
www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  
 قارچ  1نژادهاي  توماتيناز با تكنيك كروماتوگرافي لايه نازك در جدايه شناسايي آنزيم 

Fusarium  oxysporum f.sp lycopersici   فرنگيعامل پژمردگي آوندي گوجه  
 و رضويدر استانهاي خراسان شمالي  

 
  4دممق عصمت مهديخاني - 3ماهرخ فلاحتي رستگار - 2حميد روحاني - *1ناهيد حيدرزاده

1/11/1389:تاريخ دريافت  
24/2/1390:تاريخ پذيرش  

  
  چكيده

عامل  Fusarium  oxysporum f.sp lycopersiciقارچ  1نژاد فيريولوژيك هاي  در جدايي tomatinaseاين تحقيق با هدف شناسايي آنزيم 
از منـاطق   88-89بدين منظور در طـي فصـل زراعـي     .انجام شد  TLCپژمردگي آوندي گوجه فرنگي در استانهاي خراسان شمالي و رضوي با تكنيك 

گياهان گوجـه فرنگـي آلـوده      از بافت آوندي ريشه، طوقه و ساقه FoLجدايه قارچ  20عمده گوجه كاري استانهاي فوق نمونه برداري صورت گرفت،  و 
جدايه بيماريزا كـه باعـث پژمردگـي     17نجام شد و ا) حساس عمومي ( Bonny Bestآزمون اثبات بيماريزايي روي گوجه فرنگي رقم . جداسازي گرديد

بيمـاريزا بـا اسـتفاده از گوجـه فرنگـي رقـم       هـاي   آزمون اثبات فرم اختصاصي جهت تاييد بر اختصاصي بودن جدايـه . شدند تشخيص داده شد مي آوندي
)Bonny Best(، تعيين نژاد فيزيولوژيك نيز بـا  . گي پژمردگي ايجاد نمودندتنها بر روي گوجه فرنها  تاتوره، تاجريزي و نخود انجام گرديد كه اين جدايه

ابتـدا   ،tomatinaseبـراي شناسـايي آنـزيم    . قرار گرفتند 1مطابق جدول استاندارد علائم بيماري در نژاد ها  استفاده از ارقام افتراقي انجام كه همه جدايه
قارچ انجام شد و بعد از خالص سازي توسط تيوبهـاي ديـاليز بـا اسـتفاده از     هاي  ينسوسپانسيوني از اسپورهاي قارچ تهيه و پس از آن عصاره گيري پروتئ

  . شناسايي گرديد tomatinaseآنزيم  -tomatineو tomatidineو  به كمك تركيبات استاندارد  ) كروماتوگرافي لايه نازك(TLCتكنيك 
  

  گوجه فرنگي ،روماتوگرافيك ،Fusarium  oxysporum، tomatinase :كليديهاي  واژه
  

    1 مقدمه
يك پاتوژن گياهي خاكزاد با  Fusarium  oxysporum قارچ 

 دامنه ميزباني وسيع بوده كه باعث پژمردگي آوندي در گياهان مختلف
در . باشد مي اين پاتوژن داراي فرمهاي اختصاصي فراوان). 3(شود  مي

يماريهـاي گوجـه   گياه گوجه فرنگي اين پـاتوژن يكـي از مهمتـرين ب   
نـژاد فيريولوژيـك بـراي آن     3شـود  و تـاكنون    مـي  فرنگي را موجب

گياه گوجه فرنگي ماننـد سـاير گياهـان بطـور     ). 1(گزارش شده است 
 دفاعي مختلفي در مقابـل حملـه پاتوژنهـا   هاي  طبيعي داراي مكانيسم

دفاعي، توليد تركيب ضد قـارچ  هاي  باشد كه از جمله اين مكانسيم مي
tomatine- توماتين يك گليكو آلكالوئيد بـوده كـه   ). 8( باشد مي

 و تتراســــاكاريد aglycone(Tomatidine)شـــامل دو بخـــش   
lycotetraose)-β(  مولكول گلوكزو يك گالاكتوز  2كه خود شامل

