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  چکیده
شده از مناطق آوريیدگی ریشه لوبیا جمععامل بیماري پوس  Fusarium solaniجدایه 42هاي سازگاري رویشی گروه

بر اساس  nitگان هیافت. فنوتیپ جهشندتعیین شد nitگان هیافتمختلف لوبیاکاري استان زنجان، با استفاده از جهش
  nitMیافته مختلف نیتروژن تعیین گردید و جهشحاوي منابع  (MM)در محیط غذایی حداقل  هاآنمشخصات رشدي 

ي سازگاري رویشی براي هاگروهسازي و تعیین خود اختصاص داد. آزمون مکملها را بهیافتهنی جهشترین فراوابیش
-تک هاآنقرار گرفتند که چهار گروه از  VCGگروه  16ها در یهجداهاي خودسازگار صورت گرفت. بر این اساس، یهجدا

-ه بهبودند ک کننده یا پلهاي متصلرنده جدایهبرگیچنین درعضوي همهاي چندعضوي بودند. گروهعضوي و بقیه چند

هاي سازگاري رویشی و منطقه جغرافیایی مشاهده . ارتباطی بین گروهزمان در بیش از یک گروه قرار گرفتندطور هم
ها یک آغازگر و از بین آن ندهشت آغازگر تصادفی مورد استفاده قرار گرفت هاي کلونال،نگردید. جهت تعیین دودمان

(OPA-13) ایه براي جد 42از بین  مرازپلیاي با تولید باندهاي تکرارپذیر و چندشکلی مناسب انتخاب شد. واکنش زنجیره
 باالی دودمان کلون 13ها را در که آنطوريرا نشان داد به هاتنوع بالاي این جدایهجدایه، موفق بود و نتایج مولکولی  26

عضوي بود. بین چند ی متشکل از تنها یک هاپلوتیپ یک یاالر دودمان کلون. هبندي نموددرصد گروه 75ضریب تشابه 
  بستگی بارزي مشاهده نگردید.بندي بر اساس روش مولکولی و سازگاري رویشی همگروه
  
  Phaseolus vulgaris هاپلوتیپ، ،پوسیدگی فوزاریومی، ناسازگاري رویشی ي کلیدي:هاواژه

 

  مقدمه
 & Fusarium solani (Martius) Appelمرکب گونه

Wollenweber  عنوان یکی از عوامل عمده محدودبه -

 کننده تولید محصول لوبیا در جهان گزارش شده است
مده عوامل ع یک بررسی،در ). 2007(کنودل و همکاران 

 استان زنجان تعیین در پوسیدگی ریشه در مزارع لوبیا

 2/54عامل اصلی بیماري از عنوان به F. solaniقارچ و 
(ناصري  گردیدهاي ریشه لوبیا جداسازي نمونه درصد

). مطالعه جمعیت بیمارگر با استفاده از 1386و مرادي 
اطلاعات مفیدي گرهاي مختلف ژنتیکی و فنوتیپی نشان

ها هاي آنپذیري در جمعیترا در مورد توان تغییر
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طور موفق جهت هایی که بهیکی از روشآورد. میراهم ف
ها ر ژنتیک جمعیت در بسیاري از قارچاختاشناسایی س

مورد استفاده قرار گرفته است، مطالعه سازگاري 
هاي توسعه روش وجود با ).1993است (لزلی  1رویشی

- هم بندي بر اساس سازگاري رویشیمولکولی، گروه

هاي قابل اطمینان مورد عنوان یکی از روشچنان به
رئوفی ایران، ). در 2001توجه است (دوهان و جانسون 

 F. solani ) تنوع در جمعیت قارچ1383و همکاران (
هاي مختلف قند در استانرعامل پوسیدگی ریشه چغند

هاي سازگاري رویشی و کشور را با استفاده از گروه
محمدي ها مطالعه کردند. زایی جدایهرابطه آن با بیماري

 .F. solani f.spجدایه قارچ  53) نیز 1385هاشمی (و بنی

pisi در  آنهاي هرز مزارع را از ریشه نخود و علف
استان فارس جدا کرده و مورد مطالعه قرار دادند. 

 38) سازگاري رویشی بین 2008شریفی و همکاران (
-عامل پوسیدگی خشک غده سیب F. solaniجدایه قارچ 

گروه سازگاري رویشی را  15زمینی را مطالعه نموده و 
ي هاگروهدیگر،  بررسی در یکشناسایی نمودند. 

 Gibberellaجدایه  57سازگاري رویشی براي 

intermedia هاي میزبانی ذرت، برنج، نیشکر از جمعیت
 30جدایه در  57و پیاز مطالعه شد و بر این اساس 

 23ها، رویشی قرار گرفتند که در بین آنگروه سازگار 
عضوي بودند عضوي و هفت گروه چندگروه تک

هاي زمان جمعیتمطالعه هم ).2010همکاران یزاده و (عل
ولی اطلاعات گر فنوتیپی و مولکیک بیمارگر با دو نشان

-بیمارگر فراهم می شناسیزیست مفیدي را در مورد

عامل  F. solani هايطالعه تنوع ژنتیکی جدایهمآورد. 
هاي خراسان زمینی در استانپوسیدگی خشک سیب

نشان  RAPD گرشانرضوي و شمالی با استفاده از ن
 این گونه از تنوع ژنتیکی بسیار بالایی برخوردار هداد ک
هاي ژنتیکی و هیچ ارتباطی بین گروه چنینهم .است

راوري و (بقایی ها وجود نداشتمنشأ جغرافیایی جدایه
جدایه  140تنوع ژنتیکی بررسیدر  .)1385همکاران 

                                                             
١ Vegetative Compatibility  

گرهاي استفاده از نشان با F.solaniقارچ 
تنوع ژنتیکی وسیعی  ،RAPD – PCR و RFLPsیلمولکو

مشاهده شد (مرید و همکاران قارچ این هاي بین جدایه
 DNAکه روي چندشکلی  تحقیقی دیگردر ). 1387
عامل پوسیدگی  F. solani f.sp. pisiهاي جدایه

هاي خراسان رضوي و فوزاریومی نخود در استان
رابطه انجام شد،   RAPDگرتوسط نشان شمالی

 هامنطقه جغرافیایی جدایه ومشخصی بین تنوع ژنتیکی 
 بررسی ).1387زاده و همکاران (حسن دست نیامدبه

از چهار میزبان   F. solaniهاي ساختار ژنتیکی جمعیت
- در ایران، تمام جدایه AFLPگر مختلف بر اساس نشان

زاده قرار داد (مراد یالها را در یک دودمان کلون
بررسی در تحقیقی دیگر، ). 1388ان اسکندري و همکار
آمده از دستبه F. solaniجدایه   26تنوع ژنتیکی بین 

با  فارس و خراسان رضويهاي استاندر  کدوئیان
موجب  RAPDو  RFLPگرهاي استفاده از نشان

-در 75در ضریب تشابه (ی الدودمان کلون 10شناسایی

 منش و همکارانعلی( گردیدها این جدایهبین  )صد
2009 .(  

جهت بررسی تنوع  RAPDبا کاربرد آغازگرهاي 
عامل مرگ ناگهانی سویا در  ،F. solaniهاي بین جدایه

-متحده آمریکا، هر هفت آغازگر به مناطق مختلف ایالات

-هب ،ها را در دو گروه مجزا قرا دادندرفته، این جدایهکار
هاي دو ایالت در یک گروه و که تمام جدایهطوري
قرار گرفتند. تنوع  ها در گروه دیگرهاي بقیه ایالتجدایه

عیت کلونال وض دهندهها نشانکم موجود در این جمعیت
باخ ن(آخ روي سویا در آمریکا بود هاي این قارچجمعیت

در یونان، مطالعه سازگاري رویشی  ).1997و همکاران 
 cucumerinum Fusarium oxysporumجدایه قارچ  68

f.sp. radicis  جدایه در یک گروه و پنج  60نشان داد که
جدایه در گروه سازگاري دیگر قرار گرفتند. سه جدایه 

معرفی گردیدند که  2کنندههاي متصلعنوان جدایهنیز به
هایی در هر دو گروه سازگار بودند با جدایه

                                                             
١ Bridging Isolates 
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بررسی تنوع ). 1999کیاداکیس (واکالوناکیس و فراگ
هاي آمده از میزباندستهب F. solaniجدایه  18ژنتیکی 

نگاري گیاهی و جانوري در برزیل از طریق انگشت
rDNA، اي گونهبالاي درونتنوع ژنتیکی  هندهدنشان

