
 و ارتباط آن با  Fusarium solani هاي زایی و ژنتیکی جدایه تنوع بیماري

   چغندرقندپوسیدگی ریشه 

Pathogenic variability and genetic diversity of Fusarium solani

isolates and it's association with sugar beet root rot  

  3محمودي سید باقر  و2زاده  حمید رضا زمانی،1*سارا آشنا

  9/10/87:  ؛ تاریخ پذیرش10/9/86: تاریخ دریافت

  

و ارتباط آن بـا پوسـیدگی    Fusarium solaniهاي  زایی و ژنتیکی جدایه تنوع بیماري .1387 . محمودي. ب. زاده و س زمانی. ر. آشنا، ح. س

  77-95): 1(24چغندرقند مجله  .چغندرقندریشه 

  

  چکیده

 یکصد جدایه قارچی از مناطق چغندرکاري مختلف کشور، ،ئم پوسیدگیعلاداراي   چغندرقندهاي  ریشهاز

.F  متعلق بهشناسی  جدایه براساس خصوصیات ریخت20، ها آناز بین  .جداسازي شد solaniبودند. 

 هاي مورد بررسی به جدایه .هاي چغندرقند انجام شد یشهها در شرایط آزمایشگاه روي ر زایی جدایه بیماري

 در گلخانه روي F. solani هاي جدایه .بندي شدند دستهزا  بیماري غیر زایی کم و زا، بیماري اريهاي بیم گروه

 .هاي زخم شده علائم بیماري را نشان دادند  اما روي ریشهاي قادر به ایجاد بیماري نبودند  هفته14هاي  بوته

.F  جدایه20تنوع ژنتیکی  solani با روش  ITS-rDNA  ايه آغازگرجفتبا کمکITS 1/4مطالعه شد. 

 به  الگوي نواريها با توجه به  جدایه. شدندDNAها منجربه تکثیر قطعات  آغازگرهاي مذکور در تمام جدایه

و 500،550(و سه نواري  ) جفت باز600 و 550(دو نواري ،) جفت باز600 یا 550( یک نواري سه گروه

 Msp1,EcoR1,BamH1 یهاي برش با آنزیم ي تکثیرتمحصولابرش  .بندي شدند  تقسیم) جفت باز600

براي همه  EcoR1  آنزیماز الگوي حاصل.  در قطعات تکثیري بودفاقد محل برشBamH1 آنزیمنشان داد که 

 Msp1 آنزیمبرشالگوي براي . ها بود جدایهدر کلیه ها یکسان بود و این آنزیم داراي یک محل برش  جدایه

برخی دیگر بیش از یک محل برش ها یک محل برش و در  جدایهرخی از ب در .نداراي تنوع بودها د جدایه

  . مشاهده نشدITS-rDNA زایی، منطقه جغرافیایی و تنوع حاصل از آنالیز ارتباطی بین بیماري .وجود داشت

  

  Fusarium solani،ITS-rDNA ، آنزیم برشی، تنوع بیماري زایی : کلیديهاي هواژ 
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Fusarium solani.... 78هاي  زایی و ژنتیکی جدایه تنوع بیماري    

  مقدمه

 وسـیعی در زمینـه بیمـاري        تا به حال تحقیقات   

 و  اسـت پوسیدگی ریشه چغندرقند در جهان انجام شـده    

بیماري . اند زا متعددي نیز گزارش گردیده     عوامل بیماري 

اولین بار  زردي فوزاریومی یا پژمردگی آوندي چغندرقند       

Stewart).(  شد از ایالت کلرادو آمریکا گزارش 1931  

Ruppel راپل هاي   نیز در بررسی گونه)(1991

مختلف فوزاریوم که از چغندرهاي بیمار جـدا شـده بـود         

F.acuminatumگونـه هـاي   ,F. avenaceum,F.

solani  وF. oxysporumهـاي   گونـه .  را معرفی کرد

F.avenaceum و,F. moniliforme  بـه عنـوان   نیـز

 ـ   وامل مـرگ گیـاه    ـع  انـد  درقند معرفـی شـده    ـچـه چغن

.(Cook and Scott .F گونه(1993 oxysporum به 

عنوان عامل پوسیدگی نوك ریشه در چغندرقند از ایالت         

Hanson)ه استشدش کلرادو و مونتانا گزار 2006)    .  

