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هاي  تموتانبررسي امكان كنترل بيولوژيكي بيماري پوسيدگي ريشه لوبيا با استفاده از 
  Fusarium solani f.sp. phaseoliجدايه  يزا غيربيماري

  
   ،1اللهي ، هادي فتح1اصريان بهنام ن،2ناصر صفايي ،1مصطفوي حسين اهري*
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گروه استاديار 2 ، كرجو صنعتي پزشكي ، تحقيقات كشاورزياي، پژوهشكده پژوهشگاه علوم و فنون هستهارشد  كارشناس1
 نابع طبيعي استان مركزيمركز تحقيقات كشاورزي و مارشد  كارشناس3 ، تهران دانشگاه تربيت مدرس،شناسي گياهي بيماري

  اي پژوهشكده تحقيقات كشاورزي پزشكي و صنعتي كرج تكنسين، پژوهشگاه علوم و فنون هسته4، اراك
  25/7/88: ؛ تاريخ پذيرش 1/4/87: تاريخ دريافت

  

  1چكيده
 لوبيـا  مختلـف مزرعـه    48 از   م پوسيدگي ريشه و طوقه    ي با علا  يگياهان 1385و   1384 هاي در سال 

 ـ  . ندشـد آوري    جمـع  هاي خوزستان و مركـزي     تاناسدر  واقع    كـارگيري آغازگرهـاي اختـصاصي      هبـا ب
)FsphR و FsphF ( تشخيصFusarium solani f.sp. phaseoli عنوان فرم   جدايه به3، تعداد

بـا اسـتفاده از     ( سوسپانسيون اسـپور يكـي از ايـن سـه جدايـه           . يد قرار گرفت  أيمخصوص لوبيا مورد ت   
در محـدوده   )  گري در ثانيـه    38/0  كوري و نرخ دز    2500 اكتيويته   60شمه كبالت   دستگاه گاماسل با چ   

 ـ مقايسه مولكـولي   .مورد پرتوتابي قرار گرفت   با اشعه گاما    گري   130دز   زا و   بيمـاري هـاي غير   ت موتان
 M23 و  M22زاي بيماريهاي غير ت آغازگر تصادفي نشان داد كه موتان10 استفاده ازجدايه مادري با 

زا  بيمـاري دهد كه غير   اين نتايج نشان مي    .دارندتشابه   Kh12 درصد با جدايه مادري      50 و 73 يبترت به
 جهـت القـاي     گـام ايـن اولـين     . باشـد  زا ناشي از تغييرات ژنتيكي در آنها مي        هاي بيماري   تشدن موتان 

ژيكي ايـن  رود بـراي كنتـرل بيولـو    زايي است كه انتظـار مـي       بيماريهاي غير  تموتاسيون و تعيين موتان   
  .دنبيماري مهم لوبيا مورد استفاده قرار گير

  

 هاي آغازگر،Fusarium solani f.sp. phaseoli ، القاي موتاسيون، اشعه گاما:هاي كليدي واژه
  زا بيماريهاي غير ت، موتاناختصاصي

                                                           
  hahari@nrcam.org:  مسئول مكاتبه*
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  مقدمه
ز عنـوان يكـي ا       تـن، در ايـران بـه       218858 هكتـار و توليـد       115833گياه لوبيا با سطح زيركـشت       

صـورت سـبز تـا     محصولات بسيار مهم در جيره غذايي مردم محـسوب شـده و ارقـام مختلـف آن بـه       
  ).2003آمار ساليانه محصولات كشاورزي، (گردد  هاي كنسروي به بازار مصرف عرضه مي فراورده

 از همـه  ،Fusarium solani f. sp. phaseoli ناشـي از قـارچ  بيماري پوسيدگي ريـشه لوبيـا   
سـاله   در ايران نيز اين بيماري همه ). 2004گودي و همكاران،    (اري دنيا گزارش شده است      كمناطق لوبيا 

 85 آلـوده، تـا      در منـاطق كـاملاً    ه  ك يطور ه ب ،نمايد اي را به كشاورزان تحميل مي      خسارت قابل ملاحظه  
ملـي  كنـي آن ع     شود، ريـشه    در زمين مستقر   هنگامي كه قارچ بيمارگر   . برد  محصول را از بين مي     درصد
مـدت، تنظـيم تـاريخ كاشـت، كـوددهي و        اي مبارزه زراعي شامل تنـاوب بلند      ه روش. ممكن است غير

براي كنتـرل بيمـاري     . دنند درصد خسارت را تا حدودي كاهش ده       نتوا زهكشي مناسب زمين، تنها مي    
ني و  دوره رشد طولامانندوجود ندارد و اكثر ارقام مقاوم نيز داراي صفات منفي روش شيميايي مؤثري 

