
 

7  

ايران هاي حبوبات پژوهش ةنشري
1391دومة، نيم7- 16 ة، صفح2ةشمار3جلد

Iranian Journal of Pulses Research 
Vol. 3, No. 2, 2012, p. 7-16 

عامل پژمردگي و زردي نخود  Fusarium oxysporum f.sp. ciceriهاي هيكي جداين تنوع ژنتييتع
  هاي خراسان رضوي و شماليدر استان PCR-RFLPو  RAPDبا استفاده از دو نشانگر 

 

  3و وحيد جهانبخش مشهدي 2، عبدالرضا باقري2، بهروز جعفرپور2ماهرخ فلاحتي رستگار، *1سمانه ذكائي

  

  كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد ةنشجوي سابق كارشناسي ارشد دانشكددا -1
  كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد ةاستاد دانشكد -2

  كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد ةدانشجوي دكتري دانشكد -3
 

  27/02/1389: تاريخ دريافت
  30/08/1389: تاريخ پذيرش

 

  دهيچك
 PCR-RFLPو  RAPDچ عامل پژمردگي و زردي نخود از دو نشانگر مولكولي هاي قارهيكي جدايمنظور بررسي تنوع ژنت به

ن ي ـبعد از بررسي الگوهاي باندي ا. چندشكلي خوبي را نشان دادند ،شده آغازگر استفادهRAPD ،14در روش . استفاده شد
د ي ـه دنـدروگرام رپ يتجز. ديصورت دندروگرام رسم گرد كي بهيه بر اساس فاصله ژنتيجدا20كييزان قرابت ژنتيآغازگر، م14

 PCR-RFLPدر روش . داري وجود نداردارتباط معني ،كييهاي ژنتها و گروههيي جدايايجغراف منشأن ينشان داد كه كه ب
 ،در كـل . قرار گرفتند bp2500 يك گروه طوليدر  CLN12و  IGS2 يهاآغازگررشده با استفاده از يقطعات تكث

 ـي ـجاد شد كه در ايشكلي اعدد باند چند22 ،برشي ميبا سه آنز PCRدر اثر هضم محصول  ن يشـتر يب RsaIم يآنـز  ،نين ب
 ةفاصل ةج محاسبينتا. د كردنديرا تول) باند3(شكلي ن تعداد باند چنديكمتر EcoRIم يو آنز) باند12(شكلي تعداد باند چند

و  FOC21، )از بجنـورد ( FOC32، )شـابور ياز ن( FOC40و  FOC86 ،FOC85هـاي  هي ـها نشان داد كـه جدا كي آنيژنت
FOC15 )از بردسكن ( وFOC11 )ةن فاصليشتريكي را از هم داشته و بين شباهت ژنتيشترين فاصله و بيكمتر) از قوچان 

هـا بـا   هي ـي جداياي ـغرافج منشأن ين روش بيدر ا. دست آمد ها بههير جدايبا سا) از قوچان( FOC6 ةين جدايكي هم بيژنت
  .آشكاري وجود نداشت ةرابط ،ااي آنهخوشهبندي گروه

  
   Fusarium oxysporum f.sp. ciceri، PCR-RFLP،RAPDتنوع ژنتيكي،  :دييهاي كلواژه

  
   ٭ مقدمه

از لحـاظ   (.Cicer arietinum L)نخـود  ، ن حبوبـات يدر ب
ا و نخـودفرنگي در مقـام سـوم قـرار دارد     يد پس از لوبيزان توليم

(Gopalakrishnan et al., 2005; Singh et al., 2006).   بـر
 يخواروبار و كشـاورز  يطبق آمار منتشرشده توسط سازمان جهان

(FAO)  نخـود   ةدكننـد ين كشور توليران پنجمي، ا2007در سال
ومي ي ـپژمردگـي فوزار  ).Pande et al., 2007(ا بوده است يدر دن

ــل   ــا عام ــيي، Fusarium oxysporum f.sp. ciceriب از  ك
ن ي ـا. اسـت يد نخـود در دن ي ـتول ةننـد كن عوامل محدوديتر مهم

ا گسـترش داشـته و   ي ـماري در مناطق نخودكـاري سراسـر دن  يب
ــداقل از  ــده 33ح ــزارش ش ــان گ ــور جه ــت كش ــالانه اس   ، و س

 Honnareddy et(كنـد  جـاد مـي  يخسارت ادرصد 15تا 10
al., 2006 .(ــام مقــاوم ــؤثرتري ،اســتفاده از ارق ن و يكــي از م

