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  چكيده

چغندرقنـد   از مـزارع  1378-1387هـاي   الطي س كه Fusarium oxysporum ه قارچجداي 13 زاييو بيماري تنوع ژنتيكي

زايـي آنهـا بـا اسـتفاده از روش     تنـوع بيمـاري  آوري شده بود، مورد بررسي قـرار گرفـت.    جمعايران استان كشور  شش

ها  بر اين اساس جدايه در سوسپانسيون اسپور در لوله آزمايش انجام شد. اي هفته ي چهارها گياهچهورسازي ريشه  غوطه

و بـه روش   آغازگر تصادفي 15با استفاده از  ها ژنتيكي جدايهتنوع  شدند. بندي دسته زاي قوي و ضعيفاريبه دو گروه بيم

RAPD بنـدي   بررسي مشـاهده شـد. گـروه   هاي مورد  اي بين جدايه د شكلي قابل ملاحظهبر اين اساس چن .ندارزيابي شد

بنـدي كـرد. رابطـه     گـروه طبقـه   پـنج را به ها  جدايه ،MVSPافزار  به كمك نرم UPGMAبا استفاده از ها  اي جدايه خوشه

ها از  ها يافت نشد، اما مجزا شدن برخي از جدايه زايي جدايهبا بيماري RAPD-PCRمشخصي بين تنوع ژنتيكي بر اساس 

 ـ ITS4 و  ITS1آغازگرهـاي   ها بـا كمـك   هژنومي جداي DNA بود. سايرين با مناطق جغرافيايي آنها در ارتباط  .ر شـد تكثي

 ـ  TaqI ,HaeIII ,EcoRI هاي برشـگر  مهاي مختلف ، با آنزي دايهـج DNAر شده از محصول تكثي -ITSآنـاليز  د. هضـم گردي

RFLP الگوي باندي مشابهي را نشان داد.ها  هجداي 

  

  Fusarium oxysporum، RAPD-PCR ، rDNA-RFLP چغندر قند، :هاي كليدي واژه

  
  

  

  

                                                
  shayesteh.beladi@gmail.com*نويسنده مسئول     تهران  -شناسي گياهي واحد علوم و تحقيقاتآموخته كارشناسي ارشد بيماريدانش- 1

  تهران -استاديار دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات - 2

  كرج - دانشيار موسسه تحقيقات چغندرقند - 3

 

DOI: http://dx.doi.org/10.22092/jsb.2014.5853



 هاي .... زايي جدايهتعيين تنوع ژنتيكي و بيماري                                2

  مقدمه

اكزاد كه از مناطق مختلف زاي خيكي از عوامل بيماري

چغندركاري در ايران گزارش شده و باعث بيماري زردي و 

 .oxysporum Schlecht شود پژمردگي در اين محصول مي

emend. Snyd. & Hans. f. sp. betae Fusarium  .است

 زردي صورته ب  هاي مسن روي برگ علائم بيماري ابتدا

 با پيشرفتد. شو هاي بزرگ ظاهر مي ن رگبرگي) بكلروز(

  هاي مسن ك و برگيهاي جوان هم كلروت ، برگمارييب

اه در طول روز يماري گيه بيشوند. در مراحل اول ك ميينكروت

حالت اول  شود ولي در شب دوباره به دچار پژمردگي مي

اي  صورت توده رند و بهيم ت ميينها ها در د. تمام برگگرد مي بر

شه وجود يئم خارجي روي رمانند. علا در اطراف طوقه باقي مي

اي  ر رنگ آوندي را به قهوهييشه تغيندارد. برش عرضي ر

ندرت  اهان بالغ بهيدهد. گ ل به خاكستري نشان مييمتما

 .)(Ruppel 1991ابد ي يرند ولي محصول كاهش ميم مي

در اولين بار بيماري زردي فوزاريومي چغندرقند از ايالت كلرادو 

 Fusarium conglutinansن آمريكا گزارش شد و عامل آ

var. betae معرفي شد Stewart 1931)(كه بعدها به ، 

oxysporum f. sp. betae F.  يافتتغيير نام (Ruppel 

1991).  