  .باشند بذرهاي ريز مي
 بنـابراين باشـد،   اي از ژنوم قـارچ مـي    تحت كنترل ناحيهF. solaniزايي  از آنجا كه صفت بيماري

رغـم از دسـت       كه علـي   را ايجاد نمايد  هايي   تواند موتانت  مي) در دامنه دز معين   ( پرتوتابي با اشعه گاما   
 شناسايي ميزبان، استقرار در ريشه و رقابـت بـا           لاز قبي  ديگر   هاي  ويژگيزايي، همه    دادن صفت بيماري  

هايي پـس از طـي       چنين موتانت ). 1999جوريان و همكاران،    (اند   ها را حفظ كرده    ساير ميكروارگانيسم 
صورت تجارتي در سطح     هبو  عنوان يك عامل كنترل بيولوژيكي       توانند به   مي ،مراحل مختلف، در نهايت   

 ـ بيا عليه عامل پوسيدگي ريشه لو     مزارع بـا انجـام    ) 1999( جوريـان و همكـاران    . كـار گرفتـه شـوند      ه ب
عنــوان محــدوده القــاي موتاســيون در قــارچ عامــل پژمردگــي   گــري را بــه130 دامنــه دز ،آزمايــشاتي

 موفـق بـه   F. oxysporum f. sp. lycopersiciآنها با پرتوتابي قارچ . فرنگي انتخاب كردند گوجه
 .منظور كنترل بيولوژيكي عامل بيماري استفاده نمودند        به ها و از آن   ندشدزا   بيماريهاي غير  ايجاد موتانت 

ژن تغيير   زا شدن   طبيعي نشان داد كه علت اصلي غيربيماري       هاي حاصل با بيمارگر    مقايسه ژنوم موتانت  
  .باشد ميپرتودهي شده ژنوم جدايه در زايي  كننده صفت بيماري كنترل

ــاران   ــشا و همك  ــ) 2005(لاكشم ــا ب ــا هب ــعه ك ــرابنفش، رگيري اش ــف ــايي  تموتان ــارچ را ه در ق
Colletotrichum capsici) هـاي سـلولاز و    ايجاد كردند كـه ميـزان توليـد آنـزيم    ) عامل آنتراكنوز

 40هاي مزبور   ت موتان رشدشداين كاهش موجب .  درصد كاهش يافت 40 و   43پكتيناز در آنها حدود     
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 ـآغـاز علا  .  كاسـته شـود    درصد 10درصد و ميزان توليد كنيدي در آنها          ـدر  م آنتراكنـوز    ي هـاي    تموتان
داري   معنـي طـور  به و نرخ توسعه بيماري نيز هاي طبيعي بود  روز ديرتر از قارچ  4 حدود   پرتودهي شده 

  . يافتكاهش
 مـراز در بـاكتري      پلـي  RNAبنفش را بـر فعاليـت آنـزيم         ثير اشـعه فـرا    أت) 2001( همكاران لين و 

Xanthomonas oryzae pv. oryzaeنـشان داد كـه   هـاي آنهـا     بررسـي .دادند  مورد بررسي قرار
 مطالعات  .باشد ، قادر به القاي موتاسيون مناسب در باكتري مزبور مي          ژول بر مترمربع   12پرتوتابي با شدت    

لوكـوس   در ژنـوم قـارچ   نـشان داد كـه   Coprinus cinereusه قارچ بازيديوميـست  جداي چهارروي 
هاي كيم    بررسي .دهد  حساسيت نشان مي   كننده  ه يونيز پرتوهايمقابل تابش   مشخصي وجود دارد كه در      

نيازمنـد   Pseudomonas syringae نشان داد كه القـاي موتاسـيون در بـاكتري   ) 2000( نسوندي و
  .باشد ميژول بر مترمربع  12بنفش با شدت  فراتابش اشعه

يابي  توالييشرفت در شناسايي و     پسرعت   ميلادي   1980 اواسط دهه    درآر  . سي. ي پي فناورمعرفي  
تـري مـورد    صـورت گـسترده    بـه RAPD،SSR ، AFLPسه نـشانگر  . ساختبيشتر ها را  ژنوم قارچ

دليل سـادگي اجـرا، عـدم نيـاز بـه             به RAPD  نشانگر استفاده از ). 2003بيرن،   (اند  استقبال قرار گرفته  
 عـدم نيـاز بـه    انـدك و ، هزينـه  بـالا  ، سـرعت  آغازگر براي ساختاي . ان. ديتوالي ازاطلاعات اوليه  

عث كمـك   اين روش با  ). 2001فيليپس و واسيل،    ( بسيار معمول شده است      ،كاوشگر و مواد راديواكتيو   
 كـه داراي  F. solaniو  F. oxysporumهـايي نظيـر     ساخت نشانگرهايي شده است كه در گونهبه

