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Fusarium oxysporumتعیین تنوع ژنتیکی جدایه هاي قارچ  f.sp. melonis  در استان

AFLPخراسان رضوي با استفاده از نشانگر مولکولی 

حجت اله ربانی نسب
1،*

سعید سروري ،
2

غلامرضا بخشی خانیکیو  
3  

مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی خراسان شمالی ،بجنورد1

جهاد کشاورزيمدیریت  ،تربت جام2

  دانشگاه پیام نور واحد کرج ،کرج3

9/12/89: تاریخ پذیرش  25/1/89: تاریخ دریافت

  چکیده

Fusariumبیماري پژمردگی فوزاریومی ناشی از قارچ  oxysporum f.sp melonisترین و گسترده ترین بیماري در متداول

این تحقیق به منظور تعیین تنوع ژنتیکی بیمارگر در . است خربزه است که در چند کشور جهان و ازجمله ایران گزارش شده

مزرعه در مناطق عمده خربزه کاري استان نمونه برداري شده، پس از  52براي این تحقیق از . استان خراسان رضوي انجام گردید

س پراکنش جغرافیایی و از مجموعه جدایه هاي شناسایی شده، بر اسا. خالص سازي و شناسایی قارچ، آزمون مولکولی انجام شد

بررسی تنوع ژنتیکی این جدایه ها با   DNAپس از استخراج . جدایه براي تحقیقات مولکولی انتخاب شدند 35شدت بیماریزایی 

صورت  NTSYSافزار  درصد و با کمک نرم 5/6روي ژل الکتروفورز پلی اکریل آمید ، AFLPاستفاده از نشانگر مولکولی 

، A ،B،Cگروه اصلی  6در  ي بررسی شدهجدایه ها درصد 63مده در سطح ضریب شباهت آ به دستج بر اساس نتای. پذیرفت

D ،E  وF هاي قارچ  اي در بین جدایه که تنوع ژنتیکی قابل ملاحظه داداین نتایج نشان . و دوگروه تک جدایه اي جاي گرفتند

از طرف دیگر با توجه به آنالیز کلاستر و دندروگرام  .دوجود دارعامل پژمردگی فوزاریومی خربزه در استان خراسان رضوي 

ارتباط مشخصی  AFLPترسیم شده چنین نتیجه گیري شد که به جز موارد محدود بین پراکنش جغرافیایی  و گروههاي ژنتیکی 

معینی موجود ارتباط  AFLPوجود نداشته و همچنین بین گروههاي بیماریزایی و منطقه جداسازي قارچ از گیاه با گروههاي 

  .نبود

  AFLP  ،Fusarium oxysporum f.sp. melonisخراسان رضوي، خربزه، نشانگر : واژه هاي کلیدي

      hrabbaniwsr@yahoo.com:پست الکترونیکی ، 09121575079: تلفن، نویسنده مسئول* 

  مقدمه

ترین یکی از مهم) Cucumis melo(خربزه با نام علمی 

هکتار سطح  352000از . محصولات جالیزي ایران است

درصد آن به کشت  13/25زیر کشت این محصولات 

 45استان خراسان رضوي با بیش از . خربزه اختصاص دارد

ترین مناطق کشت این هزار هکتار سطح زیر کشت از مهم

رین تاز مهم). 2( محصول در کشور به شمار می رود

استان خراسان رضوي می توان به مناطق کشت خربزه در

شهرستانهاي تربت جام ، تربت حیدیریه، خواف ، تایباد،  

یکی از . سرخس، قوچان، نیشابور  و مشهد اشاره نمود

بیماریهاي مهم خربزه در تمامی مراحل رشد گیاه بوته 

.Fمیري بوده که عامل آن قارچ  oxysporum f.sp. 

melonis این قارچ به میزان چشمگیري باعث  .)1(تاس

کاهش کمیت و کیفیت محصول در ایران و در استان 

براي شناسایی بهتر بیماري و ). 4(گردد خراسان رضوي می
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با . مدیریت آن لازم است که تنوع ژنتیکی آن بررسی شود