و این تنوع هیچ ارتباطی با منشأ میزبانی و منطقه  بود
هاي . این تنوع حتی در توالیداشتها نجغرافیایی جدایه

اسیلیرو و گردید (برمشاهده  نیز rDNA مثلشده حفظ
  ).2004همکاران 

هاي هدف از تحقیق حاضر، مطالعه تنوع گروه
در  F. soalniهاي قارچ سازگاري رویشی در جمعیت
بر اساس  3یالهاي کلوناستان زنجان، تعیین دودمان

بیمارگر و تعیین هاي این در جمعیت DNAنگاري انگشت
هاي سازگاري بستگی بین گروههم وجود یا نبود

   .الی استهاي کلوندودمان رویشی و
   

  هاروشمواد و 
  هاي قارچییهجداتهیه 

استفاده   F. solaniقارچ یهجدا 42در این تحقیق از 
از ریشه  1389و  1388شد که طی دو فصل زراعی 

استان زنجان جمع آوري  یاهان لوبیا در مناطق مختلفگ
که در ایستگاه تحقیقاتی این توجه به با .بودندشده 

هاي رآباد، ارقام متنوعی از لوبیا با عمق کاشتخی
 تنوعفرض وجود با پیش بودند، مختلف کشت شده

 آوريجمعتري از این منطقه هاي بیش، نمونهتربیش
  ). 1(جدول  شدند

   nitگان هجداسازي جهش یافت
همکاران و جهت انجام این مرحله از روش کارل 

عات میسلیومی ) استفاده شد، بدین ترتیب که قط1987(
روزه هر متري از محیط کشت خالص هفتیلیمدو 

به محیط حاوي کلرات  PDAجدایه از روي محیط 
 ، PDCدرصد ( 6تا  5/1پتاسیم با درصدهاي مختلف 

                                                             
٢ Clonal Lineage 

WAC وMMC(4 15تا  10مدت به هاتشتک. ندانتقال یافت 
داري شدند. گراد نگهیسانتدرجه  24روز در دماي 

حدود لرات، رشد پرگنه قارچ مهاي حاوي کروي محیط
الرشد از یعسرهاي طول این مدت، بخش خواهد شد. در

  .گردیدي قارچ خارج شدهرشد محدود
  

  nitگان هیافتشناسایی فنوتیپ جهش
ي ، از حاشیهالرشدیعسري هابخشبعد از ظهور 

اي برداشته شد و به محیط یسهر، نوك هاآنخارجی 
روز در سه تا چهار بعد از ) انتقال یافت. MMحداقل (

یی که رشد نازك، هاپرگنهگراد یسانتدرجه  24دماي 
عنوان و بدون میسلیوم هوایی داشتند، بهگسترده 

ر ب nitگان هیافتند. جهشگردیدجدا  nitیافته جهش
هاي داراي یکی از چهار منبع طیمحاساس رشد در 

- ونیومو آم 5نیتریت، هیپوزانتین، یعنی نیترات نیتروژن

ي فنوتیپی مجزا قرار گرفتند (لزلی هاکلاسدر تارتارات 
عنوان شاهد ، به). محیط داراي نیترات2006و سامرل 

هاي یافتهکدام از جهشیچهدر نظر گرفته شد. زیرا  منفی
nit  قادر به استفاده از نیترات نبوده و رشد ضعیف

شاهد  عنوانتارتارات بهمحیط داراي آمونیوم دارند.
قادر  nitهاي یافتهجهش . زیرا تمامیمنظور گردیدثبت م

ین ترساده باشند. آمونیومیمبه استفاده از آمونیوم 
-باشد و تمامی جهشیم شکل قابل استفاده نیتروژن

در این نوع محیط، رشد کامل شبیه تیپ  nitهاي یافته
  ).2006وحشی دارند (لزلی و سامرل 

  
   هایهجداآزمون خودسازگاري 

 nit1یافته از هر جدایه با جهش nitMیافته ک جهشی
فاصله حدود دو از همان جدایه مقابل هم به nit3یا 

داراي نیترات  MMمتر از یکدیگر روي محیط سانتی
 21تا  چهارگرفتند. قرار  نیتروژنعنوان منبع سدیم به

                                                             
١PDA Chlorate, Water Agar Chlorate and Minimal 
Medium Chlorate 

٢Hypoxanthin 
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ها مورد ارزیابی قرار گرفتند. پس از کشت، تلاقی روز
هوایی در محل تلاقی پرگنه در م و وجود رشد متراک

-ددهنده تشکیل هتروکاریون و خویافته، نشانجهش
  ها تلقی گردید. یهجداسازگار بودن 

  
ي سازگاري هاگروهسازي و تشخیص هاي مکملآزمون 

  رویشی
سازگار انجام هاي خوداین آزمون تنها براي جدایه

از یک جدایه در مقابل  nitMیافته گرفت. یک جهش
. گرفت قرارها یهجداسایر  nit3و یا  nit1گان هیافتجهش

یافته در وسط تشتک میسلیومی از یک جهش یک قطعه
سه جدایه ز ا  nit3ویا  nit1یافتهگذاشته شد و سه جهش

ه مکمل جدایه یافتدر مقابل آن کشت گردید و یک جهش

 هاآنعنوان کنترل مثبت در کنار مورد آزمایش نیز به
ها . بعد از گذشت سه تا چهار روز، پرگنهه شدقرار داد

هاي سازگار در یک گروه سازگار بررسی شده و جدایه
هاي پل رویشی قرار گرفتند. با توجه به وجود جدایه

وه سازگاري رویشی قرار جدایه هایی که در چند گر(
ک عنوان یمی گرفتند) هر گروه سازگاري رویشی به

شدن یک جدایه در قعصفت در نظر گرفته شد. سپس وا
صورت عدد یک و غیاب هر جدایه در یک هر گروه به

به این ترتیب با  صورت صفر منظور گردید.وه بهگر
   در نرم افزار فر و یک، دندروگرامی تشکیل ماتریس ص
NTSYS pc 2/02   ترسیم شد1998(رولف (.  

  

  هامده از آنآدستبه Fusarium solaniیه هاي مناطق مختلف کشت لوبیا در استان زنجان و تعداد جدا -1جدول 

  رفتهکارهاي بهتعداد جدایه  جدایه ها تعداد  برداريمناطق نمونه
  مولکولی هايتحلیلتجزیهدر 

  هاينام اختصاري جدایه
  هر منطقه

 10  10  آبادایستگاه تحقیقاتی خیر
***

30Z ،25Z ،21Z ،***
19Z ، 16Z، 

14Z،***
10Z  ، 6Z ، 4Z ،*** 1Z  

***، 24Z ،23Z ،9Z 4  5  آبادنصیر  
8Z ،2I  

*** 3  3  آبادعمید
17Z ،3Z،*** 2Z  

  27Z ،18Z -  2  *نعلبندان
  ،29Z -  1  *آبادیوسف

*** 2  5  درهخرم
28Z ،***

15Z، 12I ، 11I ،9I  
*** 2  2  هیدج

22Z ،7Z  
  26Z ،11Z -  2  *آبادسنبل

  13Z ،6I 1  2  **قلعهصایین
*** 1  1  **سلطانیه

12Z  

  20Z ،5Z -  2  *آبادخیر
  10I ،8I ،7I ،4I ،3I ،1I ٢  6  چرگر

*** ١  1  **قلعه حسینیه
5I  

    26  42  تعداد کل جدایه ها
  لحاظ نشدند. مرازپلیاي علت عدم تکثیر ژن در واکنش زنجیرههاي مولکولی بهتحلیل: مناطقی که در تجزیه*

 مولکولی حذف گردیدند. هايتحلیلتجزیه، از بخشی از مرازپلیاي در واکنش زنجیره علت وجود تنها یک جدایه موفق: مناطقی که به**
  ها تعیین گردید.مراز موفق بوده و هم گروه سازگاري رویشی آناي پلیهایی که هم در واکنش زنجیره: جدایه***
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  مرازو واکنش زنجیره اي پلی DNAاستخراج     

 پرگنهه قارچی م تود، تماDNAمنظور استخراج به
بعد از  PDAروزه هر جدایه از سطح محیط کشت هفت

افزودن چند قطره آب مقطر با استفاده از اسکالپل 
دار استریل هاي دربیشهشاستریل برداشته شده و به 

ي فالکون هالولهها درون یشهش. سپس ندمنتقل گردید
ساعت به دستگاه فریز  ششت قرار گرفته و به مد

 -60و دماي  خلأده و تحت شرایط شمتصل  6درایر
از  DNAگراد لیوفیلیز گردیدند. استخراج درجه سانتی

) 2000شده به روش لیو و همکاران (میسلیوم لیوفیلیز
  پس از اعمال برخی تغییرات انجام شد.