                                                            
، گـروه گياهپزشـكي   و دانشـيار  اسـتادان انشجوي دكتري، به ترتيب د -4و  3، 2، 1

  دانشگاه فردوسي مشهد  دانشكده كشاورزي،
  ) :nahidheidarzadeh@yahoo.comEmail     :نويسنده مسئول -(*

در  1mMايـن تركيـب در غلظـت بـالاي حـدود      . باشـد  مي يا زايلوز
ساقه، ريشه و ميوه گوجه فرنگي  قسمتهاي مختلف گياه از جمله برگ،

و نقش مهمي در مقاومت گياه در برابر پاتوژنهاي قارچي  شود مي توليد
ــا   ) 7( دارد ــر روي قارچهــا بصــورت تركيــب ب ــاتين ب ــر ســمي توم اث

 اسـترولهاي غشـاء و افـزايش منافــذ آن و در نهايـت تخريـب ســلول     
قـارچي  مطالعات نشان داده كه بطـور كلـي پاتوژنهـاي    ) 13( باشد مي

گوجه فرنگي حساسيت كمتري نسبت به توماتين در مقابل قارچهـاي  
بعضي قارچها مقاوم بر توماتين بـوده زيـرا تركيـب    . غير بيماريزا دارند

كنند كه اثـر   مي غشاء آنها متفاوت بوده و برخي آنزيم اختصاصي توليد
 tomatinaseتحت عنوان ها  اين آنزيم) 12( كند مي توماتين راخنثي

 بي ـترك يگوجـه فرنگ ـ  اهانيبوده و در گ يخارج سلول ميآنز كي كه(
شناسـايي  ) كنـد  مي اثر يرا در هم شكسته و بtomatine يضد قارچ

شده اند كه يك مولكول قند يـا همـه قنـدهاي موجـود در سـاختمان      
tomatine- اين آنزيم در قارچهاي مختلفـي از  . كند مي را حذف

 ,Alternaria, Septoria  Verticillium,Fusariumجملـــه 
) 9(باشـد   مـي  گزارش شده كه نحوه  فعاليت آن در هر كدام متفـاوت 

  .)1شكل (

  )علوم و صنايع كشاورزي(حفاظت گياهان نشريه
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  ساختمان توماتين و نحوه اثر آنزيم توماتيناز - 1شكل 

  
مختلفي وجـود دارد از  هاي  براي شناسايي فعاليت آنزيمي تكنيك

ــك  ــه تكني  TLC (Thin Layer Chromatography) جمل
روماتوگرافي با لايه نازك كه اسـاس ايـن روش نيـز هماننـد سـاير      ك

ايـن  ) 3( باشد مي هاي كروماتوگرافي بر پايه فاز ثابت و متحرك روش
كرو ماتوگرافي داراي مزاياي زيـادي  هاي  تكينك در بين ساير تكنيك

بوده و در تحقيقات آزمايشگاهي براي تشـخيص تركيبـات مختلـف از    
و تركيبـات  هـا   قندها، اسيدهاي ارگانيك، آنزيم جمله اسيدهاي آمينه،

ناشناخته كاربرد فراواني دارد و هـدف از ايـن تحقيـق نيـز شناسـايي      
بـا  FOLبيمـاريزاي قـارچ   هاي  در جدايه tomatinaseفعاليت آنزيم 

  .)11(باشد  مي   TLCتكنيك 
  

  ها مواد و روش
ري نمونه برداري از مناطق عمده گوجه كا 88-89در سال زراعي 

استانهاي خراسان شمالي و رضوي براسـاس علايـم ظـاهري شـامل     
مرگ گياهچه در مراحل اوليه رشد و زردي برگها و پژمردگي يكطرفه 

پس از انتقال به آزمايشـگاه توسـط آب   ها  نمونه) 2( گياهان انجام شد
بخوبي شستشو داده شده وسپس قطعات چنـد ميلـي متـري از بافـت     

ه  تهيــه و پــس از ضــدعفوني توســط طوقــه و ســاق  آونــدي ريشــه،
مرتبـه شستشـوبا آب    3دقيقـه و   5-1به مدت  ٪1هيپوكلريت سديم 

