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    Fusarium solaniهاييي جدايهزا بيماري، فنوتيپي و تنوع ژنوتيپي
  در استان زنجان  عامل پوسيدگي ريشه لوبيا

  

  4و عليرضا معرفت 3، بيتا ناصري*2، رقيه همتي1مريم خداقلي
  

  كشاورزي دانشگاه زنجان ةدانشكد ،شناسي گياهي بيماريرشتة ارشد، استاديار و دانشيار  كارشناسي ةآموخت ترتيب دانش به -4و  2، 1
  طبيعي استان زنجان استاديار مركز تحقيقات كشاورزي و منابع -3

 

  27/03/1391: تاريخ دريافت
  09/10/1391: تاريخ پذيرش

  

  چكيده
ي قـارچي لوبيـا   ها بيماري ترين مهميكي از  عنوان به  Fusarium solaniبيماري پوسيدگي ريشه لوبيا ناشي از قارچ

 در قـارچ  ن پيرامون تنوع در جمعيت ايندليل اهميت اقتصادي لوبيا و نبود اطلاعات مدو هب. رود شمار مي هان بدر دنيا و اير
يـي، تنـوع فنـوتيپي و    زا بيمـاري در اين استان با هدف مطالعه تنـوع در شـدت    بار اين مطالعه براي نخستين استان زنجان،

. باني آن در بين برخي محصولات عمده مورد كشت منطقه انجام گرفتي بيمارگر و نيز بررسي دامنه ميزها جدايهژنوتيپي 
 يـي، زا بيمـاري  اثبـات  از پـس . شدند خالص F. solaniگونه  عنوان بهجدايه 30منطقه استان انجام شد و11از برداري نمونه

 بـر  ERICو RAPDايآغازگره ـ كمك با پليمراز ايزنجيره واكنش فنوتيپي آنها، يها ويژگيقارچ و  ميزباني بررسي دامنه
 ،هـا از نظـر مشخصـات فنـوتيپي و ژنـوتيپي     نتايج تحقيق نشان داد كه جدايـه . شده، صورت پذيرفت استخراج DNAروي 

گيـاه  9بـين   در آزمـون دامنـه ميزبـاني از    .داري وجـود نداشـت  معنـي  يـي آنهـا تفـاوت   زا بيماري متنوع بوده اما در شدت
م علاي ـ روي گنـدم  چيتي، نخود، اسپرس و بـاقلا، تنهـا بـر    و سفيد، قرمز هايايشده شامل گندم، عدس، يونجه، لوب آزموده

هـاي ايـن   بر وجود تنوع بالاي ژنتيكي جدايه دالّ ،دو نشانگر بر اساس هر DNAنگاري انگشتالگوهاي . بيماري ظاهر نشد
در  (OPA 13)ازگر انفـرادي اسـتفاده از يـك آغ ـ   بـر پايـة   RAPDگرچه نشانگر. بيمارگر از گياه لوبيا در سطح استان بود

مشـاهده   بنـدي  گروهداشت، با اين حال تطابق بالايي بين دو  ERICها كارآيي بيشتري در مقايسه با نشانگر تفكيك جدايه
همچنـين همبسـتگي   . ارتباط مشخصي مشاهده نگرديـد  ،آمده دست هي ژنتيكي بها گروهبين پراكنش جغرافيايي و . گرديد

  . ديده نشد ها جدايهتيپي و فنوتيپي اكثريت ي ژنوها ويژگيبارزي بين 
  

  ، تنوع ژنتيكي، دامنه ميزباني Fusarium solaniلوبيا، :هاي كليدي واژه
  
   1  مقدمه

 يكي از پنج گونة (.Phaseolus vulgaris L) لوبيا 
مين سو ،زميني كه بعد از سويا و باداماست  Phaseolus جنس

   رود ميشمار  به در دنيا حبوبات خانوادةمحصول مهم 
)Broughton et al., 2003( . بيماري پوسيدگي ريشه لوبيا

 نظير زاد خاكاي از بيمارگرهاي قارچي توسط مجموعه
Macrophomina phaseolina، Rhizoctonia solani، 

Pythium spp. و Fusarium solani f.sp. phaseoli  ايجاد
شه لوبيا ناشي پوسيدگي ري.  (Nderitu et al., 1997) شود مي
 لوبياكاري بيشتر مناطق درF. solani f.sp. phaseoli قارچ  از

 . )Naseri & Marefat, 2011(دنيا گزارش شده است 

                                                 
تبريـز، دانشـگاه زنجـان، دانشـكدة     -جـاده زنجـان   5كيلـومتر  :نويسنده مسـئول  *

ــد پســـتي    ، 45371-38791: كشـــاورزي، بخـــش تحقيقـــات گياهپزشـــكي، كـُ
  rhemati@znu.ac.ir ، 02415154053: تلفن

 ايملاحظه خسارت قابل ساله همه بيماري اين نيز ايران در
 Moeini & Ahmadi nejad. نمايـد  مي تحميل كشاورزان به

سـيدگي ريشـه در مـزارع    موارد نادري از بيماري پوبه  (1998)
اشـاره   1374-75هـاي زراعـي    لوبياي اسـتان زنجـان در سـال   

ي پوسـيدگي  هـا  بيمـاري ي عامل ها قارچ ،1386در سال. كردند
تـا   7/4 ريشه لوبيا بسته به شرايط هر منطقه، قادر بـه آلـودگي  

مربـع  بـر متر  گـرم  2/57تـا   8/2 گياهان و كـاهش درصد 3/95
  تان زنجـــان بودنـــد  توليـــد بـــذر لوبيـــا در مـــزارع اســ ـ   

)Naseri & Moradi, 2008(كه طوري هب ؛F. solani عنوان به 
 ـ و  ) 1386( درصـد 2/54طـور متوسـط از    هعامل اصلي بيماري ب

ي ريشه از مزارع لوبيا جداسازي شـد  ها نمونه) 1387( درصد86
از  F. oxysporum و R. solani، M. phaseolina يها قارچو 

  از آن قـــرار گرفتنـــد   پـــس ترتيـــب بـــهنظـــر فراوانـــي  
)Naseri & Moradi, 2008(.   
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F. solani (teleomorph= Haematonectria haematococca ) 
 تـرين  مهـم كه يكي از  با گسترش جهاني است زاد خاك قارچي 

همچنين اين قـارچ داراي  . شود ميبيمارگرهاي گياهي محسوب 
  باشـد  ميجنس گياهي 87حداقل  وسيع ميزباني بر روي گسترة

(Burgess et al., 1992; Kolattukudy & Gamble, 1995) .  
 F. solaniميزباني و مولكـولي،   ةي دامنها آزمونبراساس 

شـود  هـاي مختلـف تقسـيم مـي    ي مخصوص و واريتـه ها فرّمبه 
(Booth, 1971; Gerlach, 1981; Zaccardelli et al., 

رع با توجه به ميزان بـالاي آلـودگي و خسـارت در مـزا    . (2008
و نيـز بررسـي تنـوع     ، تعيين دامنة ميزباني اين بيمـارگر استان

هاي اين قارچ كه اطلاعات مفيدي يي جدايهزا بيماريجمعيت و 
ي مناسب كنترل بيمـاري درشـرايط   ها روشدرجهت بكارگيري 

. امــري ضــروري اســت ،اســتان زنجــان را فــراهم خواهــد كــرد
اي ي مولكــولي كــه بــر اســاس واكــنش زنجيـــره     هــا  روش

هـاي  ابزاري براي طراحـي نقشـه   ،شودانجام مي) PCR(پليمراز
هاي قارچي و تشخيص گونه بندي ردهژنتيكي، مطالعات تكاملي، 

ايـن   .(Clulow et al., 1991; McDonald, 1997) اسـت 
همــراه  هي مكمــل بــهــا روش عنــوان بــهتنهــايي يــا  هــا بــه روش
هـاي  گونهيي براي شناسايي زا بيماريو  مورفولوژيكي ها آزمون

 ,.El-Fadly et al)تواننـد كـاربرد داشـته باشـند     فوزاريوم مي
2008) .   