 از F. solaniهــاي یــهجداروي  PCRجهـت انجــام  
و  )2(جدول  استفاده شد RAPDهشت آغازگر تصادفی 

-) بـه OPA-13 )CAGCACCCACآغـازگر  آنها  از بین

 .Fهاي یهجداعلت موفقیت آن در تکثیر ژنوم بسیاري از 

solani بـه  پذیر و قابـل ارزیـابی  و تولید باندهاي تکرار-

جهـت ارزیـابی   . نتـایج انتخـاب شـد   تحلیل منظور تجزیه
-، واکنش زنجیرهموفق پذیري باندهاي این آغازگرکرارت

انجـام گرفـت و   هـا  براي جدایهرار دو تک در مرازاي پلی
تولید شده بودند، مجـددا   تکرار اولتمام باندهایی که در 

پذیر بودن عمل دهنده تکرارکه این امر نشان گردیدتولید 
بقیه آغازگرها اغلب باندي تولیـد  آغازگر مورد نظر بود. 

بـراي تعـداد معـدودي از     OPA-19تنها آغازگر ننمودند.
که عـدم تنـوع    سیار ضعیف تولید کردها دو باند بجدایه

بودن ایـن بانـدها و   ها و نیز ضعیفبین جدایهاین باندها 
غـازگر بـراي تعـداد    از سویی دیگر عـدم موفقیـت ایـن آ   

-ز ارزیابیهاي آن اها موجب حذف دادهزیادي از جدایه

 RAPD- PCRمخلوط واکـنش بـراي   هاي نهایی گردید. 
 13 )فزاپـژوه (شـرکت   DFS Master Mix (2x)شـامل  

 پنجبا غلظت  ژنومی DNA میکرولیتر از  سه، میکرولیتر
شـرکت  تهیـه شـده از   آغـازگر (  نانوگرم بر میکرولیتـر، 

ــر و 4/1تکاپوزیســت)  ــر آب دو میکرولیت ــار تقطی  6/7 ب
                                                             

6 Freeze Dryer 

واسرشـتی   نامه حرارتی تکثیر  شاملمیکرولیتر بود. بر
 45، ســپس گــرادســانتیدرجــه 94 دقیقــه در پــنجاولیــه 
-درجـه  94 دقیقـه در  یـک ترتیـب واسرشـتی   بـه  چرخـه 

 34 دقیقـه در  یـک مرحلـه اتصـال آغـازگر    ، گـراد سانتی
 72 دمـاي  دقیقـه در  دوبسط آغـازگر   گراد،سانتیدرجه
در  دقیقـه  هفـت  بسط نهایی آغـازگر  گراد وسانتیدرجه

(جانــا و  صــورت گرفــت گــرادســانتیدرجــه 72دمــاي 
ــاران  ــولات  )2003همک ــاهده محص ــت مش از  PCR. جه

فاصـله   .درصد استفاده شد یکالکتروفورز با ژل آگارز 
گیـري فاصـله   با اندازهندهاي روي ژل اشده توسط بطی
و انـدازه هـر بانـد بـا      گیـري ر باند تا ته چاهک انـدازه ه

با مقیاس  مقایسه آن با باندهاي شاخص وزنی مولکولی
ــی ــی  5/0 خط ــاز 10ال ــا  7کیلوب ــرکت ژن ــاخت ش  -، س

انواع بانـدهاي  ترتیب . به اینگردید سبهمحا 8بایوساینس
باندهاي مشـترك روي  شده بر اساس اندازه و نیز تکثیر

هـر   نبـود وجـود یـا   . سپس ندهاي مختلف تعیین شدژل
ترتیب بـا یـک و صـفر در مـاتریس     در هر جدایه به باند
-جهت تعیین گـروه صفر و یک نشان داده شد. هاي داده

، ریس صــفر و یــکدا بــر اســاس مــاتابتــ هــاي ژنتیکــی،
ماتریس تشابه بر اساس ضریب تشابه جاکارد در نـرم  

-خوشـه  تحلیلتجزیه محاسبه و NTSYS-pc 2.02افزار 

 انجـام  UPGMAروش  کمـک روي ماتریس تشابه به اي
، در این دنـدروگرام  ترسیم گردید. هو دندروگرام مربوط

گردیـد کـه درصـد    هاي ژنتیکی اطلاق هاپلوتیپ به گروه
-بین اعضاي تشـکیل  ژنومی نگاريوي انگشتتشابه الگ

هـایی  عبارت دیگر جدایهدرصد بود. به 100ها آندهنده 
روي ژل کاملا یکسان  از نظر نوع باندهاي تولیدشده که

افزار مذکور در یک گروه ژنتیکی با ضریب بودند در نرم
جهـت تعیـین    بندي گردیدند.گروه(هاپلوتیپ)  100تشابه 

و  فراوانــــی بانــــدها مربــــوط بــــه هــــايشــــاخص
( پیکـل و   GENALEX 6افـزار  از نـرم  هتروزیگوسیتی،

                                                             
٧ High Range DNA Ladder, 0.5 – 10 kbp linear scale 
٨ Jena Bioscience 
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افزار و جهت تعیین تنوع ژنوتیپی از نرم) 2006اسموس 
Multilocus 1.3 هـم د. استفاده ش) 2001اپو و برت (آگ-

هـاي منـاطق   تعیین تفرق ژنتیکی بـین جدایـه   چنین براي
ــله ژنتیکــی بــین     ــرم آنمختلــف، فاص افــزار هــا در ن

GENALEX 6 .منظور لازم بود از بدین  محاسبه گردید
هاي ژنتیکی حـداقل دو جدایـه در اختیـار    هر منطقه داده

 .باشند

  بندي فنوتیپی و مولکولیمقایسه گروه
هاي سازگار رویشی با منظور مقایسه گروهبه

هاي ابتدا گروه ،آمدهدستالی بههاي کلوندودمان
هاي گرفتن جدایههم قرارسازگار رویشی که از کنار

الی مقایسه هاي کلونسازگار حاصل شدند، با دودمان
ها در یهجداگرفتن گردیدند. سپس بر اساس قرار

هاي صفر و یک ي سازگاري مختلف، ماتریسهاگروه
هاي مفهوم که هر یک از گروهتشکیل شدند. بدین

عنوان یک صفت در نظر گرفته سازگاري رویشی به
نشدن هر جدایه در هر گروه واقعشدن یا شد و واقع

ي حاصل هادادهترتیب با یک و صفر تعیین گردید. به

 NTSYS pc جهت ترسیم دندروگرام به نرم افزار 

دندروگرامی بر اساس  ،ترتیبوارد شدند. بدین 2/02
افزار مذکور ترسیم گردید. سازگاري رویشی در نرم

ر شده بین دندروگرام با دندروگرام ترسیمسپس ا
  .اس داده هاي مولکولی مقایسه شداس

  

  نتایج
       ي مقاوم به کلرات و جداسازي جهشهابخشتولید 
  nitگان یافته

الرشد مقاوم هاي سریعریسهتوانایی و سرعت رشد 
یافته به هاي میسلیومی انتقالقرص اطراف دربه کلرات 

. در مورد بعضی متفاوت بود ،محیط واجد کلرات
الرشد ، حدود چهار تا پنج روز یعسرهاي خشها بیهجدا

ولی برخی شدند. یمتولید  خیلی سریع ،پس از کشت
تري تشکیل شده و پس از دیگر در مدت زمان بیش

 سازي به روشروز، براي خالص 21گذشت حدود 
  آماده می شدند.ریسه نوك

  

  در استان زنجان Fusarium solani هاي قارچی تنوع ژنتیکی جدایهجهت بررس  RAPD شدهبردهکارنام و توالی آغازگرهاي به - 2جدول 

تولیدشده در  تعداد باندهاي چندشکلی (′3 - ′5) توالی آغازگرها هانام آغازگر
  مرازاي پلیواکنش زنجیره