ساعت نگهداري  2مقطر سترون، بر روي كاغذ صافي سترون به مدت 
 & Nashبـه محـيط كشـت    هـا   سپس نمونه. شدند تا خشك شوند

Snyder, PDA   درجـه سـانتيگراد    25منتقل و درانكوباتور با دمـاي
كشت  جهت اسپورزايي و تشكيل اسپورودوكيوم از محيط . رفتندقرار گ
CLA     سـاعت   21با استفاده از قفسه نوري با شـرايط تنـاوب نـوري

درجـه سـانتي    25تا  20( ساعت روشنايي در دماي اتاق 12تاريكي و 
پس از تشكيل اسپورودوكيوم با استفاده از روش ) 5( استفاده شد) گراد

بدسـت آمـده  بـا    هاي  ت گرفت و جدايهتك اسپور خالص سازي صور
  .)11 و 4( استفاده از كليد شناسايي بوس و نلسون شناسايي گرديدند

  

  F.oxysporumهاي  اثبات بيماريزايي جدايه
 F.oهـاي   اين آزمون جهت شناسـايي قـدرت بيمـاريزايي جدايـه    

بدين ترتيب كه ابتدا اقدام بـه تهيـه سوسپانسـيون بـا     . صورت گرفت
در ميلي ليتر نموده و سپس مايه زني بـا اسـتفاده از    سپورا 106غلظت 

روش فرو بردن ريشه در سوسپانسيون اسپور در گلخانـه و در شـرايط   
 Bonny(استاندارد و بر روي گوجـه فرنگـي رقـم حسـاس عمـومي     

Beat (صورت گرفتها  در مرحله شش برگي گياهچه )ها  گياهچه. )1
سترون بـا نسـبت مسـاوي     پس از مايه زني به گلدانهاي حاوي خاك

تكـرار   4براي هر جدايه . ماسه سترون منتقل شدند: خاك برگ: خاك
و يك شاهد در نظر گرفته شد كه گياهچـه شـاهد توسـط آب مقطـر     

روز پـس از مايـه زنـي و بـه      10ثبت علايم . سترون مايه زني گرديد
آلـوده جهـت   هـاي   هفته بصورت روز در ميان انجـام و نمونـه   5مدت 

   .)3( اصول كخ به آزمايشگاه منتقل گرديدندبررسي 
 

 F.oxysporumهاي  اثبات فرم اختصاصي جدايه

در اين آزمون كليه جدايه هايي كه در آزمون بيماريزايي مشخص  
بدين ترتيب ماننـد  . شدند كه بيماريزا هستند مورد استفاده قرار گرفتند

تـاجريزي و  روش قبل ابتدا مايه تلقيح تهيه وسـپس گياهـان تـاتوره،    
) در مرحله شش برگـي (نخود و گوجه فرنگي در رقم حساس عمومي 

تكرار و يك شاهد در نظر  4براي هر جدايه . مورد آزمايش قرار گرفتند
گرفته شد و مانند روش قبل گياهان مايـه زنـي شـده بـه آزمايشـگاه      

  .منتقل و مجدداً قارچ عامل بيماري از آنها جدا گرديد
  

  سپورتهيه سوسپانسيون ا
بـه محـيط    FoLبيمـاريزاي قـارچ   هـاي   براي اين منظور، جدايه

درجـه سـانتيگراد و    28هفته در دماي  1منتقل و بمدت  PDBكشت 
قرار داده ) در شرايط آزمايشگاهي( rpm 120با سرعت  بر روي شيكر

پس از اين مدت ميكروكنيديهاي موجـود در محـيط كشـت از    . شدند
عبور داده شـده و مـايع   1µmو10µmف هاي مختلفيلترهاي با اندازه
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درجـه   4دمـاي   10000gدقيقـه بـه سـانتريفيوژ     15حاصل بمـدت  
پس از آن به اسپورهاي حاصله گليسرول به . سانتيگراد انتقال داده شد