هاي مختلف فوزاریـوم از منـاطق        در ایران گونه  

ــشور  ــدرکاري ک ــازيچغن ــدهجداس ــزارش ش ــد  و گ  .ان

 از  1343 مـاه تیر اولین بـاردر    ریشه چغندرقند  پوسیدگی

بـرآورد   درصـد  30 تا   آن خسارت   و اصفهان گزارش شد  

 مزارع کرج، فارس، در بیماري   این. )1369 بهداد( گردید

 ممـسنی و قـزوین      ، یاسـوج  ، همدان ،خراسان، کرمانشاه 

 ارشــاد ایرانــی و ).1369 بهــداد(مــشاهده شــده اســت 

هـاي   قارچ غربی، هاي آذربایجان   از چغندرکاري  ،)1374(

F. solani و F. oxysporumــدا  را ــ ج ــه  دکردن ک

 از  پوسیدگی فوزاریومی ناشی   مربوط به  فراوانی   بیشترین

F. solani     از منـاطق خـوي، میانـدوآب و ارومیـه بــه 

ــ ــدرص 35 و 38 ، 42 رتیبـتـ ــد ـــ ــزارش شـ  .د گـ

ــدم و هم عباســی ــمـبی )1377(ارانـکـــمق ــی اريــ  زای

.Fهاي  هـونـگ oxysporum و F.solaniشـده از   جدا

 اي و  مرحلـه گیاهچـه    درمزارع چغندرقنـد در خراسـان،       

. کردنــداي چغندرقنــد بررســی   هفتــه10 گیاهــان روي

ــاري ــی بیمـ روي  F.oxysporum و F.solaniزایـ

 وبررسـی   نیـز    شـرایط سـیلو    در هـاي چغندرقنـد    هریش

انبـاري  مـل پوسـیدگی     واعنـوان ع   بـه  هاي مذکور  قارچ

  و همکــارانالاسـلامی  شــیخ(انـد   شــدهمعرفـی   چغنـدر 

 پوسـیدگی ریـشه و     یوم همراه با  هاي فوزار  گونه). 1377

ایـران   از مناطق کـشت محـصول در      را قه چغندرقند وط

 شـده    بررسـی  در گلخانـه   ها زایی آن  وبیماريآوري   جمع

ــت ــاران ( اس ــوفی و همک ــه  .)1382 رئ ــن مطالع در ای

بیـشترین   .هاي مختلف فوزاریوم جداسـازي شـدند       گونه

   .بود F. solani فراوانی مربوط به

 97زایــی  بیمــاري )1383( ادارجمنــدیان و ارشــ

آوري شده از مـزارع چغندرقنـد        جمع Fusarium جدایه

بررسـی  هاي مختلف    از روش  با استفاده   را استان همدان 

 به عنـوان یکـی از عوامـل پوسـیدگی            را و این بیمارگر  

  .  کردندریشه و طوقه چغندرقند در همدان معرفی

هــاي  در ســالده ـام شـــ انجــاتـطــی مطالعــ

ــزوین   1382-1380 ــه ق ــد در منطق ــزارع چغندرقن در م

.F هـاي  گونـه  oxysporum ,F. solani Pythium 

aphanidermatum، Rizoctonia solaniو

Phytophthora drechsleriهاي کامل و   روي ریشه

ولـی  کردند  دار چغندر پوسیدگی ایجاد      هاي خراش  برش

 و F.oxysporum  هـاي  زایـی گونـه   شدت بیمـاري 
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F.solani داودي و  ( هـاي فـوق بـود       سایر گونه   کمتراز

  ).1383 افضلی

 solani.F وجود تنوع مورفولـوژیکی در قـارچ  

کند که قارچ باید از تنـوع ژنتیکـی          این امر را تداعی می    

.Bereneuza et al( بـالایی برخـوردار باشـد    2004( .

ــارچ   ــی ق .F تنــوع ژنتیک solani  ــک ــط تکنی  توس

آوري  ه جمــع جدایــ18در  )Ribotyping( ریبوتایپینــگ

ــان  ــده از میزب ــایی    ش ــف جغرافی ــاطق مختل ــا و من ه

.Bereneuza et al (درکشوربرزیل بررسی شد 2004( .

هـاي فوزاریـوم عامـل       در ایران نیز مطالعـه روي گونـه       

پوسیدگی ریشه و طوقه چغندرقند و تعیین تنوع ژنتیکی         

در ایـن بررسـی     . ه اسـت   انجام شـد   F.solani در گونه 

چـه   هاي ریـشه و گیـاه      ی روي برش  زای آزمایش بیماري 

از  بـا اسـتفاده    و تنـوع ژنتیکـی       هچغندرقند صورت گرفت  

VCG)ه است مطالعه شد)هاي سازگار رویشی گروه.  

  ریبـوزومی را   RNA کـه    DNA هـایی از    توالی

 ـ ـکنند ن    می رمز  ـ     ـواحی من ط ـاسبی جهـت بررسـی رواب

 ـ   تاکـسونومیک و هـم    ،  ک  ـفیلوژنی هـاي   رابتـچنـین ق

 ـ ـژنتی  ـ   ارچــ ـن ق ـکی بی  ـ  یـاب م ـ ــه حـس  ـهـا ب  دـآین

)Bruns et al.,1991(.هـاي ریبـوزومی    ژن ها،  در قارچ

rDNA)(  نیز دردر هسته و DNAریایی قـرار  میتوکند

هـاي ریبـوزومی    ژن. (White et al.1990) انـد  گرفته

ــژه زیــروا حــد کوچــک 18s اي در دو گــروه هــسته  وی

ــ ــs28 و s8/5وزومی و ـریب ــز ـ وی ــد ب ــر واح رگ ژه زی

 و18s در حدفاصل بین قطعـات    . گیرند  ریبوزوم  قرا رمی   

28s  بـرداري شـده   وشتـرونداخلی انداز   دو قطعه فاصله  

)Internal Transcribed Spacer( به اسـامی  ITS2 

 نیـز  S8/5هـاي   اند کـه شـامل ژن   قرار گرفته ITS1و

محصولات تکثیـري   برش  تکثیر این نواحی و      .شوند  می

ژنتیکـی  تعیـین تنـوع      هاي برشـی در    یماز آنز  با استفاده 

ــ ــارچ  ونهـگ ــن ق ــا همگ ــاي ن ــژه  ه ــت وی ــا اهمی اي  ه

.Cubeta et alدارد 1997)(.   

بر فراوانـی    هاي گذشته مبنی   با توجه به پژوهش   

.F گونه solaniزاریومی ریشه  در ارتباط با پوسیدگی فو

زایی   بیماري  تنوع  با هدف بررسی   این تحقیق  چغندرقند،

.F تلفهاي مخ جدایه solani  و بررسی قرابت ژنتیکـی 

.ریزي شد هاي ریبوزومی پایه از ژن ها با استفاده آن

  ها مواد و روش

  هاي قارچی جدایه

 از  ي قـارچی  هـا  جدایهاز   تعداديدر این تحقیق    

 84-85 در سال زراعی     آباد دزفول   صفی  چغندرقند مزارع

 هاي فوزاریوم موجـود     جدایه به همراه  و آوري شدند  جمع

سـسه  ؤدر کلکسیون بخش تحقیقـات گیـاه پزشـکی م         

ي ها جدایه. چغندرقند مورد بررسی قرار گرفتند    تحقیقات  

 از علائم پوسیدگی ریشه چغندرقند      موجود در کلکسیون  

 1378-84هـاي    و از مناطق مختلف کـشور طـی سـال         

 و در دماي چهـار   SNA روي محیط کشت    و آوري جمع

بـرداري   در نمونـه  .ندداري شده بود گراد نگه درجه سانتی 

ها از خـاك     بوته با مشاهده علائم بوته میري،       ،رعااز مز 

قـرار گرفتـه و    شده و در درون یک پاکت کاغذي       خارج

و گرفتـه   درون کیسه فریـزر قـرار       سپس پاکت کاغذي    

   . یخ به آزمایشگاه منتقل شدندروي

  



