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 عامل بيمـاري پوسـيدگي فوزاريـومي بـلال ذرت كـه از      Fusarium verticillioides جدايه قارچ 108تعداد 

 جداسازي شده بودنـد بـه    1384خيز ايران در سال       هاي به دست آمده از مناطق مختلف جغرافيائي و ذرت           نمونه
پـس از   .  ارزيـابي شـدند    AFLPاز آفريقاي جنوبي با استفاده از نشانگرهاي         اندارد اين قارچ  همراه دو جدايه است   

  براي برش استفاده شد و قطعـات بـرش يافتـه بـه     MseI و  EcoRIهاي برشي ها، از آنزيم  جدايهDNAاستخراج 
 بـه كـارگيري پـنج     اوليه پس از رقيق شدن با      PCRمحصولات  . اي اختصاصي اتصال يافتند     آداپتورهاي دو رشته  

 PCR در يـك واكـنش انتخـابي    MseI و 33 نشاندار شده با فسفر EcoRI از آغازگرهاي انتخابي  تركيب آغازگر
پـس از   . تفكيـك شـدند   % 5اكريـل آميـد        و در نهايت محصولات تكثيـري بـا اسـتفاده از ژل پلـي              نداستفاده شد 

ها با استفاده از ضريب شباهت دايس و          ندي جدايه ب  اي، گروه   امتيازدهي الگوهاي نواري حاصل به روش مشاهده      
بر . اي استفاده شد    از تجزيه به مختصات اصلي نيز بعنوان روش مكمل تجزيه خوشه          .  انجام شد  UPGMAالگوريتم  

 بـه هـشت گـروه     F. verticillioides  جدايـه 110 نـشانگر چنـد شـكل،    98اساس دنـدروگرام حاصـل از تعـداد    
تـرين گـروه ژنتيكـي و بقيـه       عضو بزرگ  98 با   Aنگاري     گروه انگشت  همنتسب شدند ك   (A-H)نگاري مجزا     انگشت
 تنوع ژنتيكي در    (AMOVA)بر اساس نتايج تجزيه واريانس مولكولي       . ها بين يك تا سه عضو را شامل شدند          گروه

مـل مـوثر در     ها پائين ارزيابي شد كه علـت آن را شـايد بتـوان بـه عوا                 بين افراد هر جمعيت زياد و بين جمعيت       
  .نسبت داد تغييرپذيري ژنتيكي نظير جهش و مهاجرت ژن يا ژنوتيپ در اثر عوامل مختلف

  
  .Fusarium verticillioides ،AFLP اي، ذرت، تنوع ژنتيكي، تجزيه خوشه: هاي كليدي واژه
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  مقدمه

  يـا بـلال     فوزاريومي خوشه  پوسيدگييماري  ب
) Fusarium ear rot (ــم ــي از مهـ ــرين  يكـ تـ

هاي ذرت در سراسر جهان، به خـصوص         بيماري
ــه شــمار   منــاطق گرمــسيري و نيمــه گرمــسيري ب

 از ييكــدر ايــران نيــز  بيمــاري ايــن . رود مــي
منــاطق ذرت خيــز  اغلــب هــاي مهــم در بيمــاري

در بيمـــاري، اولـــين بـــار . شـــود محـــسوب مـــي
ــاي  رتذ ــيدهه ــد و  پوس ــشاهده ش ــكا م  از نبراس

ــلدون  ــل آن را) Sheldon,1904(شـــــ  عامـــــ
Sheldon  Fusarium moniliforme گــزارش 

 ابتـدا  را در ايـران   F. moniliformeقـارچ  .كرد
ــال   ــاد در س ــتان از 1344شــريف و ارش ــاي اس  ه

  و مازنــدران روي بــرنج گــزارش كردنــدگــيلان
(Okhovvat, 1999) ــا ــديو در تحقيقـ   ت بعـ

ــذر  ــارچ از ب ــن ق ــران  اي ــازي ذرت در اي    جداس
ــد   ؛Bujari and Ershad, 1993 (شـــ

 Zad and Ale-Agha, 1986(.هـاي    گونـه  شبه
ــبه جـــنس   ــددي از شـ  موجـــب Fusariumمتعـ
   شوند ولي شـبه گونـه       بيماري پوسيدگي بلال مي   

Fusarium verticillioides= F. moniliforme   
اســت   ذرت درگونــه غالــب  اكثــر منــاطق  در

)Chulze et al., 2000 ؛Leslie, 1991 .( در
ــر روي عامــل ايــن    بررســي ــاكنون ب هــائي كــه ت

  بيمـــاري در ايـــران انجـــام شـــده اســـت، گونـــه
F. verticillioides  بـــه عنـــوان گونـــه غالـــب
  ؛ Ghiasian et al., 2004(شناسائي شـده اسـت   

Zamani and Alizadeh, 2000 .( فــــرم
از Liseola بـه بخـش   غيرجنسي اين قارچ متعلق 

ــارچ ــسي    قـ ــرم جنـ ــوده و فـ ــوم بـ ــاي فوزاريـ   هـ
ــه   ــضاء گونـــــــــ ــي از اعـــــــــ   آن يكـــــــــ

ــپلكس ــام  fujikuroi Gibberella  كمـ ــه نـ بـ
population A) fujikuroi mating (G.   
G. moniliformis  اســت(Booth, 1971).  

توانـــايي توليـــد  F. verticillioides  قـــارچ
بـه ويـژه    هـا    هايي چون فومونيسين   مايكوتوكسين

 هـا اسـت را دارد       آنترين    مهم  كه B1فومونيسين  
هـاي خطرنـاكي در برخـي از           موجب بيماري  كه

زائي بر روي انسان  شود و اثر سرطان  حيوانات مي 
 . (Danielsen et al., 1998)دارد 

بررســـي تنـــوع ژنتيكـــي و مطالعـــه ســـاختار 
هـاي بيمـاريزاي    هـاي قـارچ    جمعيت درون گونـه   
تيابي به ارقام مقاوم و تنـاوب       گياهي به منظور دس   

زراعي در جهت كـاهش بيمـاري و يـا مـديريت            
 نـــشانگرهاي بـــه كمـــك .آن ضـــروري اســـت

 هاي سازگاري رويشي   گروه تعيين   مولكولي و يا  
VCGs (Vegetative Compatibility Groups)   
ــي ــت را    م ــوع ژنتيكــي و ســاختار جمعي ــوان تن   ت

ــارچ عامـــل   ــوژيكي قـ ــه بيولـ درون يـــك گونـ
ــيد ــابي  پوسـ ــومي ذرت ارزيـ ــرد گي فوزاريـ كـ

)Chulze et al., 2000 ؛Danielsen et al., 1998( .  
هاي اخير بـا پيـشرفت علـوم مولكـولي و             در سال 

هـاي مولكـولي مبتنـي        ژنتيكي استفاده از تكنيك   
 بـــراي بررســـي تنـــوع ژنتيكـــي در  DNAبـــر

هـا رواج يافتـه       موجودات زنده و بـه ويـژه قـارچ        
گرهاي مولكولي مختلفـي     تا كنون از نشان     .است

ها به ويـژه قـارچ        براي بررسي تنوع ژنتيكي قارچ    
F. verticillioides اســتفاده شــده اســت، ولــي 
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» تفاوت طولي قطعات تكثيري«يا AFLP نشانگر
(Amplified Fragment Length Polymorphism) 

به دليل دقت و تكرارپذيري بيشتر، مورد استفاده        
اين روش مبتني بر . تري قرار گرفته است    گسترده