درجـه سـانتيگراد نگهـداري     -80اضافه و در دمـاي   درصد 30حجم 
  .)7( شدند
 

  تهيه عصاره قارچ
ــيط كشــت اختص  ــن روش از مح ــي در اي  Casamino) اص

Acid)CA  10استفاده شد كه شامل كاسامينواسيدgr/li   سـولفات ،
 Yeast Nitrogen Broth  0/5 gr/li و   10mMآمــونيم 

 2×106سپس سوسپانسيون حاصل از روش قبل بـه غلظـت   . باشد مي
ليتر  محيط كشت اضافه و بمدت يـك شـبانه روز بـر     اسپور در ميلي

پس . درجه سانتي گراد قرارداده شد 28و دماي  120rpmروي شيكر 
در بـافر سـيترات    -omatineاز محلـول  20µg/mlاز اين زمـان 

بعد از طـي  . به محيط كشت اضافه گرديد 50mM(PH=4)پتاسيم 
 28دمـاي    120rpmساعت كه بر روي شيكر بـا سـرعت    48زمان 

و  1µmلف درجه سانتيگراد قرار گرفتند مايع حاصله از فيلترهاي مخت
10µm  دقيقــه بــه ســانتريفوژ  15عبــور داده شــده و ســپس بمــدت

10000g  درجه سانتيگراد منتقل و در نهايـت مـايع بدسـت     4دماي
  .)6(عبور داده شده  0/22µmآمده از فيلتر 

  

  خالص سازي نسبي عصاره قارچ
شـود، پـس از    مي در اين روش كه به كمك تيوبهاي دياليز انجام

اي دياليز برش داده شد درون آب مقطـر و محلـول   آماده سازي تيوبه
از عصاره قارچي حاصـل از   200cc، وريكسولفيت سديم و اسيدسولف

روش قبل به اين تيوبها منتقل كه پس از قرار گرفتن تيوبها در محيط 
(35000)PEG  10ساعت به بافر فسفات پتاسـيم   4تا3بمدتmM 

)PH=6/7 ( سـانتگراد منتقـل   درجـه   4بمدت يك شبانه روز و دماي
شدند پس از آن محلول بدست آمده توسط دستگاه فريزدرايـر بمـدت   

يگراد انتقـال  تدرجه سان -20ساعت خشك و پودر حاصله به فريزر  24
  ).12(داده شد 

  
  TLCآناليز

از عصاره خالص شده مورد اسـتفاده   4µgجهت انجام اين آزمون 
و در . گرديـد  تومـاتين اضـافه   10mMقرار گرفت كه به اين عصاره 

دماي اتاق بمدت يك شـبانه روز قـرار داده شـد ، پـس از آن توسـط      
) %10(ديسكاتور رطوبت آن  گرفته شد و بعد در حجم مناسبي متانول 

دقيقه و  10بروي هيتر بمدت  60سپس صفحه سيليكاژل . حل گرديد
آماده ها  درجه سانتيگراد قرارداده شد كه براي ترزيق نمونه 120دماي 
مـوئين در قسـمت پـايين صـفحه     هـاي   پس از آن توسـط لولـه  . شود

دو استاندارد ها  و بهمراه نمونه ترزيق شدند،ها  بصورت نقطه اي جدايه
tomatidine  وtomatine- ترزيق ها  نيز به همان غلظت نمونه

شدند، پس از ترزيق صفحه سيليكاژل به تانك حاوي بافر حـلال كـه   
) 1:20:30:10( ك، اتيل استات، متانول و آب به حجمشامل اسيد استي
ساعت و تا رسيدن بافر بـه نزديكـي    2بعد از حدود . بود منتقل گرديد

درجه سانتيگراد  110لبه انتهايي، صفحه مجدداً بر روي هيتر با دماي 
حاصل از فعاليت توماتيناز هاي  دقيقه براي نمايان شدن لكه 30بمدت 

  ).14و  10( قرار گرفت
  

  نتايج 
  جداسازي قارچ از بافت آلوده گياه

از تمام مراحل رشد گياه عامل بيماري ها  پس از جمع آوري نمونه
روز قـارچ از حاشـيه بافـت آلـوده      3-4پس از حدود . جداسازي گرديد

با اسـتفاده  ها  پس از خالص سازي شناسايي جدايه. شروع به رشد نمود
. و بوس و همكاران انجام شد )4( از كليد شناسايي نلسون و همكاران