اده از روش زايي اين قارچ روي چغندرقند با استفبيماري

 بررسي (root-dip)ورسازي ريشه در سوسپانسيون اسپور  غوطه

 باژنتيكي اين قارچ تاكنون  تنوع .)Hanson 2006(شده است 

 )VCG(هاي سازگاري رويشي  گروهآيزوزايم،  زمونهاي آ روش

زا هاي بيماري هيمورد بررسي قرار گرفته است. جدا RAPD و

بر اساس تفاوت در پروفايل  آناليز آيزوزايم در تگزاس به روش

 .Martyn et al) اند  از يكديگر تفكيك شدهآنزيمي آنها 

از   F. oxysporumجدايه  160 ررسي تنوع ژنتيكيب .(1989

آنها را در هفت گروه سازگاري هاي چغندرقند در تگزاس  ريشه

تنوع  تعيين .) (Harveson and Rush 1997رويشي قرار داد

زا روي چغندرقند از پنج ناحيه  هاي بيماري هيژنتيكي جدا

درجه ن يمب RAPDمختلف در امريكا با استفاده از تكنيك 

ناحيه ا را بر اساس آنهها بود و  بين جدايه شكلي چندالاي ب

. )Fisher and Gerik 1994( ك نمودـتفكيجغرافيايي از هم 

 .F. oxysporum f زا هاي بيماري جدايه در مطالعه ديگري

sp. betae (Fob) وF . oxysporum f. sp. 

phaseolina (Fop)   روي چغندرقند و لوبيا با استفاده از

حاكي . نتايج مورد بررسي قرار گرفتند RAPD-PCRك تكني

اين بود و  Fopو  Fobهاي  جدايه شكلي بالايي در از وجود چند

در ايران  .)Cramer 2003( شدنداز هم جدا دو فرم اختصاصي 

توسط بهداد از اصفهان  1348 سالاولين بار اين بيماري در 

 استاندر  اي طي مطالعه .)Behdad 1983( گزارش شد

به عنوان عامل پژمردگي آوندي  F. oxysporumخراسان 

ي ها مقام سوم آلودگي را در بين قارچ و شدچغندرقند معرفي 

 قند به خود اختصاص دادمتنوع مولد پوسيدگي ريشه چغندر

)Abasi Moghadam et al. 1997( . رئوفي و در بررسي

دومين  Raufi et al. 2003( F. oxysporum( همكاران

از مناطق جدا شده مختلف فوزاريوم هاي  ن گونهيرا در ب فراواني

ي وي يزادر بررسي بيماري داشت ومختلف چغندركاري ايران 

در  اصولاً ها را گزارش كرد. زايي جدايه تفاوت در شدت بيماري

د از يمارگرها، ابتدا باياهان به بيمطالعات مربوط به مقاومت گ

كافي داشت و در  زا شناخت يماريكي عامل بيساختار ژنت

از به انتخاب يي نيزامارييصورت وجود تنوع در صفت ب

باشد تا بتوان از آنها  يك غالب كشور مينده ژنتيهاي نما هيجدا

مقاوم (متحمل)  پلاسم هاي اصلاحي و انتخاب ژرم در برنامه

ش از اجراي ي. پ)Mahmoodi et al. 2005( بهره جست

دار، يبه ارقام با مقاومت پاابي يهاي اصلاحي، براي دست برنامه

مارگر را يت بيق، ساختار جمعيهاي مطمئن و دق ستي از روشيبا
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نش ارقام، يهاي گز ي در برنامهيزا مارييبررسي و با لحاظ تنوع ب

با  .ي نموديتوان منبع مقاوم مناسب براي هر منطقه را شناسا هب

 كي ويق بر آن شد كه به بررسي تنوع ژنتين تحقياين توصيف ا

جدا شده از چغندر قند  F. oxysporumهاي  هيي جدايزامارييب

  در ايران بپردازد.