اهي محسـوب  ي ـهـاي گ مـاري يهـاي كنتـرل ب  ن راهيتركاربردي

                                                 
  ،6، پلاك43خراسان رضوي، بردسكن، بلوار مطهري، مطهري: نويسنده مسئول ٭

 samaneh_zokaee@yahoo.com، 09153710277: همراه ،0532- 7229220: تلفن

اگرچـه وجـود    ؛)Jiménez-Gasco et al., 2004(شـود   مـي 
كنتـرل آن را بـا    ،ن پـاتوژن يك در مورد ايولوژيزين نژاد فيچند

 Chakrabarti et( مشكل ساخته است ،استفاده از ارقام مقاوم
al., 2001.(  

قـادر بـه    RAPDچندشـكلي حاصـل از نشـانگر     ،در خرما
 Fusarium oxysporum f.sp. albedinisهاي تفكيك جدايه

موجـود   Fusarium oxysporumزاي  بيمـاري هاي غيراز جدايه
هـاي  اما تنوع اندكي در بين فـرم  ؛در ريشه و ريزوسفر بوده است

ــا اســتفاده از ايــن تكنيــك مشــاهده شــده اســت   اختصاصــي ب
)Kistler, 1997(. Kelley et al (1999)   با استفاده از نشـانگر

RAPD ةانستند اختلاف بين دو پاتوتيپ يا گـروه ايجادكننـد  تو 
 ،پژمردگي و زردي را در عامل بيماري پژمردگي فوزاريومي نخود

ــد  شناســايي ). Chakrabarti et al., 2001(تشــخيص دهن
Fusarium oxysporum f.sp. basilici  پرايمــر 31توســط

ن اتوسط گروهـي از محقق ـ  RAPDمختلف با استفاده از نشانگر 
   .)(Chiocchetti et al., 1999ام گرفت انج
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Zaker Tavallaee (2003)    بــا اســتفاده از نشــانگر
RAPD  هـاي  تنوع ژنتيكـي موجـود بـين جدايـه     ،آغازگر15و
آونـدي نخـود را در اسـتان     Fusarium oxysporumمختلـف  
 منشـأ بين  ،بر اساس اين مطالعه. مورد بررسي قرار داد ،خراسان

ارتبـاط محسوسـي    ،هـاي ژنـوتيپي  گـروه  ها وجغرافيايي جدايه
هـاي  خوبي توانسـت جدايـه   اين نشانگر به ،علاوه به. موجود نبود

 Zaker)زا را در نخـود تفكيـك نمايـد     زا و غيربيمـاري  بيماري
Tavallaee, 2003) .Heydar Zadeh (2005)   تنوع ژنتيكـي

 .Fusarium oxysporum f.spزاي بيمـــارية جدايـــ25
lycopersici آغازگر 10 را باRAPD  هـاي خراسـان   در اسـتان

ها و جغرافيايي جدايه منشأرضوي و شمالي بررسي كرد كه بين 
 Heydar)داري مشاهده نشد   ارتباط معني ،هاي ژنتيكيگروه

Zadeh, 2005). ـ ي ـه و تحلي ـن گزارش از تجزياول  ن يل تنـوع ب
با اسـتفاده   Fusarium oxysporum f.sp. ciceri هايهيجدا
 .Singh et alدر شمال هندوستان توسـط   RAPDانگر از نش

منظـور   گر بـه آغاز40از ،قين تحقيدر ا. ارائه شده است (2006)
 ـ. ها استفاده شـد هين جدايكي موجود بيبررسي تنوع ژنت ن ياز ب

شـكلي خـوبي را نشـان    گـر چنـد  ها، فقط چهار آغـاز گرن آغازيا
ها بـر اسـاس   هيجدا ،كين تكنيج حاصل از ايبر اساس نتا. دادند
  .(Singh et al., 2006)ك شدند يي از هم تفكيايجغراف منشأ

Appel et al (1995)   تنــوع درون نــژادي را در
Fusarium oxysporum f.sp. melonis   ز يبا اسـتفاده از آنـال

RFLP )ةير ناحيبر مبناي تكث IGS (ن ييق تعيو متعاقباً از طر
ــي ا ــوالي جزئ ــت ــديــن ناحي ــو. ه مشــخص كردن ــع در ناحتن  ةي

ــيريتكث ــا IGS ةافت ــارچيدر س ــل ر ق ــا مث  Histoplasmaه
capsulatum  وPuccinia graminis ز مطالعه شده اسـت  ين