 مطالعـه   ،باشـند  مـي نفكيك از يكـديگر     قابل ت شناسي    ريخت اما به لحاظ     ،هستند اختصاصي   هاي  ميزبان
 ،فرم مخصوص لوبيا F. solaniبراي شناسايي ) 2003(ون و همكاران يفيل. كند تر مي جمعيت را آسان

 اسـتفاده  ، ريبوزومي طراحي شده بـود 18S rRNA ناحيه توالياز آغازگر اختصاصي كه با استفاده از 
 نـشان داد  F. solani f. sp. glycinesهاي   جدايه براي تفكيكRAPD كارگيري ماركره ب. كردند

صـل از ژل الكتروفـورز قطعـات         نتـايج حا   و) روي گيـاه سـويا    ( هـا  زايي جدايـه    شدت بيماري  بينكه  
  ).1996 آچن باخ و همكاران،(وجود دارد داري  ارتباط كاملاً معني PCRيافته در تكثير

هويـت  فرم مخصوص لوبيا تعيين  F. solani با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي پژوهشدر اين 
پس از  . ندوجود آمد  هزا ب  بيماري غير ت دو موتان  ، گاما و طي مراحل مختلف     پرتو اندن سپس با تاب    و شد

 ـ     پرايمر تصادفي    10با استفاده از    ريشه،  يزه كردن   انجام آزمايش درصد كلون     تجدايه مادري و دو موتان
  .مقايسه مولكولي شدندزا  بيماريغير
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  ها مواد و روش
 هـاي   طي فصل زراعي سـال     برداري  نمونه :زايي و دامنه ميزباني     آزمون بيماري  ،بيمارگرشناسايي   -1

 منــاطق عمــده كــشت ايــن محــصول در دريــك مــاه پــس از شــروع كــشت لوبيــا و  1385  و1384
م ظاهري شامل كوتولگي، زردي و      ياساس علا گياهان آلوده بر  . هاي خمين و دزفول انجام شد       شهرستان

 عـدد بوتـه آلـوده در        10 تـا    5 مزرعه با توجه به سطح زير كشت،         48از  . ها انتخاب شدند    زش برگ ري
بـا  سـطحي   پس از ضدعفوني     آلوده   هاي  قسمت قطعاتي از    .آوري شد  صورت تصادفي جمع   هكتار و به  

مدت دو دقيقه و سه بار شستشو با آب مقطر استريل، روي محيط   هيپوكلريت سديم به درصد 1محلول  
هـاي خـارج شـده از قطعـات گيـاهي بـه محـيط كـشت                  ريـسه . دندشكشت  ) درصد 5/1 ( آگار -بآ

روي محيط  كردن  اسپور    روش تك  هها ب  سازي قارچ  خالص. ندانتقال يافت  1آگار -دكستروز -زميني سيب
بـا اسـتفاده از كليـد شناسـايي نلـسون و       F. solaniگونـه  .  انجام پذيرفت درصد2 آگار -كشت آب
 ـ  CLA 2و PDA هـاي  با اسـتفاده از محـيط كـشت   و ) 1983(همكاران  بـراي اثبـات   . دتعيـين گردي
بـراي تهيـه مايـه      . گرفـت زايي در گلخانه انجام       آزمون بيماري  ،آوري شده  هاي جمع  هيي جداي زا بيماري

هـا آبيـاري     گلـدان ،زني  از مايه  پيش يك روز    .استفاده شد ) 1974( تلقيح از روش وسترلاند و همكاران     
 و زيـر  هـا كنـار زده شـد       بوتـه  ، خاك اطراف  زني براي مايه . تر انجام شود   زني راحت   تا عمل مايه   ندشد

 ،در اين آزمـايش .  با خاك پوشانده شددوباره عدد بذر كلنيزه شده گندم قرار گرفت و        5  هر بوته  طوقه
 و شـدت    ند لوبيـا از خـاك خـارج شـد         هاي  بوته ،پس از گذشت يك ماه    .  تكرار بود  4هر تيمار شامل    

مورد ارزيـابي   ) 1989( فادن و همكاران   اي مك   شماره 5بندي   اساس درجه  جدايه بر  20زايي هر    بيماري
  :زا طي دو مرحله انجام شد هاي بيماري تعيين فرم مخصوص جدايه .قرار گرفت

ي روي  زن  و عمل مايه    تلقيح همانند روش قبلي انجام شد      تهيه مايه : ه ميزباني در گلخانه    بررسي دامن  -الف
  .صورت پذيرفت) خيار، طالبي و خربزه(و كدوئيان ) نخود، سويا، ماش و عدس(  بقولاتتيرهگياهاني از 

   پرايمر اختصاصياستفاده از -ب
 PDB3 هـا در محـيط كـشت مـايع         براي توليد توده ميسليومي جدايه     : ژنومي اي . ان . استخراج دي  -
 دو قطعـه از حاشـيه       ،)در يـك ليتـر آب      روزگـرم دكـست    15زمينـي همـراه بـا        گرم سيب  200 عصاره(