  

  ها مواد و روش

 Fusarium هشت جدايه تعداددر اين تحقيق 

oxysporum هاي قارچي بخش تحقيقات  از كلكسيون جدايه

گياهپزشكي موسسه تحقيقات چغندرقند دريافت شد. اين 

از مناطق عمده  1380تا  1378هاي  ها در فاصله سال جدايه

از  آوري شده بود. تعداد پنج جدايه هم چغندركاري كشور جمع

از مناطق قزوين، همدان و كرمانشاه، مار چغندرقند يهاي ب نمونه

  جداسازي شد. 1387 و 1386هاي  طي سال

  

  ييزامارييآزمون ب

لوله آزمايش به ها در  جدايه ييزامارييب تنوع ارزيابي

ك يدر قالب  ي ريشه در سوسپانسيون اسپورورساز روش غوطه

از  تكرار براي هر جدايه انجام شد. 10طرح كاملاً تصادفي با 

 PDAط كشت يمح رويهاي مختلف  هيروزه جدا 5-7كشت 

دي يكن 106دي به غلظت يون كني، سوسپانسر نور فلورسنتيز

ون در لوله يسوسپانسليتر  ميلي 20ه شد. يتر تهيل لييدر هر م

ك يش يخته شد. در هر لوله آزمايل ريگشاد استر دهانه شيآزما

شه يصورتي قرار گرفت كه ر اي چغندرقند، به هفته اهچه چهاريگ

اه خارج از آن يي گيهاي هوا ون و قسمتيآن درون سوسپانس

 ي ممانعت از ورود آلودگي طوري باش برايباشد. دهانه لوله آزما

خروج هوا گرفته ل پوشانده شد كه جلوي ورود و يپنبه استر

ل قرار داده شدند. يهاي شاهد در آب مقطر استر اهچهينشود. گ

ش خارج شده و يها از لوله آزما اهچهيزني گ هيك هفته بعد از ماي

انجام  اتيرييپانلا و همكاران با تغ مقياسدهي بر اساس  نمره

اعداد زير معادل  در اين مقياس .(Panella et al. 1995)شد

  :شده است با علائم تعريف

  ،مارييبدون علائم ب = 0

  ،كيه نكروتيك با حاشيها كلروت برگ =1

درصد  50ك و يه نكروتيك با حاشيها كلروت درصد برگ 50 =2

  ،اي ها به رنگ قهوه برگ

  ،اي ها به رنگ قهوه كل برگ =3

شه خشك شده، ياي، ر ها كاملاً خشك و به رنگ قهوه برگ =4

  .اهيمرگ گ

  

  بررسي تنوع ژنتيكي

 15از  هاي قارچي تعيين تنوع ژنتيكي جدايهبراي 

 RAPD-PCRواكنش نوكلئوتيدي) در  10آغازگر تصادفي (

هاي بيمارگر  جدايهتهيه توده ميسليومي  .)1(جدول استفاده شد

 يكگرم گلوكز،  10(با تركيب  GYMدر محيط كشت مايع 

 ,MgSO4رمـگ KCl ،2/0 رمـگ NH4H2PO4، 2/0 گرم

7H2O ،ك درصديليتر از محلول  خمر، يك ميليگرم م پنج 

ZnSO4 ليتر از محلول نيم درصد  و يك ميليCuSO4 صورت (

نج روزه هاي پ متري از حاشيه كلني گرفت. سه قرص پنج ميلي

ماير  هاي ارلن هاي بيمارگر برداشته شده و به فلاسك جدايه

 منتقل گرديد. GYMكشت مايع   ليتر محيط ميلي 50حاوي 

استخراج  آوري گرديد. ته، توده ميسليومي جمعيك هف پس از

DNA مطابق روشCTAB (Frederick et al. 2002) 

تا زمان گراد  درجه سانتي -20سپس در دماي  و انجام گرفت

  استفاده قرار داده شد.

  

-Randomly amplified polymorphism DNA)واكنش

PCR) RAPD-PCR   
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ت. ميكروليتر انجام گرف 25در حجم  PCRواكنش 

، Cº94به صورت پنج دقيقه در  RAPDبرنامه دمايي واكنش 

ثانيه در  C°34 ،80ثانيه در  C°94،40ثانيه در  40چرخه با  39

C°72  دقيقه در  10و مرحله تكثير نهايي باC°72 سازي  بهينه

 PCRاي  رهيواكنش زنج .)(Toda et al. 1999 و انجام گرديد

انتخابي صورت گرفت. آغازگر 15ها توسط  هيبراي تمامي جدا

 