ها از بين تمـام قطعـات         تكثير انتخابي برخي قطعه   
. (Vos et al., 1995) اسـت  DNAبـرش يافتـه   

 بــــراي آشــــكار كــــردن AFLPنــــشانگرهاي 
هاي بسيار    هاي ژنتيكي ميان نژادها يا گونه       تفاوت

مرتبط با يكديگر در طيف وسيعي از موجـودات         
 (Huys et al., 1996)ها  اعم از گياهان، باكتري

 مـورد اسـتفاده   (Majer et al., 1998)ها  و قارچ
ــه  ــرار گرفت ــا      ق ــار ب ــن ك ــه اي ــالي ك ــد، در ح ان

ــر    ــا ديگــ ــوژيكي و يــ ــصوصيات مورفولــ   خــ
پـذير نبـوده      صفات سيستماتيك مولكولي امكـان    

ــت ــه  . اســ ــشان داده اســــت كــ ــات نــ تحقيقــ
ــشانگرهاي ــوع ژنتيكــي   AFLPن ــه تن  در مطالع

ــه ــوم منا   جداي ــارچ فوزاري ــاي ق ــستند ه ــب ه   س
) et al., 2003 Abdel-Satar (.  

ــارچ    ــي قــ ــوع ژنتيكــ ــا تنــ ــاط بــ   در ارتبــ
F. verticillioides   ــل بيمــاري پوســيدگي عام

 بــلال بــه وســيله نــشانگر مولكــوليفوزاريــومي 

AFLP     مطالعــات متعــددي در نقــاط مختلــف
ــان  ــ انجــامجه ــال در . اســت شدهن ــوان مث ــه عن  ب

  تحقيقــــي كــــه توســــط كــــولز و همكــــاران 
)Chulze et al., 2000(  انجام شد تنوع ژنتيكـي 

ــارچ  ــت (F. verticillioidesق  آميزشــي جمعي
هاي سازگاري رويـشي      بر اساس گروه   )Aگروه  

)VCGs ( مولكــوليروشو AFLP ــين . شــد تعي
 يـك   نژادهـاي بر اين اساس نتيجه گرفته شد كه        

VCG   ــه هــم ــا خيلــي ب ــوده ي ــا كلنــال ب  مــشابه ي
بـر اسـاس     نزديك هستند و تنـوع مـشاهده شـده        

سـت كـه     ا  حـاكي از آن    VCGو   AFLPتجزيه  
توليــد مثــل جنــسي ممكــن اســت بــه نــسبت       

 .انجام شودتري از حالت تخمين زده شده  فراوان
 جمعيـت آميزشـي   كه تحقيقات نشان داده است

A     قـارچG. fujikuroi      از نظـر ژنتيكـي متنـوع
 جنـسي نقـش مهمـي را در سـيكل           مرحله  و بوده

  كنـــد رچ ايفـــا مـــي اي قـــا زنـــدگي مزرعـــه 
(Leslie, 1991) .  عبدالــــستار و همكــــاران

(Abdel-Satar et al., 2003) ــتفاده از ــا اس  ب
ــولي   ــشانگر مولك ــين   AFLPن ــي ب ــوع ژنتيك  تن

هـــاي  اي را در جدايـــه اي و درون گونـــه گونـــه
مختلــف بــه دســت آمــده از پــنج گونــه مختلــف 

 جـدا  F. moniliformeفوزاريوم از جمله گونـه  
بررســي و تنــوع زيــادي را بــين    شــده از پنبــه  

  در . هـــاي مختلـــف مـــشاهده كردنـــد    گونـــه
ــارانش  ــورتي و همكـــ ــر مـــ   تحقيقـــــي ديگـــ

)Moretti et al., 2004 ( بــا اســتفاده از روش
AFLP جدايـــــــه از قـــــــارچ  33 تعـــــــداد   

F. verticillioides    را كه از دو ميزبـان مختلـف
ذرت و موز جداسازي شده بودند مـورد مقايـسه          

هاي مربوط به هر ميزبان در        دايهقرار دادند كه ج   
ايـن  . هـاي ژنتيكـي جداگانـه قـرار گرفتنـد        گروه
ها از نظر ساير صفات نظير توليد توكـسين           جدايه

لزلي و همكـاران  . و بيماريزائي نيز متفاوت بودند    
(Leslie et al., 2004) ــتفاده از ــا اســ  بــ

 به كمك نشانگر مولكولي     DNAنگاري    انگشت
AFLP    جدايه از پنج گونه     25ن    تنوع ژنتيكي بي 
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  F. verticillioidesمختلف فوزاريوم از جملـه  
ــذر ارزن و ســورگوم را بررســي   جــدا شــده از ب

   .كردند
با توجه بـه ايـن كـه تـا كنـون تنـوع ژنتيكـي                

جـدا شـده    F. verticillioides هاي قارچ جدايه
 مــورد AFLP نــشانگر توســطاز ذرت در ايــران 

  تحقيـق بـا هـدف   بررسي قرار نگرفته بـود، ايـن  

هـاي مختلـف عامـل     بررسي تنوع ژنتيكي جدايـه    
غالب بيماري پوسيدگي فوزاريـومي بـلال ذرت        
كه از مناطق مختلف جغرافيائي ايـران بـه دسـت           

 AFLPآمده بودند به كمـك نـشانگر مولكـولي     
  .انجام شد

  
  ها مواد و روش

  DNA آماده سازي جدايه ها و استخراج -1

 1384اي ذرت در سال     ه  برداري از بلال    نمونه
 23 از مـزارع مختلفـي در     از يازده  استان كـشور       

منطقه بر اساس اولويت سـطح زيـر كـشت و نيـز       
شــرايط آب و هــوائي مــساعد بــراي رشــد قــارچ 

بـرداري در مـزارع بـه صـورت           نمونـه . انجام شـد  
هـاي آلـوده در داخـل         نمونـه . تصادفي انجام شد  

ز هاي كاغذي مجـزا قـرار گرفتـه و پـس ا             پاكت
ثبت مشخصات لازم جهت بررسي به آزمايشگاه       

آوري شـده     هاي جمـع    از ميان نمونه  . منتقل شدند 
تعداد سه تا چهار بلال آلوده از هر مزرعه جهت          

پــس از . جداســازي عامــل بيمــاري انتخــاب شــد
هــا تــك  ســازي، از جدايــه جداســازي و خــالص

هـاي پتـري محتـوي        اسپور تهيه شد و در تـشتك      
PDA (Potato Dextrose Agar)  هـاي   و لولـه

محتــوي خــاك اســتريل جهــت انجــام مطالعــات 
براســاس معيارهــاي  . بعــدي نگهــداري شــدند  
شناســي نظيــر گــرلاخ و  موجــود در منــابع قــارچ

 ، (Gerlach and Nirenberg ,1982)نيرنبرگ 
 و (Nelson et al., 1983)نلـسون و همكـاران   

  (Leslie and Summerell, 2006)لزلي و سامرل
هاي فوزاريوم انجام و گونه غالـب         سائي گونه شنا

 گونـه   جدايه قارچ 133از ميان   . بيماري تعيين شد  
 108 تعـداد  ) F. verticillioides (غالب بيماري

هــاي بــه دســت آمــده از منــاطق  جدايــه از نمونــه
مختلف ايران به همراه دو جدايه اسـتاندارد تيـپ          

كـه از   SA200) و  (SA201ايـن گونـه   آميزشي
ــراي  كــشور  ــود ب آفريقــاي جنــوبي تهيــه شــده ب