. ندليتر محيط كشت مايع منتقل شد      ميلي 100  حاوي ها  هاي بيمارگر به فلاسك    روزه جدايه  5 هاي پرگنه
                                                           
1- Potato Dextrose Agar (=PDA) 
2- Carnation-Leaf Agar 
3- Potato Dextrose Broth 
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قـرار  ) دور در دقيقـه  60 بـا سـرعت  ( روي شيكر سلسيوسدرجه  25روز در دماي  5مدت   ها به   شيشه
 و با كاغذ صافي خـشك       از محيط مايع جدا شد     ميسليومي   توده ء با استفاده از فيلتر خلا     ،سپس. ندگرفت
 400 و در    آمـد  صورت پـودر در    حدود يك گرم از هر نمونه در هاون چيني با نيتروژن مايع به            . دگردي

 وEDTA مـولار    ميليpH، 5 =5/7-8 مولار ميلي HCl100  تريس(DNA ميكروليتر محلول نمكي 
درجـه   65دقيقـه در دمـاي      15مدت   سوسپانسيون مذكور به  . سوسپانسيون شد ) سديم  مولار كلريد  1/4

 دقيقـه بـا   10مـدت    هر نمونه دو بار به     ،در ادامه . و سپس روي يخ قرار گرفت     شد   نگهداري   سلسيوس
 ـديد منتقـل    ـوب ج ـ ـ و فاز رويي به يك ميكروتي       شد ژوـ دور در دقيقه سانتريف    10000 سرعت . دگردي

دور در   10000 بـا سـرعت    دقيقه   15مدت   و به شد  سوب داده   حجم ايزوپروپانول ر   7/0 با   اي . ان .دي
ليتر ميكرو 100ها در     نمونه ،مانده الكل  پس از حذف ايزوپروپانول و تبخير باقي      . دگرديدقيقه سانتريفوژ   

مـدت يـك      به هر تيوب اضافه شـده و بـه         RNaseمقدار يك ميكروليتر آنزيم     . ندآب ديونيزه حل شد   
 سلـسيوس  درجـه    -20 ها براي انجام مراحل بعدي در فريزر       نمونه. دشي  ساعت در دماي اتاق نگهدار    

  .ندقرار گرفت
 از آغازگر ويژه    ،ها براي شناسايي تكميلي جدايه    :)مراز اي پلي    زنجيره واكنش (آر. سي.  واكنش پي  -

F. s. f.sp. phaseoliاسـتفاده گرديـد  ، اسـت طراحـي شـده  ) 2003( ون و همكاراني كه توسط فيل  .
  دســت  و پــايين-'AACCCCGCCCGAGGACTCA-3'  5آغــازگر بالادســتنظــور بــدين م

5'-AGACATGAGCGATGAGAGGCA-3'   آر . سـي . واكنش پي. مورد استفاده قرار گرفت 
  ).1 جدول( ليتر انجام شد ميكرو25در حجم 

  
  . ميكروليتر25آر براي حجم . سي.  تركيبات واكنش پي-1جدول 

  مقدار  مواد
   ميكروليترpM 5(  1) (بالادست(پرايمر 
   ميكروليترpM 5(  1) (دست پايين( پرايمر

   ميكروليترX 10(  5/2 (آر سي بافر پي
MgCl2) mM 50(  5/1ميكروليتر   

Taq DNA polymerase) U 1(  5/0ميكروليتر   
dNTPs) mM 25(  1ميكروليتر   

   ميكروليترng50(  5/0  (اي . ان.دي
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برنامه .  منفي استفاده شدشاهدعنوان    به اي . ان .ر بدون دي  آ. سي. در هر آزمايش از يك واكنش پي      
درجـه   72 دقيقـه و  1 سلـسيوس   درجه62 دقيقه، 2 سلسيوس درجه 94 چرخه، 35آر شامل   . سي. پي

در  .قرار گرفـت  سلسيوس   درجه   94  دماي  دقيقه در  1مدت    واكنش به  ،آغازدر   . دقيقه بود  1سلسيوس  
.  دقيقـه منظـور گرديـد   7مـدت    بـه سلـسيوس    درجه   72ته در    يك مرحله طويل شدن رش     ،آخر واكنش 
 از لحـاظ وزن بـا نـشانگر         ،همچنين.  درصد الكتروفورز شد   2/1آر روي ژل آگاروز     . سي. محصول پي 

  .دشمقايسه ) bp SMO321 )Fermentas 100 اندازه
الص قارچ حاوي    سوسپانسيوني از اسپور خ    ،ابتدا: زا بيماري غير ت دزيابي، پرتوتابي و ايجاد موتان     -2