  RAPD-PCRمشخصات آغازگرهاي تصادفي مورد استفاده در واكنش  1جدول 
  

  )Sequenceتوالي آغازگر (  )Primerآغازگر (  رديف

1  UBC 203 CACGGCGAGT 

2  UBC 208 ACGGCCGACC 

3  UBC 211 GAAGCGCGAT 

4  UBC 213 CAGCGAACTA 

5  UBC 214 CATGTGCTTG 

6  UBC 283 CGGCCACCGT 

7  UBC 285 GGGCGCCTAG 

8  UBC 286 CGGAGCCGGC 

9  Takapoozist 1 CGTTGGATGC 

10  Takapoozist 2 CCAGACAAGC 

11  Takapoozist 7 CCGGCCTTAG 

12  Takapoozist 8 CCTGGGCCTC 

13  Takapoozist 9 CCTGGGCTGG 

14  Takapoozist 10 CCGGCCCCAA 

15  CinnaGene 9 CCTGGGCCT<A> 

  

  2/1بر روي ژل آگارز  PCRرزيابي محصول واكنش ا

ولت بر  5/2درصد صورت گرفت. الكتروفورز تحت شرايط 

 دستگاه الكتروفورز از نوع بافر اجرا در سانتيمتر صورت گرفت.

TAE )0.04 حاويM Tris-acetate 0.001وM 

Na2EDTA ( .در محلول   پس از پايان الكتروفورز، ژل بود

آميزي شد.  متيل برومايد رنگليتر  در ميلييك ميكروگرم  حاوي

از آنها  مشاهده شده و UV معرض لامپ در RAPDباندهاي 

دهي  به منظور تجزيه و تحليل و نمرهبرداري گرديد.  عكس

يك از  هاي حاصل از الكتروفورز، وجود يا عدم وجود هر داده

ها به صورت اعداد يك و صفر (يك براي وجود هر باند  باند

DNA  افزار  وجود آن) تعيين و در نرم صفر براي عدموExcel 

 UPGMAها به روش  اي جدايه بندي خوشه ثبت گرديد. گروه

  انجام شد. MVSP افزار در نرم

  

  ITS-RFLP آناليز

اي  با استفاده از واكنش زنجيره rDNAتكثير قطعات 

-ITS1 (19  انجام شد. در اين واكنش از آغازگرهايپليمراز 

mer) :5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' وITS4 (20-

mer) : 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'  به ميزان

 .(Salazar et al. 2000) ليتر استفاده شدونانوگرم در ميكر 50

درجه  94به ترتيب  PCRهاي حرارتي واكنش  سيكل

 يكگراد به مدت  درجه سانتي 94دقيقه،  5گراد به مدت  سانتي

درجه  72د به مدت يك دقيقه، گرا درجه سانتي 60دقيقه، 
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گراد به مدت  درجه سانتي 72گراد به مدت يك دقيقه،  سانتي

ارزيابي  مرتبه تكرار شد. 35و مراحل دوم تا چهارم دقيقه،  10

روي ژل آگاروز دو درصد صورت گرفت.  PCRمحصول 

آميزي و مشاهده باندها با روش ياد شده قبلي  رنگ ،الكتروفورز

  صورت گرفت.

  

  PCR محصولهضم 

جهت هضم   TaqI ,HaeIII ,EcoRIهاي از آنزيم

 ITS1 تكثير شده با استفاده از دو جفت آغازگر  DNAقطعات 

تر يكروليم 25استفاده شد. هر واكنش هضم در حجم  ITS4و 

، دو ميكروليتر آنزيم PCRهفت ميكروليتر محصول  شامل

 مخصوص هر آنزيم و 10Xبرشي، دو ميكروليتر بافر واكنش 

هضم به مدت  بود. سترون ريآب مقطر دوبار تقط تريكروليم14

هاي  ميگراد (براي آنز درجة سانتي 37م در يندو ساعت و 

HaeIII  وEcoRI م يگراد (براي آنز درجه سانتي 65) و در

TaqI20تفاده در هاي هضم شده تا زمان اس ) انجام و نمونه- 

دو  ژل آگاروزروي الكتروفورز  داري شدند. گراد نگه درجه سانتي

 .متر صورت گرفت ولت بر سانتي 5/2تحت شرايط  درصد

انجام روش ياد شده قبلي  مطابقآميزي و مشاهده باندها  رنگ

 شد.