بررسي تعيـين تنـوع ژنتيكـي بـه كمـك نـشانگر             
   .)1جدول  ( انتخاب شدندAFLPمولكولي 

بخش مولكـولي ايـن تحقيـق نظيـر اسـتخراج        
DNA         هـاي     ژنومي و هضم آن ها توسـط آنـزيم

ــون   ــي و آزم ــر  AFLPبرش ــشگاه دكت  در آزماي
، گـروه  (Sonja S. Klemsdal)سونيا كلمسدال 

ــات   ژن ــسه تحقيقـ ــوژي موسـ ــك و بيوتكنولـ تيـ
كشاورزي و محـيط زيـست كـشور نـروژ انجـام            

هـا پـس از دو هفتـه          ميسليوم قـارچي جدايـه    . شد
   روي محـــيط كـــشت Cº25رشـــد در دمـــاي  

PDB (Potato Dextrose Broth) پــس از رد 
شدن از دو لايه پارچه ململ بـه عنـوان صـافي و              

ه و شستشو با آب مقطر استريل از محيط جدا شد        
ــاون    ــايع در هـ ــروژن مـ ــك نيتـ ــه كمـ ــاي  بـ   هـ

   ژنـــومي DNA. چينـــي اســـتريل پـــودر شـــدند 
ــه ــل   جدايــــ ــاس پروتكــــ ــر اســــ ــا بــــ   هــــ
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 “Mini-prep” DNA extraction (Leslie 

and Summerell, 2006) و 
 QIAGEN- DNeasy Plant Mini Kitهـاي  كيـت 

  .استخراج شدند
  
   AFLP تجزيه -2

 بـــر اســـاس روش وس و AFLP  تجزيـــه 
 با تغييراتي مبتنـي  (Vos et al., 1995)ران همكا

  بــــــــر پروتكــــــــل لزلــــــــي و ســــــــومرل
(Leslie and Summerell, 2006)  انجـام شـد  .

تـر و بـا        خـالص  DNAابتدا به منظور دستيابي بـه       
  هــــاي تــــصفيه  كيفيــــت بــــالاتر از ســــتون  

Micro Spin Columns (Bio Rad)    و مـاده
  استفاده شـد،  (PVPP)پلي وينيل پلي پيروليدون

سپس به منظـور تعيـين غلظـت و خلـوص نـسبي             
DNAهــا، از ژل آگــارز   اســتخراج شــده جدايــه

آميزي شده با اتيـديوم برومايـد          درصد رنگ  8/0
 1kb ( BioLabs)و نــشانگر وزن مولكـــولي  

مـورد نيـاز    DNA و ميـزان حجمـي   استفاده شـد 
 250 به طـوري كـه محتـوي         AFLPبراي تجزيه   

بـراي  . به شد   خالص باشد، محاس    DNAنانوگرم  
 EcoRIهاي برشي  از آنزيمDNAبرش مولكول 

 25/0واكنش برش شـامل  .  استفاده شد MseI و
 ميكروليتـر  EcoRI (5U) ،5/0 ميكروليتر آنـزيم 

ــزيم ــافر  MseI (5U) آن ــر ب ــشت ميكروليت   ، ه
5X RL ميكروليتر آب مقطر استريل دو 25/1 و 

بار تقطير به علاوه مقـادير حجمـي مـورد نيـاز از             
DNA    الگو و آب مقطر استريل به حجم نهـائي

بـرش  .  ميكروليتر براي هر نمونه واكنش بـود       40

 انجـام و    Cº37به مـدت چهـار سـاعت در دمـاي           
هاي هضم شده تا زمان انجام مراحل بعدي          نمونه

قطعات بـرش   .  نگهداري شدند  - Cº20در دماي   
اي اختصاصي    يافته سپس به آداپتورهاي دو رشته     

 اوليه با آغازگرهاي غير     PCRابتدا  . اتصال يافتند 
 ميكروليتـر بـراي هـر نمونـه         25انتخابي در حجم    

مواد و تركيبـات اسـتفاده شـده شـامل          . انجام شد 
10X PCR  Buffer with 15 mM Mgcl2 

(2.5 µl) ،dNTP 2.5 mM (0.24 µl) ،  
EcoRI0 primer 50ng/µl (2.5 µl)،   

 MseI0 primer 50ng/µl (2.5 µl)،   
µl) Ampli Taq polymerase (5U/،  

 ddH2O (12.06 µl)   بود كه به مخلـوطDNA 
ــه آداپتورهــاي   الگــوي بــرش يافتــه و چــسبيده ب

شاهد منفي  . اختصاصي براي هر نمونه اضافه شد     
در واكنش شـامل تمـام مـوارد فـوق بـه اسـتثناي            

DNA  هاي دمائي بـه كـار رفتـه          چرخه.  الگو بود
 ــ PCRدر  ــامل يـــك چرخـ ــابي شـ ــر انتخـ ه  غيـ

 2 بـه مـدت      Cº94سازي اوليه در دماي       واسرشت
سـازي     چرخه شامل مراحل واسرشت    45دقيقه و   

ــاي  ــدت  Cº94در دم ــه م ــصال در  30 ب ــه، ات  ثاني
ــه مــدت Cº 56دمــاي  ــه و گــسترش در 30 ب  ثاني
 ثانيـه و در خاتمـه يـك         90 به مدت    Cº 72دماي  

 براي مدت   Cº72چرخه گسترش نهائي در دماي      
لات تكثيري پـس از رقيـق       محصو.  دقيقه بود  10

از  شدن، با به كـارگيري شـش تركيـب آغـازگر    
 نـشاندار شـده بـا    EcoRI آغازگرهـاي انتخـابي   

نوكلئوتيد كيناز     و پلي  33عنصر راديواكتيو فسفر    
T4 و MseI)  كـــه نوكلئوتيـــدهاي انتخـــابي بـــه
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ــاي  ــده   آن– '3انته ــصل ش ــا مت ــد ه ــك ) ان در ي
 PCR PCR) (Selectiveواكـــــنش انتخـــــابي 

 PCRواكنش انتخـابي    ). 2جدول(استفاده شدند   
 5 ميكروليتـر بـراي هـر نمونـه شـامل            20با حجم   

 رقيق شده فوق، نـيم      PCRميكروليتر از محصول    
 نشاندار شده EcoRI ميكروليتر آغازگر انتخابي 

  ميكروليتـر مخلـوطي از آغـازگر انتخـابي     15و 

MseI    چرخه دمائي 36 و ديگر مواد واكنش طي 
ــد  ــامل  .انجــام ش ــه اول ش ــاي  30 چرخ ــه دم  ثاني

Cº94 ،30  ــاي ــه دم ــاي  60 و Cº65 ثاني ــه دم  ثاني
Cº72    دماي مرحلـه    2-13هاي     بوده و طي چرخه 

ــه   ــر چرخ ــصال در ه ــت C º 7/0ات ــاهش ياف .  ك
ــز شــامل 14-36هــاي  چرخــه ــه دمــاي 30 ني  ثاني

Cº94 ،30  ــاي ــه دم ــاي  60 و Cº56 ثاني ــه دم  ثاني
Cº72 ترش  بــوده و در نهايــت يــك چرخــه گــس

 دقيقه با اسـتفاده     7 به مدت    Cº72نهائي در دماي    
 Gene AMP PCRاز يك دستگاه ترمو سايكلر

System 9700ــام شــــد  2در نهايــــت .  انجــ
ميكروليتــر از محــصولات نهــائي را كــه محلــول 
رنگي فرم آميدي به آن ها افـزوده شـده بـود در             