RCO9    GATAACGCAC - 

OPA-01 CAGGCCCTTC - 

19-OPA* CAAACGTCGG 2 

OPB-05 TGCGCCCTTC - 

OPG-06 GTGCCTAACC - 

OPL-12 GGGCGGTACT - 

OPN-13 AGCGTCACTC - 

OPA-13 CAGCACCCAC 17 

* :OPA- 19 ها هیچ باندي تولید نشد، این آغازگر از که براي بسیاري از جدایهفقط در چند جدایه دو باند ضعیف تولید نمود و با توجه به این
  ها حذف گردید.ارزیابی
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روز پس  14هفت تا  ،ي مقاوم به کلراتهابخش اغلب
الرشد هاي سریعریسهتولید . ظاهر گردیدنداز کشت 

-کشت حاوي کلرات پتاسیم به هايها روي محیطجدایه

طوري که به تر بود.تر و راحتسه درصد سریع میزان
ي مقاوم به کلرات در هابخشترین میزان تولید بیش

درصد و در  76/41میزان سه درصد به WACمحیط 
کل  ازدرصد  44/35میزان سه درصد به MMCمحیط 
ي هابخشترین میزان ي مقاوم به کلرات بود. کمهابخش

 MMCدرصد در محیط  84/3مقاوم به کلرات به میزان 
 ،MMCها در محیط یهجداپنج درصد تولید شد. تمام 

ي هابخشتعداد  .کردند ایجادي مقاوم به کلرات هابخش
بودند، در بین  nitیافته مقاوم به کلرات که جهش

از  درصد متفاوت بود. 92/5درصد تا 0 /59ها از جدایه
از  nit هايیافتهمنظور تهیه جهشکه به ییهامیان بخش

 MMCغذایی واجد کلرات به محیط کشت  هايیطمح
ها آن درصد nit ،15/38 هايیافتهمنتقل گردیدند، جهش 

 شاملدرصد)  85/61( بقیهو  ندرا به خود اختصاص داد
فاده که هم توانایی است بودندبا رشد وحشی  هایییهجدا

به منبع کلرات نسبت و هم  نداز منبع نیترات را دارا بود
در مورد  .)crn9 گانیافتهجهش( ت نشان دادندمقاوم

حاوي  هايهاي مورد آزمون در همه محیطتمامی جدایه
فنوتیپ غالب  WACو  MMC ،PDCکلرات شامل 

خود به nitMشده را فنوتیپ جداسازي هايیافتهجهش
ها به جزء یهجدادر مورد تمامی  nitM داد.اختصاص 

درصد کل  4/57که وريطبه تولید شد.  14Zیه جدا
آمده در این مطالعه مربوط به دستههاي بیافتهجهش

 nit3 24/11و  درصد nit1 ،36/31 همین فنوتیپ بود.
آمده را تشکیل دستهب nitهاي یافتهشدرصد از کل جه

داراي سه  MMCجدایه که در محیط  42از  دادند.
ي مقاوم به کلرات کردند، هابخشتولید  درصد کلرات،

- فراوانی جهش ،در نهایت تولید نمودند. nitMجدایه  32

تر از سایر بیش MMCکشت  در محیط nitMگان هیافت
نین فراوانی چهاي کشت مورد استفاده بود. هممحیط

                                                             
 ٩ClO3-resistant NO3-utilizing 

نسبت  WACدر محیط کشت  nit1گان هیافتی جهشنسب
 16براي  فقط nit3تر بود. هاي کشت بیشبه سایر محیط

-ترین فراوانی مربوط به جهشبیشدست آمد. بهجدایه 

 ،مشاهده گردید MMCدر محیط کشت  nit3گان هیافت
ها یک از جدایهدر هیچ PDCکه در محیط طوريبه

  نشد. شناسایی nit3یافته نوع جهش
  
  يسازمکملهاي آزمون
هاي مختلف با درصدهاي یطمحاستفاده از  وجودبا

تولید  nitMپتاسیم، براي سه جدایه تنها متفاوت کلرات
ي خودسازگاري کنار گذاشته هاآزموند و از گردی

در  HSI(10ناسازگار (دهاي خویهجداشدند. در مورد 
ه طکاریون مربوها رشد هترویافتهمحل تلاقی جهش

در مورد . نگردید تشکیلمتوقف شد و هتروکاریون 
پس  ،هایافتهدر محل تلاقی جهش HSIهاي یهجدابرخی 

متوقف اولیه هتروکاریون  سلول، رشد از آناستوموز
-همو در برخی دیگر در محل به ادامه نیافتو شده 

 هاي دو پرگنه ناسازگار از رشد بازریسهرسیدن، 
صورت هم هتروکاریون  ماندند و حتی تشکیل سلول

 باقی ماند. هاآننگرفت و یک ناحیه بدون رشد در بین 
-ها، آزمون مکملاز خودناسازگاري جدایه براي اطمینان

آن جدایه  هاي مختلفیپفنوتسازي چندین مرتبه و با 
 .)1(شکل  اطمینان کامل، نتایج ثبت شدند تکرار و پس از

. با حذف بودند HSIجدایه  21 نتایج نشان داد که
هایی که تنها یک نوع یهجداناسازگار و هاي خودیهجدا
nit  جدایه مورد آزمون 42تولید نموده بودند، از کل، 

بندي سازگاري رویشی تقسیم نظرجدایه از  18تنها 
ناسازگاري و یا علت خودها یا بهیهجداگردیدند و بقیه 

گان ضروري هیافتز جهشدلیل عدم تشکیل یکی ابه
ي سازگاري رویشی هاآزمونت انجام تقابل، از جه

  د.حذف شدن
  

                                                             
١٠ Heterokaryon Self Incompatible 
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هاي سمت سازگاري رویشی و تشکیل هتروکاریون (فلش -1شکل 

 هايهاي سمت چپ) بین جدایهراست) و ناسازگاري رویشی (فلش
 Fusarium solaniقارچ  مختلف

  
ي سازگاري/ ناسازگاري هاواکنشبا بررسی نتایج 

ي هاگروههاي سازگار در یهاجدرویشی و قرار دادن 
ز ند. اگروه سازگاري رویشی شناسایی گردید 16مجزا، 

 14 همه عضوي بودند.گروه تنها چهار گروه تک 16بین 
بیش از یک جدایه را در بر داشتند و از  گروه دیگر

در بین این کننده هاي متصلسویی دیگر وجود جدایه
بندي گروه). 2عضوي مشهود بود (جدول هاي چندگروه

  بر اساس سازگاري رویشی با استفاده از نرم افزار
NTSYS pc 2/02 گروه در ضریب  14ها را به جدایه

 75گروه در ضریب تشابه  17 درصد و به 50تشابه 
   ).2درصد تقسیم نمود (شکل 

هاي ژنتیکی هاي مولکولی و گروهتحلیلنتایج تجزیه
  مربوط 

جدایه با  26نها جدایه مورد بررسی، ت 42از بین 
باندهاي قابل ارزیابی تولید  OPA-13استفاده از آغازگر 

با باند متفاوت قابل ارزیابی  17نمودند و در مجموع 
(شکل  باز تولید گردیدجفت 3000تا  400دامنه اندازه 

بودند (درصد  شکلیشده چندتمام باندهاي تولید. )3
درصد).  100در بین کل جدایه ها:  شکلیچند باندهاي

سان نبوده و از یک الی هفت ها یکتعداد باندها در جدایه
مربوط شکلی چندترین تعداد باندهاي باند متغیر بود. کم

ترین تعداد بوده و بیش 3Iو  12Z ،13Zبه سه جدایه 
اختصاص  16Zو  1Zهاي به جدایه چندشکلیباندهاي 

  ).4داشت (جدول 
 بینتلف میزان هتروزیگوسیتی براي باندهاي مخ

قرار داشت و میانگین آن براي کل باندها  52/0تا  08/0
باند داراي  16شده، باند تکثیر 17از بین بود.  27/0

فراوانی بیش از پنج درصد بودند. بر اساس ضریب 
ی قرار الدودمان کلون 13ها در درصد جدایه 75تشابه 

ی تنها یک هاپلوتیپ را در الگرفتند. هر دودمان کلون
دند. هاپلوتیپ شناسایی ش 13ت و به این ترتیب برداش

عضوي بوده و بقیه در این میان شش هاپلوتیپ تک
ترین که فراوانطوريهداراي چندین جدایه بودند ب

  ).4(شکل  هاپلوتیپ از پنج جدایه تشکیل شده بود

  *رویشی سازگاري گروه 16در  Fusarium solaniهاي قارچ گرفتن اولیه جدایهقرار -3دول ج
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Z٢۶ Z١۵ Z١٢  Z٢٨ Z٢۶ Z١٠          