Fusarium solani.... 80هاي  زایی و ژنتیکی جدایه تنوع بیماري    

سـازي و شناسـایی قـارچ         خالص ،جداسازي

  عامل بیماري

ارچ قطعاتی از حدفاصل بافـت      براي جداسازي ق  

 75سالم و آلوده جـدا و پـس از ضـدعفونی بـا اتـانول                

سـازي   خالص . کشت گردیدند  PDAدرصد روي محیط    

درصد 2روي محیط آب آگار      اسپور، ها به روش تک    قارچ

ــت ــام گرف ــه.انج ــصات جدای ــکل   مشخ ــامل ش ــا ش ه

 شکل وجود یا عدم وجود میکروکنیدیوم،     ماکروکنیدیوم،

وضـعیت فیالیـدها     ،ها وم و نحوه تشکیل آن    میکروکنیدی

 وجـود کـلاً     وجـود یـا عـدم      ،)منو فیالید یا پلـی فیالیـد      (

رنـگ پرگنـه در محـیط        ، میزان رشد پرگنـه    ،میدوسپور

ها در شرایط استاندارد مورد بررسی       داري پرگنه  از نگه  بعد

 جهــت شناســایی از کلیــدهاي گــرلاخ و .قــرار گرفــت

ــرگ Gerlach and Nirrenberg)نیرنب   و(1982

ــسون ــی  (Nelson et al.1983) نل ــد اینترنت  و کلی

Fuskeyاستفاده شد .  

  

  بـر روي ریـشه     ها  جدایه زایی بررسی بیماري 

   در شرایط آزمایشگاهچغندرقند

 این آزمایش مطابق روش کرماك و موفـات        در

)Cormark and Moffat هـاي   تمامی جدایـه  ،)1961

F. solani زنـی شـدند   مایههاي رقم زرقان  روي ریشه .

از خـاك    گـرم    500-700به وزن تقریبـی     ها   ابتدا ریشه 

از شستشو یـک شـبانه روز در هـواي      خارج شدند و پس   

سپس براي هرجدایه دو ریشه سالم و      .آزاد خشک شدند  

 رقیق  بدون خراش انتخاب، در محلول هیپو کلریدسدیم      

 دقیقـه قـرار داده      20 تـا    15 به مدت    )یک درصد ( شده

و بـه اتـاق     شستـشو   س با آب مقطر سترون      شدند و سپ  

شـدن سـطحی      پـس از خـشک     .کشت منتقل گردیدنـد   

پنبـه   توسـط چـوب   قطورترین ناحیـه ریـشه       ها در  ریشه

هاي بـه عمـق پـنج        کن سترون روي ریشه حفره     سوراخ

 10شیه کشت   زنی از حا   متر ایجاد گردید براي مایه     میلی

در  . اســتفاده شــدWA  روي محــیط کــشتروزه قــارچ

متري از کـشت قـارچ قـرار         ره یک قطعه چهار میلی    حف

 WA اي از محیط کشت    براي شاهد نیز قطعه    .داده شد 

 قطعه خارج شده از ریشه مجـدداً       . شد فاقد قارچ استفاده  

 لم بـا پـارافی    محل زخم در جاي خود قرار گرفت و روي        

درون کیسه فریزر قرار داده     ها   سپس ریشه پوشانده شد،   

آزمـایش در    .وي آن نوشته شد   و مشخصات هر جدایه ر    

 تصادفی با دو تکرار بـراي هـر جدایـه        الب طرح کاملاً  ق

 روز در محــل 10 بعــد از گذشــت .قــارچی انجــام شــد

 بـرش عرضـی داده شـد و در صـورت            ،زنـی شـده    مایه

 میزان پوسیدگی  مشاهده علائم پوسیدگی و تغییر رنگ،     

توسـط  به عنـوان شـدت آلـودگی         در داخل بافت     ریشه

 ـ  Buttner et al. 2004)( وتنر و همکـاران مقیـاس ب

هـاي سـالم نمـره       در این مقیاس ریشه    .گیري شد  اندازه

 پوسـیده نمـره نـه در یافـت          هـاي کـاملاً    یک و ریـشه   

چنـین میـزان پیـشروي بیمـارگر در بافـت            هم. کنند می

متـر نیـز     ریشه به عنوان قطر پوسیدگی بر حسب میلـی        

  .گیري شد اندازه

  

 سـازي خـاك و     به روش آلوده  زایی   بررسی بیماري 

     در شرایط گلخانهریشه
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سـازي   زایـی بـه روش آلـوده       بررسی بیماري  در