بارگذاري و  % 5اكريل آميد     هاي ژل پلي    چاهك
يــر يافتــه در يــك دســتگاه تفكيــك قطعــات تكث
 Constant power 75)الكتروفـورز عمـودي   

W)    پس از  .  ساعت صورت گرفت   2 براي مدت
انتقــال ژل بــر روي يــك كاغــذ فيلتــر و خــشك 

متـصل   كننـده   كردن آن در يك دستگاه خشك
ــلا  ــه پمــــــــــــــــپ خــــــــــــــ   بــــــــــــــ

(Gel Dryer)سـاعت در  48ها براي مـدت   ، ژل 
ــاي   ــسته و تاريــك و در دم  -80يــك محفظــه ب

گـراد در معـرض يـك فـيلم نگـاتيو            جه سانتي در
 (Kodak Biomax MR – 43 cm x 35cm)حساس

هـا بـا تعيـين        قرار گرفتنـد و پـس از ظهـور فـيلم           
دهي الگوهاي    نوارهاي چندشكلي نسبت به  نمره     

نواري حاصل بر اساس حضور يا فقدان نوارها به         
ــد     ــدام ش ــفر اق ــك و ص ــه صــورت ي ــب ب   . ترتي

   نـــرم افـــزار اي بـــه كمـــك  تجزيـــه خوشـــه 
NTSYS version 2.10بندي   انجام شد و گروه

ــه ــباهت    جدايـ ــريب شـ ــتفاده از ضـ ــا اسـ ــا بـ هـ
، و (Nei and Li, 1979) (Dice)دايــــس
 Unwighted Pair Group Method)الگوريتم

Using Arithmetic Averages) UPGMA  
ــد ــام شــــــــــــ ــه. انجــــــــــــ   تجزيــــــــــــ

 (Principal Coordinate Analysis; PCoA) 
 اصـلي جهـت تمـايز بـين     هـاي  مؤلفه يا تجزيه به

افزار فوق انجام     هاي اصلي با استفاده از نرم       گروه
جهــت بررســي تنــوع ژنتيكــي درون و بــين . شــد

هاي قارچ نيز تجزيه واريـانس مولكـولي         جمعيت
افــزار   بــا اســتفاده از نــرم  (AMOVA)هــا  داده

GenAlex ver.6انجام شد .  
 

  نتايج و بحث
 انجـام   AFLPزيه انتخابي تج  PCRدر آزمون   

شــده در ايــن تحقيــق از آغازگرهــائي بــا دو بــاز 
انتخابي استفاده شد كه نتايج قابل قبولي به دست         

خاصيت انتخابي بودن آغازگرهائي با يـك       . آمد
اي نظيــر  هــاي ســاده يــا دو بــاز انتخــابي در ژنــوم

. ها و برخي گياهان مناسب است       ها، باكتري   قارچ
رهـائي كـه داراي     اگرچه انتخابي بودن بـا آغازگ     
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سه باز هستند نيز قابل قبـول اسـت امـا بـا افـزوده               
  شــود شــدن بــاز چهــارم ايــن خاصــيت زايــل مــي

(Vos et al., 1995) .   استفاده از دو بـاز انتخـابي
ــه    ــابي در تجزي ــاي انتخ ــراي آغازگره  AFLPب

ــه توســط  F. verticillioidesهــاي قــارچ  جداي
 برخي محققين نتـايج مطلـوبي در توليـد قطعـات          

بـه  . كافي براي ارزيابي ژنتيكي در بر داشته است       
  عنــــــوان مثــــــال گــــــونزالس و همكــــــاران

) Gonzalez et al., 1998 (    از دو بـاز بـه جـاي
ــات كــافي در     ــداد قطع ــد تع ــراي تولي ــاز ب   ســه ب

ــه  ــهAFLPتجزيــــ ــارچ    جدايــــ ــاي قــــ هــــ
Colletothricum lindemuthianum ــتفاده  اس
 6 بـين  از. كردند كه منجر به نتـايج مطلـوبي شـد        

) 2جـدول   (جفت تركيب آغازگر هاي انتخـابي       
كه بر اساس نتـايج و تجـارب قبلـي متخصـصين            

 ، مكاتبـه  Sonja Klemsdal(آزمايشگاه مربوطه 
ــه ) شخــصي ــر روي گون ــارچ   ب ــف ق ــاي مختل ه

فوزاريوم انتخاب شده بودند، جفت آغازگر اول       
به دليل تشكيل نوارهاي چند شكل كمتر و عـدم          

تفكيك نوارهـا حـذف شـد و        وضوح لازم براي    
 جفـت تركيـب     5 حاصـل از     لنوارهاي چند شك  

بـر  . آغازگر باقيمانده براي تجزيه استفاده شـدند       
 نوار تشكيل شـده توسـط       180اين اساس از ميان     

 جفت تركيب آغازگر مورد استفاده در آزمون   5
) كل نوارهـا   % 54 (ل نوارهاي چند شك   98تعداد  

از بـين   . شـد اي تشخيص داده      به صورت مشاهده  
 UPGMAهــــاي متفــــاوتي چــــون  الگــــوريتم

،Neighbor Joining و Complete Linkage 
اي جدايه ها مورد اسـتفاده   كه براي تجزيه خوشه 

بنـدي     گـروه  UPGMAقرار گرفـت، الگـوريتم      
ها نشان داد و      تري نسبت به ساير الگوريتم      مناسب

 برتر محاسبه شده    Copheneticميزان همبستگي   
افــزار   در نــرم(r = 0.85)لگــوريتم بــراي ايــن ا

NTSYS ver 2.10 انتخــاب ايــن الگــوريتم را 
كـه    جدايه110بدين ترتيب . مورد تاييد قرار داد

 نوارهاي مشخص تشكيل داده     AFLPدر آزمون 
در هــشت گــروه % 88بودنــد در ســطح شــباهت 
  قــرار گرفتنــد (A-H)انگــشت نگــاري مجــزا   

عـضو   98 بـا    Aنگـاري     گروه انگشت ). 1شكل  (
ترين گروه ژنتيكي محسوب شـده و بقيـه           بزرگ
 ها بـين يـك تـا سـه عـضو را شـامل شـدند            گروه

 مـشاهده   1 همـانطور كـه در جـدول         ).1جدول  (
در سـطح تـشابه     % ) 89(شود بيشتر جدايه هـا        مي
اين امـر   . در يك گروه ژنتيكي قرار گرفتند     % 88

هـا    بيانگر اين مطلـب اسـت كـه اكثريـت جدايـه           
 و يـا بـه عبـارتي        دنتيكي بالا هـستن   داراي تشابه ژ  

قرار گرفتن  .  تنوع ژنتيكي پائيني را نشان ميدهند     
هـاي مختلـف از نظـر منـشا جغرافيـائي در              جدايه

ــه   يــك گــروه انگــشت  نگــاري وجــود هــر گون
بندي ژنتيكي  ارتباطي بين منشا جغرافيائي و گروه     

. كنـد    را نفـي مـي     DNAنگاري    بر مبناي انگشت  
ج تحقيقــات مــشابه در ديگــر ايــن نتيجــه بــا نتــاي

  ؛ Moretti et al., 2004(كشورها مطابقـت دارد  
Abdel-Satar et al., 2003؛  

 Abd-Elsalam et al., 2002 .( علي رغم انتظار
هاي قـارچ     مشاهده تنوع ژنتيكي زياد ميان جدايه     