 Z١٩ Z٢۶   Z٢٨ Z٢۶          

 Z٢٨ Z٢٨   Z٣٠           
 هم و تشکیل یک گروه سازگاري رویشی بزرگ را دارند.بلیت پیوستن بهقا 16الی  پنجهاي گروه پل، هايیهجدا وجود علتبه*
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Coefficient
0.00 0.21 0.42 0.62 0.83

          

 I2 

 I8 

 Z10 

 Z1 

 Z11 

 Z2 

 Z12 

 Z28 

 Z26 

 Z15 

 Z19 

 Z17 

 Z30 

 Z8 

 I5 

 Z20 

 Z22 

 I10 

 
 

ي بر بندگروهدهنده . خط جداکننده نشانVCGاز روش   Fusarium solaniجدایه قارچ  18براي  UPGMAبر اساس روش  دندروگرام - 2شکل 
 باشد.یمدرصد  75اساس ضریب تشابه 

 
  
  
  
  

  
  
  

    

    
(آغازگر  RAPD-PCRگر استفاده از نشان آمده از لوبیا بادستبه Fusarium solani هاي قارچجدایهبرخی  DNA نگاريانگشتالگوي  -3شکل 

OPA-13( ؛M کیلوباز  10الی  5/0: شاخص وزنی مولکولی با مقیاس خطی  
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Coefficient
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 42(از بین  نگاري ژنتیکیاز روش انگشت با استفاده  Fusarium solaniجدایه قارچ  26براي  UPGMAبر اساس روش  دندروگرام - 4شکل 
باشد که یمها یپهاپلوتدهنده گذاري سمت راست نشان. شمارههاي قابل ارزیابی نمودند)مراز تولید بانداي پلینش زنجیرهجدایه در واک 26ه تنها جدای
  باشند.می  5Iو  1I  ،3Iهاي یهجدابه ترتیب  33و  32و  31ي هاشمارهو  30Zتا  1Zهاي معادل با جدایه 30تا  1ي هاشماره

  

در  Multilocusافزار ر نرمشده دتنوع ژنوتیپی محاسبه
بودن آن به که با توجه به نزدیک بود 93/0بین جدایه ها 

ها را نشان می ک، تنوع ژنوتیپی بالاي بین جدایهعدد ی
 26منطقه مختلف، تنها  13جدایه متعلق به  42از  دهد.

مراز موفق بودند که این اي پلیجدایه در واکنش زنجیره
و از  بودند 1قه به شرح جدول نه منطها متعلق به جدایه

ها براي اي تنمنطقهنیز امکان مقایسه تفرق بینها بین آن
در واکنش  هاآنموفق هاي منطقه که تعداد جدایه شش

امکان داشت  ،بیش از یک بود مرازپلیاي زنجیره
-خرمخیرآباد، نصیرآباد، عمیدآباد، تحقیقاتی (ایستگاه 

تفرق یا فاصله ژنتیکی بین  ، هیدج و چرگر). بررسیدره
ترین فاصله منطقه نشان داد که کم هاي این ششجدایه

 ترینآباد و بیشژنتیکی بین دو منطقه هیدج و نصیر
 درهخرمو نیز چرگر و  درهخرمفاصله بین هیدج و 
اطق مورد مطالعه، در بین من ).5بوده است (جدول 

رفتند و این گآباد در یک هاپلوتیپ قرار هاي عمیدجدایه
نیز صادق بود.  درهخرمهاي نکته در مورد جدایه

ها در هاي بقیه مناطقی که بیش از یک جدایه از آنجدایه
PCR هاي متفاوتی متفرق موفق بودند، در گروه

هاي ایستگاه تحقیقاتی خیرآباد در پنج گردیدند. جدایه
هاي چنین جدایههاپلوتیپ مختلف قرار گرفتند. هم

د در دو هاپلوتیپ واقع گردیده و دو جدایه نصیرآبا
قرار گرفتند.مجزا هیدج نیز در دو هاپلوتیپ 

  OPA-13با استفاده از آغازگر  Fusarium solaniهاي مختلف شده براي جدایهتولید *) شکلیچندي (تعداد باندها -4جدول 

  هانام جدایه  هاتعدد جدایه  شکلیچندهاي تعداد باند
1  3  12Z ،13Z، 3I 

2  8  2Z ،3Z ،9Z ،10Z ،15Z ،17Z ،24Z ،28Z 

3  10  4Z ،6Z ،8Z ،14Z ،19Z، 21Z ،22Z ،23Z، 25Z ،30Z 

4  1  7Z 

5  1  5I 

6  1  1I 

7  2  1Z ،16Z 

 *با توجه به اینکه تمام باندها چندشکلی می باشند، لذا تعداد کل باندها با تعداد باندهاي چندشکلی برابر است.
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  *از استان زنجان  Fusarium solaniهاي براي جدایه ،ايمنطقهله ژنتیکی بینفاص -5جدول 

  چرگر  هیدج  درهخرم  عمیدآباد  آبادنصیر  آبادایستگاه تحقیقاتی خیر  

            0  تحقیقاتی خیر آباد ایستگاه

          0  12/0  آبادنصیر

        0  08/0  23/0  عمیدآباد

      0  27/0  23/0  27/0  درهخرم

    0  31/0  23/0  07/0  14/0  هیدج

  0  23/0  31/0  23/0  11/0  18/0  چرگر

  منطقه تنها براي شش منطقه (با بیش از یک جدایه) امکان بررسی فاصله ژنتیکی وجود داشت.  13از * 
 

 RAPD- PCRو  VCGمقایسه نتایج حاصل از 

تعیین  هاآنهایی که گروه سازگاري یهجدابرخی از 
با  مرازپلیاي یرهجزنشد، هیچ باندي را در واکنش 

آغازگر مورد استفاده ایجاد نکرده بودند، عکس این 
-قضیه نیز صادق بود به این مفهوم که برخی از جدایه

 باندهاي قابل مرازپلیاي هایی که پس از واکنش زنجیره
دلیل خودناسازگاري یا عدم ارزیابی ایجاد نمودند، به

هاي تعیین ، از آزموننیازهاي موردیافتهایجاد جهش
امکان  ،گروه سازگاري حذف گردیدند. بدین ترتیب

جدایه از کل  12گر تنها براي مقایسه نتایج دو نوع نشان
ها شامل جدایه این جدایه که پذیر شدجدایه امکان 42

هایی از ایستگاه تحقیقاتی خیرآباد (چهار جدایه)، 
دره نصیرآباد (یک جدایه)، عمیدآباد (دو جدایه)، خرم

دو جدایه)، هیدج (یک جدایه)، سلطانیه (یک جدایه)، و (
مشخص  1قلعه حسینیه (یک جدایه) بودند که در جدول 

 بنديگروهی بارزي بین خوانهمهمبستگی و  .اندگردیده
نگاري ژنومی بر اساس سازگاري رویشی و انگشت
 28و  Z)15( 15وجود نداشت. تنها در مورد دو جدایه 

)28(Z که این دو جدایه در ضریب تشابه توان گفت یم
درصد بر اساس سازگاري رویشی و در ضریب  50

در یک  ژنومینگاري درصد بر اساس انگشت 75تشابه 
گروه قرار گرفتند. قابل ذکر است که این دو جدایه از 

) جداسازي شده بودند. تشابه دیگر درهخرمیک منطقه (
(از قلعه  5I یا 33در آن بود که جدایه  بنديگروهاین دو 

که تنها عضو گروه سازگاري رویشی شماره  حسینیه)
ریب نگاري ژنومی نیز در ضبود، در انگشت VCG1یک 

عضوي واقع شد. درصد در یک گروه تک 75تشابه 
در مطالعه ایستگاه تحقیقاتی خیرآباد، چهار جدایه 

آنکه حالمولکولی در چهار هاپلوتیپ جداگانه واقع شدند 
در  30Zر اساس سازگاري رویشی، جدایه در مطالعه ب

سازگاري رویشی و سه جدایه دیگر به  یک گروه
کننده در چند گروه سازگاري هاي متصلایهصورت جد

شده بر اساس در دندروگرام ترسیمرویشی واقع شدند. 
(از  12Zو  دره)(از خرم 28Zدو جدایه  ،سازگاري رویشی

اساس که بر حالیدر  قرار گرفتندسلطانیه) در یک گروه 
هاي این دو جدایه در هاپلوتیپ ،ژنومینگاري انگشت

از  17Zو  2Zهاي جدایههم قرار گرفتند. جدا و نزدیک به
در یک گروه و ژنومی نگاري بر اساس انگشت آبادعمید

هاي مجزا واقع ازگاري رویشی در گروهبر اساس س
از  8Zاز هیدج گرچه همراه با جدایه  22Zشدند. جدایه 

هاي در گروهاما نصیرآباد در یک هاپلوتیپ واقع شدند، 
 22Zکه طوريهمتفاوت سازگاري رویشی قرار گرفتند، ب

  عضوي را تشکیل داد.یک گروه تک
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- ي سازگاري رویشی چندهاگروهدر هر کدام از 

هاي دندروگرام مبتنی عضوي و نیز در هر یک از گروه
مناطق مختلف هایی از بر سازگاري رویشی، جدایه

موجود بوده و بنابراین ارتباط آشکاري بین پراکنش 
مشاهده نشد. این موضوع در  بنديگروهجغرافیایی و 

هاي مولکولی و بر اساس داده بنديگروهرابطه با 
  پراکنش جغرافیایی نیز صادق بود.