  

   و بحث نتايج

ر ييتغ( چغندرقند هاي اهچهيماري روي گيم بيبروز علا

ك هفته يرنگ و نكروز) هر روز مورد بررسي قرار گرفت. بعد از 

اس صفر تا يخارج شده و با مق سوسپانسيون اسپور ها از اهچهيگ

   دهي شدند. چهار نمره

 

      

  زني زايي يك هفته بعد از مايه مقايسه علائم بيماري در آزمون بيماري 1شكل 

با استفاده از متوسط پيوستگي  ها اي جدايهتجزيه خوشه

در  (Average linkage between  groups) ها بين گروه

در  ،(Squared euclidean distance) يدسيفاصله اقل

زايي به دو گروه  آنها را از نظر بيماري SPSSافزار  نرم

. )2(شكل بندي كرد زاي ضعيف دسته زاي قوي و بيماري بيماري

نتايج تجزيه واريانس به كمك آزمون كروسكال واليس نشان 

داري اختلاف معني زايياز نظر بيماري هاداد كه بين جدايه

ترين و جدايه  زا به عنوان بيماري 109و  105، جدايه ود داردوج

 ها مشخص شدند ترين جدايه به عنوان ضعيف 120و  104

 .)3(جدول
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  اي ها بر مبناي شدت بيماري در آزمون درون شيشه اي جدايه تجزيه خوشه 2شكل 

  
  اي  آزمون رتبهو نتايج  كشت چغندرقند در ايرانآوري شده از مناطق مختلف  جمع F. oxysporumمشخصات جدايه هاي  3جدول 

  +كروسكال واليس

  
  هامجموع رتبه  منطقه جغرافيايي  تاريخ نمونه برداري  كد جدايه رديف

1  104  2001 Lorestan  405.5
 

2  105  1999  Qazvin 825.0
 

3  109  2001  Hanedan 815.0
 

4  110  2001  Ardabil-Moghan  773.0
 

5  111  2001  Kermanshah 583.5 

6  112  2001  Kerman 699.5
 

7 113  2001  Ardabil-Moghan  709.5
 

8  114  2001  Kerman  783.5
 

9  120  2007  Qazvin  218.0
 

10  129  2008  Hamedan-Nahavand 636.0
 

11  130  2008  Kermanshah-Bistoon 699.5 

12  131  2008  Kermanshah-Bistoon  741.5
 

13  132  2008  Kermanshah-Bistoon  625.5 

  استمعني دار  درصد در سطح احتمال پنج كروسكال واليس  آماره+

 

   PCR-RAPDواكنش 

آغازگر به كار رفته در اين پژوهش چند شكلي  15تمام 

هاي د بررسي نشان دادند. اندازه باندهاي مور خوبي بين جدايه

بر اساس  تخمين زده شد. bp 3000-120دست آمده بين هب

نتايج نشان  پنج گروه تقسيم شدند.ها به  اي جدايهتجزيه خوشه

ها از سايرين بر اساس  دهد كه جدا شدن برخي از جدايه مي

. بود با منطقه جغرافيايي آنها در ارتباط RAPD-PCRواكنش 

چهار جدايه مربوط به استان كرمانشاه به همراه يك جدايه از 

لرستان و يك جدايه از قزوين با هم در گروه يك قرار گرفتند. 

مربوط به استان اردبيل به همراه يك  113و  110دايه دو ج

جدايه از همدان و يك جدايه از كرمان با هم در گروه دوم قرار 

مانده تك عضوي و هر كدام داراي يك  گرفتند. سه گروه باقي

هاي قزوين، كرمان و همدان بودند.  جدايه به ترتيب از استان

داري  معني  تباطار RAPDزايي و  بين نتايج حاصل از بيماري

 .)4(شكل مشاهده نشد



  7                                                                                                                     1393/ 1/ شماره 30چغندرقند/ جلد  

  

      
  

در ژل آگارز  UBC-208  ،UBC-285با استفاده از آغازگرهاي  Fusarium oxysporumهاي  نقوش باندي قطعات تكثيري جدايه 3شكل 

نشانگر  Mباشند.  مي 132و  131، 130، 129، 120، 114، 113، 112، 111، 110، 109، 105، 104ها به ترتيب از چپ به راست   ، جدايه%2/1

 ماركر وزن مولكولي است.