توجه به اینکه خربزه از زمانهاي بسیار قدیم در این منطقه 

فی سطح وسیعی زیر کشت این کشت شده  و از طر

محصول است به نظر می رسد تنوع قابل ملاحظه اي در 

باتوجه به اینکه قارچ ). 4(این منطقه وجود داشته باشد

عامل بیماري داراي قابلیت تغییر پذیري در جمعیت خود 

جدید بیمارگر، است،  لذا امکان اینکه با ظهور نژادهاي 

تعیین ). 19(وجود دارد مقاوم از بین برود، ئی ارقامآکار

تنوع ژنتیکی جمعیت بیمارگر در جهت شناسایی گروههاي 

شند، مختلف بیماریزا که از نظر ایجاد علائم متفاوت می با

براي دستیابی به این هدف می  روشها از جمله. است مؤثر

 RAPD  ،RLFP ،AFLP  ،SSRتوان به روشهاي مولکولی 

ا با استفاده از یک از این روشههردر. اشاره نمود

نشانگرهاي مولکولی مخصوص می توان به تنوع جمعیت 

یک نشانگر بسیار قدرتمند  AFLP). 8(این قارچ پی برد

- در قارچها می DNAبراي بررسی توالیهاي پلی مورفیک 

 غالب بوده و معمولاً در هر جایگاه ژنی این نشانگر. باشد

به سایر نشانگر فوق نسبت. دهدفقط دو آلل را نشان می

ی دارد،  از یمزیتها RAPDی مثل یتکنیکهاي مشابه ابتدا

جمله اینکه لوکوسهاي بیشتري در هر واکنش بررسی 

شوند استفاده می AFLPشوند و آغازگرهائی که در می

 AFLPاشکال عمده تکنیک . سازندنتایج را تکرار پذیر می

یکی ). 5(نسبت به تکنیکهاي دیگر پیچیده بودن آن است

 F.oxysporumیجاد کننده تنوع ژنتیکی در ز عوامل مهم اا

.Fاز انواع ترانسپوزونها در . ترانسپوزونها هستند

oxysporum   می توان بهfot1  وImpala   اشاره نمود که

.Fفرمهاي اختصاصیبه شکل گسترده اي در  oxysporum 

، در ایجاد تنوع مؤثرز سایر عوامل ا). 17و 14(پراکنده اند

سمیدهاي میتوکندریایی و ذرات شبه ویروسی پلا

می باشند که در برخی از جدایه هاي  (VLPs)ایزومتریک 

F. oxysporum با شناسایی ).  15(کشف شده اند

گروههاي جمعیتی بیمارگر می توان به شناسایی ارقام 

مقاوم در هر منطقه مبادرت نمود و این خود مستلزم انجام 

بررسی عکس العمل در برابر  آزمونهاي بیماریزایی و

رابطه خاصی بین نژادها و  احتمالاً). 10(بیمارگر است

پراکنش یک نژاد در ). 11(جغرافیایی آنها وجود دارد أمنش

یک منطقه خاص براي کشت خربزه یک مشکل جدي به 

در بیماري شناسی گیاهی براي دستیابی ). 13(رود شمار می

ی که یی فاکتورهایشناسا،به بهترین روش مدیریت بیماري

ترین نقش را در تکامل بیمارگر دارند و اینکه چگونه مهم

این نیروهاي تکاملی بر هم اثر متقابل دارند تا ترکیب 

ژنتیکی و پتانسیل تکاملی جمعیتهاي بیمارگر را رقم بزنند 

ی ساختار ژنتیکی جمعیت یمهم بوده، بنابراین شناسا

دف از این تحقیق ه. بیمارگرها اهمیت زیادي دارد

.Fهاي  شناسایی تنوع ژنتیکی موجود در بین جدایه

oxysporum f.sp melonis   در استان خراسان رضوي است

ها بتوان در جهت مدیریت بهتر  تا به استناد این یافته

  .بیماري اقدام نمود

  مواد و روشها

نمونه برداري از اوایل خرداد : نمونه برداري و شناسایی

 88شروع و تا پایان شهریور ماه سال  87اعی ل زرماه سا

از مناطق مهم خربزه کاري در استان خراسان رضوي ادامه 

این مناطق شامل شهرستانهاي تربت جام، سرخس، . داشت

خواف، تایباد، تربت حیدریه، کاشمر، فریمان، نیشابور، 

بوته هاي آلوده به شکل . چناران، قوچان و مشهد بودند

مزرعه و بر اساس علائم  کت در قطرهايادفی و با حرتص

بیماري شامل مرگ گیاهچه، زردي و پژمردگی بوته  و یا 

قهوه اي از زخمهاي نکروتیک، جمع آوري  خروج صمغ

نمونه ها در پاکتهاي کاغذي گذاشته و سپس . شدند

براي . مشخصات مربوطه ثبت و به آزمایشگاه منتقل گردید

مردگی آوندي خربزه، جداسازي قارچ فوزاریوم عامل پژ

سانتیمتري بالاي طوقه  10-12کشت نمونه از ناحیه ساقه، 

. گیاه آلوده و بافت آوندي و نیز ریشه آلوده صورت گرفت

قطعات آماده شده پس از ضدعفونی و شستشو در محیط 

. کشت شده و در انکوباتور نگهداري شدند PDAکشت 
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ایی شناس ،پس از خالص سازي قارچ به روش تک اسپور