  
  بحث

سازگاري/ ناسازگاري رویشی ابزاري مناسب جهت 
 باشد ویمقارچ در مزرعه در جمعیت یک  هاکلونتعیین 
دهد یماین امکان را  VCGي سازگار رویشی یا هاگروه
ها از نظر ژنتیکی یهجداطور نسبی روابط بین که به

دهنده ). برخی تحقیقات نشان1993تعیین گردد (لزلی 
زایی و ي بیماريهاگروهارتباط و همبستگی بین 

در ). 1985ي سازگار رویشی بوده است (پوهالا هاگروه
-هاي حاوي کلراتیطمحاین پژوهش با استفاده از 

گان مقاوم به کلرات که فاقد توانایی هیافتپتاسیم، جهش
در مورد استفاده از منبع نیترات بودند، جداسازي شدند. 

- ها و اضافهیطمحکردن نوع وجود عوض باسه جدایه 

غیر از هاي مورد استفاده، یطمحدرصد کلرات به  نمودن
nitM اي چنین نتیجه دست نیامد،یافته دیگري بهجهش

هم گزارش شده است  توسط برخی محققین دیگر
که فاقد  هایییهجدا ).1996جورج _(هاسورن و ریز

-گان بههیافتبین جهشها توانایی تشکیل هتروکاریون

-ناسازگار نامیده میخود آمده از خودشان باشند،دست

دادن ر صورت تلاقید ).1989(کارل و همکاران  شوند
هاي دیگر نیز هتروکاریونی تشکیل یهجداها با این جدایه

که تلاقی بین نخواهد شد. بدین ترتیب در صورتی
-هاي خودیهجداهاي مختلف بدون شناسایی اولیه یهجدا

ي سازگاري هاگروهناسازگار انجام شود، تعداد 
برآورد خواهد بیش از حد واقعی رویشی در جمعیت 

هاي انواع یتجمعها که در یهجداضور این نوع شد. ح
 .F. oxysporum ،Fاز جمله  فوزاریومي هاگونه

moniliforme و F. subglutinans يهاگونه یبرخ و 
ي هاداده، گاه تفسیر اندشدهاین قارچ مشاهده  یگرد

). قابل 1993نماید (لزلی یمجمعیت را با مشکل مواجه 
شده در تعیین هاي استفادهیهجداذکر است که نیمی از 

-این تحقیق، خودي سازگاري رویشی در هاگروه

در این  شدهشناسایی HSIبودند. تعداد بالاي  ناسازگار
آمده توسط برخی محققین دستتحقیق مشابه با نتایج به

جورج -هاسورن و ریزباشد، بدین ترتیب که یمدیگر 
-را بهجدایه  F. solani ،32جدایه  89نیز از  )1996(

شناسایی نمودند. تحقیقات نشان  HSIهاي یهجداعنوان 
دلیل کاهش آناستوموزهاي به HSIدهند که پدیده یم

ر باشد و این امر دیمیک قارچ  اي در داخل پرگنهریسه
و  F. oxysporumاز جمله  فوزاریومیی از هاگونهمورد 

F. moniliforme  جاکوبسون و 1987(کارل و همکاران ،
(هاسورن و  F. solani) و نیز در مورد 1988ن گوردو

-داست. اهمیت خو به اثبات رسیده )1996جورج  _ریز
 هاقارچداري ست. نگهناسازگاري در طبیعت مشخص نی

هاي کشت مصنوعی باعث یطمحمدت طولانی در به
شود که یمها یهجدا یی در تعدادي ازهاجهشوقوع 

ناسازگاري در موجب وقوع خود هاجهشبرخی از این 
جورج _(هاسورن و ریزگردد یمها یهجدا بعضی
1996.(   

ي تعیین هاآزموني مهم در هایکی از چالش
، تنوع در قوت هاقارچهاي یتجمعسازگاري رویشی در 

باشد. تنوع بالا در قوت هتروکاریون در یمهتروکاریون 
هاي قارچ یهجدافراوانی در بین ي سازگار بههاواکنش

F. solani است. در این تحقیق نیز  مشاهده شده
ها یونهتروکاریی از این تنوع در ضعف و قوت هانمونه

هایی که باهم یهجدامشاهده گردید. در مورد تمام 
سازگار بودند، سازگاري با قوت بالا و با سرعت 

، 28Zو  19Zبالاتري اتفاق افتاد ولی در مورد دو جدایه 
تشکیل شد و نسبت به  تريهتروکاریون با سرعت کم

هاي دیگر خیلی ضعیف بوده و توسعه یونهتروکار
دهد که در بیان فنوتیپی یمزیادي نیافت. این امر نشان 
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عوامل  هاژنسازگاري رویشی علاوه بر سازگاري 
 .Fدر مورد باشند. این پدیدهیمدیگري نیز دخیل 

moniliforme   به اثبات رسیده است (پوهالا و اسپایس
وابسته به جدایه بوده و در  کاملاً). چنین تنوعی 1983

چنین مشاهده شده است. هم نیز  F. solaniگونه 
ها یکی از هایی که در آنکه تلاقی انددادهتحقیقات نشان 

باشد، اغلب منجر به  nitMیافته طرفین تلاقی، جهش
 پذیريهایی با قوت، پایداري و تکراریونهتروکارتشکیل 

 رد .)1996جورج _(هاسورن و ریزشوند میتري بیش
بر اساس سازگاري رویشی  بنديگروه، حاضر تحقیق

به دو روش انجام شد. یکی روش مستقیم بود که در 
هاي سازگار در یک گروه قرار گرفتند و یهجدااین روش 

دند اما روش دیگر تعیین ش هاگروهبه این ترتیب 
بود که با توجه  افزار و ترسیم دندروگراماستفاده از نرم

ي سازگار هاگروهبین  کنندهمتصل هايیهجدابه وجود 
منطبق  بنديگروهرود که این دو نوع یمرویشی انتظار 

 ،کنندههاي متصلیهجدادلیل وجود بر هم نباشند. اگر به
هم گذاشته ناچار کناربه ي سازگاري رویشیهاگروه
 ها دریهاجد، در این صورت با توجه به تعداد این شوند

پیوسته و یک  همگروه سازگاري به 12تحقیق حاضر، 
گروه بزرگ را ایجاد خواهند کرد که درون این گروه 

 هایهجدابین برخی  وها سازگاري یهجدابین برخی 
ي بر بندناسازگاري رویشی مشاهده خواهد شد. گروه

علاوه دهنده آن بود که اساس نتایج مولکولی هم نشان
شده ها از نظر قطعات تکثیربین جدایهع وجود تنو بر

استفاده، وضعیت کلونال نیز در توسط آغازگر مورد
هاپلوتیپ، هفت  13ها مشهود است. زیرا از بین آن

هاپلوتیپ در برگیرنده بیش از یک جدایه بودند. با این 
-استفاده می تريکه آغازگرهاي بیشحال در صورتی

هاي یک هاپلوتیپ در ، احتمال تفکیک برخی جدایهشدند
هاي جداگانه وجود داشت. تنوع بالاي ژنتیکی در گروه

 .Fهاي در جمعیت) 1387مطالعات مرید و همکاران (

solani گرهاياستفاده از نشان باRFLPs  وRAPD   و
از  F. solaniروي  )1387زاده و همکاران (نیز حسن

 مشاهده RAPDگرهاي میزبان نخود با استفاده از نشان
شد. محققین دیگري هم تنوع بسیار بالاي ژنتیکی در 