  

  
 RAPD-PCR هاي مربوط به هاي فوزاريوم با استفاده از داده اي جدايه تجزيه خوشه 4شكل 

  

هاي برشگر روي  مقايسه اثر آنزيمو  ITS-RFLP ناليزآ

   PCRمحصول 

 .F هاي هيجدا DNAر شده از ـيكثـول تـمحص

oxysporum هاي  با استفاده از جفت آغازگرITS1 و  

ITS4 ك قطعهيدرصد، متشكل از  2/1روي ژل آگارز  DNA 

-570بي يها با وزن تقر هيه جدايكسان براي كليباً يبا اندازه تقر

هاي منفي  اي در شاهد شده ريچ قطعه تكثيجفت باز بود. ه 550

هاي  هيجدا DNAر شده از يمحصول تكثبرش  د.يمشاهده نگرد

 TaqIهاي ميبا استفاده از دو جفت آغازگر، با آنزمختلف 

,HaeIII ,EcoRI  داراي محل برش م يهر سه آنزنشان داد

 PCRبا هضم آنزيمي محصولات  روي قطعه مذكور بودند.

دو قطعه با طول متفاوت به EcoRI هاي مختلف با آنزيم  جدايه

قريبي درصد، دو باند با اندازه ت دو دست آمد. روي ژل آگارز

جفت باز مشخص شد. حال آنكه در نتيجه  320-350و  250

سه  HaeIII ها با آنزيم جدايه PCRهضم آنزيمي محصولات 

درصد،  دو قطعه با طول متفاوت به دست آمد. روي ژل آگارز

جفت باز تخمين زده  340و  120، 90سه باند با با وزن تقريبي 

، 70زن تقريبي چهار قطعه با و TaqIشد و در برش با آنزيم 

  .)7(شكل جفت باز مشخص شد 230و  150، 90
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روي ژل آگارز  HaeIIIدهنده  هضم شده با آنزيم برش F. oxysporum هاي جدايه PCRنقوش الكتروفورزي محصول  7شكل 

، 112، 111، 110، 109، 105، 104 هاي جدايه به ترتيب 13تا  1هاي  شماره (چپ)، Taq1دهنده  (راست) و با آنزيم برشدرصد  2

 نشانگر وزن مولكولي. M هستند. 132و  131، 130، 129، 120، 114، 113

  