ERIC-PCR  ي رايــج در بررســي ژنتيــك هــا روشيكــي از
نيز مـورد   ها قارچگاهي در مورد  ،حال بااين ؛هاستمولكولي باكتري
اي كـه  در مطالعـه . (Mehta et al., 2002) گيرداستفاده قرار مي

مفيـدتر   ERICانجام شد، آغازگر  F. solaniجدايه قارچ 44 روي
ها ظاهر شد و تنوع ژنتيكي بالايي را در در تفكيك جدايه RFLPاز

روي مطالعـه  در . (Godoy et al., 2004)ها نشان داد بين جدايه
استفاده از نشـانگرهاي   با F. solani جدايه قارچ140تنوع ژنتيكي

عي بـين  تنـوع ژنتيكـي وسـي    ،RFLPs ، RAPD–PCRمولكولي
تحقيقي در  .(Morid et al., 2009)مشاهده شد هاي قارچ جدايه
 F. solani f.sp. pici هايجدايه DNAكه روي چندشكلي  ديگر

رضـوي و   خراسـان  هايعامل پوسيدگي فوزاريومي نخود در استان
رابطه مشخصي بين تنوع انجام شد،   RAPDتوسط نشانگر شمالي

ــايي جد  ــا منطقـــه جغرافيـ ــهژنتيكـــي بـ ــاايـ   يافـــت نشـــد  هـ
.(Hasanzadeh et al., 2008)   ةجداي ـ18بررسي تنوع ژنتيكـي   

F. solani هاي گياهي و جانوري در برزيـل  آمده از ميزبان دست هب
تنـوع   هنـدة د نشـان  ،انجام شـد  rDNAنگاريكه از طريق انگشت

ارتباطي بـا منشـأ    هيچ ،و اين تنوع اي بودگونه بالاي درونژنتيكي 
حتـي در   ،اين تنـوع . داشتها نجغرافيايي جدايه ةمنطقميزباني و 

 گرديــدمشــاهده  نيــز rDNAشــده همچــون  هــاي حفــظتــوالي
)Brasileiro et al., 2004.( هـاي تنوع ژنتيكـي جدايـه   ةمطالع   

F. solani زمينـي در  عامل پژمردگي و پوسيدگي خشك سيب

ــتان ــاناسـ ــتفاده از   هـــاي خراسـ ــا اسـ رضـــوي و شـــمالي بـ
وع ايـن گونـه از تن ـ   هنشان داد ك ـ RAPDو  ISSRنشانگرهاي

هيچ ارتباطي بين  ،همچنين .است بالايي برخوردارژنتيكي بسيار
هـا وجـود نداشـت    ي ژنتيكي و منشأ جغرافيـايي جدايـه  ها گروه

)Baghaee Ravari et al., 2007 (. كــــارگيريب   
  ة جدايــ19 ژنتيكــي تنــوع جهــت مطالعــه  RAPDنشــانگر

F. solani f. sp. phaseoli آمريكـا  در سـويا  از آمـده  دست به، 
 نتايج. نشان داد مخصوص اين فرم اندكي را درون ژنتيكي تنوع

 پـايين  سـطوح  وجـود  حـاكي از  ITSةناحي يابي توالي از حاصل
ــوع ــان در تنـ ــراد ميـ ــين و افـ ــل همچنـ ــه داخـ ــود  گونـ   بـ

(Achenbach et al., 1997) .اين ميزباني وسيع دامنة علت به 
سـويي   از. اسـت  مشـكل  ،تنـاوب  طريق از يماريب كنترل ،قارچ

ــر ــيل ،ديگ ــالاي پتانس ــذيري ب ــوع و تغييرپ ــوتركيبي وق  در ن
 ةكننـد  كنتـرل  يهـا  روش نهـايي  نتايج بر بيمارگر هاي  جمعيت
  .خواهد بود گذارتأثير ،مقاوم ارقام كاربرد جمله از ،بيماري

هـاي توليـد   ب در يكـي از قطـب  بيماري مخرّ اهميت اين
 لعـة بـار بـه مطا   نخسـتين اي شد تا بـراي  انگيزه ،كشوردر  لوبيا

ميزبـاني   ةوضعيت ساختار ژنتيكي، صفات مورفولوژيـك و دامن ـ 
در بين برخـي گياهـان رايـج مـورد كشـت در       F. solaniقارچ 

 ثرتري درؤهـاي م ـ گـام  ،منطقه پرداخته شود تا بتوان در آينـده 
  .مديريت اين بيماري برداشت

  
  ها روش مواد و

 و جداسازي و شناسايي قارچ برداري نمونه 
 ،لوبياكــاري اسـتان زنجــان  ةمنطق ـ11از  1388در تابسـتان 

سه  ،از هر مزرعه و )1جدول (شد  برداري نمونهصورت تصادفي  هب
م زردي، پژمردگـي و مـرگ بوتـه، پوسـيدگي     ي ـبيمار بـا علا  ةبوت

 ،اي بر روي ريشه و طوقههاي قهوههاي طولي و لكههمراه با ترك
پـس از  . خاب و با درج مشخصات به آزمايشـگاه منتقـل شـدند   انت

فاصـل  از حد ،گياهـان آلـوده   ةشستشوي سـطحي ريشـه و طوق ـ  
متر جـدا و بـا    سانتي ، قطعاتي به ابعاد يكهاي آلوده و سالمبخش

در . دقيقه ضدعفوني شدندمدت دو درصد به سديم يكهيپوكلريت
 PDAويشـده بـه ظـروف پتـري محت ـ     عفونيقطعات ضـد  ،ادامه

 )كلرامفنيكـول (بيوتيـك   و آنتـي ) مقطـر  ليتـر آب  گرم در يك39(
. رشد كردند) ºC25+ 1(هفته در دماي اتاق  مدت يك منتقل و به

  اسپورسـازي روي محـيط كشـت     روش تـك  سازي قارچ بـه خالص
 F. solaniشناسايي قارچ . درصد انجام گرفتدو  )(WAآگار- آب
 كروسـكوپي آن روي توجـه بـه خصوصـيات ميكروسـكوپي و ما     با

و  )PDA(آگـار - دكسـتروز - هاي غذايي سيب زمينيمحيط كشت
ــك ــرگ ميخــ ــار- بــ ــد   )CLA(آگــ ــتفاده از كليــ ــا اســ   بــ

(Leslie & Summerell, 2006) انجام شد.   
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  ها جدايهيي زا بيمارييي و ارزيابي شدت زا بيماريآزمون 
از مركز تحقيقات كشاورزي شده  رقم ناز تهيه(قرمز بذور لوبيا