 حــساس رســولاي رقــم   هفتــه14، از گیاهــان خــاك

ها توسط بذور جو آلـوده بـه         زنی گلدان  مایه. استفاده شد 

 جهت تهیه مایـه     .هاي قارچی موردنظر انجام شد     جدایه

 ،عت در آب خیـسانده     سـا  24دت  ، ابتدا بذور به م ـ    تلقیح

کـارتنی ریختـه و دو مرتبـه         هاي مـک   سپس در شیشه  

 سـپس  . سـاعت سـترون شـدند   24متـوالی بـه فاصـله    

 21 بـه مـدت       روي بذر جـو    موردنظر قارچی   هاي جدایه

ــاي  ــانتی25-27روز در دم ــه س ــد داده   درج ــراد رش گ

.Sneh et al(شدند  بذرهاي آلوده جو در عمـق  .)1991

. ار ریشه خراشیده قـرار گرفتنـد     متري خاك کن   دو سانتی 

زنی شاهد از بذور جو تلقـیح نـشده اسـتفاده            جهت مایه 

تنظیم گراد   درجه سانتی  25 -30دماي گلخانه بین     .شد

 10 تـصادفی بـا      این آزمایش در قالب طرح کـاملاً      . شد

پـنج   شـدت آلـودگی   . تکرار براي هر جدایه انجـام شـد       

 بـوتنر و    بـا مقیـاس    ،هـا  زنـی ریـشه    بعـد از مایـه    هفته  

 در.  شـد گیـري  اندازه (Buttner et al.2004)همکاران

ــاري ــی بیم ــه روش    بررس ــه ب ــرایط گلخان ــی در ش زای

هـاي   بوتـه  .سازي ریشه از رقم زرقان استفاده شـد        آلوده

 رشــد یافتــه از مزرعــه بــه گلخانــه منتقــل و در کــاملاً

 درجـه   25-30در شـرایط دمـایی       کیلویی   5هاي   گلدان

در ایـن آزمـایش تعـدادي از         .رفتنـد گراد قـرار گ    سانتی

پـنج   زنی   جهت مایه  . بررسی شدند  ) جدایه 12( ها جدایه

 کنار ریشه زخم شده قرار داده شـد  عدد بذر جو آلوده در    

زنـی   جهـت مایـه   .  پوشانده شد  و خاك اطراف آن کاملاً    

این آزمـایش   . شاهد از بذور جو تلقیح نشده استفاده شد       

بوته چغندرقند رقـم    ا سه    تصادفی ب  در قالب طرح کاملاً   

پـس از گذشـت دو   .  براي هر جدایـه انجـام شـد       زرقان

زنـی   ها از خاك خارج شـده و از محـل مایـه    هفته ریشه 

از مقیـاس نـه      شدت آلودگی بـا اسـتفاده      .برش داده شد  

ــه ــاران گان ــوتنر و همک .Buttner et al) ( ب 2004 

  .گیري شد اندازه

  

  DNA استخراج

ها در محیط کـشت       هتودة میسلیومی جدای  تهیه  

 15زمینی همراه بـا        گرم سیب  200عصارة   (PDB مایع

بـدین  . صـورت گرفـت  ) گرم دکستروز در یک لیتـر آب    

 میـسیلیوم متـري از   دو یا سه قرص پنج میلیترتیب که  

ارلن مـایر  ظرف سه تا پنج روزه قارچ برداشته شده و به     

 منتقـل   PDB لیتر محیط کشت مایع      میلی 100محتوي  

 درجـه   25پـنج روز در دمـاي        ات ـسـه   ظـروف      .گردید

 قـرار   ) دور در دقیقـه    90 ( دورانی یکر روي ش  گراد سانتی

هـا، بـا      یـن ارلـن   سپس محتوي هرکدام از ا    . داده شدند 

 روي قیـف بـوخنر از کاغذصـافی         کمک پمـپ خـلاء و     

بـه ایـن ترتیـب      . واتمن شماره یـک عبـور داده شـدند        

 آب مقطـر  میسلیوم، از محیط کشت مایع جدا شده و بـا  

میـسلیوم بعـداز برداشـت و       . ردیدـو گ ـریل شستش ـاست

ومی قرارداده شده و تـا مرحلـۀ   ـویل آلومینیـتوزین در ف  

ــتخراج  ــDNAاسـ ــاي ـ در دمـ ــه 80اي ـمنهـ  درجـ

 بـا اسـتفاده     rDNA تکثیر. داري گردید  هـ نگ گراد سانتی

ــام  ITS4و  ITS1هايرـآغازگـــاز  شـــدانجـ

(Schneider et al. 1997; Salazar et al. 2000). 

-'ITS1:5 (mer-19)  يآغازگرهــادمــاي اتــصال  

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'
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(mer-20)  و ITS4:5'-

TCCTCCGCTTATGATATGC -3'  60 

   .سانتی گراد بود درجه

  

  

  PCRاجزاي  1جدول

  
  غلظت نهایی

مقدار برداشت  lاجزاي واکنش

OH.D.Dآب دوبار تقطیر   7/14  - 2  

X15/2  ×10 Reaction Buffer

mM2/0  2   mM25 dNTP

mM6/1  6/1   mM25MgCl2  

ng100
1  

 







1
ng50

 primers

Unit 1  
2/0  







1
u5

Taq Polymerase

ng100  2  (50mg/µl )  DNA

  Totalحجم کل   25  -

              

  

  PCR تمحصولابرش 

,MspI هاي از آنزیم BamHI, EcoR1  جهـت 

 هـاي آغازگر بـا اسـتفاده از    ي تکثیر DNA قطعاتبرش  

ITS1/ITS4استفاده شد  (Bereneuza et al. 2004; 

Edel et al.1997; Mirhendi et al.2001).  

ژل آگــاروز قطعــات برشــی بــا الکتروفــورز    

لول اتیـدیوم برومایـد      مح  ها با    ژل تفکیک و درصد  2/1

  .آمیزي شدند رنگ

  

  

  

  ها تجزیه و تحلیل داده

ها به روش دانکن و با اسـتفاده         مقایسه میانگین 

.  انجــام شــد SPSS(version 11.5) افــزار از نــرم

 متغیـر شـدت   يهـا بـر مبنـا      اي جدایه  بندي خوشه  گروه

از  قـــارچ بـــا اســـتفادهآلـــودگی و میـــزان پیـــشروي 

 براسـاس تـوان دوم اقلیدسـی بـا     UPGMAالگوریتم

  . انجام شدSPSS(version 11.5)افزار  کمک نرم
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  نتایج