)Chakrabarti et al., 2001.( ك ي ـراً تكنياخPCR-RFLP 
هـاي  گونـه  ييمنظـور شناسـا   بـه  IGS ةي ـر ناحي ـبر مبناي تكث
Armillaria ،Saccharomyces ،Laccaria  وHebeloma 

 IGSاسـتفاده از   ةن ـيمطالعات اندكي در زم. شودكار برده مي هب
وم انجام شده كـه  يك نشانگر مولكولي در جنس فوزاريعنوان  به
 ـ  ،ن مطالعاتيا و  Fusarium oxysporum ةمحدود بـه دو گون

Fusarium graminearum  است(Kim et al., 2001).  بر
ن يهمچن ـو  IGSتنوع موجود در منـاطق   ،ن مطالعاتياساس ا

و  Fusarium oxysporumاي گونــهتنــوع در ارتباطــات درون
 ـو مشخص شـد كـه    ديگردبررسي  ،هاي اختصاصي آنفرم ن يب
اختلافاتي وجـود   Fusarium oxysporum هاي اختصاصيفرم
ز ي ـن Singh et al. (2006). (Kim et al., 2001) دارد

 Fusariumهــايهيــاقــدام بــه بررســي تنــوع موجــود در جدا
oxysporum ك يبا استفاده از تكنPCR-RFLP ج ينتـا . كردند
ــل از ا ــحاص  ــ ي ــه ب ــان داد ك ــه نش ــجدا ن ين مطالع ــاي هي ه

گونـاگوني و تنـوع    ،شده از مناطق مختلف هندوستان آوري جمع
م برشـي  يج حاصـل از هضـم بـا آنـز    ين نتـا يهمچن ـ. وجود دارد

HaeIII، ها را در چهار گـروه قـرار داد   هيجدا(Singh et al., 
ت يـــت و اهمين مطالعـــه بـــا بررســـي وضـــعيـــدر ا. (2006

Fusarium oxysporum f.sp. ciceri   ــتان ــزارع اس در م
د ي ـن قـارچ مشـخص شـد و ام   يكي ايخراسان رضوي، تنوع ژنت

هاي اصـلاحي بـراي   ق در طراحي پروژهين تحقيج اياست كه نتا
جاد ارقام مقاوم نخود مورد يي منابع مقاومت و اصلاح و ايشناسا

  . رديفاده قرار گاست
  

  هامواد و روش
بررسـي   ،Fusarium oxysporumص گونـه  يجداسازي، تشخ

  زبانييم ةي و دامنيزا يماريب
مـاه تـا    بهشـت يل اردينخود از اوا ةمزرع40برداري از نمونه

از منـاطق مختلـف    1384 -85اواسط مردادماه در سال زراعـي  
ن منـاطق  ي ـا. رضوي و شمالي انجـام گرفـت   هاي خراساناستان

و  شـابور، بجنـورد، مشـهد   يهاي قوچان، بردسـكن، ن شامل شهر
جداسازي  PDAط كشت يقارچ مورد نظر در مح. بودند سبزوار
. اسپور انجـام گرفـت   سازي با استفاده از تكسپس خالص شد و
هـاي  دي ـوم از كلي ـي قـارچ فوزار يبـراي شناسـا   ،ن بررسـي يدر ا

 Burgess et alو Nelson et al (1994)ي يشناســا
هـاي نخـود   اهچـه يزني گهيما ،ييزا يماريدر آزمون ب .(1994)

اسـپور در   1×106ون اسـپور بـا غلظـت    يرقم جم بـا سوسپانس ـ 
. انجـام شـد  ون يشـه در سوسپانس ـ يروش فروبردن ر تر بهيللييم

 Fusarium oxysporumهايهيي جدايزا يماريابي بيارزسپس 
 ـ  انجـام   (Bayaa et al., 1994)اي درجـه هبر اساس شـاخص نُ

هــاي  هيــتمــام جدا زبــاني،يم ةمنظــور بررســي دامنــ بــه. گرفــت
Fusarium oxysporum روي  ،زا بودند يماريب ،كه روي نخود

ني، بادمجـان، هندوانـه،   يزم بيا، عدس، سياه شامل لوبيهفت گ
عنوان شاهد  اه نخود بهيزني شدند و گهيفرنگي ماخربزه و گوجه

ي انجـام  ي ـزا يمـار يي به روش آزمون بزنهيما. در نظر گرفته شد
  . اهان ثبت شديپ آلودگي روي گيت ،د و روزانهيگرد

  
   DNAاستخراج 

 Fusarium oxysporum قــارچ ةيــجدا20،در مجمــوع
f.sp. ciceri مورد استفاده قـرار گرفـت   ،شاتيبراي انجام آزما .