دقيقـه بـا محلـول     مـدت يـك   بـه ) طبيعـي اسـتان زنجـان    ابعو من
 ،ساعت در آب72مدت  عفوني و بهدرصد ضد يكهيپوكلريت سديم 

ماسه  و از خاك مزرعه )1:1:1(ها به نسبت گلدان. خيسانده شدند
سـه   ،ازاي هـر جدايـه   بـه   .ر شـدند پ ،شده دوبار اتوكلاو برگ خاك و

شـاهد   عنوان بهو يك گلدان نيز  متر سانتي) 4×3×4(گلدان به ابعاد
سه بذر  ،در هرگلدان. نظرگرفته شدفي دردر قالب طرح كاملاً تصاد

با نور طبيعـي   ºC25 -14دمايي ةلوبيا كشت شد و گياهان در دامن
هاي زني گياهچهجهت مايه. مدت دوهفته رشد نمودند در گلخانه به
، )ليـه هـاي او  ظهـور بـرگ   ةمرحل( V2رشدي ةدر مرحل ،جوان لوبيا

از  ليتـر كنيـدي در ميلـي  106سوسپانسيون اسپور با غلظت تقريبي
 .(Abawi et al., 1990)هر جدايه استفاده شـد   روزة كشت هفت

 ،لوبيا ةقسمت طوق در ،سترون اسكالپل كمك به زخم ايجاد از پس
 بر روي محـل زخـم   ،شده ليتر از سوسپانسيون اسپور تهيهدو ميلي

م بيمـاري،  ي ـعلا ةبا مشاهد ،هفته پنج پس از گذشت. اضافه گرديد
گياهان تيمار و  ةريش. ثبت گرديد ،ميها خارج و علاها از گلدانبوته

عامـل   عنـوان  بـه شده  زني ييد قارچ مايه، جهت جداسازي و تأشاهد
ــل شــدند  ــه آزمايشــگاه منتق ــاري ب جهــت بررســي شــدت  . بيم

ه شـد  شـرح زيـر اسـتفاد    بـه  5 - 0ها، از مقياسيي جدايهزا بيماري
Naseri & Moradi, 2008):(  

  گياه عاري از بيماري؛= 0
  ؛درصد1 - 10يا  شدت بيماري ضعيف= 1
  ؛درصد10- 25شدت بيماري متوسط يا = 2
  ؛درصد25 - 50شدت بيماري متوسط تا شديد يا = 3
  ؛ درصد50- 75شدت بيماري شديد يا = 4
 .درصـد 75 - 100شديد تا مرگ كامل گياه يا شدت بيماري بسيار= 5

آمده  دست ههاي بيي براساس دادهزا بيماريها از نظر جدايه ةقايسم
مـورد ارزيـابي    6ةنسـخ  GENSTATافزار نرماز اين آزمون توسط 

  .قرار گرفت
  

  آزمون دامنه ميزباني
گيـاه  F. solani ،9ميزبـاني قـارچ    ةبررسي گسـتر  منظور به

چيتي، نخـود،  قرمز، لوبيـا گندم، عـدس، يونجـه، لوبياسـفيد، لوبيـا    
بر اساس محصولات  ها ميزبانانتخاب . اسپرس و باقلا انتخاب شدند

سازي بـذور و   مراحل آماده .مورد كشت در استان زنجان بود ةعمد
يـي صـورت   زا بيمـاري ها جهت كاشت هماننـد روش اثبـات   گلدان
حـاوي  (سـه گلـدان    ،ازاي هـر ميزبـان   در اين مرحله نيز به. گرفت

هد در قالـب طـرح   شا عنوان بهيز و يك گلدان ن) بذر در هر يك سه
بعـد از گذشـت دو هفتـه از زمـان     . گرفته شدكاملاً تصادفي درنظر

ليتر از سوسپانسيون اسپور به غلظـت  كاشت، به هر گلدان دو ميلي

ــي ــدي  25 106( تقريبـ ــي/كنيـ ــرميلـ ــوط ) ليتـ ــه از مخلـ كـ
اضـافه   ،قـارچ تهيـه شـده بـود     ةجداي ـ10هاي اسپور سوسپانسيون

ها از خاك خارج شده و بوته ريشة ،ز گذشت پنج هفتهبعد ا. گرديد
وي ريشـه بـا اسـتفاده از مقيـاس     ر م بيمـاري بـر  ي ـشدت بروز علا

بـين   يـي در زا بيمـاري شـدت   ةمقايس ـ. بررسي گرديـد  ،الذكر فوق
  .انجام گرفت 6ةنسخGENSTAT افزار با استفاده از نرم ها ميزبان
 

  آزمون دمايي
جدايه قارچ 30ي فنوتيپيها گيويژدما بر  تأثير ،در اين بخش

F. solani  در دماهايºC 25 ،15 ،25 ،35	به روز بر شمدت ش 
. در انكوباتور در شرايط تاريكي بررسي شد PDAكشت روي محيط

ي قطر و رنگ پرگنه، اسپورزايي ها ويژگي ،پس از گذشت اين دوره
 ـ    ،دروغين و وجود سرهاي صـورت   هبررسي و ثبـت شـد و نتـايج ب

  .ترسيم شد 2007نسخة Excelافزار نرم توسطنمودار 
  

 اي پليمراز واكنش زنجيرهو  DNAاستخراج 
گرم از ميسليوم پودرشـده  ميليDNA، 20منظور استخراج به

F. solani    ــود ــده ب ــوفيليز ش ــه لي ــهك ــديل ، ب ــد روش تع   ة ش
Liu et al, (2000) جهت انجـام  . مورد استفاده قرار گرفتPCR، 

اسـتفاده   ERICو جفـت آغـازگر   RAPDاز هشت آغازگر تصادفي
. ميكروليتـر انجـام شـد   25درحجـم  DNA تكثيـر  ).2جدول (شد 

ــراي   ــنش بــــ ــوط واكــــ ــامل RAPD-PCRمخلــــ   شــــ
DFS Master Mix (2x) )ــژوه ــركت فزاپ ــر13 )ش  ،ميكروليت

DNAــومي ــر،3ژنـ ــازگر  ميكروليتـ ــت(آغـ ــركت تكاپوزيسـ ) شـ
رارتـي  ح ةبرنام ـ. ميكروليتر بود6/7آب دوبارتقطير ميكروليتر و4/1

 چرخه45، سپس ºC94در دقيقه پنجتكثير شامل واسرشتي اوليه 

اتصـال آغـازگر    ة، مرحل ـºC94	دقيقـه در  يـك واسرشـتي   ترتيب به
ــك ــه در يـ ــازگر  ºC34	دقيقـ ــط آغـ ــاي دو، بسـ ــه دردمـ   دقيقـ

ºC72 دقيقـه  هفـت  و بسط نهايي آغازگر	در دمـاي ºC72   صـورت
  شــامل ترتيــب بــه ERIC-PCRخلــوط واكــنش بــراي م .گرفــت

DFS Master Mix(2x)5/12 ،ــر ــومي DNAميكروليتـ  ژنـ
 ميكروليتر پنج )سفارش شركت سيناژنبه ( Primerميكروليتر، 5/2
شامل  PCRحرارتي ةبرنام. )پيكومول10نهايي غلظت از(هركدام  از