F. verticillioides     به خـاطر امكـان توليـد مثـل 
ميزشـي   جنسي و برخـورداري از دو نـوع تيـپ آ          
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 110 براي AFLPآزمون  اي بر اساس ضريب تشابه دايس در  دندروگرام حاصل از تجزيه خوشه-1شكل 
 )هستند% 88هاي ژنتيكي در سطح تشابه    نشانگر گروهA-Hحروف  ( F. verticillioidesجدايه قارچ 

Fig. 1. Dendrogram generated by clustral analysis based on dice similarity coefficient in 
AFLP analysis of 110 F.verticillioides isolates (A-H letters represent the genetic groups 

at 88% similarity level) 
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 بر 1384 در سال جدا شده از بلال ذرت جمع آوري شده از مناطق مختلف جغرافيائي ايران F. verticillioides قارچ   بندي جدايه هاي  گروه-1جدول 
  AFLP به روش DNAاساس آزمون انگشت نگاري 

Table 1. DNA fingerprint groups generated by AFLP markers of F. verticillioides strains isolated from corn ears collected from different 
geographic area of Iran during 2005 

 *نگاري مختلف اي انگشته ها در گروه بندي جدايه گروه
Grouping the isolates into different fingerprint groups* 

 Aگروه  Bگروه  Cگروه  Dگروه  Eگروه Fگروه  Gگروه  Hگروه 

  ها تعداد جدايه
No. of 
isolates 

  منطقه
Location 

- - AM121, AM178 AM49,AM164 AM127 - - 

AM48, AM54, AM55, AM109, AM117, 
AM122, AM130,AM137, AM141, 
AM143,AM145, AM163, 
AM173, AM174, AM185   

  
20  

  
  Ardabil                   اردبيل

-  -  -  -  -  -  -  EE61,EE62,EE63, EE65, EE66, EE69 , 
EE70,EE182, EE191, EE193  10 اصفهان                 Isfahan  

-  -  -  -  -  -  TK73  
TK72,TK74,TK75, TK77,TK78,TK79, 
TK80,TK81,TK82, TK84,TK85,TK86, 
TK118 , TK179, TN71, TV175  

 Tehran                     تهران 17

KS187  -  -  -  -  -  -  KD101,KD104, KD136,KD147, 
KS114,KS142, KS144  8 خوزستان        Khuzestan 

-  -    -  -  FZ97  -  FM96, , FM197, FZ25, FZ28, FZ138  6 فارس                          Fars 

-  -  -  -  -  -  -  QA31, QB2 ,QB22, QQ29, QQ43, QQ159 6 قزوين                    Qazvin  
-  -  -  -    -  -  KO26, KO27, KO202,KO203  4 كرمان                  Kerman 

-  -  -  -  -  -  -  
KE88,KH95, KH113, 
,KH194,KK103,KK155, KK160, 
KK166 ,KP87,KP124, KP170  

  Kermanshah     كرمانشاه 11

GG184 - - - - - GG10, GG18 
GG1,GG2,GG3, 
GG5,GG8, GG13,GG99, GG12 ,GG16 , 
GG94 , GG102 , GG110,GG168  

  Golestan               گلستان 16

-  -  -  -    -  -  MQ24, MQ129 , MQ181, MQ183  4 مازندران     Mazandaran  
-  -  -  -  -  -  -  HA107 , HA112 , HA115 , HA126, 

HA195   5 همدان              Hamedan  
- SA200  -  -  -  -  -  AZ59 , SA201  3 ديگر مناطق   Other areas 

 All Areas         كل مناطق 110  98  3  1  1  2  2  1  2

  .انجام شده است% 88  و بر اساس ضريب تشابه دايس در سطح تشابهUPGMAها با استفاده از روش  بندي جدايه گروه: *
*: The isolates were grouped using UPGMA method based on dice similarity coefficient at 88% similarity level. 

دايه
ي ج

تيك
ع ژن

تنو
سي 

برر
 

رچ 
ي قا

ها
.

...  
..

 

465
 

 

 
 





 1387، سال 3، شماره 24جلد ” نهال و بذر“ 

123 

  AFLP جفت آغازگرهاي انتخابي استفاده شده در آزمون -2جدول 
Table 2. Selective primer pairs used in AFLP analysis 

 
 ترتيب
No.  

 جفت اغازگرهاي انتخابي
Selective primer pairs 

1 E12 (AC – 3' )* M17 (CG- 3' ) 

2 E21 (GG - 3' ) M17 (CG- 3' ) 
3  E12 (AC- 3' ) M15 (CA- 3' ) 
4 E13 (AG- 3' ) M15 (CA- 3' ) 
5 E11 (AA- 3' ) M16 (CC- 3' ) 
6 E13 (AG- 3' ) M16 (CC- 3' ) 

 : آغازگرهاي انتخابي زير الحاق يافتند'3هاي متفاوت به انتهاي  ركيب دو باز انتخابي با ت*

 Two selective nucleotide with different arrangement were* 
 added to 3' end of following selective primers: 

  
EcoRI:    5'- GACTGCGTACCAATTCNNN -3' 

MseI   :     5'- GATGAGTCCTGAGTAANNN -3' 

  
MAT1 و MAT2هاي استفاده  در طبيعت، جدايه 

شده در اين آزمون كه از نقاط مختلف 
  جغرافيائي كشور به دست آمده بودند 
  تنوع ژنتيكي خيلي زيادي را نشان ندادند 
  كه اين نتيجه تا حدي با نتايج محققين 
  ديگر در ساير كشورها منطبق نيست

)Abdel-Satar et al., 2003 ؛Chulze et al., 

  ، اما با نتايج تحقيق ديگري)2000
(Mirzadi Gohari et al., unpublished data) 

هاي  كه به بررسي تنوع ژنتيكي برخي از جدايه
هاي  مشترك با اين تحقيق بر اساس گروه

 و تعيين تيپ (VCGs)سازگاري رويشي 
ها پرداخته است منطبق است، به  آميزشي آن

تر از حد  ائينتوان تنوع ژنتيكي پ طوري كه مي
هاي مشترك هر دو آزمون را  انتظار ميان جدايه

تا حد زيادي با مشاهده تنها يك نوع تيپ 

ها و در نتيجه   در همه جدايه(MAT1)آميزشي 
ناتواني در توليد مثل جنسي يا كاهش نرخ تكثير 

ترديد اين استدلال تنها  بي. جنسي مرتبط دانست
 كه پيشتر ها تواند براي آن بخش از جدايه مي

ها تعيين شده بود مصداق داشته  تيپ آميزشي آن
  ها  و بسط اين استدلال براي همه جدايه
  ها  نيازمند به تعيين تيپ آميزشي همه جدايه

  سطح  .در آزمون تكميلي ديگري است
  پائين چند شكلي مشاهده شده در اين 
تحقيق ممكن است در ارتباط با تعداد معدود 

دو جدايه استاندارد  .باشدآغازگرهاي انتخابي 
F. verticillioides   ،استفاده شده در آزمون

(Mating Type A-MAT1) SA200 و 
(Mating Type A-MAT2)  SA201 كه از ،

كشور آفريقاي جنوبي تهيه شدند تفاوت 
نگاري  بندي انگشت ژنتيكي زيادي در گروه
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رغـم    انجام شده نشان دادند بـه طـوري كـه علـي           
 ، جدايـه AFLPقريبـي در نوارهـاي   تشابه ت% 82

SA200 نگاري تـك    به تنهائي در گروه انگشت
ــه   Gعــضوي  ــرار گرفــت در حــالي كــه جداي  ق
SA201  نگـاري     ترين گروه انگشت     در بزرگA 