ميكروليتر از سوسپانسيون مذكور بـا اسـتفاده از          100  سپس، وشد  ليتر تهيه    اسپور در هر ميلي   عدد   103
 آگار پخش   - دكستروز -زميني هاي پتري حاوي محيط كشت سيب       سطح تشتك  روياي   ميله شيشه يك  
 كـوري و    2500 كتيويتـه  ا 60 استفاده از دستگاه گاماسل با چـشمه كبالـت        هاي مذكور با     تشتك. دگردي

سـازمان   (پژوهشكده تحقيقـات كـشاورزي، پزشـكي و صـنعتي          گري در ثانيه مستقر در       38/0نرخ دز   
  .ندقرار گرفت گري 180 و 150، 120، 90، 60، )شاهد (0 هايدر معرض دز) انرژي اتمي ايران

 و ندشدشخص اسپور جوانه زده مربوط به هر سطح دز م  عدد   3 تعداد   ،از پرتوتابي پس   ساعت   12
 رشد بـا    ، مقادير روز 10 پس از . ندآگار انتقال يافت   -دكستروز -زميني با استفاده از سوزن به محيط سيب      

هـا    و ماكروكنيـدي هـا  زني ميكروكنيدي بر اين، درصد جوانه علاوه. مقايسه شدند پرگنهگيري قطر    اندازه
 و در  تعيـين شـدند  تـشتك  هـر   چهار منطقه از سطح ،بدين منظور .  ساعت ثبت شد   18پس از گذشت    
 زده و جوانه نزده شمارش شد      ميكروسكوپ نوري، تعداد اسپورهاي جوانه       X 10 نمايي محدوده بزرگ 

 پرگنـه قطـر   زنـي و     درصد جوانـه  هاي   مقايسه ميانگين  .محاسبه گرديد زني    درصد جوانه  ،اساس آن و بر 
بر اين .  در سه گروه مختلف قرار داد تيمارها را) روز از پرتوتابي با دزهاي مختلف     10پس از گذشت    (

 سوسپانسيون رقيقي   .هاي مفيد انتخاب شد    جهت القاي موتاسيون   گري   150 و   120 محدوده دز  ،اساس
گـري   130دز عمليات پرتوتابي با و شد تهيه  F.s. f.sp. phaseoli زاي از اسپور يك جدايه بيماري

 PDA  جداگانه بـه محـيط كـشت       ند و مشخص شد  اسپورهاي جوانه زده زير بينوكولر       .انجام پذيرفت 
 )2003 (فيليون و همكاران  به روش    106  با غلظت  ت موتان 500تلقيح سوسپانسيون اسپور    . ندانتقال يافت 

بنـدي   اسـاس درجـه   يـم بيمـاري پـس از يـك مـاه بر           بررسـي علا  . به سطح ريشه لوبيا انجام پـذيرفت      
زايي خود   قدرت بيماريM22و M23  ت موتاننشان داد كه دو) 1997(دار و همكاران  اي شماره شش
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منظـور اثبـات      اين آزمايش به  . دهند  نمي نشانروي ريشه لوبيا    را  م پوسيدگي   ي و علا  اند  دست داده  را از 
  . تكرار شددوبارهها  تزايي موتان بيماريپايداري غير

پـس از اسـتريل     بـذور لوبيـا     : زا بيمـاري هـاي غير   ت ريشه در موتان   كلنيزه كردن  بررسي توانايي    -3
 تلقـيح   ، روز 20پـس از    .  درصد در خاك استريل داخل گلـدان كاشـته شـد           70 سطحي با الكل اتيليك   

يـشه  بـه سـطح ر    ) 2003(فيليون و همكـاران      به روش    106  با غلظت  ت موتان 500سوسپانسيون اسپور   
ياني و فوقاني   ، م  كل طول ريشه اصلي به سه قسمت تحتاني        ،از تلقيح پس  يك ماه   . لوبيا انجام پذيرفت  

مقـاطع عرضـي   . برداشته شـد متر   ميلي3 مقطع عرضي به ضخامت 20  تعداد، و از هر بخش    تقسيم شد 
ها از   كشت ).1995اونكار و جيمز،     (ندشد كشت   PDAعفوني با الكل اتيليك روي محيط       پس از ضد  
كامل تصادفي لب طرح بلوك اين آزمايش در قا. دگرديدنبررسي  F. s. f. sp. phaseoliنظر وجود 

 ـ( در مقايسه بـا نمونـه مـادري    تعداد قطعات كلونيزه   و شد چهار تكرار براي هر تيمار انجام        با  تموتان
  .دست آمد هدرصد ب بر حسب) از پرتوتابي زا قبل بيماري

 ـ : عنوان عامـل كنتـرل بيولـوژيكي    زا به بيماريهاي غير تثير موتانأ بررسي ت -4  تتوانـايي دو موتان
M22 وM23 ده روز . بررسي شددر شرايط گلخانه   در كنترل بيولوژيكي عامل پوسيدگي ريشه لوبيا