چرخـه واسرشـتي   30ادامه بـا  ºC95دقيقه در هفت واسرشتي اوليه
ــه ºC94در ــدت  ب ــكم ــازگر   ي ــه، اتصــال آغ ــكدقيق ــ ي ه در دقيق

، و بسـط  ºC65دقيقـه در  هشـت  ، مرحله بسط آغـازگر ºC52دماي
جهـت  . انجـام گرفـت   ºC65اي در دمايدقيقه16چرخه  يك نهايي

درصـد   آگـارز يـك   از الكتروفـورز بـا ژل   PCRمحصـولات  ةمشـاهد 
 كمـك  بـه  شدهقطعات تكثيراي خوشه وتحليل استفاده شد و تجزيه

ــرم در UPGMA روش ــزار نـ ــامان NTSYSpc 2.02e افـ و  جـ
  . دندروگرام مربوط ترسيم گرديد
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   آمده از لوبيا در استان زنجان دست هب Fusarium solani  قارچ يها جدايهشناسي  هاي ريخت ويژگي -1جدول 
Table 1. Morphological characteristics of Fusarium solani isolates obtained  bean from Zanjan Province  

 

  رداريب نمونهمنطقه 
Region of sampled  

  رنگ پرگنه
Colony colour 

 اندازه ميكروكنيدي
Microconidia 

(μm) 

 اندازه ماكروكنيدي
Macroconidia 

(μm) 

 نام  جدايه
Isolate 

 Pale pink 7.5x 2.5 45.5x4.1 Z1 -)كمرنگ(صورتي Kheirabad - ايستگاه تحقيقاتي خيرآباد

 Cream 7.5 x 2.5 42.5. x4.2 Z2 -مرِكAmidabad  - عميدآباد

 Cream 7 x 2.5 42.5 x 4.2 Z3 -مرِكAmidabad   - عميدآباد

 Pale pink 7.5 x 2.5 47.5 x 4.8 Z4 -)كمرنگ(صورتي Kheirabad - ايستگاه تحقيقاتي خيرآباد

 Pale pink 10 x 2.7 45 x 4.6 Z5 -)كمرنگ(صورتي Kheirabad -خيرآباد

 Yellow 8x 3 44 x 4.6 Z6 -زرد  Kheirabad - ايستگاه تحقيقاتي خيرآباد

 Cream 6.2 x 2.5 37.5 x 4.1 Z7 -مرِكHidaj  -هيدج

 White 8.7 x 2.7 38 x 3.4 Z8 -سفيد Nasirabad -نصيرآباد

 Cream 7.5 x 2.4 37.5 x 3.4 Z9 -مرِكNasirabad  -نصيرآباد

 Cream 7.7 x 2.5 44 x 4 Z10 -مرِكKheirabad   - ايستگاه تحقيقاتي خيرآباد

 Cream 5.7 x 2.7 37 x 3.2 Z11 -مرِكSonbolabad  -آباد سنبل

 Yellow 11.2 x 3 45 x 4.2 Z12 -زرد Soltanieh -سلطانيه

 Yellow 9x 3.7 47.5 x 5 Z13 -زرد Saeenghaleh -صايين قلعه

 Pale pink 8x 3 42.5 x 4.8 Z14 -)كمرنگ(صورتي  Kheirabad - ايستگاه تحقيقاتي خيرآباد

 Cream 5.6 x 2.5 36 x 3.4 Z15 -مرِكKhorramdarreh  -دره خرم

 Pale pink 7.7 x 2.7 44 x 4.2 Z16 -)كمرنگ(صورتي  Kheirabad - ايستگاه تحقيقاتي خيرآباد

 Pale pink 7 x 2.8 37.5 x 4.2 Z17 -)كمرنگ(صورتي  Amidabad - عميدآباد

 White 12 x 3.7 50 x 5.4 Z18 -سفيد Nalbandan -نعلبندان

 Cream 7.9x 2.5 44 x 4.5 Z19 -مرِكKheirabad  - ايستگاه تحقيقاتي خيرآباد

 Pale pink 7.5 x 2.5 40 x 4.4 Z20 -)كمرنگ(صورتي Kheirabad -خيرآباد

 Cream 8x 3.2 ` 46.5 x 4.4 Z21 -مرِكKheirabad  - ايستگاه تحقيقاتي خيرآباد

 White 7.5 x 2.5 42.5 x 4.6 Z22 -سفيد Hidaj -هيدج

 White 11.2 x 3.7 47.5 x 5 Z23 -سفيد Nasirabad -نصيرآباد

 Cream 8.7 x 3 45 x 3.8 Z24 -مرِكNasirabad  -نصيرآباد

 Pale pink 8 x 3.5 45 x 4.5 Z25 -)كمرنگ(صورتي Kheirabad - ايستگاه تحقيقاتي خيرآباد

 Cream 5.5 x 2.5 38 x 3.2 Z26 -مرِكSonbolabad  -آباد سنبل

 Cream 6.2 x 2.7 35 x 3 Z27 -مرِكNalbandan  -نعلبندان

 Cream 7 x 2.5 40 x 3.7 Z28 -مرِكKhorramdarreh  -دره خرم

 Cream 7 x 2.5 42.5 x 4.8 Z29 -مرِكYoosofabad  - آباد يوسف

 Yellow 7.5 x 2.7 45 x 4.2 Z30 -زرد Kheirabad - ايستگاه تحقيقاتي خيرآباد
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 در استان زنجان Fusarium solaniهاي قارچ جدايه جهت بررسي تنوع ژنتيكي ERIC-PCR و RAPDشده  نام و توالي آغازگرهاي بكاربرده - 2 جدول
Table 2. Name and sequence of RAPD and ERIC-PCR primers used for study of genetic diversity of  

Fusarium solani isolates in Zanjan province  
 

  نام
Name 

 آغازگر
Primer 

 (’3 -’5)توالي آغازگرها  
of primerSequence 

1 RCO9    GATAACGCAC 
2 OPA-01 CAGGCCCTTC 
3 OPA-19 CAAACGTCGG 
4 OPB-05 TGCGCCCTTC 
5 OPG-06 GTGCCTAACC 
6 OPL-12 GGGCGGTACT 
7 OPN-13 AGCGTCACTC 
8  OPA-13 CAGCACCCAC 

9  ERIC1  
ERIC2 5’ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3’ 5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3’ 

  

  

  نتايج و بحث
   شناسايي قارچ
هـاي فوزاريـوم   شـده از ميـان جدايـه    هاي انجامدر بررسي

سـازي  لوبيا، پس از انجام خـالص  ةهاي آلودآمده از بوته دست هب
  F. solaniقارچ ةگون نعنوا بهجدايه 30اسپورسازي، كروش ت به

شـرح   شدة اين قـارچ بـه   ي مشاهدهها ويژگي. شناسايي گرديدند
هـا نسـبتاً عـريض، مسـتقيم بـا انـدكي       ماكروكنيـدي : بـود  زير

عرضـي   و داراي سـه تـا هفـت ديـوارة     ردانتهاي گ خميدگي، با
بيضـي يـا    ،هـا ميكروكنيـدي . بودنـد ) غالباً سه تا چهار ديـواره (

سلولي مجتمع در سرهاي دروغين روي ا دويك ت شكل و اي قلوه
كلاميدوسـپورها غالبـاً   . فياليدهاي بلند تشكيل شده بودنـد ومون
هاي كشت هفته در محيطدار زياد بعد از گذشت دو تا چهارمق به