قرابت ژنتيكـي و هـم گـروه بـودن          . جاي گرفت 
 از آفريقاي جنوبي بـا بـسياري از         SA201جدايه  
دهـد كـه      نشان مي  Aهاي ايراني در گروه       جدايه

هائي با فواصـل زيـاد جغرافيـائي          حتي بين جدايه  
بـا  . توان قرابت ژنتيكي بالائي را مشاهده كرد        مي

هـاي اسـتاندارد صـرفاً        توجه به اين كه اين جدايه     
جهت شناسائي مورفولوژيكي و تعيـين جمعيـت        

ــي  ــه (آميزشـ ــوني جداگانـ ــشور ) در آزمـ از كـ
آفريقاي جنوبي تهيه شده و پيش از ايـن تحقيـق           
هيچ گونـه آزمـون مولكـولي و بـه ويـژه تجزيـه              

AFLPــر روي آن ــذا     ب ــود، ل ــشده ب ــام ن ــا انج ه
هـاي شـاهد در       ها به عنوان نمونـه      توان از آن    نمي

 اسـتفاده كـرد، ولـي قـرار گـرفتن           AFLPتجزيه  
ــه  هــا در گروهــي مجــزا كــه   يكــي از ايــن جداي

دهنده فاصله ژنتيكي مشخص اين جدايـه بـا          نشان
 F. verticillioides قــارچ  هــاي ايرانــي جدايــه

هاي بعدي مورد توجه      است، مي تواند در آزمون    
گيـري و     بـديهي اسـت جهـت نتيجـه       . قرار گيـرد  

هاي آفريقـاي     بحث دقيق در مورد جايگاه جدايه     
جنوبي يا هر كشور ديگر نيـاز بـه حـضور تعـداد             

ــه  ــشتري از جداي ــون   بي ــشور در آزم ــاي آن ك ه
AFLP         تـوان بـه     نمـي  است و با اين تعداد نمونـه 

هـاي    جدايـه  طور دقيق در مورد جايگاه ژنتيكـي      
  .آفريقاي جنوبي بحث كرد

نگـاري    هاي گـروه انگـشت      در بررسي جدايه  
A تـشابه ژنتيكـي مـشاهده      % 100هائي بـا      ، جدايه

ها از يك مزرعه و       شد كه در برخي موارد جدايه     
هـا از     حتي يك بـلال و در برخـي مـوارد جدايـه           

هاي   هاي متفاوت و با اقليم      انمناطقي متعلق به است   
  TK72هـاي  به عنوان مثال جدايه. متفاوت بودند

 هر دو از مـزارع مجـاور ذرت واقـع در      TK80و  
ــه  ــرج و جداي ــهر ك ــاي  ش  از QB22 و QB21ه

آوري شـده از   بذرهاي مختلف يـك بـلال جمـع    
زهراي قزوين جداسازي شـده   اي در بوئين  مزرعه

 TK75  ،KD104هاي    بودند، در حالي كه جدايه    
تــــشابه % 100 در عــــين دارا بــــودن HA115و 

ژنتيكي به ترتيب از مزارعي در كـرج، دزفـول و          
ــاد      ــائي زي ــل جغرافي ــا فواص ــدان ب ــدآباد هم اس

  .جداسازي شده بودند
هاي مربوط به هر اسـتان يـا          در بررسي جدايه  

تفاوت بين منـاطق از     ) جمعيت(منطقه جغرافيائي   
هــاي درون آن  نظـر ميــزان تنــوع ژنتيكـي جدايــه  

منطقــه مــشاهده شــد، بــه طــوري كــه در برخــي  
نگاري   ها در چندين گروه انگشت      ها جدايه   استان

قرار گرفته و تنـوع بيـشتري را نـشان دادنـد ولـي           
هاي برخي از مناطق در يـك يـا دو گـروه            جدايه
نگاري واقع شده و تنـوع ژنتيكـي پـائيني            انگشت

ــه  ــين جداي ــد  ب ــشاهده ش ــا م ــال . ه ــوان مث ــه عن  ب
در چهـار   ) منطقه مغـان  (هاي استان اردبيل      جدايه

نگاري مختلـف قـرار گرفتنـد و از           گروه انگشت 
اين نظـر بـالاترين سـطح تنـوع ژنتيكـي را نـشان              

هـاي بـسياري از منـاطق         دادند و از طرفي جدايـه     
نظير اسـتان اصـفهان يـا كرمـان همگـي در يـك            
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ــروه  ــيش از  (A)گ ــه و ب ــرار گرفت ــشابه % 88 ق ت
وجـود  ). 1جدول  (ها مشاهده شد      آنژنتيكي بين   

تنــوع بــالا در اســتان اردبيــل و منطقــه حاصــلخيز 
ــوايي    ــه شــرايط آب و ه ــوان ب ــان را شــايد بت مغ
مساعد آن منطقه براي رشد و تكثير هر چه بيشتر          
قارچ نسبت داد به طـوري كـه رطوبـت كـافي و             
دماي معتدل و گرم هوا در زمان تشكيل و رشـد           

اسبي را براي فعاليـت و      هاي ذرت شرايط من     بلال
از طرفي توليد بـذر و      . سازد  رشد قارچ فراهم مي   

هـاي والـدين ذرت جهـت توليـد           استفاده از لاين  
بذر هيبريد مـورد نيـاز كـشور در سـطح وسـيع و       

هاي ذكر شده نيز به فـراهم         حساسيت بالاي لاين  
كردن شرايط تكثير و رشد و نمـو قـارچ كمـك            

وامـل در افـزايش   كند كه طبعـاً ايـن ع      شاياني مي 
. ميزان تنوع ژنتيكي قارچ تاثيرگذار خواهند بـود       

مشاهده بالاترين درصد آلودگي مزارع ذرت در       
منطقه مغان در بين تمامي مزارع بازديد شده طي         

ــه ــرداري در ســال  فــصل نمون  مويــد ايــن 1384ب
مطلب است كه فراهم بودن بـستر رشـد و تكثيـر            

ع ژنتيكـي   توانـد در تنـو      زياد در ايـن منطقـه مـي       
هاي به دست آمـده از منطقـه نقـش            بالاي جدايه 

 همچنـين بـا افـزايش فعاليـت و          ،اساسي ايفا كند  
رشد و نمو قارچ در شرايط آب و هوائي گـرم و            

هـاي    مرطوب ممكن است احتمـال وقـوع تلاقـي        
هـاي شـبه جنـسي كـه در ايجـاد             جنسي و چرخه  

بـر  . تنوع ژنتيكي قارچ دخيل هستند افزايش يابد      
ــاس  ــولي    اسـ ــانس مولكـ ــه واريـ ــايج تجزيـ نتـ

(AMOVA)        ميزان تنوع ژنتيكي در بين افراد هر 
و ميزان تنوع   %) 91حدود  (جمعيت يا منطقه زياد     

 %) 9حــدود (هــاي مختلــف پــائين  بــين جمعيــت
كــه علــت آن را شــايد ) 3جــدول (ارزيــابي شــد 

بتوان به عوامـل مـوثر در تغييـرات ژنتيكـي نظيـر            
  پجهــــــش و مهــــــاجرت ژن يــــــا ژنوتيــــــ

(gene or genotype flow)  ــل ــر عوام  در اث
ــف ــسبت داد مختلــ ــون   .نــ ــايج آزمــ نتــ
 مرتبـه  999 بـا   (Permutation test)جايگـشت 

ــا اســتفاده از نــرم  GenAlex 6.0افــزار  تكــرار ب
نتايج . درستي نتايج تجزيه مولكولي را تاييد كرد      