كننده در مديريت  ترين عوامل كمك يكي از مهم

ورد ـي در مـاي گياهي، داشتن اطلاعات كافـه اريـبيم

باشد و بالا بردن  هاي بيمارگر مي اختار ژنتيكي جمعيتـس

ثر ؤـاي مـه اذ روشـاً در اتخـمسلم هـن زمينـاطلاعات در اي

واهد ـش خـتر نق دـاي كارآمـه ژيـراتـكنترل و تنظيم است

. از طرف ديگر جمعيت )Martin and English 1997( داشت

بيمارگرها رو به تكامل است چرا كه بايد با تغييرات محيطي، 

ها و آبياري  كش ازجمله تناوب زراعي، كاربرد ارقام مقاوم، قارچ

خواهيم ه اصل كنند. بنابر اين اگر بـاري حـزگاـس

بايست به جاي تمركز  ثر واقع شوند ميؤهاي كنترل م استراتژي

ها را هدف قرار دهيم  روي حالت انفرادي و ويژه، جمعيت

)MacDonald 1997(. بيمارگر F. oxysporum ك قارچي 

ل يع است كه در خاك وجود دارد. كه به دليبا پراكندگي وس

شه روي يدگي ريا پوسيجاد پژمردگي آوندي ياش در ا ييتوانا

ادي را ياهي زيشناسان گ ماريياهان، توجه بيعي از گيف وسيط

در اين  ش تا كنون به خود جلب كرده است.يسال پ 80از 

زايي با يكديگر  از نظر بيماري از ايران جدايه 13بررسي تعداد 

با اين  ندودب متفاوتبا يكديگر  اين نظراز  كهمقايسه شدند 

دليل ها مشاهده نشد. زايي جدايهتنوع زيادي در بيماري وجود

ها باشد و اگر از تعداد  اي شايد تعداد كم جدايه چنين نتيجه

. گشت شد، تنوع بيشتري مشاهده مي جدايه بيشتري استفاده مي

زايي كمتري برخوردار  از قدرت بيماري 120و  104دو جدايه 

زايي وجود  يل كاهش شدت بيماريبودند. شايد يكي از دلا

  .)Noorifar et al. 2009( ويروس در آنها باشد مايكو

كي در ين تنوع ژنتييهاي متعددي براي تع روش

مورد استفاده قرار گرفته   F. oxysporumهاي اختصاصي فرم

) VCGs(شي يهاي سازگاري رو ت كه شامل گروهـاس

)Puhalla 1985(ها  ميزوزايا زمون، آ(Bosland and 

Williams 1987) ،RFLPs )Elias et al. 1993( ،

 اي، تفاوت طول قطعات حاصل از هضم DNAنگاري  انگشت

RFLPs ،RAPD ن توالي ييو تعDNA هاي تكرار شونده

)Kistler 1997( .هاي  هيبررسي مشخصات جدا است

F.oxysporum هاي اختصاصي  ر فرميچغندرقند، كمتر از سا

 .F. oxysporum f. sp هاي هيه است. جدان گونه انجام گرفتيا

betae شي مورد يهاي سازگاري رو ن گروهييكه به منظور تع

 ي را نشان دادنديكي بالايبررسي قرار گرفتند، تنوع ژنت
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)Harveson and Rush 1997( . در اين پژوهش نيز تنوع

 هاي مورد بررسي مشاهده شد. ژنتيكي قابل توجهي بين جدايه

از  F. oxysporum f. sp. betae هاي هيداـج RAPDز يآنال

ن يا، مونتانا و اورگون، الگوي باندي متفاوتي را در ايفرنيكال

ها را بر مبناي ناحيه جغرافيايي از هم  و جدايهمناطق نشان داد 

حاضر در تحقيق  .)Fisher and Gerik 1994(تفكيك نمود 

يرين با ها از سا رسد جدا شدن بعضي از جدايه به نظر مينيز 

 هاي هيجدا DNAر يتكث ناحيه جغرافيايي آنها در ارتباط است.

F. oxysporum ك يبا استفاده از تكنRAPD هاي  د بانديتول

ها  هيص جدايد كه امكان تشخشكلي نمو چندر و يواضح، تكرارپذ

آغازگر كه  15. كرد فراهمرا بر اساس الگوي باندهاي حاصل 

ن يكي بيسه تنوع ژنتيبراي مقا د كردنديتول شكلي چندباند  229

ها با  هياي جدا بندي خوشه گروه هاي قارچي انتخاب شدند. هيجدا

ن نشانگر و آن هم با يار متنوع با استفاده از ايات بسيخصوص

گروه  پنجه ها را  به يآغازگر تصادفي، توانست جدا 15تعداد 

   م كند.يتقس

زومي هاي ريبو ساز بين ژن در اين بررسي نواحي فاصله

 ITS1 and ITS4توسط دو جفت آغازگر  5.8Sبه همراه قطعه 

تكثير و قطعات حاصل روي ژل آگارز ارزيابي گرديد.  PCRبا 

 ITS1 and ITS4طول قطعات تكثيري حاصل از آغازگرهاي 

 ه برايـذشتـن در گـه محققيـچه كـا آنـش بـژوهـن پـدر اي

F. oxysporum ت ــاشت دـابقـطـد، مـت آوردنـدس هـب

)Lee et al. 2000(ه از سه آنزيم برشيـن مطالعـ. در اي 

TaqI ,HaeIII ,EcoRI  جهت هضم قطعه تكثيري حاصل از

استفاده شد. اين سه آنزيم داراي  ITS1 and ITS4آغازگرهاي 

محل برش روي قطعه مذكور بودند. در مطالعاتي كه توسط 

انجام گرفته  هاي برشگر ساير محققين با استفاده از اين آنزيم

 Lee et al. 2000)دست آمده است  هجي بين نتايز چنياست، ن

; Arruda et al. 2005( تخمين طول قطعات حاصل از هضم .