CLA  وPDA صورت مياني يا انتهـايي روي   هتكي و زنجيري ب
ــكيل    ــاه تشـ ــانبي كوتـ ــعابات جـ ــ انشـ ــكل ( دندشـ ). 1شـ

در سـطح پرگنـه    م تا زردرِرنگ ك هاي اين گونه به اسپوردوكيوم
ــد ــاهده ش ــه .مش ــب ب ــة ،ترتي ــاكرو و   دامن ــولي و عرضــي م ط
ــدي ــين  ميكروكنيـ ــه بـ ــن گونـ ــاي ايـ   و  5/32 -350-5هـ

اين نتـايج  ). 1جدول ( ميكرومتر متغير بود 5 -12 5/2 -9/3
ــ ــده دســت هب ــا آم ــه همخــواني  ب ــن گون    اشــتد مشخصــات اي

Nelson et al., 1983; Lesli & Summerell, 2006) 
;Gerlach & Nirenberg, 1982( . بـه  جدايـه  دو ،عـلاوه بـه 

 پزشـكي  گيـاه  تحقيقـات  ؤسسـة م به هاجدايه بقيه از نمايندگي
 .گرفتنـد  قـرار  هـا سـتني بخـش ر  ييدتأمورد شده و ارسال ايران

ا بـا يكـديگر   هـايي ر ها تفاوتي ظاهري، جدايهها ويژگيازلحاظ 
اگرچه  .(Nelson et al., 1983; Nirenberg, 1989)داشتند 
م يا سـفيد بودنـد، بـا    رِها داراي پرگنه كدرصد از جدايه63بيش از 

رنگ و زرد نيز مشـاهده   هايي با پرگنه صورتي كمجدايه ،اين وجود
ها از نظر فراواني پرگنه ،PDAكه در محيط كشت طوري هب ؛شدند

 درصـد 33/23م ،رِك درصد50:ها بدين شرح بود جدايهرنگ در بين 

تفــرق رنگــي . درصــد زرد33/13ســفيد و  درصــد33/13صــورتي، 
  . تواند گواهي بر تفرق درون اين گونه مركب باشد مي هاجدايه

  
  ها جدايهيي زا بيمارييي و مقايسه شدت زا بيماريآزمون 

 بـه  )نـاز  رقم( لوبياقرمز روي يي قارچزا بيماري در اين آزمون،
 را كه در اوليه معلاي همان شده توانست زنيمايه قارچ. اثبات رسيد

شـاهد   تيمارهـاي  .بـود، ايجـاد كنـد    شده در لوبيا مشاهده مزرعه
 ةشـده از كشـت ريش ـ   زنيبيماري را نشان نداده و قارچ مايه علايم

روي  هـا بـر  يـي جدايـه  زا بيمارياز نظر شدت . آنها جداسازي نشد
  . شدمشاهده ن ها جدايهداري بين  ، تفاوت معنيم نازلوبياقرمز رق

  
 آزمون دامنه ميزباني

گياه گنـدم   فقط ،گياه مورد بررسي9در اين آزمون از بين 
بيماري پوسيدگي فوزاريومي ريشه را نشان نداد و شـدت   علايم

كـه همگـي از    ها ميزبان بقية). 3شكل (بيماري در آن صفر بود 
 ،بعـد از گذشـت پـنج هفتـه     ،بودند Fabaceaeة اعضاي خانواد

ــ مشخصــة علايــم ك طــولي ســاقه و طوقــه، رَبيمــاري نظيــر تَ
هـا را نشـان دادنـد    شـدن ريشـه و طوقـه و زردي بـرگ     اي قهوه

 ،گيـاه ميزبـان   نتايج تجزيه واريانس نشان داد كه نوع). 2شكل(
وي شـدت بيمـاري پوسـيدگي فوزاريـومي     ر ي بردار معني تأثير

ي مـورد  ها ميزباندر ميان  .)3جدول () p<0.001(ريشه داشت 
وي باقلا، نخود و ر بر )p<0.05(بالاترين شدت بيماري  ،مطالعه

بين  در )p<0.05( ترين شدت بيماريپايين. عدس مشاهده شد
. سفيد و قرمز مشاهده شد يلوبيا و وي يونجهر نيز بر ها ميزبان

 ؛وي سـه رقـم لوبيـا متفـاوت بـود     ر همچنين شدت بيماري بـر 
قرمـز و   يبيمـاري نسـبت بـه لوبيـا     ،چيتيكه در لوبيـا طوري هب

 زاد خاكميزباني اين قارچ  ةدامن. بود )p<0.05(شديدتر  ،سفيد
 گزارش شده است ،جنس87و  گونه111گياهي،  يرةت66در بين

)Kolattukudy & Gamble, 1995( .بــا چنــين وضــعيتي، 
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از  بررسي دامنه ميزباني وسيع در بين هشت گياه مورد ةمشاهد
، امــري كــاملاً در شــرايط گلخانــه Fabaceaeاعضــاي خــانواده 

كـه مشخصـات    با توجه به ايـن . آيد نظر مي طبيعي و همخوان به
هاي اين گونه قارچي كـه از  ماكروسكوپي و ميكروسكوپي جدايه

لوبيا و ساير  بر روييي آنها زا بيماريگياه لوبيا جداسازي شده و 
بات رسـيده و بـا   ا در شرايط گلخانه به اثلوبي خانوادةگياهان هم
اظهارات برخي  و) et al., 2003) Aoki رفولوژيكومشخصات م

 (FSP)درمـورد قـارچ   )Abawi, 1989; Hall, 1996(ن امحقق
F. solani f.sp. phaseoli ُرم نيز مطابقت داشت، وجود اين ف

 ـ زا بيماري ،علاوه هب. شود مياثبات  ،مخصوص استان رم يي ايـن فُ
بــار گــزارش  نخســتينبــراي  ،روي گيــاه عــدسر خصــوص بــم

اسـت كـه    امـري  ،ميزبـاني وسـيع   ةدامنوجود چنين . گردد مي
كنـد  مركـب را در ايـن قـارچ تقويـت مـي      احتمال وجود گونـة 

)Leslie & Summerell, 2006( .  ــايج ــن نت ــين اي همچن
 ـيـافتگي   كنندة اين ويژگي است كـه تخصـص   تصديق ي هـا  رمفُ

كمتـر از   ،يشهـا  ميزبـان ارچي بـر روي  ق ـ مخصوص ايـن گونـة  
ي ها رمفُكه طوري هب ؛باشد مي  F. oxysporumاي همچون گونه

 ي كــه ايجــادعلايمــبيشــتر از طريــق نــوع  ،آن ةيافتــتخصــص

   نيشـوند تـا از طريـق تخصـص ميزبـا     مشـخص مـي   ،كننـد  مي
2003) Román-Aviles et al.,(.    درايــن تحقيــق بــراي

گياه زراعـي  9وي ر برFSP يي قارچزا بيماريشدت  ،بار نخستين
شديدتر بيمـاري   علايممورد بررسي مقايسه شد كه بيانگر بروز 

 و عدس نسبت به هـر سـه رقـم لوبيـا     نخود، باقلا ةريش بر روي
اساس  بر. ميزبان اصلي قارچ بود عنوان به) قرمز، چيتي و سفيد(