اي مختلف گزارش ههاي این گونه را از میزبانجمعیت
، براسیلیرو و 1385راوري و همکاران اند (بقایینموده

هایی از تنوع پایین این حال گزارش ). با2004همکاران 
دارد (رمبرگ وجود این قارچ  مخصوص هايبرخی فرم
در نتایج تحقیق حاضر تنوع ژنوتیپی ). 2007 و دیویس

که یی است. چرابالا بود که مقدار 93/0ها در بین جدایه
افزار شده در نرمتنوع ژنوتیپی محاسبه دامنه

Multilocus و با توجه به  باشداز صفر تا یک می
یک و از طرف دیگر با توجه به  بودن این عدد بهنزدیک
توان چنین دایه، میج 26هاپلوتیپ در بین  13وجود 

  نتیجه گرفت که تنوع بالایی در بین جدایه ها وجود دارد.
هاي دیگر ارتباط بارزي بین گروه از سوي

-سازگاري رویشی و پراکنش جغرافیایی و نیز دودمان

ها و مناطق جغرافیایی مشاهده ی یا هاپلوتیپالهاي کلون
با اي با نتایج برخی محققین مشابه و نشد. چنین نتیجه

شده روي . در تحقیق انجامبعضی دیگر مغایر است
از زیره سبز در  F. solaniهاي سازگاري رویشی جدایه

گروه سازگاري  15جدایه این قارچ در  19ایران، 
رویشی قرار گرفتند و ارتباطی بین منطقه جغرافیایی و 

-یشی ملاحظه نگردید (محمدي و نورسسازگاري رو

) در مطالعه 2007( س). رمبرگ و دیوی2009مفرد 
 .F. solani f.spهاي قارچسازگاري رویشی در جدایه

eumartii فرنگی و سیبشده از دو میزبان گوجهجدا -

آمده از دستهاي بهزمینی دریافتند که تمام جدایه
سازگاري رویشی واقع شدند فرنگی در یک گروه گوجه

زمینی در بیش از یک گروه هاي سیبجدایه کهحالیدر
هاي را در جدایه VCGsتر ها تعداد بیش. آنقرار گرفتند

نمودند.  مربوطبودن این جمعیت ترزمینی به قدیمیسیب
 .Fهاي در تحقیقی دیگر که در نیوزلند روي جدایه

solani انجام شد،  از پنج میزبان مختلف شدهجدا
هاي سازگاري رویشی با زمان درجاتی از انطباق گروه

هاي مختلف) و منطقه جغرافیایی (سالبرداري نمونه
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. شریفی )1996جورج _(هاسورن و ریزمشاهده گردید 
 .Fهاي )، سازگاري رویشی جدایه2008و همکاران (

solani زمینی در سه استان ایران را از مزارع سیب
وع نسبتا بالایی را مشاهده مورد مطالعه قرار داده و تن

گروه تعیین  15 جدایه 38بین که در طوريکردند، به
چنین ها همعضوي بودند. آننمودند که هفت گروه تک

ري رویشی بین منطقه جغرافیایی و گروه سازگا
پراکنش  خوانیهمدند. ناهمبستگی نسبی مشاهده کر

ی با اغلب تحقیقات الهاي کلونجغرافیایی با دودمان
شده در این زمینه مطابقت دارد (براسیلیرو و انجام

تنوع  وجود با). 2007 و دیویس رمبرگ، 2004همکاران 
با  مولکولیهاي سازگاري در این تحقیق، نتایج کم گروه

را هاي مورد مطالعه جدایه ،OPA-13 استفاده از آغازگر
متعددي قرار هاي و هاپلوتیپی الهاي کلونودماندر د
دهنده هاي حاصل از آن نشانداده تحلیلو تجزیه داد

دیگر،  از سوي ها بود.یی بین جدایهتنوع ژنوتیپی بالا
یکی از آغازگرهاي معروف و  OPA-13گرچه آغازگر 

براي مطالعه تنوع  RAPDبسیار موفق و مفید در زمینه 
هاي قارچی مختلف از جمله جنس اي گونهگونهدرون

باشد، مسلم است که کاربرد این آغازگر به می فوزاریوم
-اقعی نبوده و دره تنوع ژنتیکی ودهندتنهایی نشان

شد، استفاده می تريکه از آغازگرهاي بیشصورتی
بستگی چنین همهم .گردیدحاصل می تنوع بالاتري

نشد. چنین  بندي مشاهدهچندانی بین دو نوع گروه
هاي دودماندور از انتظار نیست چرا که اي نتیجه
نها بر اساس تحقیق ت اینآمده در دستالی بهکلون

فنوتیپ  ،کهصورتی در، اندشده منتجزگر کاربرد یک آغا
 گاه ژنیجاي چندین ابهنتیجه تش ،رویشیسازگاري 

هاي مختلف جنس ها در گونهگاهکه تعداد این جاي است
با تعداد اغلب متغیر بوده و  15الی  10از  فوزاریوم

این  F. solaniو در است هاي هر گونه برابرکروموزوم
شود (لزلی و سامرل ده میعدد تخمین ز 14ها گاهجاي

توان انتظار داشت نمی که واضح استبنابراین  ).2006
که بر اساس کاربرد یک آغازگر، در یک هایی جدایه

در یک گروه سازگاري الزاما ، اندگروه ژنتیکی واقع شده
عکس این حالت همواره البته قرار گیرند. نیز رویشی 

توان انتظار نمی ،به عبارت دیگر ،نیستانتظار قابل 
هایی که در یک گروه سازگاري رویشی داشت جدایه

نگاري ژنتیکی واقع در یک گروه انگشت باید ،هستند
کننده سازگاري هاي ژنی تنظیمگاهکه جاي ، چراشوند

مورد مطالعه در  هاي ژنیگاهبا جاياست رویشی ممکن 
عدم چنین همپیوسته نباشند.  نگاري ژنومیانگشت

ترین گروه بزرگ ي درونهایهجداین برخی سازگاري ب
دهد نشان می عضو) 14با  VCG5( سازگاري رویشی

 مشابه نیستند کاملاًاعضاي این گروه از نظر ژنتیکی  که
تنوع و تفرق در جمعیت وجود دهنده و این امر نشان

ها با برخی جدایهي DNAقطعات عدم تکثیر . است
نیز  مرازپلیاي هرفته در واکنش زنجیرکارآغازگر به

مراکز مناسب جهت  ها و نبودتفرق جدایهاز  حاکی
با توجه به  .ستا هاژنوم آن ا بهچسبیدن آغازگره

سابقه کشت حبوبات و حضور بیماري در منطقه، 
قدیمی است.  نسبتاًمورد مطالعه جمعیتی  یجمعیت قارچ

 .Fمثل جنسی تا کنون براي که تولیدبا توجه به این

solani f.sp. phaseoli ،انتظار می مشاهده نشده است-

طور غالب ههاي این بیمارگر در منطقه بجمعیت رود که
گروه  16وجود  ،دیگر طرفاما از  ،کلونال باشند

هاپلوتیپ نشان از تنوع بالاي  13سازگار رویشی و نیز 
-هاي متصلوجود جدایهها دارد. موجود در بین جدایه

تواند سازگار رویشی نیز می هايدر بین گروهکننده 
کننده این فرضیه باشد که جمعیت کلونال این تقویت

سوي ایجاد و افزایش تنوع قارچ طی گذشت زمان به
وجود در یک گروه سازگار هاي مپیش رفته و جدایه

هاي تدریج از هم متفرق شده و در گروهرویشی به
   اند.متنوعی جاي گرفته

  



   81                                                                                                             ...هاي کلونالري رویشی و دودمانهاي سازگاشناسایی گروه
 

  منابع

جدایه  DNAنگاري  . انگشت1385 ،و مرادزاده اسکندري م فر فشکوهی ،جعفرپور ب ،رستگار مفلاحتی ،راوري سبقایی
هاي خراسان رضوي و شمالی استان عامل پژمردگی و پوسیدگی خشک فوزاریومی سیب زمینی در F. solaniهاي 

تا  417 هاي، صفحهودومچهل د، جلهاي گیاهیبیماريمجله  .PCRگرهاي مولکولی مبتنی بر با استفاده از نشان
437.  