ريشـه، طوقـه و   هاي  جدايه از بافت آوندي بخش 20و در اين بررسي 
  . شناسايي شدند F.oxysporumساقه بعنوان 

  
  اثبات بيماريزايي

گوجـه  هاي  مختلف بر روي گياهچههاي  آزمون بيماريزايي جدايه
هاي  نشان داد كه جدايه) حساس عمومي( Bonny Bestفرنگي رقم

گـروه   5ست آمده از نظر علايم بيماري مطابق روش اسـتاندارد بـه   بد
  ).11( شوند مي تقسيم
  فاقد علايم: 1گروه 
  توقف رشد يا پژمردگي  كلروز خفيف،: 2گروه 
  كلروز متوسط، توقف رشد يا پژمردگي : 3گروه 
  كلروز شديد، توقف رشد يا پژمردگي : 4گروه 
  مرگ گياهچه: 5گروه 

 6روز بعد از مايه زني گياهان در مرحلـه   15ري اولين علايم بيما
آلـوده در  هـاي   برگي بصورت زردي و پژمردگي بروز كـرد و از نمونـه  
بدين ترتيب در . آزمايشگاه، قارچ عامل بيماري مجدداً شناسايي گرديد

جدايـه غيـر بيمـاريزا     3جدايه بيمـاريزا و   F.o 17جدايه قارچ  20بين
  .)1جدول ( بودند

  
  اختصاصي جدايه هااثبات فرم 

آزمون اثبات فرم  اختصاصي مانند آزمون اثبات بيماريزايي انجـام  
گوجـه فرنگـي   هاي  با اين تفاوت كه در اين آزمون از گياهچه  گرفت،

   .حساس عمومي، علفهاي هرز تا توره تاجريزي و نخود استفاده شد
جدايه بيمـاريزاي قـارچ مايـه زنـي      17ارقام فوق توسط هاي  گياهچه

شدند كه علايم بيماري تنها برروي ارقام گوجه فرنگي مشاهده گرديد 
  ). 2جدول (و ساير ارقام هيچگونه علايمي نشان ندارند 
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 جمع آوري شده از مزارع گوجه فرنگي استان خراسان شمالي و رضوي F. oxysporum  جدايه هاي - 1جدول 

 در رقملائم استانداردكد بيماري بر اساس ع ريآومحل جمع  نام جدايه  رديف
Bonny Best

  اندام  گياه كه قارچ از آن جداسازي گرديد
1 F t1  ساقه 5 نصر آباد تربت جام  
2 Ft2  طوقه 4 آبادعلي جامتربت  
3 Ft3*  ريشه 1 مؤمن آباد تربت جام  
4 Ft4*  طوقه 1 حاجي آباد تربت جام  
5 Fta1*  ريشه 1 حومه تايباد  
6 Fb1*  طوقه 3 حومه بجنورد  
7 Fc1  طوقه 4 قره كوسه چناران  
8 Fc2 ريشه 3 قوشق آباد چناران  
9 Fc3  ساقه 2 چهار طاق چناران  
10 Fc4  ريشه 4 آباددرنگ چناران  
11 Fc5  ريشه 4 رضا آباد چناران  
12 Fc6  ساقه 2 چهار طاق چناران  
13 Fc7  ساقه 3 به آباد چناران  
14 Fc8  ساقه 2 زن آقل چناران  
15 Ff1  ساقه 5 جيم آباد فريمان  
16 Ff2  ساقه 3 كته شمشير فريمان  
17 Ff3 طوقه 5 تپه سلام فريمان  
18 Ff4  طوقه 3 قلندرآباد فريمان  
19 Ff5 ريشه 4 انداد فريمان  
20 Fg1  ساقه 4 فتح آباد قوچان  

  
  ر استانهاي  خراسان شمالي و رضويبر روي ارقام محك د F. oxysporum  بيماريزايجدايه  25اثبات فرم اختصاصي  -2جدول 