وبيـا  تناوبي ل رفتن نخود، باقلا و عدس در برنامةقرارگ ،اين يافته
 ةدر خـاك مزرعـه، رابط ـ   FSPبا افزايش جمعيت قارچ تواند مي

اگرچـه در ايـن   . مستقيم با شدت بيماري بر لوبيا داشـته باشـد  
چيتي از لوبيـا  آلـودگي كمتـري   ،قرمـز و سـفيد  ي لوبيا ،تحقيق

 Naseri & Marefatگـزارش  ،نشـان دادنـد؛ در عـين حـال    

دة آلـودگي  دهن نشاندر سطح مناطق لوبياكاري استان  )(2011
بنـابراين در  . بـود  قرمزبالاتر لوبياچيتي و سفيد نسبت بـه لوبيـا  

 يقرمز نسـبت بـه لوبيـا   زياد، كشت لوبياآلودگي  مزارع با سابقة
 آمـده  دسـت  بـه طوركلي نتايج  هب. شودتوصيه مي، سفيد و چيتي
گياه غيرميزبان يا مقـاوم بـه    عنوان بهكند كه گندم پيشنهاد مي

ــه   ــاري در منطق ــيبيم ــي و   م ــديريت زراع ــب م ــد درقال توان
    . گرفته شودغيرشيميايي در تناوب با لوبيا بكار

 

 

  
   CLAكشت روي محيط بر Fusarium solaniي ميكروسكوپي قارچ ها ويژگي -1شكل 

 A :؛هاماكروكنيدي:B  ؛هاي فراوان ميكروكنيديC :  ؛زنجيري تكي وكلاميدوسپورهاي:D  بر ع در نوك كنيديهاي مجتمماكروكنيدي  
Fig 1. Microscopic characteristics of Fusarium solani on CLA culture medium; A: Abundant microconidia;  

B: Macroconidia; C: Single and catenulate chlamydospores; D: Macroconidia on conidiophores  

A B

D C
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   شده با سوسپانسيون اسپور مخلوط گياه تلقيح9وقه و ريشه بر روي بيماري پوسيدگي فوزاريومي ط علايم -2شكل 
  ؛چيتيلوبيا D: ؛عدس  C:؛نخود  B:؛باقلا A: شامل گياه مختلف9 بر روي ريشه و طوقة در شرايط گلخانه Fusarium solaniجدايه 10

E: ؛سفيدلوبيا :F ؛قرمزلوبيا :G ؛اسپرس:H  يونجه،:I     گياه سالم گندم 
Fig. 2. Disease symptoms of Fusarium root and crown rot on nine plants inoculated with 10 isolates of   
Fusarium solani, under greenhouse conditions; A: Fababean, B: Chickpea, C: Lentil, D: Pinto bean,  

E: White bean, F: Red bean, G: Sainfoin, H: Alfalfa, I: Healthy wheat plant 
  

  آزمون دمايي
نتايج اين آزمون نشان داد كه بيشترين قطـر پرگنـه در   

و عـدم رشـد در    ºC25هاي ايـن قـارچ در دمـاي   اكثر جدايه
 25، 15در هر سه دمـاي  ). 4شكل (مشاهده شد  ºC5دماي 

ــارچ رشــد رويشــي داشــت ســانتي ةدرجــ35	و ــراد كــه ق  ،گ
 طبق نتـايج . اسپورزايي و سرهاي دروغين نيز مشاهده شدند

پرگنه تغييـري ايجـاد نكـرد؛    فاكتور دما در رنگ  ،اين بررسي
از نظـر فـاكتور رشـدي قطـر      F. solani قـارچ  ةجداي30اما 

ميزان . توجهي نشان دادند ، تنوع قابلش روزپرگنه در طي ش
يك صفت ثانويـه در شناسـايي و    عنوان بهرشد رويشي گاهي 

 ـ توصيف گونه  ,Leslie & Summerell(رود كـار مـي   ههـا ب

ــايج .)2006 ــق  نت ــن تحقي ــا اي ــ ب ــايي  ةدامن ــوب دم    مطل
)ºC 25بــراي رشــد قــارچ    )30تــاF. solani در منــابع 
)(Burgess et al., 1994   اي در مطالعـه . همخـواني داشـت

هاي مختلف رشـدي بـراي دو   دما و محيط تأثيرديگر برروي 
  بهتـرين دمـا بـراي رشـد و اسـپورزايي قـارچ        ،گونه فوزاريوم

F. solani، ºC28 بود(Kumar Gupta et al., 2010) .  در
ــ ــأثير ةمقايس ــاي  ت ــر 40و ºC20 ،25،30 ،35دماه ــد ب    رش

F. solani ترين دماي رشد اين قارچ مطلوب نيز، ºC25   بـود
 گرديدتر از آن منجر به كاهش رشد و دماهاي بالاتر يا پايين

 et al., 2009) Kausar( . هـاي  نتـايج يافتـه   ،ترتيـب  بـدين
كـه   نحـوي  ؛ بـه مطابقـت داشـت   ،ي بـا نتـايج ايـن آزمـون    قبل

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 

118  

 1392نيمة اول ،1ة، شمار4جلد/ ايرانهاي حبوباتپژوهشنشريه.../تنوع ژنوتيپي؛خداقلي و همكاران

 ،اسـتثناي دو جدايـه   هـا بـه  ترين دماي رشد بـراي جدايـه   مناسب
ºC25 يكـي از عوامـل    عنـوان  بهكه دماي نامناسب  يياز آنجا. بود

نتـايج   ،)Abawi, 1989( زا محسـوب شـده اسـت   محيطي تنش
ا يـا  تواند در انتخاب زمان مناسب كاشـت لوبي ـ اين آزمون مي

يـك راهكـار مـديريتي ايـن      عنـوان  بـه ساير گياهان ميزبـان  
 ـ  رشـدي   ةكـه دور طـوري  هبيماري مورد استفاده قرار گيـرد ب

حـداكثر فعاليـت   F. solani  قارچاي كه حساس گياه با دوره
  ازسـويي ديگـر دمـاي   . ، تـداخل نداشـته نباشـد   خود را دارد

ºC27 مز و قرة لوبيادماي مناسب جهت رشد گياهچ عنوان به
ــت      ــده اسـ ــزارش شـ ــاتور گـ ــاك در انكوبـ ــروج از خـ   خـ

)Van Bruggen et al., 1986 (  و اين دما نزديك به دمـاي
دقيق  بنابراين جهت حصول به يك برنامة. مطلوب قارچ است

تـري   هـاي دقيـق  بررسـي  ،مديريتي جهت كنترل اين بيماري
  .لازم است

  

 
 

  

 
 

 
 در شرايط گلخانه  Fusarium solaniشده با قارچ  زني گياه مايه9ميانگين شدت بيماري در بين  ةمقايس - 3شكل 

Fig. 3.  Comparison of mean disease severity on nine plants inoculated with Fusarium solani under greenhouse conditions 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

   روز رشد در شرايط تاريكي شپس از ش در چهار دماي مختلف Fusarium solani قطر پرگنه قارچ  - 4شكل 
Fig. 4. Colony diameter of Fusarium solani after six days incubation in four different temperatures 
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 گياه 9 بر رويريشه لوبيا فوزاريومي تجزيه واريانس شدت بيماري پوسيدگي  - 3جدول 
Table 3. Analysis of variance for Fusarium root-rot disease severity on nine plants  