).9(با کمک کلید بوث صورت پذیرفت سطح گونه آن در

.Fآزمون اثبات بیماریزایی جدایه هاي   oxysporum  در

  .روي گیاهان خربزه انجام گرفتگلخانه و

جدایه ها بر اساس شدت بیماریزایی 1ول براساس جد

در این بررسی براي اثبات فرم ). 19(گروه بندي شدند

.Fاختصاصی  oxysporum f.sp. melonis    از خیاررقم

Super dimenous هنداونه رقم ،Crimpson sweet خربزه ،

، نخود رقم جم و یک علف هرز رایج در  khatooniرقم 

استفاده )Portulaca oleracea(خرفهمزارع خربزه به نام 

کلیه ارقام در شرایط گلخانه و در مرحله گیاهچه اي با . شد

به  F.oxysporumه بیماریزاي جدای 15سوسپانسیون اسپور 

دست آمده، به طور جداگانه و طبق روش ذکر شده در 

  . آزمون بیماریزایی مایه زنی شدند

گروهبندي جدایه ها بر اساس شدت بیماریزایی روي گیاه  -1جدول 

خربزه

  علایم بیماري  گروه

  بدون علایم بیماري  1

  زردي و پژمردگی کوتیلودون و برگهاي اولیه گیاه  2

  زردي و پژمردگی در دو برگ اولیه گیاه  3

  زردي و پژمردگی در سه و یا تعداد بیشتر برگها  4

  مرگ گیاهچه  5

. انجام شد )20(ین نژاد طبق روش شفق و همکاران تعی

استفاده شده در این تحقیق رقم  )2جدول (ارقام افتراقی 

و  Charentaise fom-1, charentaise Tحساس عمومی 

Margot fom-2  وIsabelle کلیه آزمایشات بر . بودند

  .)20(انجام گرفت  2اساس جدول استاندارد شماره 

 AFLP(Amplified Fragment Lengthآزمون 

Polymorphism) : استخراجDNA   بر اساس روش شفق

. انجام شد CTABو مبتنی بر روش ) 20(و همکاران 

ت تعیین کیفیو DNAجهت بررسی وجود یا عدم وجود  

DNA  1استخراجی، الکتروفورز نمونه ها در ژل آگاروز 

در این حالت . انجام گرفت Biolabsساخت شرکت درصد

حضور تک باندهاي شفاف با وزن مولکولی بالا و فاقد 

هضم . سالم و تجزیه نشده می باشد DNAآلودگی، نشانگر 

DNA  با اندکی تغییر )16(با روش لوریس و همکاران

 40در واکنش حجمی معادل  DNAهضم . انجام گردید

براي این واکنش از آنزیمهاي برشی . میکرولیتر انجام شد

EcoRI  وMseI  ساخت شرکتBiolabs استفاده گردید .

اي آداپترها که متناظر با سایتهاي برشی توالیهاي دو رشته

EcoRI  وMseI  هستند به محلول قطعات برشی اضافه

ا به انتهاي چسبنده قطعات در این محلول آداپتره. گردید

حجم . خورندبرشی حاصل از واکنش هضم جوش می

محلول واکنش جوش با . میکرولیتر است 10ی واکنش ینها

میکرولیتر  به محلول حاوي قطعات برشی  با  10حجم  

که حجم کل میکرولیتر اضافه شد،  به طوري 40حجم 

 3ی به مدتیمحلول نها.  میکرولیتر رسید 50محلول به 

در دستگاه درجه سانتی گراد 37ساعت در دماي

پس از طی این زمان محصولات . ترموسایکلر نگهداري شد

 Tris HCl 10 Mmol, EDTA)جوش توسط بافر   واکنش

0.1 Mmol) TE 4این محلول در. سه بار رقیق شدند

  . نگهداري شددرجه سانتی گراد 

EcoRI+0هاي آغازگر اولیه به کمک  PCRواکنش 

)5´GACTGCGTACCAATTC3´ (وMseI+0

)5´GATGAGTCCTGAGTAA3´ (صورت پذیرفت .