كشـت و تحـت    ،PDAط يشده در مح ـ سازيهاي خالصهيجدا
سـكي از  يد ،پس از آن. نگهداري شدندباتور در انكو C˚25دماي

تري يل لييم50هاياليط سترون به ويشده تحت شرا قارچ كشت
دكسـتروز  -نـي يزمبيع س ـيط كشت مـا يتر محيللييم30حاوي

)PDB (روز در دمـاي  مدت سه ها بهاليو. ديمنتقل گردC˚25  و
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ن كـار  ي ـا. قه گذاشته شدنديدور در دق88كر با سرعت يروي ش
ط يژن كافي به محيه قارچ و ورود اكسيع رشد اوليتسر منظور به
تـا   12مـدت   ها را بـه اليو ،ن مرحلهيبعد از ا. ع انجام گرفتيما

كي نگهـداري  يي و تـار يساعت روشنا12روز در تناوب نوري 14
 PDBط يوم روي سـطح فوقـاني مح ـ  يليسياي از مكرده تا توده

ي اسـتخراج  وم قـارچ بـرا  يليسيل گردد و مقدار كافي از ميتشك
DNA بـراي اسـتخراج   . دي ـدست آبهDNA  1از روشCTAB 
  . شده استفاده شد اصلاح

  
RAPD-PCR  

شـده از شـركت    هي ـته يدينوكلئوت10يآغازگر تصادف14از 
هـا  كردن آغـازگر قيرق يبرا .استفاده شد ين بررسيناژن در ايس

 يهـا مشخصات آغازگر .ديطبق دستور شركت سازنده عمل گرد
  .آمده است 1ه در جدولمورد استفاد

 Genepakت يك ةاز مجموع PCRمنظور انجام واكنش  به
universal ت ي ـك ةمجموع ـ .ه استفاده شـد يساخت كشور روس

تر مخلوط درنظرگرفته شد يكروليم25واكنش به حجم 100براي
). ز محاسـبه شـده اسـت   يوب نيكروتيات خشك داخل ميمحتو(
 PCR يتـر يرولكيم25ك واكـنش  ي ـاز در ي ـزان مواد مـورد ن يم

م يواحـد آنـز  5/1حـاوي  ( PCR ةكنندقيتر رقيلكرويم10شامل
Taq DNA polymerase ،10سيمــولار تــرلــييم-HCl  بــا

ــ ــييم50، 9ةتيدياس ــولار كلرل ــيم ــييم5/1م، يدپتاس ــولار ل م
تـر آب  يكروليمd NTPs( ،5/4مـولار  لـي يم200م ويزي ـكلرورمن
و ) مـولار يل ـيم10بـا غلظـت  (تر آغازگر يكروليم5/1ر، يدوبارتقط

ــر يكروليم4 ــا غلظــت( DNAت ــانو20ب ــر من ــرم ب ــييگ ــريلل ) ت
و صـحت انجـام    يكنتـرل آلـودگ   يبـرا .  (Nasiri, 2003)بـود 
كـردن آب و بـدون اسـتفاده از     ك واكـنش بـا اضـافه   يش، يآزما

DNA )ــه  ــ ب ــاهد منف ــوان ش ــا ) يعن ــار س ــهيدر كن ــا ر نمون ه
هـا از  بانـد  يمولكـول  ةدادن انداز منظور نشان به. درنظرگرفته شد

 LambdaDNA/Hind III,EcoRI Digestمـــاركر زيســـا
ر در دسـتگاه  يتكث. ديناژن استفاده گرديدشده در شركت سيتول

قـه  يدق3 مـدت  گراد بهسانتي  ةدرج94 ةك چرخيكلر با يترموسا
گـراد  درجه سـانتي  94(چرخه 40، ييكردن ابتدا براي واسرشته

گـراد  درجـه سـانتي  36كـردن،   قه براي واسرشتهيدق يكمدت  به
گـراد  درجـه سـانتي  72قه براي اتصال آغازگرها ويدق كيمدت  به
ك چرخــه يــو ) DNAةريــقــه بــراي امتــداد زنجيدق2مــدت بــه
ره ي ـي زنجيقه براي امتداد نهايدق5 مدت گراد بهدرجه سانتي72

DNA انجام گرفت (Singh et al., 2006) . محصول واكنش
PCR تـر  يكروليم7مقـدار   به درصد5/1ژل آگارز  يهاچاهك در

ساعت انجـام   مدت سه به 75ق شد و الكتروفورز تحت ولتاژ يتزر
 گـرم بـر  كـرو يم ك ي ـد يبروماوميدياز ات يزيآمرنگ يبرا. گرفت