 و  ، خاك اطراف ريـشه كنـار زده شـد         پس از كاشت لوبيا در خاك استريل و با دو برگي شدن گياهچه            
 اسـپور در هـر      106 بـه غلظـت   (محلول سوسپانـسيون اسـپور      سي    سي 1سطح ريشه اصلي در معرض      

 سوسپانـسيون اسـپور قـارچ       ، روز 7بـا گذشـت     ). 2003فيليـون و همكـاران،      (گرفـت   قرار  ) ليتر ميلي
 ـ       دوباره) تيپ وحشي ( زا بيماري ريختـه   M23  و M22هـاي    ت روي ريشه گياهان تلقيح شده با موتان
زايي تيـپ وحـشي آشـكار        زا بر كاهش قدرت بيماري     بيماريهاي غير  ت موتان ونييزاسثير كلون أشد تا ت  

پـس از گذشـت دو      .  با چهار تكرار اجرا شـد       و صورت طرح بلوك كامل تصادفي     ه ب اين آزمايش . شود
دار  اي شماره بندي شش  اساس درجه ها بر  زايي جدايه   و شدت بيماري   ند گياهان از خاك خارج شد     ،هفته

  .مورد ارزيابي قرار گرفت) 1997(و همكاران 
منظور بررسي تغييـرات احتمـالي در        به: زا با تيپ مادري    بيماريهاي غير  تمقايسه مولكولي موتان   -5

هــاي  تو موتانــ) Kh12( جدايــه مــادري هــاي يا.  ان. دي،زا بيمــاريهــاي غير تســطح ژنــوم موتانــ
منظور بررسي الگوي  به. شدند مقايسه آغازگرهاي تصادفي با استفاده از) M23 وM22 (زا  بيماريغير

 بـا آر  . سـي . پـي محـصول   . آغازگر استفاده شد   10 از   ،زا بيماريهاي غير  تباندي جدايه مادري و موتان    
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و باندها  گرديد  آميزي   وسيله اتيديوم برومايد رنگ    ه ب شد،تفكيك    درصد 2الكتروفورز روي ژل آگاروز     
 وجـود يـا عـدم وجـود     لحاظي مورد آزمايش از    ها  جدايه ، در اين مرحله   . شدند ييبنفش مر پرتو فرا با  
 .نـد مقايـسه گرديد ) bp SMO321 )Fermentas 100 ندازه وزن با نشانگر انيزهاي مختلف و  باند
عـدم  (و صـفر    ) حـضور بانـد   ( جدول تـوافقي يـك       ،هاي حاصل از الكتروفورز    بندي داده  منظور رتبه  به

 باو   1اي ها به روش خوشه     و ماتريس داده   گرديدبراي الگوهاي تنوع در نشانگرها تشكيل       ) حضور باند 
  .تجزيه و تحليل شد )2005 مجلسي،مير(  MVSPافزار نرم
  

  بحث و نتايج
ها نشان داد كه پرايمرهاي اختصاصي       تعيين فرم مخصوص جدايه   : زايي و دامنه ميزباني    آزمون بيماري 
را  F.s.f.sp.phaseoli ويژه فرم مخصوص bp560يك باند Kh12   وKh9، Kh11در سه جدايه 

  ).1 شكل(نمايند   ميايجاد
  

  
    استخراج شدهاي . ان.آر از دي. سي. ييافته پمحصولات تكثير -1 شكل

  . روي ژل آگاروزF. solaniهاي گونه  جدايه
  

                                                           
1- Cluster 
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را بـراي تعيـين فـرم       اي   هاي گلخانه   كاربرد آغازگر اختصاصي، نتايج حاصل از آزمايش       ،طوركلي هب
 را داشـت  زايي    كه بيشترين شدت بيماري    Kh12جدايه  . يد كرد أيجز در يك مورد ت      به مخصوص لوبيا 

  .عنوان فرم مخصوص لوبيا نيز انتخاب شد در پرتوتابي مورد استفاده قرار گرفت و به
ها در زير ميكروسكوپ نشان داد كه با         مشاهده نمونه : زا بيماري غير تدزيابي، پرتوتابي و ايجاد موتان    

 هازنـي اسـپور    هنـوز جوانـه    گـري    180 و   150،  120در دزهـاي    گذشت سه ساعت از زمان آزمـايش        
درصـد   .هـا جوانـه زدنـد    كنيـدي  ميكـرو و ماكرو ، گـري 90 و 60كه در دزهاي    در حالي  ،مشاهده نشد 

 ،از ساير دزها كمتـر بـود      داري   طور معني  به)  ساعت 12پس از   (  گري 180 و   150ر دزهاي   دزني   جوانه
 ـ گري نتوانست    60كه دز    نشان داد در حالي     ـ     ر ميـزان جوانـه    ب   بگـذارد  يدار ثير معنـي  أزنـي اسـپورها ت