 1، الکتروفورز با ژل آگاروز PCRبراي بررسی محصولات 

با وزن مولکولی  Smearوجود حالت .انجام شد درصد

جفت باز نشان دهنده تکثیر قطعات و مثبت  100بیشتر از 

ا براي هجدایه Smearدر صورت وجود . بود  PCRبودن 

انتخابی با استفاده  PCRواکنش . مرحله بعد استفاده شدند

EcoRI+GCبه نامهاي  EcoRI+2از چهار آغازگر 

)5´GACTGCGTACCAATTCGC3´ (  ،EcoRI+GT

)5´GACTGCGTACCAATTCGT3´ (،EcoRI+AG

)5´GACTGCGTACCAATTCAG3´ ( وEcoRI+GG

)5´GACTGCGTACCAATTCGG3´  ( آغازگرچهار و 

MseI+Cبه نامهاي  MseI+1یکسان
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)5´GATGAGTCCTGAGTAAC3´ (چهار .استفاده شد

-EcoRI+GCبه ترتیب Dو  A ،B ،Cترکیب پرایمري 

MseI+C،EcoRI+GT-MseI+C  ،EcoRI+AG-MseI+C  

-EcoRI+Gو  MseI+C در این تحقیق استفاده گردید .

روي ژل آگاروز یک درصد مورد PCRمحصولات واکنش 

محصولاتی که در حد فاصل بین . گرفتند بررسی قرار

bp100  وbp1000  روي ژل بررسی باند داده بودند، براي

. انتخاب شدنددرصد  5/6واسرشته کننده پلی اکریل آمید 

مدت زمان الکتروفورز براي تمام نمونه ها دو ساعت با 

. وات بود 75میلی آمپر و  200، شدت جریان 1800ولتاژ 

طبق قرارداد  ریل آمید با نیترات نقرهپلی اکرنگ آمیزي ژل 

Promega پس از ظهور ژل باندهاي . با تغییراتی انجام شد

تا  100واضح و تکرار پذیر در وزن مولکولی حدفاصل 

براي . جفت باز به عنوان نشانگر در نظر گرفته شدند 700

باندهاي  هم ردیف وزن مولکولی عدد یک و عدم وجود 

شد و در محیط نرم افزاري  آن عدد صفر اختصاص داده

Excel تجزیه و تحلیل داده ها با استفاده از نرم . ثبت گردید

و بر اساس  UPGMAو به روش  NTSYS 2.11افزار 

  .انجام گرفت SMضریب 

  ارقام افتراقی و ژنهاي مقاومت در آنها -2جدول 

  1و2نژاد  2نژاد  1نژاد  نژاد صفر  ژن مقاومت  نام رقم

Charentais T-  حساسحساس  حساس  سحسا

Charentais 
Fom1  

  حساس  مقاوم  حساس  مقاوم  مقاوم

Charentais 
Fom2  

حساسحساسمقاوممقاوم  مقاوم

Margotحساسمقاوممقاوممقاوممقاوم  

Isbelleمقاوممقاوممقاوممقاوممقاوم  

  

  نتایج و بحث

یی جدایه ها بر شناسا:جداسازي و شناسایی جدایه ها

در این تحقیق علاوه بر . شدانجام ) 9( بوث اساس کلید 

Fگونه .oxysporum f.sp. melonis   گونه هاي ،F.