 شاهد نام جدايه رديف
 ارقام محك و كد بيماري بر اساس علائم استاندارد استفاده شده

Bonny Best Mobil     تاجريزي     نخود   خربزه      تاتوره  
1 Ff1 1 5 4 1 1 1 1 

2  Ff2 1 5 5 1 1 1 1 

3 Fn1 1 4 3 1 1 1 1 

4 Fc1 1 4 3 1 1 1 1 

5 Fg1 1 4 4 1 1 1 1 

6 Ft1 1 5 5 1 1 1 1 

7 Ff3 1 5 3 1 1 1 1 

8 Ft2 1 4 3 1 1 1 1 

9 Fk1 1 4 3 1 1 1 1 

10 Fm1 1 4 3 1 1 1 1 

11 Fm3 1 3 2 1 1 1 1 

12 Fm5 1 4 4 1 1 1 1 

13 Ff4 1 4 3 1 1 1 1 

14 Ff5 1 4 3 1 1 1 1 

15 Fc2 1 3 3 1 1 1 1 
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  با استفاده از واكنش ارقام افتراقي  F.oxysporum f.sp. lycopersiciنژادهاي فيزيولوژيك  تعيين -3جدول

 نژاد  شاهد ارقام افتراقي و كد بيماري بر اساس علائم استاندارد استفاده شده نام جدايه رديف
Bonny Best     Walter            VFN-8     

1 Ff1 5 1 1  1  1  
2  Ff2 5 1 1  1  1  
3 Fn1 4 1 1  1  1  
4 Fc1 4 1 1  1  1  
5 Fg1 4 1 1  1  1  
6 Ft1 5 1 1  1  1  
7 Ff3 5 1 1  1  1  
8 Ft2 4 1 1  1  1  
9 Fk1 4 1 1  1  1  
10 Fm1 4 1 1  1  1  
11 Fm3 3 1 1  1  1  
12 Fm5 4 1 1  1  1  
13 Ff4 4 1 1  1  1  
14 Ff5 4 1 1  1  1  
15 Fc2 3 1 1  1  1  

  
 .Fusarium oxysporum f.spفيزيولوژيـك  هاي  تعيين نژاد

lycopersici  
تعيين نژاد قارچ عامل بيماري آوندي گوجـه فرنگـي از اسـتانهاي    
خراسان شمالي و رضوي با مقايسه عكس العمل ارقام افتراقي گوجـه  

مطابق دستورالعمل اسـتاندارد صـورت گرفـت    ها  فرنگي به اين جدايه
)11.(  

 Bonny Bestنگي برگي گوجه فر 6هاي  در اين آزمون گياهچه

 VFN-8 ،) 2و 1 نژادداراي ژن مقاوم به ( walter، )حساس عمومي(
. قارچ مايـه زنـي شـدند   هاي  توسط جدايه) 1داراي ژن مقاوم به نژاد (

روز پس از مايه زنـي در شـرايط گلخانـه بـر      10اولين علايم بيماري 
و در برگهاي پايين بصورت كلروز مشـاهده   Bonny Bestروي رقم 

براسـاس  هـا   هفته انجام گرفـت و جدايـه   5ثبت علايم بمدت . دگردي
  .علايم كه بر روي ارقام افتراقي ايجاد نمودند گروه بندي شدند

از نظـر نـوع   هـا   براساس نتايج بدست آمده در اين آزمـون جدايـه  
گروه قرار گرفتند در حاليكـه  5در  Bonny Bestعلايم بر روي رقم 

چگونه علايمي نشـان نـداده و يـا    يا هي VFN-8 و  walterدو رقم 
. زردي بسـيار خفيــف بـر روي برگهــاي پــايين آنهـا مشــاهده گرديــد   

آلوده به آزمايشگاه منتقل و ميزان تغيير رنگ آونـدي آنهـا   هاي  نمونه
قرار  1در نژاد  زايماريبهاي  هيجدا هيكل بيترت نيبد. نيز بررسي گرديد

  .)3جدول (گرفتند 
 

  ارچخالص سازي نسبي  عصاره ق
كه در قسـمت مـواد و    پس از تهيه سوسپانسيون اسپور همانگونه