تجزيه واريانس مولكولي در زمينه تنوع ژنتيكـي        
ن مشخص كرد كه سهم     ها همچني   درون جمعيت 

 4/25معـادل   )  نمونه 16با  (افراد جمعيت گلستان    
درصد از تنوع درون جمعيتي بوده و از اين نظـر           
بيشترين درصـد تنـوع را نـشان دادنـد، همچنـين            

، ) نمونـه  20بـا   (هـاي اردبيـل       سهم افراد جمعيـت   
، ) نمونـه  11بـا   (، كرمانـشاه    ) نمونـه  17بـا   (تهران  

ــتان  ــه (خوزس ــا هــشت نمون ــا (اصــفهان ، )ب  10ب
بـا پـنج   (، همـدان  )با شـش نمونـه    (، فارس   )نمونه

بــا (، مازنــدران )بــا شــش نمونــه(، قــزوين )نمونـه 
بـه ترتيـب    ) با چهار نمونه  (و كرمان   ) چهار نمونه 

ــا  ، 02/6، 54/6 ، 48/7 ،91/8، 59/11، 9/20بــــ
 درصــــد از تنــــوع  78/1 و 06/3 ، 14/4، 16/4

ضيح است  لازم به تو  . اي محاسبه شد    درون گونه 
كه در تجزيه واريانس مولكـولي انجـام شـده در           

 كه بيـانگر     شد  جمعيت استفاده  11اين تحقيق از    
كـه داراي حـداقل     ) اسـتان ( منطقه جغرافيائي    11

 لـذا از    .باشـد   ، مـي  انـد   بـوده ) جدايـه (چهار عضو   
دو جدايـه از آفريقـاي      (هاي ديگر منـاطق       جدايه

) شـرقي جنوبي و يك جدايه از استان آذربايجان   
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 ...  ...هاي قارچ  بررسي تنوع ژنتيكي جدايه

460 

 1كــه بــه طــور مــستقل در يــك ســطر از جــدول
هـا    اند به دليل آن كه تعـداد جدايـه          مشخص شده 

براي آن كه به صورت يك جمعيت فرض شوند 
  .كافي نبود، استفاده نشد

 مشاهده  1 و جدول    1گونه كه در شكل       همان
% 71 بـا    GG184   ، KS187هـاي     شود جدايـه    مي

 استفاده در   هاي مورد   تشابه ژنتيكي با ساير جدايه    
. انـد   قرار گرفتـه  ) H(آزمون در يك گروه مجزا      

ــي      از آن ــله ژنتيك ــه فاص ــن دو جداي ــه اي ــا ك ج
ها نشان دادند، نسبت بـه        محسوسي با ساير جدايه   

 ايــن دو جدايــه بــه همــراه دو DNAيــابي  تــوالي
ــه  اســتفاده شــده در   F. verticillioidesجداي

ــون  ــوان شــاهد  AFLPآزم ــه عن ــه( ب ــاي  جداي ه
AM163         جدا شـده از مغـان و FM96   جداشـده 

، در آزموني جداگانـه اقـدام       )از مرودشت فارس  
 كه بر اسـاس تـوالي   DNAنتيجه توالي يابي    . شد

 انجام Elongation factor 1-α (TEF)ژن ناحيه
 پـس از مقايـسه بـا    et al., 2004)  (Geiserشـد 
  وGenBankهـاي اطلاعـاتي    هـاي بانـك   توالي

FUSARIUM-IDــ  و GG184ه  دو جدايــــــــ
KS187      ــام ــه ن ــاوتي ب ــه متف ــوان گون ــه عن  را ب

Fusarium sp.    شناسائي كـرد در حـالي كـه دو 
 F. verticillioides جدايه ديگر به عنوان گونه 

ــدند ــناخته شـــــــــــــــــــــ   شـــــــــــــــــــــ
.(Rahjoo et al., unpublished data)   بـدين 

) جدا شده از گرگان    (GG184ترتيب دو جدايه    
ــوش   (KS187و  ــده از ش ــدا ش ــي رغـ ـ) ج م عل

هـاي    هاي مورفولوژيكي فراوان با جدايـه       شباهت
F. verticillioidesًــا حـــــــــدودا    بـــــــ

ــه  % 71 ــاير جدايـ ــا سـ ــي بـ ــشابه ژنتيكـ ــاي تـ   هـ
F. verticillioides  ــه ــه گونـــ ــق بـــ   متعلـــ

Fusarium sp.ــه ــاوت از نظــر   كــه گون اي متف
طبـق نظـر لزلـي و سـومرل     . ژنتيكي است، هستند 

(Leslie and Summerell, 2006)ئي هـا   جدايه
 تـا   60كه متعلق به يك گونه هـستند معمـولاً در           

ــاي  % 70 ــشتر از نواره ــا بي ــشابه AFLPي  خــود ت
هائي كه به طور واضـح   دارند در حالي كه جدايه    

يـا  % 40هاي متمايز هستند معمـولاً        متعلق به گونه  
همچنـين  . كمتر از نوارهايشان داراي تشابه اسـت      

 هــائي كــه داراي نوارهــاي مــشابه در حــد جدايــه
هستند ممكن اسـت كـه بـه        % 60 و   40واسط بين   

ــاروري جنــسي و خــصوصيات   واســطه قابليــت ب
هـاي حـد      تاكسونوميكي خود بـه صـورت گونـه       

ــت   ــد جمعي ــوند ، مانن ــاي  واســط محــسوب ش ه
   از گونـــــــه كمـــــــپلكسC و Dآميزشـــــــي 
G. fujikuroi )Leslie et al., 2004 .(  بنـابراين

رغـم آن كـه بــر     علـي .Fusarium spدو گونـه  
اي    به عنـوان گونـه     DNAيابي    اساس نتيجه توالي  

مجــزا شناســائي شــدند ولــي از آن جاكــه داراي 
 در مقايـسه بـا    AFLPتشابه نوارهاي   % 71 حدوداً
بــوده و داراي F. verticillioides هـاي   جدايـه 

خــصوصيات مورفولوژيــك مــشابه بــا آن هــا     
ــوده ــترين  ب ــد اس ــالاً باي ــد احتم ــارچ ان ــايي از ق   ه

  F. verticillioides  ــا تنــوع ژنتيكــي بيــشتر و ب
هاي موجود در ايران بوده و        متمايز با ساير جدايه   

  اي حد واسط متعلق بـه گونـه كمـپلكس           يا گونه 
G. fujikuroi باشــند كــه تــاكنون تــوالي كامــل 

 نظيـر   DNAها در بانك هاي اطلاعاتي توالي         آن
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GenBank   يا FUSARIUM-ID    موجود نبـوده 
كه با توجه بـه نتـايج بـه         لازم به ذكر است     . است

ــه دســت  AFLPدســت آمــده در   و اطلاعــات ب
 و صــــفات DNAآمــــده راجــــع بــــه تــــوالي 

هاي تكميلي    مورفولوژيك اين دو جدايه آزمون    
ايـن  . اسـت تر نياز     گيري قاطع   ديگري براي نتيجه  

 براي بررسـي تنـوع      AFLPنتايج قابليت تكنيك    
ژنتيكي و نشان دادن فواصـل ژنتيكـي حتـي بـين            

هاي حد واسط يا نزديك به هـم قـارچي را             گونه
  . دهد مورد تاييد قرار مي

هـاي    يا آزمون تجزيه بـه مؤلفـه       PCoAآناليز  
بندي چند متغيـره      هاي گروه   اصلي يكي از روش   

 -بــر اســاس ضــرايب تــشابه يــا مقــادير واريــانس
رسـد    به نظر مـي   . كوواريانس اجزاء آزمون است   

 اصـلي   هـاي   كه اين روش در تمـايز ميـان گـروه         
اي وضـوح     مفيد باشد در حالي كه تجزيه خوشـه       

هاي نزديك به هم را نـشان         بيشتري ميان جمعيت  
همـان  ). Abdel-Satar et al., 2003 (دهـد   مـي 

 مـشخص اسـت، در آنـاليز        2گونه كه در شـكل      
PCoA  هـاي    انجام شـده، گونـهFusarium sp. 