solani ،F. equeseti   وF. compactum شناسایی شد که

از حیث گونه ها مطابقت ) 20(با نتایج شفق و همکاران 

جدایه . از لحاظ نسبت فراوانی متفاوت بود داشته ولی

یزایی داشتند مورد شناسایی قرار هایی که قدرت بیمار

بر اساس جدول استاندارد گروههاي بیماریزایی، . گرفتند

اکثر . قرار گرفتند  3جدایه ها در گروههاي مطابق جدول 

دوره آزمایش . جدایه ها در گروه  سه قرار گرفتند

 4م بیماري ئاولین علا غالباً. روز بود 25بیماریزایی حداکثر 

گیاهچه هاي .ه زنی مشاهده گردیدروز پس از مای 6تا 

این جدایه ها در . آلوده از روز دهم تا پانزدهم از بین رفتند

می نشان ئگیاهان شاهد هیچ گونه علا.قرار گرفتند5گروه 

  .ندادند

  گروه بیماریزایی جدایه ها -3جدول 

  نام جدایه

  گروه

بیماري 

  زایی

deleted1  

T1/J1/J2/GH1/KH1/KH2/TH1/TH32  

M3/T3/T4/T5/J5/J6/N2/N3/N4/S1/S2/S3/TH2/TH43  

M4/T6/GH2/GH3/GH4/KH3/KH44  

M1/M2/T2/J3/J4/N15  

م مرگ ئدر آزمون تعیین فرم اختصاصی جدایه هایی که علا

گیاهچه و پژمردگی آوندي در گیاه  خربزه  ایجاد  نمودند 

می ایجاد نکردند ئو در سایر گونه هاي گیاهی مذکور علا

F.oxysporum F.spان به عنو melonis  شناسایی و بر

اساس  فاکتورهاي دیگر انتخابی براي آزمایشهاي مولکولی 
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کلیه نژادها فقط قادر به شکستن مقاومت . انتخاب شدند

Fom-1   بودند بنابراین به عنوان نژاد شماره یک شناسایی

 20نیز در تحقیقی که قبلا با ) 20(شفق و همکاران . شدند

انجام دادند تمام جدایه ها را نژاد یک  FOMجدایه 

  .تشخیص دادند

در انتخاب : انتخاب جدایه ها براي آزمون مولکولی

جدایه ها، تلاش شد تا جدایه ها توزیع جغرافیایی مناسب 

گروههاي بیماریزایی، محل جداسازي قارچ از . داشته باشند

تشتک پتري  گیاه بیمار، فرم اختصاصی و سرعت رشد در

در انتخاب اولیه جدایه ها براي  مچنین نوع رنگ پرگنهو ه

جدایه  35بر این اساس . آزمایش مولکولی نقش داشته اند

  .انتخاب شد AFLPبراي آزمون  4به شرح جدول 

  AFLPابی براي آزمون خمشخصات جدایه هاي انت  -4جدول 

ــتان  شهرســ

محل نمونـه  

  برداري

تعداد کل نمونـه  

  بررسی شده

  

  محل جداسازي قارچو  AFLPبرداري و نام جدایه هاي انتخابی براي آزمون نقطه نمونه 

    

  

  مشهد

      گلمکان  چشمه گیلاس  جیم آباد  مشهد  20

    M4/ساقهM3/طوقهM2/ساقهM1/ ساقه

  نصرآباد  خیرآباد  احمد آباد  قلعه شیر  رونج  تربت جام   35  تربت جام

  J6/طوقهJ5/ساقهJ4/طوقهJ3/طوقهJ2/ساقهJ1/ساقه

  2تایباد  احمد آباد  قلعه نو  باخرز  مشهد ریزه  1تایباد  30  تایباد 

T6/ساقهT5/ طوقهT4/طوقهT3/طوقهT2/ساقهT1/ساقه

      عشق آباد  قلعه یزدان  فیروزه  نیشابور  22  نیشابور

    N4/طوقهN3/ساقهN2/طوقهN1/ساقه

      کهنه شهر  آباد علی  شیرین دره  آلماجق  15  قوچان

    GH4/طوقهGH3/طوقهGH2/ساقهGH1/طوقه

      بالاخواف  سنگان  خواف  زوزن  27  خواف

  KH4/طوقهKH3/ساقهKH2/ساقهKH1/طوقه

        سرخس  علی آباد  قلعه سرخ  16  سرخس

      S3/طوقهS2/طوقهS1/ساقه

تربــــــــت 

  حیدریه

ــت   19 تربـــــ

  حیدریه

      رباط سفید  محمد آباد  چخماق

      TH4/طوقهTH3/طوقهTH2/ساقهTH1/ساقه

  

کلیه نژادها فقط قادر به شکستن مقاومت :تعیین نژاد

Fom-1   بودند بنابراین به عنوان نژاد شماره یک شناسایی

 20نیز در تحقیقی که قبلا با ) 20(شفق و همکاران . شدند

انجام دادند تمام جدایه ها را نژاد یک  FOMجدایه 

  .تشخیص دادند

از یادداشت برداري باندهاي پلی  پس: AFLPآزمون 

جفت باز  700تا  100مورفیک حد فاصل وزن مولکولی 

جدایه مورد  35نشانگر پلی مورفیک براي  45مجموعاً

طور متوسط، به ازاي هر ترکیب ه ب. آزمایش ردیابی شد

طور ه ست که با این در حالی. ی شدیباند شناسا 63آغازگر 

ترکیب . رفیک بودنددرصد آنها پلی مو 8/17میانگین 
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-EcoRI+GTآغازگر  MseI+C  نشانگر پلی مورفیک  14با