روش توضيح داده شد اسپورهاي حاصله به محيط كشـت اختصاصـي   

Casamino Acid  منتقل و طي مراحل عبور از فيلترهاي مختلف و
پس  از آن چون عصاره قـارچي  . سانتريفوژ عصاره قارچي تهيه گرديد

اشد، خالص سازي عصاره با تيوبهـاي  ب مي مختلفيهاي  حاوي پروتئين
انجام كه پس از قرار گرفتن تيوبهـاي   Da (Cut off) 10000دياليز

 10عصـاره حـدود    PEG(35000)حاوي عصاره قـارچي در محـيط   
برابر غليظ تر گرديد، پس از آن عصاره حاصله به بافرسيترات پتاسـيم  

آبگيري  ساعت 24منتقل و در نهايت توسط دستگاه فريز دراير بمدت 
  . انجام و پودر خالصي بدست آمد

بـه عصـاره    -tomatineپس از اضـافه كـردن    TLCآناليز 
درصـورت حضـور بـا     tomatinaseخالص سازي شده واكنش بـين  

tomatine-   صورت گرفته و بر روي صفحات سيلكاژل دو لكـه
و در  tomatinaseحاصـل فعاليـت آنـزيم    ها  اين  لكه. نمايان گرديد

در ايـن آزمـون دو   . مـي باشـد  -tomatineهم شكستن سـاختار  
ــرار  tomatidieو  -tomatineاســتاندارد  نيــز مــورد اســتفاده ق

، لكـه حاصـل از    TLCپـس از طـي مراحـل مختلـف آنـاليز       .گرفت
tomatine-    ــل از ــه حاصـ ــفحه و لكـ ــايين صـ ــمت پـ در قسـ

tomatdine هـاي   گيرد كه در نمونه مي در قسمت بالاي صفحه قرار
مختلــف قــارچ نيــز بــدليل حضــور آنــزيم هــاي  ترزيــق شــده جدايــه

tomatinase  دو لكه در قسمت پاييني و بالايي صفحه نمايان گرديد
    :دهنده فعاليت آنزيم است كه نشان
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  1نژاد  FoLقارچ  ييزا يماريگروه ب 5از  يانتخاب هيجدا 10و ها  به كمك استاندارد TLC زيآنال - 2شكل 

 
  بحث و نتيجه گيري

فوزاريـوم از  هاي  صفات فيزيولوژيكي و مورفولوژيكي برخي گونه
در محيط   Fusarium oxysporum f.sp. lycopersiciجمله 

احتمالاً بـدليل وجـود چنـين    . باشد مي كشت با تغييرات شديد همراه
قادر به اشغال نواحي اكولوژيكي وسـيع  ها  هخصوصيات ذاتي، اين گون

در ايـن بررسـي نيـز    ). 2( باشـند  مي در بسياري از مناطق جغرافيايي
 Fusariumضــمن مشــاهده تغييــرات مورفولــوژيكي قــارچ     

oxysporum f.sp. lycopersici    در محيط كشت، جمـع آوري
و جداسازي اين قارچ از تمامي مراحل رشـد گيـاه گوجـه فرنگـي در     

 FoLطق مختلف استان خراسان شمالي و رضوي نشـان داد كـه   منا
 مختلـف هـاي   داراي تواناييهاي ويـژه اي بـراي سـازگاري در اقلـيم    

. باشد و تقريباً در تمام مزارع گوجه فرنگي كم و بيش وجـود دارد  مي
داراي ميزبانهـاي  F.oxysporum اگـر چـه جمعيتـي از ايـن قـارچ     

شـود ولـي    مـي  ر گياهان موجباختصاصي بوده و انسداد آوندي را د
بصـورت سـاپروفيت در خـاك     F.oxysporumبسياري از جمعيت 

ثانيـاً  . )3(باشـند   مـي  زندگي كرده و از جمله مهاجمان ثانويه گيـاهي 
گردنـد و   مـي  جمعيتي از اين قارچ نيز باعث پوسيدگي ريشه و طوقـه 

رو در از اين ـ. باشد مي تغيير رنگ آوندي در آنها محدود به ناحيه ريشه
بـر روي گوجـه فرنگـي    هـا   اين تحقيق عدم بيماريزايي برخي جدايه