  هاي قارچی ی جدایهیشناسا

 جدایـه قـارچی بـا    100در این بررسـی از بـین       

 جدایـه فوزاریـوم تـشخیص       58 علائم پوسیدگی ریشه،  

هاي فوزاریوم جهت تشخیص گونه مورد   جدایه .داده شد 

 20 جدایه فوزاریـوم،     58 از   .فتندگرتر قرار    بررسی دقیق 

 20از ). 2جدول(تعلق داشتند  F. solani جدایه به گونه

هاي پوسیده،  ها از ریشه  آندرصدF. solani ،80 جدایه

هـاي    از گیاهچه  درصد5هاي پوسیده،    طوقهاز   درصد10

  .هاي پژمرده جداسازي شدند  از بوتهدرصد5مرده و 

  

  جدا شده از چغندرقند Fusarium solani هاي مشخصات جدایه 2جدول

  محل جمع آوري  علائم   شده ازجداسازي  کد ایزوله

81-101-S  شاهروداي طوقه پوسیدگی قهوهطوقه

Oارومیهپوسیدگی ریشهریشه

Safiabadآباد صفیپوسیدگی سیاه  ریشه

گناباد  پوسیدگی ریشه  ریشه  5

81-16-Ke  کرمان  پوسیدگی نوك ریشه  ریشه

تربت حیدریه  پوسیدگی ریشه  هریش  43

چنارانپژمردگی  ریشه  55-1

81-128-O  ارومیه  پوسیدگی ریشه  ریشه

84-22-AZ  غربی آذربایجان  پوسیدگی ریشه  ریشه

81-143-Ka  کرجپوسیدگی طوقه  طوقه  

81-148-Ka  کرج  پوسیدگی ریشه  ریشه  

B5-Hکرجپوسیدگی قهوه اي  ریشه

78-29-O  ارومیهمرگ گیاهچه  گیاهچه  

  تربت حیدریه  پوسیدگی ریشه  ریشه  44

K9/9کرجپوسیدگی ریشه  ریشه

قوچانپوسیدگی سیاه  ریشه  87

بیرجند  پوسیدگی قهوه اي  ریشه  16

81-151-Ka  کرج  پوسیدگی ریشه  ریشه  

1H  همدااناي نوك ریشه پوسیدگی قهوه  ریشه

2H  همدان  اي نوك ریشه سیدگی قهوهپو  ریشه

  

هاي فوزاریوم در شـرایط      جدایهزایی   بیماري

  آزمایشگاه

زنی شده پس    هاي مایه     در این آزمایش، ریشه   

سپس از وسـط   . روز از انکوباتورخارج شدند   10از گذشت   
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هاي قارچی در قیـاس      جدایه. به دو قسمت تقسیم شدند    

اي بافـت    هبا شاهد باعث تغییر رنـگ و پوسـیدگی قهـو          

میزان پوسیدگی ریشه به عنوان شدت      .ریشه شده بودند  

ــه گانــه بــوتنر و    مقیــاساز آلــودگی بــا ســتفاده    ن

 میـزان   چنـین  هـم . گیـري شـد     انـدازه  )2004(همکاران

. گیـري شـد     اندازه نیزمتر،   پیشروي قارچ بر حسب میلی    

ها به روش دانکن براي شـدت آلـودگی،        مقاسه میانگین 

-O- 128جدایه. بندي کرد  هت گروه دس  تیمارها را به دو   

) 9تـا 1در مقیـاس   (5/4 با میـانگین شـدت آلـودگی         81

زاترین جدایه در بـین تیمارهـاي مـورد بررسـی            بیماري

ها بـراي میـزان پیـشروي        مقایسه میانگین . شناخته شد 

بنـدي   قارچ دربافت ریشه تیمارها را در سه گـروه دسـته     

بیـشترین    نیـز     O -128-81که جدایـه  ) 3جدول  (کرد  

تجزیــه . میــزان پوســیدگی ریــشه را ســبب شــده بــود

ها بر مبناء متغییر شدت آلودگی و میزان         اي جدایه  خوشه

از  بـا اسـتفاده   )زنـی   روز پـس از مایـه      10( پیشروي قارچ 

  بــر اســاس تــوان دوم اقلیدســی،UPGMA الگــوریتم

 وزایـی کـم      زا، بیمـاري    گـروه بیمـاري    3 به   را ها جدایه

  .)2 و 1هاي  شکل(سیم کردزا تق غیربیماري

  

زایـی در شـرایط گلخانـه بـه روش           بیماري

  سازي خاك و ریشه آلوده

زایـی در شـرایط گلخانـه بـه          بررسی بیماري  در

 روز از   40 از گذشت  پس ها بوته ،سازي خاك  روش آلوده 

زنی، از خاك خـارج شـده و بـه آزمایـشگاه منتقـل          مایه

زنـی   ایـه هـاي م   با مقایسه ریـشه    تشو،سشدند پس از ش   

از پوسیدگی ریـشه    گونه علائمی ناشی   شده با شاهد هیچ   

زایی در شرایط گلخانـه      بررسی بیماري  در. مشاهده نشد 

زنـی شـده    هـاي مایـه   ریشهسازي ریشه، به روش آلوده

علائـم  . ز گذشت دو هفتـه از خـاك خـارج شـدند           ا پس

اي در   بیماري به صورت پوسیدگی خشک یا نرم و قهوه        

میــزان پوســیدگی ریــشه  .یــده شــدزنــی د محــل مایــه

هاي مختلـف درخـور توجـه و قابـل ارزیـابی بـا                جدایه

تجزیه . )3جدول   (نبود) 2004(مقیاس بوتنر و همکاران   

  .داري بین تیمارها نشان نداد واریانس اختلاف معنی
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  ها در بافت ریشه و میزان پیشرفت آن F.solaniهاي مختلف  مقایسه شدت آلودگی جدایه3جدول

  زایی  بیماريهاي  آزموندر

  