نشانگر پلی  9با  EcoRI+GG-MseI+ACو ترکیب آغازگر 

مورفیک به ترتیب بیشترین وکمترین تعداد نشانگر را 

 1دندروگرام  شکل نتایج تحقیق با استفاده از  .داشتند

آمده در سطح ضریب  به دستبر اساس نتایج .دترسیم ش

 A ،B،Cگروه اصلی  6درصد کل جدایه ها در  63شباهت 

 ،D ،E  وF  گروه تک جدایه اي جاي گرفتنددو و.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

F.oxysporumجدایه از  35دندروگرام مربوط به تنوع ژنتیکی   -1شکل  f.sp. melonis رضوي آوري شده از روي خربزه در استان خراسان  جمع

  UPGMAو با استفاده از روش   AFLPبر اساس نشانگر 

  

این نتایج نشان می دهد که تنوع ژنتیکی قارچ عامل 

پژمردگی فوزاریومی خربزه در استان خراسان رضوي 

است که شامل نه   Aگروه  AFLPبزرگترین گروه .بالاست

چهار جدایه مربوط به تربت جام  و سه . جدایه است

Patho.  
Group

Iso. 
Name

  
J1            2      
J2            2
T3            3
J4            1
KH1         2
J5            3
T2            1
S1          3
S2           3
J3            1
S3           3
TH1         2
TH2         3
T1           2 
J6           3
N1           1
N3           3
TH3         2
TH4         3
M1          1
N2           3
GH1        2
GH4        4
M3           3
M4           4
KH4         4
KH3         1  
KH2         2
M2           1
T4            3
T5            3
T6            4
GH2       4
GH3        4
N4           1

A

B

C

D

E

F  
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فاصله نزدیک . تایباد و خواف است جدایه مربوط به

