوطی از واریته

همچنین . اقدام شودمحصول با ارزش  جهت افزایش عملکرد این

های مختلف بیولوژی و لازم است که تحقیقات دیگری در زمینه

 .اپیدمیولوژی این بیماری صورت گیرد
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