هاي برشي  هاي مورد بررسي، با آنزيم جدايه PCRمحصول 

مذكور با نتايج ساير محققين با قدري تفاوت دربرآورد طول 

  .)Lee et al. 2000( قطعات حاصله تطبيق دارد

  

  گيري كلي نتيجه

 اين ن پژوهش نشان داد كه تنوع دريج ايطوركلي نتاه ب

جاد و يثر در اؤد عوامل مين بايبالاست؛ بنابرا نسبتاً قارچ

گسترش آن بررسي شود. هر چند پژوهشگران، جهش، 

ن عوامل يتر ان ژني را از عمدهيزشي و جريهاي آم ستميس

رسد، افزون  اند، ولي به نظر مي جاد تنوع دانستهيرگذار در ايثٔتا

اد يمارگر كه تنوع زيزبان و بيل اثر متقابل ميبر موارد فوق، به دل

ز نبود فشار يشود و ن مارگر ميياد بيزبان منجر به تنوع زيم

زبان مقاوم ازجمله عواملي است كه در عدم كنترل تنوع در يم

قابل  نجا نكتهيدر ا .تواند نقش داشته باشد مارگر مييت بيجمع

اي متفاوت از  به عنوان گونه F. oxysporumتوجه، وجود 

گرفته  هاي صورت وم است كه در بررسييهاي فوزار ر گونهيسا

ن يبر ا شتري را نشان داده است. علاوهيكي بيتا كنون تنوع ژنت

هاي  گر فرميكه خود نسبت به د betaeفرم اختصاصي 

هاي  ررسيـب شتري دارد.يكي بين گونه تنوع ژنتياختصاصي ا

د ين گونه مويي اـصاصـهاي اخت گر فرميصورت گرفته روي د

 .Namiki et al. 1998; Woo et al) ن مطلب استيا

هاي  ج گزارشيق، نتاين تحقيدست آمده از ا ج بهينتا .(1996

ن قارچ يكي قابل استناد در ايگذشته را مبني بر وجود تنوع ژنت

ن فرم يشتر را در ايهاي ب از براي بررسييد كرده و نييتأ

رابطه مشخصي بين تنوع  كند. اختصاصي مهم آشكار مي

ها يافت  زايي جدايهبا بيماري  RAPD-PCRژنتيكي بر اساس

با  ها از سايرين احتمالاً نشد، اما مجزا شدن برخي از جدايه

جابجايي محصول  مناطق جغرافيايي آنها در ارتباط است.

ي  از يك منطقه به منطقه قند هچغندرقند براي انتقال به كارخان
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ي يي از مناطق جغرافيايها تواند دليل قرار گرفتن جدايه ديگر مي

  .باشد RAPDبندي  مختلف در كنار هم در گروه

اوت ـتف ITS-RFLPگر  ن است كه نشانيتصور بر ا

هاي  بررسي ازج حاصل يدهد و نتا اي را نشان نمي هـونـدرون گ

 ITS-RFLP ج حاصل ازينتا ن مسأله است.يد ايؤمتعدد، م

م رخ همانند يك ني F. oxysporum  هاي مختلف هيروي جدا

ج حاصل از ـياـه در نتـك يـالـد در حـده يـه مـان ارائـكسيو 

IGS-RFLP ه استده شديي در باندها ديها تفاوت 

(Pavaanen et al. 1999). ياري گرچه نواحي ذكرشده در بس

ز سازند، اما يي مختلف را از هم متماها اند گونه از موارد توانسته

باعث معمولاً هاي برشي  ميد توجه داشت كه محل برش آنزيبا

. شود ميهاي مختلف  هاي متعلق به گونه هين جدايتفاوت ب

ز يدست آمده ن هصددرصد بودن شباهت الگوي باندي ب اگرچه

د بتوان با يست و شاين نواحي نيكسان بودن ايبه معناي 

 جاد كرد ولي خوديز اين آنها تمايگر بيد شيهاي بر ميآنز

  .باشددليلي بر تشخيص صحيح گونه  تواند مي
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