جغرافیایی این مناطق می تواند نزدیکی ژنتیکی این جدایه 

ها را به یکدیگر توجیه نماید هر چند وجود دو جدایه از 

سرخس در این گروه که فاصله جغرافیایی بیشتري با این 

منطقه دارد بیانگر این واقعیت است که ممکن است بین 

ارتباط  خاصی وجود  AFLPوههاي مناطق جغرافیایی و گر

از طرف دیگر وجود گروههاي بیماریزایی . نداشته باشد

و همچنین محل   AFLPمتفاوت در هر یک از گروههاي 

ید این است که ارتباط ؤجداسازي قارچ براي هر جدایه م

محسوسی بین گروههاي بیماریزایی، محل جداسازي 

 Bگروه .دوجود ندار AFLPجدایه از بوته با گروههاي 

. نامتجانس است داراي پنج عضو بوده و یک گروه کاملاً

عضو بوده و دو جدایه از نیشابور در این  4داراي  Cگروه 

شش جدایه را   Dگروه . جاي گرفته اند AFLPگروه 

شامل می شود که همگی در یک منطقه جغرافیایی با مرز 

 Eوه گر.)مشهد ، نیشابور و قوچان(مشترك قرار گرفته اند 

یکی از . فقط شامل دو جدایه از شهرستان خواف است

جدایه ها از منطقه ساقه و دیگري از منطقه طوقه جداسازي 

. دومین گروه بزرگ با هفت عضو است Fگروه .شده است

در این گروه جدایه . این گروه نیز بسیار نا متجانس است

در .هایی از تایباد و قوچان در کنار یکدیگر قرار گرفته اند

مجموع این دندروگرام نشان می دهد که اولا تنوع ژنتیکی 

FOM ًبه  ثانیاً. زیاد است در استان خراسان رضوي نسبتا

جز موارد محدود بین پراکنش جغرافیایی و گروههاي 

از طرف . ارتباط مشخصی وجود ندارد AFLPژنتیکی 

دیگر بین گروههاي بیماریزایی و منطقه جداسازي قارچ از 

  . نیز ارتباط مشخصی پیدا نشد AFLPبا گروههاي گیاه 

.Fدر تحقیق مشابهی، تنوع ژنتیکی ) 20(شفق و همکاران 

oxysporum f.sp. melonis  را با استفاده از مارکر مشابهی

جدایه در دو استان خراسان رضوي و  15با استفاده از 

 Popgeneآنالیز کلاستر با نرم افزار . شمالی بررسی نمودند

درصد هفت  گروه  60با در نظر گرفتن ضریب تشابه و 

در تحقیق فوق با وجود کم بودن . ژنتیکی شناسایی شد

. آمد به دستتعداد جدایه ها تنوع ژنتیکی قابل ملاحظه اي 

همچنین بین مناطق جغرافیایی و گروههاي ژنوتیپی 

ضمن اینکه بین شدت بیماریزایی و . ارتباطی وجود نداشت

ارچ با گروههاي ژنوتیپی نیز ارتباطی محل جداسازي ق

در .مشاهده نشد که با نتایج این تحقیق همخوانی دارد

بسیاري از آزمایشات دیگر نیز نتایج مطالعات در یک 

( بلالی و همکاران . منطقه با یکدیگر مشابهتهایی داشته اند

قارچ  AG I-IAدر مطالعه تنوع ژنتیکی گروه ) 3

Rhizoctonia solani ده از گیاه برنج با استفاده از جدا ش

مارکر پکتیک زایموگرام به این نکته اشاره نمودند که چون 

جدایه هاي موجود در این تحقیق شامل بخشی از جدایه 

هاي شمال کشور بوده است نتایج آنها با هم همخوانی 

بیماري پژمردگی فوزاریومی خربزه در تمام مناطق . دارد

. ان رضوي وجود داردمهم خربزه کاري استان خراس

پراکندگی وسیع این بیمارگر در مناطق جغرافیایی مختلف 

این . می تواند دلالت بر تنوع ساختار ژنتیکی آن داشته باشد

توان دلیلی بر سازگاري بالاي قارچ در شرایط تنوع را می

زیرا در تمامی مراحل رشد گیاه . اقلیمی مختلف نیز دانست

ه اي و مرحله رسیدن میوه ، در مرحله گیاهچ و مخصوصاً

بیمارگر از گیاهان آلوده قابل جمع آوري و جداسازي بود 

و این در حالی است که تفاوت دمایی در این دو مرحله 

درجه  12الا و در حدود رشدي در مناطق مورد بررسی، ب

تفاوت در علائم ایجاد شده توسط برخی . بودسلسیوس 

ه رقم خاتونی که جدایه ها در رقم حساس عمومی و خربز

رقم متداول منطقه است، لزوم بررسیهاي بیشتر در زمینه 

. یید می کندأساختار ژنتیکی خربزه بومی رقم خاتونی را ت

گروه ژنتیکی بود و  6تجزیه و تحلیل کلاستر بیانگر وجود 

) جدایه  35(با توجه به اینکه تمام جدایه هاي بیماریزا 

مطلب نشان دهنده این  فقط دریک نژاد قرار گرفتند، این

حقیقت است که نژاد مذکور از سطح تنوع ژنتیکی بالایی 

قرار گرفتن جدایه هاي یک منطقه . برخوردار است

جغرافیایی در دو گروه مستقل ژنتیکی و همچنین قرار 

گیري دو جدایه از دو منطقه متفاوت در یک گروه، نشانگر 
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جود مفید این مطلب است که عامل منطقه جغرافیایی با و