 

S.O.V.      (d.f.)  (S.S. )  (M.S.)          F (pr)  
Host 8 60.666 7.5833     < 0.001  *  
Error 18 11.333 0.6296  
Total 26 72.000 26  

                           * Significant at p<0.01  
 

 
 ERIC -PCRو  RAPD-PCRتكنيك  توسط DNA نگاري انگشت
 آغـازگر  ، فقـط شـده  آزمـوده  آغازگر هشت از روش اين در

OPA-13 هـاي اسـتان   جدايه از را مطلوبي چندشكلي توانست
جدايـه  23جدايه، ژنـوم  30كمك اين آغازگر از بين به. ارائه دهد
عـدد بـا   17باندهاي قابـل ارزيـابي توسـط آن    تعداد . تكثير شد

). 3شــكل (جفــت بــازي بــود 3000تــا  400 هــاي بــينانــدازه
، RAPDتوسط آغـازگر F. solani ي قارچ  DNAنگاري انگشت
دو گـروه اصـلي و در   درصد به ها را در ضريب تشابه چهارجدايه

هـر  . دودمان كلوني تقسـيم نمـود  11درصد به 75ضريب تشابه 
دودمان كلوني از يك هاپلوتيپ تشكيل شده بـود و بسـياري از   

بررسـي  . دو يا چند جدايـه تشـكيل شـده بودنـد    ها از هاپلوتيپ
هــا توســط ايــن نشــانگر ســطوح بــالاي تنــوع ژنتيكــي  جدايــه
استان  شدة برداري نمونهمناطق  هاي اين قارچ را درگسترة جدايه

 عنــوان بــهايــن آغــازگر در تحقيقــات قبلــي . زنجــان نشــان داد
مورفيــك و تفكيــك آغــازگري بــا توانــايي توليــد بانــدهاي پلــي

هـاي  هاي قارچي در سطح جـنس و نيـز تفكيـك جدايـه     جدايه
هاي قارچي در سطح فرم مخصوص يا نـژاد گـزارش   برخي گونه
در تحقيق حاضر، تنوع بالايي . (Jana et al., 2003)شده است 

شده توسط اين آغازگر مشـاهده شـد    هاي مطالعهدر بين جدايه
 Brasileiro) كه با نتايج برخي تحقيقات مشابه در اين زمينـه 

et al., 2004; Baghaee Ravari et al., 2007; Morid et 
al., 2009) قطعات مجموع. مطابقت داشت DNA  تكثيرشـده 

 انـدازه . بـود  عـدد ERIC،20جفـت آغـازگر   توسـط  ارزيابي قابل
گرچـه  ا. اسـت  بوده باز جفت 6000تا 350شده  باندهاي ارزيابي

ــداد ــه28 تع ــه30از مجمــوع جداي ــن توســط جداي  ،تكنيــك اي
وضـوح   RAPDاما در مقايسـه بـا آغـازگر    ؛شدند نگاري انگشت

) 3شكل (اندك بوده  ،هاي حاصله در اين تكنيكبسياري از باند
و  RAPDايـن روش بـا روش   نگاري انگشتو لذا از تلفيق نتايج 
هـاي هـر   خودداري گرديـد و آنـاليز داده   ،تشكيل ماتريس واحد

 آمده دست به روگرامدند طبق بر. طور جداگانه انجام شد هروش ب
ــك ــريب در ERIC-PCRاز تكني ــابه ض ــد تش ــ ،چهاردرص  لّكُ

 ،درصـد 75 تشـابه  ضريب در. شدند گروه تقسيم سه به ها جدايه
 .شـد  ديده F.solani قارچ هايجدايه بين در كلوني دودمان13

كلوني حاصل از اين نشانگر نيز هر كدام تنها از يك  هايدودمان

هـا از بـيش از   د كه اغلب هاپلوتيـپ هاپلوتيپ تشكيل شده بودن
ــد  ــه تشــكيل شــده بودن ــودن برخــي  عضــويچند. يــك جداي ب

كـه بـا    باشد ميها بودن جمعيت كلونال دهندة نشانها هاپلوتيپ
فـراوان در ايـن قـارچ، چنـين      جنسـي توجه بـه توليـدمثل غير  

ــورد انتظــار اســت  نتيجــه ــر. اي م ــاد از ســويي ديگ ــداد زي ، تع
معيت اين قارچ، نشـان از تنـوع بـالاي    هاي كلوني در ج دودمان

تواند در اثـر  ه دارد كه ميهاي قارچي مورد مطالعژنتيكي جدايه
جنسـي و نيـز    هـاي شـبه   هايي همچون جهش يـا چرخـه   پديده

  . جريانات ژني ايجاد شده باشد
  

  ايمزرعه تنوع درون
هـا از  در بسياري از مزارع مورد مطالعه، همسـاني جدايـه    

با اين حـال در  . بارزي مشاهده گرديد طور بهتيپ نظر نوع هاپلو
ايستگاه تحقيقاتي خيرآبـاد،   از آمده دست به F. solaniجمعيت 

 ،كه بيشترين تعداد جدايه را در مقايسه با سـاير مـزارع داشـت   
كه در دندروگرام حاصل يطور به ؛ها مشاهده شدتنوع هاپلوتيپ

ه هاپلوتيپ در س هاي اين مزرعه،جدايه ،RAPD-PCRاز روش
جايگـاه دو  قـرار گرفتـه و   ) B2و  A1 ،B1هـاي  هاپلوتيـپ (مجزا 

دليل عدم تكثيـر ژنـوم توسـط آغـازگر      جدايه از اين جمعيت به
 نيز ERIC-PCRها در روشهمين جدايه. نامعلوم ماند ،مربوطه

تنـوع ژنتيكـي    ،ايـن نتـايج  . در پنج هاپلوتيپ مجزا قرار گرفتند
زرعـه عـلاوه بـر تنـوع ژنتيكـي بـين       ها را در درون يك مجدايه

با توجه به تعـدد سـاير عوامـل قـارچي يـا      . دهدمزارع نشان مي
  هــاي لوبيــا، تعــداد جدايــه بــر رويهــاي ديگــر فوزاريــوم گونــه

F. solani ؛اندك بود ،از هر مزرعه در اين تحقيق آمده دست به 
ــر  ــارت ديگ ــه عب ــت ،ب ــه  بســياري از جمعي ــورد مطالع ــاي م ه

تر ايـن   هاي بزرگلذا جهت حصول جمعيت. دندكوچك بوبسيار
. شـود  هاي بيشتري از هر مزرعه برداشتلازم است نمونه ،قارچ

وضعيت كلونـال   ،در بسياري از مزارع مورد مطالعه ،با اين وجود
از سويي ديگر در مزرعه تحقيقاتي خيرآباد كـه  . مشاهده گرديد
تنـوع  داشـت، وضـعيت كلونـال بـا     بـر   تـر را در  جمعيتي بزرگ

 ةجداي10كه يطور به ،شده است ها در يك مزرعه توأمهاپلوتيپ
وقـوع   .اند اين مزرعه در چندين هاپلوتيپ مختلف توزيع گرديده

روش توليـد اسـپورهاي غيرجنسـي در     مثل غيرجنسي بـه توليد
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 بنابراين توزيع افـراد كـاملاً   ؛دهدخ ميوفور ر به F. solaniقارچ 
دور از  ،زرعه و وقـوع وضـعيت كلونـال   در م) هاهاپلوتيپ(مشابه 