  ).3 و 2 هاي جدول(
  

   قـارچ  پرگنـه  و قطر    هازني اسپور  ثير دزهاي مختلف پرتو گاما بر درصد جوانه       أتجزيه و تحليل واريانس ت     -2 جدول
 s. f.sp. phaseoli.F.  
 پرگنهقطر  اسپور زني جوانه درجه آزادي منابع تغيير

 035/2**  8/1200** 5 دز پرتوتابي

 106/0 677/5 12 خطا

  83/4 28/3  )درصد(ضريب تغييرات 
  . درصد1 احتمال دار در سطح معني**
  

 تابش در دزهاي مختلف F. solani f.sp. phaseoli پرگنه قارچزني و قطر  مقايسه ميانگين درصد جوانه -3 جدول
  . گاماپرتو

 )گري( گاما پرتودز تابشي  زني جوانه  )متر سانتي (پرگنهقطر 
a73/7  a3/96 0 
ab17/7  a2/93 60 
b03/7 b33/81  90 
b97/6 c67/59  120 

c6  d33/54  150  
c5/5  d67/51  180  

  .داري ندارند  اختلاف معني درصد1  احتمال، در سطح در يك ستونهاي داراي حرف مشترك ميانگين
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 تيمارها را در    ، روز از پرتوتابي با دزهاي مختلف      10 پس از گذشت      پرگنه هاي قطر  مقايسه ميانگين 
داري   معنـي  شـكل  گـري بـه  180 و 150 پرتوتابي با دزهـاي  ،بر اين اساس. دسه گروه مختلف قرار دا  

 ـ ).3 و 2 هـاي   جـدول ( نسبت به شاهد و ساير دزها شـد          پرگنهسبب كاهش قطر      گامـا بـر     پرتـو ثير  أت
كه با افزايش  نحوي هد بيگرد گري نمايان 90از دز  F. solani f.sp. phaseoli زني اسپورهاي جوانه

زنـي از يـك تـابع خطـي      روند كاهش درصـد جوانـه    . فتياكاهش  زني اسپورها    انهدز پرتو، درصد جو   
  ).2 شكل( دمونتبعيت 

  

  
  )گري(دز پرتو تابشي 

  

  .F. s. f.sp. phaseoli زني اسپور قارچ  درصد جوانهو گاما پرتو دز تابشي ارتباط بين -2 شكل
  

 F. oxysporumروي قـارچ ) 1999( اين الگو با نتايج حاصل از تحقيقات جوريـان و همكـاران  

f.sp. lycopersici گاما از پرتو كند با اين تفاوت كه حساسيت اين قارچ در برابر تابش   مطابقت مي
F. s.f.sp .phaseoli  40 گري ميزان مـرگ و ميـر   120 دز تابشيدر اين آزمايش از  .باشد ميبيشتر 

  .ديرسدرصد  50 اين مقدار به حدود  گري180 دز تابشيكه در  يطور ه ب آغاز شدها  اسپوردرصدي
 ـ500 مجموعـاً ،  PDAزده به محيط كـشت  هاي جوانهاسپور و انتقال اسپور پس از پرتوتابي  ت موتان

 قرار گرفـت تـا در مراحـل بعـد           سلسيوس درجه   6 روزه در دماي     5هاي   پرگنهصورت   هدست آمد كه ب    هب
زايـي    شـدت بيمـاري    ،هان از خـاك خـارج شـده       با گذشت يك ماه از تلقيح گيا       .مورد استفاده قرار گيرد   

در پايان اين   . مورد ارزيابي قرار گرفت   ) 1997(دار و همكاران     اي شماره بندي شش  اساس درجه ها بر  جدايه
از  M23  و M22 هـاي  تموتان. شناسايي گرديد ) M23 و   M22(زا   بيماري غير تموتانعدد   دو   ،مرحله
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 4هـاي   جدول (نداشتندداري  تفاوت معنيه با نمونه شاهد م پوسيدگي روي ريشه و طوق يجهت ايجاد علا  
  . به آساني از ناحيه طوقه و ريشه گياه لوبيا جداسازي مجدد شدندبالا تهر دو موتان. )5و 

  
  .F. s. f.sp. phaseoli  شاهدو زا  غيربيماريتهاي موتان كنندگي جدايه تجزيه و تحليل واريانس توانايي كلونه -4 جدول

 كنندگي ريشه درصد كلونه درجه آزادي يرمنابع تغي

  250/681** 2 نوع جدايه
 583/14 6 خطا

 85/4  )درصد(ضريب تغييرات 
  .درصد 1  احتمالدار در سطح معني**
  

  .F. s. f.sp. phaseoli شاهد زا و بيماري غيرتهاي موتان وسيله جدايه ريشه به كنندگي كلونه مقايسه ميانگين درصد -5 جدول
 جدايه كنندگي لونهدرصد ك

a87  Kh12 
b63  M22 
a85  M23 

  .داري ندارند  اختلاف معني درصد1  احتمال، در سطح در يك ستونهاي داراي حرف مشترك ميانگين
  