ردیف
کد ایزوله

  
  شدت آلودگی در آزمایشگاه

  شدت آلودگی در گلخانه   بر حسب میلی مترقطر پوسیدگی

181-101-S  b 5/2 ab 5/12-  

2Ob2bc 5/72

3Safiabadb 5/2ab 15  -

45  b 5/2ab 5/122

5Ke-81-16  ab 3bc 5/733/1

643  b 1c 01

755-1  b 5/1c 21

881-128-O  a 5/4a 5/17-

984-22-AZ  b 2c 5/2-

1081-148-Ka  b 2bc 5/766/1

11  H-B5b 2  c 3 2

1278-29-Ob 1c 0-

1344  ab 3ab 15  66/1

14K9/9  b 5/1  c 5/21

1587b 1c 01

1616  b 1c 0-

1781-151-Ka  ab 3bc 5/766/1

18H1b 5/2bc 5/7-

19H2  b 2ab 5/12-

  b 1c 01  شاهد20

  باشند می) آزمون دانکن (درصد5دار در سطح احتمال  در هر ستون میانگینهاي برخوردار از حروف غیر مشترك داراي اختلاف معنی
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روي ) 9تا  1 مقیاس(زنی   روز بعداز مایه10 شدت بیماري ي بر مبناF.solaniهاي اي جدایه تجزیه خوشه 1شکل

  .زمایشگاهآان در شرایط  رقم زرققندهاي چغندر ریشه

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  هاي  زنی بر روي ریشه  روز بعداز مایه10پوسیدگی قطر  يبرمبنا F.solaniهاي اي جدایه تجزیه خوشه 2شکل 

  .زمایشگاهآچغندر رقم زرقان در شرایط 

  

  

  

  

  

  

  

ــه  ــی جدای ــوع ژنتیک ــین تن ــاي تعی .Fه solani 

  rDNA- ITS   تجزیهبراساس

هـا منجربـه    ر تمام جدایه  د ITS1/4 آغازگرهاي

، 43هـاي    جدایه  در .)3شکل   ( شد DNA تکثیر قطعات 

 550 ،500 سه قطعه بـه طـول  ke-16-81  و1-55،44
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 دو  o-29-78و ,B5-H، k9/9،5 هاي  جدایه در و600و

ها یـک     بقیه جدایه  در و 550و   600 هاي قطعه به طول  

بـه ایـن    .تکثیر شـد   جفت باز  600یا 550قطعه با طول    

  دو و سـه نـواري     ،هـا در سـه دسـته یـک          جدایه یبترت

  .)4 جدول( بندي شدند دسته

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

 ITS1/4 جدا شده از چغندرقند با استفاده از آغازگرهايF.solani هاي  جدایهت تکثیري محصولاالگوي نواري 3شکل

  ) جفت باز100(نشانگر وزن مولکولی M. %2در ژل آگاروز 

  

PCRاي برشگر روي محصول ه مقایسه اثر آنزیم

هـاي    جدایـه  rDNA تکثیـر شـده از    محصول  

 با سـه    ITS5 و   ITS4از آغازگرهاي    مختلف، با استفاده  

ــزیم برشــی  در شــرایطBamHI   وMspI ،EcoR1 آن

مناسب براي هر آنزیم تیمار و محصول روي ژل آگاروز          

آمیـزي   درصد الکتروفورز و با اتیدیوم بروماید رنـگ       2/1

 داراي محل برش روي قطعه    BamHI شیبرآنزیم  . شد

 منجربه تولید دو نوار نزدیک    EcoR1 آنزیم. مذکور نبود 

 جفت باز شـد     300 و   270به هم به طول تقریبی حدود       

و از نظر الگوي نواري حاصل از این آنزیم تفاوتی بـین             

 تیمـار محـصولات     .)5شـکل    (ها مـشاهده نـشد     جدایه

نـوار بـا     ولید دو  منجربه ت  MspI تکثیري با آنزیم برشی   

 جفـت بـازدر کلیـه       350  و 200طول تقریبی به ترتیب     

,ke, B5-H,44-16-81هاي ها بجز جدایه جدایه 55-1

ــد ــه . ش ــول     در جدای ــا ط ــایی ب ــذکور نواره ــاي م ه

-1جدایه  . )4شکل   (شد جفت باز تولید     250و120،180

. هـا داشـت     الگوي متفاوتی نسبت بـه سـایر جدایـه         55

 جفـت  180و 270وار به طول تقریبی      نیز دو ن   44جدایه  

با توجه به تعداد قطعات تکثیري   . )4جدول (باز نشان داد  

 4ها به  هاي مختلف، جدایه ها با آنزیم و الگوي هضم آن   

  ).4جدول( تقسیم شدندITS گروه
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   شده با جدا شده از چغندرقند تیمارF.solani هاي الگوي نواري  محصولات تکثیري  جدایه 4شکل

  ) جفت باز100(نشانگر وزن مولکولی MspI. M رشیبآنزیم 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

EcoR1 جدا شده از چغندرقند تیمار شده با آنزیم برشیF. solani هاي الگوي نواري محصولات تکثیري جدایه 5شکل

M جفت باز100(نشانگر وزن مولکولی (  

M
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هاي مختلف در جدایه ITS5 و ITS4  اندازه قطعات تکثیرشده با آغازگرهاي4جدول 