هـا در داخـل يـك مزرعـه ممكـن      تنوع هاپلوتيپ. انتظار نيست
است ناشي از وقـوع نـوتركيبي جنسـي، جهـش و يـا جريانـات       

هـاي مشـترك بـين    وقوع هاپلوتيپ. ژنتيكي از ساير مزارع باشد
اين نتيجه دال بر آن اسـت  . خ داده استندرت ر ، بسيار بهمزارع

بـا ايـن   . ندرت اتفاق افتاده اسـت  ، بهات ژني بين مزارعكه جريان
هـاي  تر از وضعيت جمعيـت هاي دقيقجهت انجام تحليل ،حال

تر امري ضروري  هاي بزرگاين قارچ در منطقه، مطالعه جمعيت
استان  در F. solani هاي قارچرسد جمعيتنظر مي به. باشدمي

باشـند كـه   هم مـي  هايي تقريباً جدا و متمايز ازجمعيت ،زنجان
روش توليد مثل غيرجنسي در مزرعه تكثيـر و منتشـر    عمدتاً به

با توجه  .اند و جريان ژني ناچيزي بين آنها برقرار بوده استشده
، مشـخص  PCRشده از نتـايج هـر دو نـوع    به دندروگرام حاصل

افـراد  (رغم وجود افـرادي بـا تشـابه ژنتيكـي بـالا       شده كه علي
ها از هـم  بين برخي هاپلوتيپ فاصلة) هاپهاپلوتي دهندة تشكيل
هـر دو نشـانگر مولكـولي،     ،از سويي ديگر. زياد بوده استبسيار 
دو گـروه  (ي اصـلي  هـا  گـروه مورد مطالعه را به  هاي گونةجدايه

تقسـيم نمودنـد كـه    ) ERICو سه گروه توسط RAPDتوسط 
بود كـه ايـن امـر نشـان از      04/0در حد  ها گروهتشابه بين اين 

با . مركب است هاي درون اين گونه يا گونةرق بالا بين جدايهتف
با كاربرد نشانگرهاي ژنتيكي بيشتر، احتمـال كـاهش    ،اين حال

تخصـص   هـاي بررسـي ). 6شـكل (ها نيـز وجـود دارد   اين فاصله

ــاني ــدهاي و (Li et al., 2003) ميزب ــوالي نوكلئوتي  DNAت

  & Suga et al., 2000)  Gray, (O’Donnell ;1995ريبوزومي
 لوبيا داشـته اسـت؛   بر روي  phaseoliرم مخصوصنشان از تنوع فُ

ي نزديك خود ها فرمتميز از ساير  كه اين فرم را غيرقابليطور به
بنــابراين بــا توجــه بــه نتــايج . نمــوده اســتglycines  نظيــر

امكـان وجـود    ،در ايـن مطالعـه و مطالعـات قبلـي     آمده دست به
لوبيا نيـز   بر روي F .solaniقارچ ي مخصوص متنوعي از ها فرم

تـر نيازمنـد    ، لذا حصول بـه اطلاعـات دقيـق   دور از ذهن نيست
براسـاس نتـايج   . مركب است بر روي اين گونة مطالعات تكميلي

ــل ــارچ    حاصـ ــوتيپي قـ ــوتيپي و ژنـ ــوع فنـ ــين تنـ ــده، بـ   شـ
 F. solani ارتبـاط   ،از لوبيـا در اسـتان زنجـان    آمـده  دسـت  بـه

و  يـي زا بيمـاري ها از نظر ژنتيكي، ايهجد. منظمي وجود نداشت
ــت ــا  ريخ ــي روي لوبي ــد  ،شناس ــت بودن ــورد . غيريكنواخ در م
ها مشـاهده  يي، تنوعي كمي در شدت و خسارت جدايهزا بيماري

همبسـتگي خاصـي بـين صـفات      ،هـا ز برخـي جدايـه  ج به. شد
 علـت  بـه . يي و تنوع ژنتيكي ديده نشـد زا بيماريشناسي،  ريخت
 مختلـف  سـطوح  مشـاهدة  و بيمـاري  بـه  مـل كا مقاومت فقدان

 ،رسد كه مقاومت به اين بيماريمي نظر به ،بيماري به حساسيت
تعـداد زيـادي ژن در كنتـرل     ي بـوده و احتمـالاً  يك صفت كم

 تنـوع  بالاي سطوح كه تحقيق اين نتايج .ثر هستندؤم ،مقاومت
 در تواندداد، مي نشان زنجان استان لوبياكاري مناطق بين در را

 F. solani  قارچ به نسبت منطقه در مقاوم ارقام ايجاد راستاي
   .باشد ثرؤم ،نامحقق ساير نتايج كنار در

 
  

 
 

  ) راست( RAPD-PCRبا استفاده ازنشانگر  از لوبيا آمده دست به Fusarium solaniهاي قارچ جدايه DNA نگاري انگشت -5 شكل
  )چپ(ERIC-PCR  و
  .است bp500 نشانگر مولكولي Mچاهك

Fig. 5. DNA fingerprinting of Fusarium solani isolates from bean plants using RAPD-PCR (right) and ERIC-PCR (left) 
Lane M: High range DNA Ladder (0.5 to 10 kbp linear scale, Jena Bioscience) 
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  بر اساس   Fusarium solaniي قارچ ها جدايهبراي  UPGMAروش  با NTSYSافزار در نرم آمده دست بهدندروگرام  - 6شكل
 )پايين(ERIC-PCR و ) بالا(RAPD-PCR هاي مولكولي حاصل از نشانگر داده

 . محور افقي معرف ميزان شباهت است

Fig . 6. Dendrogram obtained by UPGMA using NTSYS ver. 2.1 for the Fusarium solani isolates based on  
molecular data from RAPD-PCR (up) and ERIC-PCR (down) 

The line below the dendrogram represents the similarity index.    
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Abstract 
Bean root rot caused by plant pathogenic fungus, Fusarium solani, is considered one of the most 

important diseases of bean in the world and in Iran. Because of economic importance of bean and the lack of 
information on population diversity of the pathogen in Zanjan province, a research was conducted to study 
phenotypic, genotypic and pathogenicity variation of pathogen isolates and to assess pathogen host range 
among several commonly cultivated crops in the studied region. Plants with disease symptoms were sampled 
from 11 fields of province and totally 30 isolates of F. solani were obtained. After disease proving, host 
range experiment and phenotypic investigations, polymerase chain reaction (PCR) was conducted on total 
DNA by using RAPD and ERIC primers. The results showed no significant difference in pathogenicity of 
isolates, but there was phenotypic and genotypic diversity among them. Among 9 inoculated plants including 
wheat, alfalfa, white bean, red bean, pinto bean, sain foin, faba bean, lentils and chickpea, only wheat 
showed no disease symptoms. DNA fingerprinting patterns from both molecular markers demonstrated high 
genetic diversity of isolates on bean in Zanjan. However RAPD PCR based on using single primer (OPA 13) 
produced more reliable products, but grouping based on this marker was considerably consistent with 
grouping based on ERIC marker. There was no association between geographic regions and genetic groups. 
Also there was no consistency between phenotypic and genotypic diversity of isolates.  
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