نبايد به معناي غير بيماريزا بودن آنها تلقي شود زيـرا در اينجـا تنهـا    
نمودند مورد اسـتفاده قـرار    مي جدايه هايي كه پژمردگي آوندي ايجاد

داراي قـدرت  هـا   گرفتند و اين احتمال وجـود دارد كـه سـاير جدايـه    
ايي بروي ميزبانهاي گياهي ديگر بـوده و بـه سـاير فرمهـاي     بيماريز

و يـا اينكـه    تعلـق داشـته باشـند    F.oxysporum اختصاصي قارچ
 ساپروفيت در گروه مهاجمـان ثانويـه قـرار گيرنـد    هاي  بعنوان جدايه

با توجه به اينكه در استانهاي خراسان شـمالي و رضـوي اكثـر    ) 16(
كننـد كـه    مي جنيا و غيره استفاده كشاورزان از ارقامي مانند موبيل و

رسـد   مـي  باشند بنظر مي داراي عملكرد مناسب و بازار پسندي خوبي
كه كاشت مداوم اين ارقام شرايط را براي آسيب پذيري بيشـتر گيـاه   

  ). 15( سازد مي در مقابل بيماريهاي مختلف مهيا
 هـاي   طبق نتايج بدست آمـده در ايـن تحقيـق بيشـترين جدايـه     

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici   ــه ــوط ب مرب
قسمت طوقه و ساقه بودند كه نشان دهنده  فعاليت بيشـتر قـارچ در   

هـا   باشد و از طرفي بر احتمـال بيمـاريزا بـودن جدايـه     مي اين نواحي
نتايج آزمون اثبات بيمـاريزايي دامنـه وسـيعي از علايـم را     . افزايد مي

زايي از ضعيف تا شديد را بـراي  نشان داد و درجات مختلفي از بيماري
عوامل مختلفي در شدت وضـعف بيمـاري   . ظاهر نمودها  تمام جدايه

 tomatinaseدخيل هستند از جملـه  حضـور آنـزيم خـارج سـلولي      
باشد كه براي شكستن سد دفاعي گياه گوجه فرنگي كـه توسـط    مي

و ايـن گليك ـ  .شـود مـوثر اسـت    مـي  ايجاد -tomatineساپونين 
آلكالوئيد در قسمتهاي مختلف گياه گوجه فرنگي و به غلظت بـالايي  

دفاعي گوجه فرنگي در برابـر  هاي  شود كه يكي از مكانسيم مي توليد
زاي گوجـه فرنگـي رفتـار     يعوامـل بيمـار  . باشـد  مـي  حمله پاتوژنها

دهندكـه از   مـي  مختلفي در مقابل اين مكانسيم دفاعي از خـود بـروز  
مختلف هاي  توسط قارچ tomatinaseتوليد آنزيم جمله اين رفتارها 

  Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici  از جملــه
رسد با توجـه بـه نقـش آن در     مي باشد كه ميزان اين آنزيم بنظر مي

 F.oxysporumشدت بيمارزايي و يا تاثير بيماريزايي آنزيم در قارچ 
ريزاي قـارچ متقـاوت   بيماريزا و ساپروفيت يا غير بيمـا هاي  در جدايه

جدايـه آن كـه   15 جدايه بيماريزا 17در اين تحقيق از مجموع . باشد
 tomatinaseاختصاصي گوجه فرنگي بودند از نظـر حضـور آنـزيم    

بـا توجـه بـه    هـا   ايـن جدايـه   مورد بررسي قرار گرفتنـد كـه تمـامي   
گروه بايد شدت بيماريزايي و  5قرارگرفتن در يك نژاد فيزيولوژيك و 

در گروههاي مختلف بيمـاريزايي   tomatinaseفعاليت آنزيم  ميزان
مورد بررسي قرار گيرد زيرا با توجه بـه نقـش آن در تشـديد علايـم     

رود ميزان فعاليـت آن نيـز در گروههـاي مختلـف      مي بيماري انتظار
   .)16(متفاوت باشد 
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