نتايج حاصل از بررسي توان      :عنوان عامل كنترل بيولوژيكي    زا به  بيماريهاي غير  تثير موتان أبررسي ت 
 كه درصـد پوسـيدگي ريـشه در اثـر كـاربرد      ندنشان داد رل بيولوژيكي   در كنت زا   بيماريهاي غير  تموتان
 داري كاهش يافـت  طور معني بهزا  زا در مقايسه با گياهان تلقيح شده با جدايه بيماري بيماري غير تموتان

 ـ تحت 75/58 به 5/77كه درصد پوسيدگي از  طوري هب  ـ ثيرأت  ـ تحـت  5/22و  M22 هجداي  جدايـه  ثيرأت
M237 و 6 هاي ولجد ( كاهش يافت(.  

  
 ـ  ثير أ تجزيه و تحليل واريانس ت-6 جدول بـر درصـد    F. solani f.sp. phaseoliهـاي   تتيـپ وحـشي و موتان

  .پوسيدگي ريشه لوبيا
 درصد پوسيدگي ريشه درجه آزادي منابع تغيير

  75/4613** 4 بيمارگر
 917/37 12 خطا

 8/18  )درصد(ضريب تغييرات 
  . درصد1  احتمالدار در سطح معني**
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  .F. s. f.sp. phaseoliهاي  تثير تيپ وحشي و موتانأت  مقايسه ميانگين درصد پوسيدگي ريشه لوبيا تحت-7 جدول
 بيمارگر درصد پوسيدگي ريشه

a5/77  تيپ وحشي )W(  
d5/2  تموتان M22 
d5/2  تموتان M23 

b75/58 M22 + W 
c5/22  M23 + W  

  .داري ندارند  اختلاف معني درصد1  احتمال، در سطحستون در يك هاي داراي حرف مشترك ميانگين
  

اي اطلاعـات     الگوي باندي و آناليز خوشـه      :زا با تيپ مادري    بيماريهاي غير  تمقايسه مولكولي موتان  
نـشان داد كـه     آغـازگر 10 توسـط  اي . ان. حاصل از تكثيـر دي RAPDاساس الگوي   دست آمده بر    هب

تـشابه   Kh12 درصد با جدايـه مـادري      50 و   73ترتيب    به M23 و   M22زاي   بيماريهاي غير  تموتان
 ـ    بيماريكه ايجاد صفت غير   است  بدين معني   اين   .)4  و 3 هاي  شكل( دارند هـا نتيجـه     تزايـي در موتان

 ـ          . باشـد   ميي جدايه مادري    ا . ان .تغييرات ژنتيكي در دي    هـاي   تايـن اولـين گـام جهـت ايجـاد موتان
  .باشد ر كنترل بيولوژيك اين بيماري مهم لوبيا ميمنظور استفاده د زا به بيماريغير
  

Kh12             
              
M22             
M23             

       
1 9/0 8/0 73/0  6/0 5/0 4/0 

  
 و ضريب تشابه جاكارد UPGMAهاي ده آغازگر تصادفي با استفاده از روش  دندروگرام حاصل از داده -3 شكل

  .Kh12 و M23 ،M22 براي سه جدايه
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  و ) Kh12( ده آغازگر در جدايه مادريآر . سي. پي محصولات الگوي باندي -4 شكل
  .M23، F. s. F.sp.phaseoli وM22 هاي تموتان
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Abstract١ 

Plants showing root and crown rot were collected from 48 bean fields in the 
Khuzestan and Markazi provinces During 2005-2006. Using specific primers 
(FsphR/FsphF) for these forma specialis, three isolates were identified as F.s. f.sp. 
phaseoli. Conidial suspension of one of these isolates were irradiated (in a 60Co- 
gamma cell with activity of 2500 curi and 0.38 grey per second dose rates) with 
130 Gy. Pathogenicity and root colonization tests confirmed two avirulent mutants. 
Molecular comparison using 10 primers between avirulent mutants and wild type 
showed that, avirulent mutants M22 and M23 have 73% and 50% similarity with 
wild type kh12. These results showed that, avirulent mutants were produced due to 
genetical differences. This is the first step to induce mutation and screening for 
avirulent mutants which are promising prerequisite for biological control of this 
important disease in bean. 
 
Keywords: Gamma ray, Mutation induction, Fusarium solani f.sp. phaseoli, 
Specific primers, Avirulent mutants 

                                                           
* Corresponding Author; Email: hahari@nrcam.org 

www.SID.ir