 Fusariumهاي شکلی جدایه. بررسی چند1387 ،اسکندري ممرادزاده  و پور بجعفر ،رستگار مفلاحتی  ،زاده فحسن

solani f.sp. pisi گر مولکولی در مزارع نخود استان خرسان رضوي و شمالی با استفاده از نشان.RAPD  2جلد - 
  همدان.  ، دانشگاه بوعلی سینا،پزشکی ایرانکنگره گیاه هیجدهمین خلاصه مقالات 5صفحه 

، عامل پوسیدگی ریشه Fusarium solani. مطالعه تنوع جهش در قارچ 1383ب، نژاد ر و محمودي سرئوفی م، فرخی
د، جلد بیستم، قنها. مجله چغندرزایی جدایههاي سازگار رویشی و رابطه آن با بیماريقند با استفاده از گروهچغندر
  .53تا  39هاي صفحه

. مطالعه ساختار ژنتیکی 1388م، مورتی آ، سوما ا و استئا گ، ر، اخوت سنیکخواه م، زارع مرادزاده اسکندري م، جوان
-بیماريمجله . AFLPگر بر اساس نشانزمینی، کدوئیان و نخود سیب جداشده از، Fusarium solaniهاي جمعیت

  .197تا  189هاي ، صفحهوپنجمچهل ، جلدهاي گیاهی
استفاده از  با Fusarium solaniبررسی تنوع ژنتیکی قارچ . 1387 ،منصور شحاج و رزاده حزمانی ،زارع ر ،ب مرید

پزشکی کنگره گیاه هیجدهمین خلاصه مقالات 2صفحه  - 2جلد  .RAPD-PCRو PCR-RFLPsگرهاي مولکولی نشان
  .همدان ، دانشگاه بوعلی سینا،ایران

عامل پوسیدگی  ،Fusarium solani f.sp. pisiهاي سازگاري رویشی . بررسی گروه1385هاشمی ض، محمدي ح و بنی
  . 194تا  179هاي ، صفحهودومچهلهاي گیاهی، جلد سیاه ریشه نخود در استان فارس. مجله بیماري

گزارش ایران ( ه به محصول لوبیا در زنجان،شیوع عوامل پوسیدگی ریشه و خسارت وارد .1386 ناصري ب و مرادي پ،
 . 347، صفحه وسومچهلهاي گیاهی، جلد کوتاه علمی). مجله بیماري

Achenbach LA, Patrick JA and Gray LE, 1997. Genetic homogeneity among isolates of Fusarium solani that 
cause soybean sudden death syndrome. Theoretical and Applied Genetics 95: 474-478. 

Agapow PM and Burt A, 2001. Indices of multilocus linkage disequilibrium. Molecular Ecology 
Notes 1: 101– 102.  

Alimanesh MR, Falahatirastegar M, Jafarpour B and Mahdikhani Moghadam E, 2009. Genetic diversity in 
the fungus Fusarium solani f.sp cucurbitae Race 1, the causal agent of root and crown rot of cucurbits 
in Iran, using molecular markers. Pakistan Journal of Biological Sciences 12: 836-843.  

Alizadeh A, Javan-Nikkhah M, Fotouhifar KB, Rabiee Motlagh E and Rahjoo V, 2010. Genetic diversity of 
Fusarium proliferatum populations from maize, onion, rice and sugarcane in Iran based on vegetative 
compatibility grouping. Canadian Journal of Plant Pathology 26: 216-222.  

Brasileiro BT, Coimbra MR, Morias, MA and Oliveira NT, 2004. Genetic variability within Fusarium solani 
species as revealed by PCR-fingerprinting based on PCR markers. Brazilian Journal of Microbiology 
35: 205-210.  

Correll JC, Klittich CJR and Leslie JF, 1987. Nitrate non-utilizing mutants of Fusarium oxysporum and their 
use in vegetative compatibility test. Phytopathology 77: 1640-1646. 

Douhan LI and Johnson DA, 2001. Vegetative compatibility and pathogenicity of Verticillium dahlia from 
spearmint and peppermint. Plant Disease 85: 297-302. 



   تیفرلو و همص                                                                                                                                                                                                                                  82
 

Hawthorne BT and Rees-George J, 1996. Use of nitrate non- utilizing mutants to study vegetative 
incompatibility in Fusarium solani (Nectria haematococca) especially members of mating populations 
I, V and VI. Mycological Research 100: 1075-1081. 

Jacobson DJ and Gordon TR, 1988. Vegetative compatibility and self-incompatibility within Fusarium 
oxysporum f.sp. melonis. Phytopathology 78: 668-672. 

Jana T, Sharma TR, Prasad RD and Arora DK, 2003. Molecular characterization of Macrophomina 
phaseolina and Fusarium species by a single primer RAPD technique. Microbiological Research 158: 
249-257. 

Knodel JJ, Bradly CA, Luecke, JL and Mars GA, 2007. 2004 and 2005 dry bean grower survey. External 
Report Notes. North Dakota State University, Fargo, ND. 

Leslie JF, 1993. Fungal vegetative compatibility. Annual Review of Phytopathology 31: 127-151. 
Leslie JF and Summerell BA, 2006. The Fusarium laboratory manual. Blackwell Publishing 

Professional, Ames, USA. 
Liu D, Coloe S, Baird R and Pedersen J, 2000. Rapid mini- preparation of fungal DNA for PCR. Journal of 

Clinical Microbiology 38: 471. 
Mohammadi A and Nooras Mofrad N, 2009. Genetic diversity in populations of Fusarium solani from cumin 

in Iran. Journal of Plant Protection Research 49: 283-286. 
Peakall R and Smouse PE, 2006. GENALEX 6: genetic analysis in excel, population genetic software for 

teaching and research. Molecular Ecology Notes 6: 288–295. 
Puhalla JE, 1985. Classification of strains of Fusarium oxysporum on the basis of vegetative compatibility. 

Canadian Journal of Botany 63: 179-183. 
Puhalla JE and Spieth PT, 1983. Heterokaryosis in Fusarium moniliforme. Experimantal Mycology 7: 328-

335. 
Rohlf FI, 1998. NTSYS-pc. Numerical taxonomy and multivariate analysis system, Version 2.0. Applied 
Biostatistics, New York, USA. 
Romberg MK and Davis RM, 2007. Host range and phylogeny of Fusarium solani f.sp. eumartii from potato 

and tomato in California. Plant Disease 91: 585-592. 
Sharifi K, Zare R and Rees-George J, 2008. Vegetative compatibility groups among Fusarium solani isolates 

causing potato dry rot. Biological Science 8: 374-379. 
Vakalounakis DJ and Fragkiadakis GA, 1999. Genetic diversity of Fusarium oxysporum isolates from 

cucumber: Differentiation by pathogenicity, vegetative compatibility and RAPD fingerprinting. 
Phytopathology 89: 161-168. 

 



   83                                                                                                             ...هاي کلونالري رویشی و دودمانهاي سازگاشناسایی گروه
 

Identification of Vegetative Compatibility Groups and Clonal Lineages of Fusarium solani, 
the Causal Agent of Bean Root Rot in Zanjan, Iran 

 

Z Safarloo1 and R Hemmati2* 

1 MSc Student of Plant Pathology, Dept of Plant Protection, Faculty of Agriculture, University of Zanjan, Zanjan, Iran 
2Assistant Professor, Dept of Plant Protection, Faculty of Agriculture, University of Zanjan, Zanjan, Iran 
* Corresponding Author: rhemati@znu.ac.ir 

 

Received: 17 June 2013                Accepted: 6 November 2013 
 

Abstract 
 

Vegetative compatibility groups of 42 isolates of Fusarium solani, the causal agent of root rot, isolated from 
different bean cultivation regions of Zanjan province, Iran were determined using nit mutants. The 
phenotype of nit mutants was detected according to their developmental characters in minimal medium 
(MM) containing different nitrogen sources and nitM was found as the most abundant nit mutant. 
Complementary experiments were conducted among the self-compatible isolates and accordingly the isolates 
were grouped in 16 VCGs, with four single-isolate and 12 multi-isolate VCGs. There were bridging isolates, 
the isolates compatible with two or more VCGs, among multi-isolate groups. There was no correlation 
between vegetative compatibility groups and geographic origin of the isolates. To identify clonal lineages, 
one primer (OPA-13) among eight RAPD primers, amplified appropriate and polymorphic DNA patterns. 
Polymerase Chain Reaction was successful for 26 out of 42 isolates. The results of molecular data analysis 
showed high diversity among the isolates and according to these results 13 clonal lineages were identified 
among 26 isolates (similarity coefficient: 75%). Each clonal lineage included only one single or multi-
member haplotype. There was no correlation between haplotypes and VCGs.  
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