F. solaniهاي برشی مختلف ها با آنزیم و هضم آن  

  
ITSنوع   BamHI  EcoR1  MspI  )جفت باز(اندازه نوارها   جدایه ها  ردیف

1  81-101-S  550  550  270 1  350 و 200  300 و  

2  O550  550  270 1  350 و 200  300 و  

3  Safiabad550  550  270 1  350 و 200  300 و  

  1  350 و 200  300 و 270  550  600 و 550  5  4

5  Ke-81-16  500،550 2  250و 120،180  300 و 270  550  600 و  

  1  350 و 200  300 و 270  550  600 و 500،550  43  6

  3  300و 170،200  300 و 270  550  600 و 500،550  55-1  7

8  81-128-O  550  550  270 1  350 و 200  300 و  

9  84-22-AZ  550  550  270 1  350 و 200  300 و  

10  81-148-Ka  550  550  270 1  350 و 200  300 و  

11  H-B5550 2  250و 120،180  300 و 270  550  600 و  

12  78-29-O550 1  350 و 200  300 و 270  550  600 و  

  4  270 و 180  300 و 270  550  600 و 500،550  44  13

14  K9/9  550 1  350 و 200  300 و 270  550  600 و  

  1  350 و 200  300 و 270  550  87550  15

  1  350 و 200  300 و 270  550  550  16  16

17  81-151-Ka  550  550  270 1  350 و 200  300 و  

18  H1550  550  270 1  350 و 200  300 و  

19  H2  550  550  270 1  350 و 200  300 و  

  

  بحث

آوري   جدایه فوزاریوم جمع58 این تحقیق از در

از مناطق مختلف F. solani  جدایه20 تعداد شده،

 از آن .کشور با شرایط آب و هوایی متفاوت جدا شدند

قادر به   که قارچ فوزاریوم قارچ خاکزي است وجایی

توانند  کلامیدوسپورها می. باشد تولید کلامیدوسپور می

دوام و بقاي  شرایط نا مناسب را تحمل کنند بنابراین،

  . بالا است نسبتاقارچ در طبیعت

  در شرایط مختلف اقلیمی وF. solani  قارچ

مراتع گسترش دارد این گسترش همه جانبه و در مزارع 
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ها در زندگی ساپروفیتی روي مواد  به علت توانایی آن

  ).1382 صارمی(مختلف در شرایط نامناسب می باشد

هاي  هاي موجود علائم بیماري مطابق گزارش

روز فوزاریومی در چغندرقند به صورت پژمردگی یا نک

 Whithney and) آوندي و پوسیدگی ریشه می باشد

Duffus 1986)در  ).1382، رئوفی و همکاران

و در در این تحقیق آوري شده  هاي جمع نمونه

زایی، علائم بیماري بیشتر به صورت  هاي بیماري آزمون

اي تیره و در برخی موارد به  پوسیدگی خشک قهوه

د شده توسط ایجا اي روشن، صورت پوسیدگی نرم قهوه

  .مشاهده شد Fusarium هاي جدایه

   جدایه 20زایی   بیماري حاضردر تحقیق

F.solani روي گیاه چغندرقند به دو روش بررسی شد .

از بذر جو آغشته به  زنی با استفاده در روش اول، که مایه

ها   هیچکدام از جدایه کهجدایه موردنظر انجام شد

به طور کلی . ردندعلائم پوسیدگی روي ریشه ایجاد نک

هاي فوزاریوم در مزارع  این است که گونه اعتقاد بر

تحت تنش خشکی یا در حضور زخم و یا در کنار سایر 

زا به عنوان یک عامل ثانویه در ایجاد  عوامل بیماري

 روستایی(آید  بیماري پوسیدگی ریشه به حساب می

رغم این که  علی). Abawi et al. 1986 و 1380

زایی  ، بیماري)1377( و همکاران مقدم عباسی

را روي گیاه F.oxysporum  و F.solaniهاي گونه

 نشان دادند امادر گلخانه  اي چغندرقند  هفته10

زایی  آزمون بیماري با) 1381(الاسلامی و همکاران  شیخ

هاي فوزاریوم روي چغندرقند بالغ در شرایط گلخانه  گونه

  .علائم مشخصی مشاهده نکردند

زنی  با مایه) 1383(یان و ارشاد ارجمند

 جدایه 97هاي بالغ  چغندرقند بیماري زایی  ریشه

Fusarium sppکه داوودي و   را نشان دادند حال آن

 را Pythium aphanidermatum  قارچ1383(افضلی 

 غالب پوسیدگی ریشه در قزوین  بیمارگربه عنوان 

ویه امل ثانو را به عنوان عهاي فوزاریوم گونهمعرفی و

زایی که در گلخانه روي  در آزمون بیماري .شناختند

هاي زخم شده چغندرقند انجام شد علائم  ریشه

 10 بعداز گذشت هاي ریشه پوسیدگی و لهیدگی بافت

دهنده آن است  این نشان .ها مشاهده شد روز روي ریشه

در اثر زخم قادر به پوسیدگی ریشه F.solani  که

  . چغندرقند شده است

زایی بـر روي ریـشه مطـابق         ون بیماري  در آزم 

Cormark and Moffat) روش کرمـاك و موفـات  

ها از یکـدیگر      که در آزمایشگاه انجام شد جدایه      (1961

 زایـی کـم و   زا، بیمـاري  متمایز و در سـه گـروه بیمـاري     

از این آزمون  نتایج حاصل. بندي شدند زا دسته  غیربیماري

هـم  رایط گلخانـه    ها در ش ـ   زایی جدایه  با بررسی بیماري  

 عـلاوه بـر ایـن، در ایـن دو         .  )3جـدول ( داشـت  خوانی

 گیـاه    زخـم شـده    آزمایش مایه تلقیح در مجاورت بافت     

دلیـل   همیزبان قرار داشت در صورتی که در روش اول ب         

مجاورت ریشه شاید مایـه      در )بذر جو (وجود مایه تلقیح    

  . است و تماس حاصل نشدهتلقیح با ریشه فاصله داشته
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در  ها، زایی جدایه تفاوت در شدت بیماري     