بودن در گروه بندي جدایه ها نمی تواند به عنوان فاکتوري 

کامل و مستقل در این زمینه مورد استفاده قرار بگیرد، زیرا 

. ثیر فشار انتخابی میزبان و جهشهاي ژنتیکی است أتحت ت

بنابراین به نظر می رسد که اگر ابتدا مناطق مختلف بر 

تاریخ کاشت گروهاساس عواملی چون شرایط اقلیمی و یا 

و گروه ژنوتیپی جدایه  أبندي شوند، ارتباط بهتري بین منش

جمع بندي نتایج فوق نشان می دهد . ها مشاهده می شود

که ارتباط خاصی بین درجه بیماریزایی و شدت علائم با 

همچنین جدایه هاي . بندي ژنوتیپی وجود نداردگروه

داراي تیپ رشدي و ویژگیهاي مورفولوژیکی و 

. میکروسکوپی یکسان در گروههاي مختلف قرار گرفته اند

این امر بیانگر این مطلب است که شکل شناسی به تنهایی 

شاخصی مطمئن براي تمیز دادن بین جدایه هاي مختلف 

بررسی مولکولی تنوع بالایی را در ساختار . )7(نمی باشد

F.oxysporum f.sp. melonis  مؤثرعوامل . نشان می دهد 

جهشهاي ژنتیکی و شبه تولید مثل : ن زمینه عبارتند از در ای

به نظر می رسد که نبود فشارهاي میزبان مقاوم نیز . جنسی

. در عدم کنترل تنوع در جمعیت بیمارگر نقش داشته باشد

این مسئله در کشورهایی مثل ایران که از ارقام مقاوم به 

لی در حااین . طور گسترده اي استقبال نشده، مشهود است

که در کشورهاي دیگر مثل آمریکا و کانادا به دلیل است 

اصلاح ، معرفی و کشت ارقام مقاوم به طور مستمر تنوع 

یکی تاصلاح ژن. این بیمارگر تا حد زیادي کنترل شده است

خربزه براي مقاومت به پژمردگی فوزاریومی با استفاده از 

یی آتکنولوژي نشانگرهاي مولکولی براي افزایش کار

ارزیابی تنوع مولکولی بر اساس ). 14(نتخاب مفید استا

F.oxysporumنشان می دهد که  DNAشاخصهاي  f.sp.

melonis گونه اي هتروژنوس بوده و تنوع  زیادي در آن

می تواند روشی   RAPDتکنیک ). 8(مشاهده می شود

F.oxysporumمناسب براي تعیین تنوع ژنتیکی در جمعیت 

f.sp. melonis شد، اما نشانگرهایی مانند باAFLP  ضمن

را نیز دهند نتایج تري را نشان می اینکه تنوع واقعی

 DNAلذا به نظر می رسد نشانگرهاي  .سازند تکرارپذیر می

می توانند چشم انداز نوینی را براي  AFLPاز جمله 

با این . ارزیابی ارتباطات ژنتیکی در قارچها فراهم سازند

اگر چه نشانگرهاي مولکولی  وجود می توان گفت که

ابزاري مفید براي اهداف تاکسونومیکی می باشند ، اما 

کاربرد آنها در کشاورزي زمانی مفیدتر است که با 

دیگرشاخصهاي بیولوژیکی مثل آزمون بیماریزایی و یا 

همچنین شناسایی ). 18(همراه باشد VCGژنتیکی مثل 

نمودن مطالعات تنوع ژنتیکی میزبان می تواند در کاربردي 

تنوع ژنتیکی میزبان از . ثر باشدؤتنوع ژنتیکی بیمارگر م

جمله نمونه هاي بومی و خویشاوندان وحشی آنها می 

توانند منابع ژنتیکی مناسبی هم جهت حفاظت و نگهداري 

در حال ). 6(ژرم پلاسم و هم برنامه هاي اصلاحی باشند 

لی حاضر تلاشهایی در جهت معرفی نشانگرهاي مولکو

در حال انجام است  fom-2و  fom-1مرتبط با ژن مقاومت 

تحقیقات آینده به معرفی این نشانگرها به نظر می رسد که 

و با استفاده از  2،1در شناسایی ژنهاي مقاومت به نژاد 

  ).12(لاینهاي دبل هاپلویید منجر شود

  منابع

،  ترجمه مهرآوران. (بیماریهاي گیاهی . 1370.اگریوس، جرج ن.1

انتشارات دانشکده کشاورزي و دامپروري ارومیه ، ) . ح و مظفر، ا

صفحه  612

وزارت جهاد کشاورزي . 1385. آمارنامه کشاورزي ایران.2

  . جمهوري اسلامی ایران
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melonis isolates in Khorassan Razavi province By AFLP 
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Abstract

Fusarium wilt of melon is one of the most common and widespread disease of this crop 
in the world and specially Iran. This investigation was carried out to determine genetic 
variation of Fusarium oxysporum f.sp. melonis in Khorassan Razavi province. For this 
purpose 52 samples were collected from main melon cultivation region of Khorassan 
Razavi. After purification and identification of isolates, molecular analysis was 
performed. From all sampled isolates only 35 based on their geographical origin and 
pathogenicity for molecular analysis were selected. After DNA extraction, genetic 
variation based on AFLP markers, on 6.5%polyacryl amide gel electrophoresis and 
analysis by NTSYS software was done. Results showed at 63% similarity level, all 
isolates were placed in 6 AFLP groups A, B, C, D, E, F and two groups with just single 
member. Cluster analysis also showed there was significant genetic variation among F.
oxysporum f.sp. melonis isolates in Khorassan Razavi. On the other hand according to 
cluster analysis it was determined that there was no specific correlation between 
geographical regions and AFLP genotypic groups. Also, no identified specific 
correlation was found between pathogenicity groups and isolated point of plant with 
AFLP groups.

Key words: Khorassan Razavi, Melone, AFLP marker, Fusarium oxysporum f.sp. melonis
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