هاي مورفولوژيكي، به خـوبي       علي رغم مشابهت  
 از نظـر  F. verticillioides قارچ هاي از جمعيت

دهـد    اين شكل نشان مي   . شوند  ژنتيكي متمايز مي  
 به ميزان زيـادي     KS18 و   GG184كه دو جدايه    

هـاي آزمـون      با هم داراي تشابه و با سـاير جدايـه         
بـدين  . باشـند   داراي تفاوت و فاصله ژنتيكـي مـي       

بنـدي   گروه  نتايجPCoAترتيب نتايج حاصل از 
با استفاده از ضريب تشابه دايس      اي    تجزيه خوشه 

هـا بـه دو گـروه اصـلي           را از نظر تفكيك جدايـه     

دهـد كـه از ايـن نظـر بـا       فوق مورد تاييد قرار مي 
نتايج تحقيقي كه توسط عبد الـستار و همكـاران          
بر روي چند گونه فوزاريوم صورت گرفتـه بـود          

  .(Abdel-Satar et al., 2003)تطابق دارد 
 نتايج حاصل از تجزيـه      در مجموع با توجه به    

اي بر اساس ضريب تـشابه دايـس و آنـاليز      خوشه
PCoAهــاي مــورد اســتفاده در   در مــورد جدايــه

 AFLPتوان نتيجه گرفت كه تكنيك        آزمون مي 
شـد يـك تكنيـك        بينـي مـي     همان گونه كه پيش   

مفيد و سودمند در بررسـي و تنـوع ژنتيكـي بـين             
  و نيـز   Fusariumهـاي     هاي مختلـف قـارچ      گونه

روشي كارآمـد در بررسـي تنـوع ژنتيكـي درون           
ــه ــارچ  گونـــ ــه قـــ ــارچي از جملـــ ــاي قـــ   هـــ

F. verticillioidesتنـــوع ژنتيكـــي  .  اســـت
 در F. verticillioidesهاي مختلف قارچ  جدايه

تـر از حـد       اين آزمون اگرچه تـا حـدودي پـايين        
انتظار بود ولي به واسطه وجود چرخـه جنـسي و           

رچ و همچنـين    هاي آميزشي متفاوت براي قا      تيپ
ــا   عوامــل مختلفــي چــون جهــش و جريــان ژن ي
ژنوتيـــپ احتمـــال مـــشاهده تنـــوع بيـــشتري در 

تـري در آينـده       مطالعات بعدي كه به طور كامـل      
حتـي بـا    .  وجود خواهد داشت   ،انجام خواهد شد  

ــان    ــوع در مي در نظــر گــرفتن همــين ســطح از تن
 و بـا توجـه   F. verticillioidesهاي قارچ  جدايه

 موجـود بـراي تنـوع بيـشتر، توجـه بـه             به پتانسيل 
هـاي    هاي مقاومت و مقابله عليه اسـترين        مكانيسم

 و توليـــد F. verticillioidesمختلـــف قـــارچ 
. يابـد   هيبريدهاي مقاوم ذرت اهميت بيشتري مـي      

رسد به دليل مـشاهده تنـوع بـالا درون            به نظر مي  
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   جمعيت11 مربوط به AFLP داده هاي تجزيه (AMOVA) تجزيه واريانس مولكولي -3جدول 
  F. verticillioides قارچ )  منطقه11 (

Table 3. Analysis of molecular variance of AFLP data related to 11 populations of 
fungus F. verticillioides (11 Regions) 

  اريانسو
Variance 

  .S.O.V                      منبع تغييرات

 هدرج
  آزادي
df. 

ميانگين 
  مربعات
M.S.  اجزاء

Components
  درصد
(%) 

PhiPT 

  Among populations 10  13.16 0.683 9        ابين جمعيت ه
 ** Within populations  96    6.715 6.715  91  0.092     ادرون جمعيت ه

  Total 106    7.399 100                                                    كل
 .Significant difference at 1% level :**                                                          . %1دار در سطح  اختلاف معني:    **

  

   جدايه قارچ108 كه نمايانگر تفاوت ژنتيكي بين PCoA نمايش سه بعدي تجزيه - 2شكل   
 F. verticillioides (a)دو جدايه قارچ و   Fusarium sp. است  (b) 

Fig. 2. Three -dimensional display generated by NTSYS of principal coordinate analysis 
(PCoA) which demonstrates genetic distance of 108 F. verticillioides (a) and two 

Fusarium sp. isolates (b) 
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توانــد در  هــاي قــارچ كــه مــي برخــي از جمعيــت
 ابط متقابل بيمارگر و ميزبان تاثير گذار باشـد،        رو

تـري در ارتبـاط بـا         تـر و وسـيع      هاي دقيـق    بررسي
بايـست در اولويـت       تنوع ژنتيكي ايـن قـارچ مـي       

بــديهي اســت اهميــت دادن بــه امــر . قــرار گيــرد
توانـد    تحقيق در زمينه تنوع ژنتيكي اين قارچ مي       

زمينه را براي مـديريت بهتـر بيمـاري پوسـيدگي           
همچنين تلفيقـي از    . ريومي بلال فراهم سازد   فوزا

ــه   آزمــون هــاي دقيــق مولكــولي، همچــون تجزي
AFLPــا   بــه همــراه انجــام تلاقــي هــاي جنــسي ب

هــاي اســتاندارد اعــضاء گونــه  اســتفاده از جدايــه
ــپلكس  ــناخت   G. fujikuroiكم ــور ش ــه منظ  ب

تـــر دو جدايـــه  مولكـــولي و بيولـــوژيكي دقيـــق
Fusarium sp.ت ژنتيكي را بـا   كه بيشترين تفاو

 نـشان دادنـد، در   F. verticillioidesهاي  جدايه
  .شود مطالعات بعدي پيشنهاد مي

  

 سپاسگزاري

ــات و   ــازمان تحقيقـ ــرم سـ ــسئولين محتـ از مـ
آمــوزش جهــاد كــشاورزي و معاونــت پژوهــشي 
دانشگاه تهران كه منابع مالي اين تحقيق را فراهم         

همچنـين از   . شـود   كردند تـشكر و قـدرداني مـي       
ــس ــات  م ــرم بخــش تحقيق ــان محت ئولين و كاركن

اي موســـسه تحقيقـــات  ذرت و گياهـــان علوفـــه
ــروه   ــال و بـــذر كـــرج، گـ ــه نهـ اصـــلاح و تهيـ
گياهپزشكي دانشگاه تهران و موسـسه تحقيقـات        
كشاورزي و محيط زيست كشور نروژ به خـاطر          
همكاري صميمانه و در اختيار گذاشتن امكانات       

 محقق Gordon Shephardآزمايشگاهي و دكتر
 آفريقـاي جنـوبي   PROMECمؤسسه تحقيقـات    

ــه  ــه خــاطر ارســال جداي ــه   ب هــاي اســتاندارد گون
ــپلكس  ــدرداني   Gibberella fujikuroiكم ق

  .شود مي
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