هاي اخیر  در بررسی .وجود داردF.solani  هاي جدایه

هاي مولد پژمردگی و  زایی فوزاریوم روي بیماري

پوسیدگی ریشه نخود در استان فارس تفاوت زیادي در 

ه  دیده شدF.solani هاي زایی جدایه شدت بیماري

 نخود و روي F.solaniهاي  جدایهکه در آن است

 ولی روي اند  پوسیدگی ریشه نمودهایجادنخودفرنگی 

 هاشمی بنیمحمدي و (زا نبودند  سایر حبوبات بیماري

باشد،  داراي فرم اختصاصی میF.solani قارچ ).1384

هایی که روي چغندرقند  رود که جدایه احتمال آن می

زایی ایجاد نکردند فرم اختصاصی چغندرقند  بیماري

زا  وانند روي میزبان مخصوص خود بیماريت نبوده و می

به استناد تحقیقات  با توجه به نتایج فوق و. باشند

 در چغندرقند در اغلب موارد به F. solani گذشته

عنوان یک عامل ثانویه ایجادکننده آلودگی به حساب 

  .می آید

هاي مختلفی جهت شناسایی و بررسـی       گر نشان

جا که بیمـارگر داراي      از آن  .روند کار می  هتنوع ژنتیکی ب  

احتمال وجود تنـوع    زایی است براي بررسی    تنوع بیماري 

 تعیـین   براي.  استفاده شد  ITS-RFLP اي از  درون گونه 

چنـد شـکلی     ITS-RFLP تنوع ژنتیکی بـا اسـتفاده از      

ــواحی فاصــله ــ ن ــی رون ــداز داخل ــرداري شــده وشتـان  ب

Internal Transcribed Spacer)(،هاي  توسط آنزیم

 جدایـه بـا     PCR  ،19 حـصولات م. بررسـی شـد   برشی  

ها بـه سـه      یکدیگر مقایسه شدند و بر این اساس جدایه       

 .سه نواري تقـسیم شـدند      دو نواري و   گروه یک نواري،  

 جفـت بـاز، بـا طـول         600 و 550و   500طول قطعـات    

 .Lee et al) و همکارانبرانزا قطعات تکثیرشده توسط 

2000, Bereneuza et al, 2004)ًمشابه بـود  تقریبا . 

ــه ــوع جدای ــاي تن .F ه solani ــ ــده از  عـجم آوري ش

اده از  ـاطق مختلف کشور برزیل با استف     ـمن ها و  زبانـمی

 شــده اســت  بررســیITS4  وITS5آغازگرهــاي 

(Bereneuza et al.  نوارهـایی   در این بررسی.(2004

 چهار آنزیم برشی    شد و از بین    مشاهده   bp620 با طول 

EcoR1،  HaeIII و MspIو  DraI ســـــه آنـــــزیم 

EcoR1 و HaeIIIو  MspI ــرش در ــاه ب داراي جایگ

تنوع ژنتیکـی   ها   که نتایج آن   محصولات تکثیري بودند  

 بـدون   F.solani هـاي  اي را در میان جدایه     درون گونه 

هـا   اي بین منطقـه جغرافیـایی و میزبـان آن          هیچ رابطه 

.Bereneuza et al) (دادنشان  2004 .  

-ITS ناحیـه د شکلی حتی در     چن مطالعهدر این   

rDNA   ی  آنـزیم برش ـ   سـه تیمـار بـا      در.  مشاهده شـد

MspI,EcoR1 و  BamHI         تنها تنوع توسـط بـرش بـا 

 با آنزیم در حالی که در تیمار.  مشاهده شدMspI آنزیم

EcoR1     آنـزیم   .هـا مـشاهده نـشد       تنوعی بـین جدایـه 

EcoR1          داراي یک جایگاه برش روي قطعـه تکثیـري

نتایج حاصل از این بررسـی بـا         . بود ITS1/4 حاصل از 

;Lee et al. 2000) نتایج سایر محققین Bereneuza 

)et al. جهــت بررســی EcoR1کــه از آنــزیم 2004

ون از  ـتاکن .تـت داش ـاده کردند مطابق  ـچندشکلی استف 

 ــندشـررسی چـدر بBamHI رشیـزیم بـآن  ی درـکل

F. solani اه بـرش  استفاده نشده است این آنزیم جایگ
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تحقیقات . نداشتITS1/4 از  روي قطعه تکثیري حاصل

.F اخیـر نیـز روي   solani   هـاي    جـدا شـده از میزبـان

 تنـوع را فقـط     PCR در برش آنزیمی محصول    متفاوت،

 .Lee et al)نـشان دادنـد  MspIتوسط برش با آنزیم

,MspI ی آنـزیم برش ـ سـه از بـین   .(2000 EcoR1,

BamHI     تنهـا تنـوع     عـه نیـز    مورد بررسی در این مطال 

 ـ ا . شـد   مـشاهده  MspI توسط برش بـا آنـزیم      ز ـز آنالی

ITS-rDNA     هـاي قـارچی در       براي تـشخیص جدایـه

ــی  ــتفاده م ــه اس ــه و زیرگون ــود  حدگون ودي و مــمح(ش

ــاران  ــاران  1384همکـ ــک و همکـ در ). 1384، تاجیـ

هـاي   ها و فـرم    از این روش براي شناسایی گونه      فادهاست

تفاده شده اسـت کـه چنـدان        اختصاصی فوزاریوم نیز اس   

ایـن  . (Lee et al. 2000)آمیـز نبـوده اسـت    موفقیـت 

هـاي   تحقیق نیز بر آن بود تا با توجه به فراوانی جدایـه           

ــازي آن  ــد و جداس ــزارع چغندرقن ــوم در م ــا از  فوزاری ه

هـا از    زایـی آن   هاي پوسیده، ضمن بررسی بیماري     ریشه

 هـا  جهت تشخیص و ارتباط جدایـه      ITS-rDNA آنالیز

نتایج این بررسی نشان داد      .زاي استفاده نماید   با بیماري 

هـاي فوزاریـوم در ریزوسـفر        رغم فراوانی جدایه   که علی 

اي  توانند عامل مهـم و تهدیدکننـده   ها نمی  چغندرقند آن 

براي این زراعت باشند و وجود تنـوع در نـواحی فاصـله     

منطقـه جغرافیـایی    زایـی یـا      سازداخلی ربطی به بیماري   

  . نداردآوري قارچ معمحل ج
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