                                                 
1- Cetyl Trimetyl Ammonium Bromide 

 Gel documentت در دستگاه يتر استفاده شد و در نهايللييم
  .ه گرديديمشاهده و از آن عكس ته UVر نوريز

  
  RAPDل از هاي حاصل دادهيه و تحليتجز

الكتروفورز كـه در آن قطعـات    يهاشده از ژل هير تهيتصاو
ك ي ـاز هـم تفك  ييصورت بانـدها  افته توسط هر آغازگر بهيريتكث

عنـوان   هر باند به. ل قرار گرفتنديه و تحليشده بودند، مورد تجز
)] 0(حضـور بانـد    و عـدم ) 1(حضور باند [ك لوكوس با دو آلل ي

ا عـدم حضـور بانـد توسـط     ي ـر حضـو  يبررس ـ. درنظرگرفته شد
بـا   و Lab workافـزار  ها در نرمژل  يوترير كامپيتصاو يبازخوان

 ـ هـا بـه  باند ةيكل. ك انجام شديصفر و  ةدادن نمر يهـا ز بانـد ج 
 Heydar) ف مورد شمارش قرار گرفتنـد يضع يليرواضح و خيغ

Zadeh, 2005). ج حاصل از يتشابه، نتا يهاسيماتر از آنجا كه
تـر   ها را واضحهين جدايت كرده و روابط بيرا تقو يباند يالگوها

در  1و  0 يهـا كـردن كـد  ن و وارديـي كنند، پـس از تع يان ميب
 ةب تشـابه فاصـل  يضـر  يس تشـابه بـر مبنـا   يبرنامه اكسل، ماتر

ــيژنت ــد يك ــل و تجزيتب ــرمي ــتر در ن ــامپ ه كلاس ــزار ك  يوترياف
NTSYS2 گرام ك دنــدرويــج كلاســتر در يانجــام گرفــت و نتــا
  . خلاصه شد

  
  rDNA-IGS ةير ناحيتكث

 يهـا از آغـازگر  PCRمحصـول   ةيق براي تهين تحقيدر ا
CLN12  وIGS2  يژنــنيكــه منطقــه بـ ـ IGS3  را درDNA 

صورت  ها بهآغازگر يتوال. كنند، استفاده شدير ميبوزومي تكثير
  :باشد ير ميز

IGS2 = 5'- AAT GAG CCA TTC GCA GTT C- 3' 
CLN12 = 5'- CTG AAC CGC CTC TAA GTC A G-3' 

كلر ير در دسـتگاه ترموسـا  ي ـتكث ةحرارتي در مرحل ـ ةبرنام
قه بـراي  يدق4مدت  گراد بهدرجه سانتي94 ةك چرخيصورت  به

مـدت   گراد بهدرجه سانتي94(چرخه 35ي، يكردن ابتدا واسرشته
مـدت   گـراد بـه  درجه سـانتي 56كردن،  قه براي واسرشتهيدق كي
مـدت   گـراد بـه  درجه سانتي72اتصال آغازگرها وقه براي يدق كي

درجـه    72ك چرخـه  ي ـو ) DNA ةري ـقه براي امتـداد زنج يدق3
 DNA ةري ـي زنجيقه براي امتداد نهـا يدق10مدت گراد بهسانتي

ات يــتــر بــا محتويلكــرويم50واكــنش در حجــم. انجــام گرفــت
تر يلكرويم5مولار، لييمMgCl2( 25(م يزيتر كلرور منيلكرويم3

، )مـولار لـي يمd NTPs )10تـر  يلكـرو يمPCR 10X  ،5/0 بافر
واحـد بـر   Taq DNA polymerase )5م يتـر آنـز  يلكـرو يم5/0
، )مــولكــويپ10(تــر از هــر آغــازگر يلكــرويم كيــ، )تــريلكــرويم
) تــريللــييمگــرم بــر نــانو50بــا غلظــت( DNAتــر از يكروليم2
 PCRمحصول واكنش . ر انجام شديتر آب دوبارتقطيكروليم37و
ق ي ـتـر تزر يكروليم6بـه مقـدار   درصـد 1ژل آگارز  يهارچاهكد

                                                 
2- Numerical Taxonomy System of Muitlvariation Program 
3- Intergenic Spacer (IGS) 
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سـاعت انجـام    كي ـمدت  و به 85د و الكتروفورز تحت ولتاژ يگرد
 .زي شـد ي ـآمرنـگ  ،شـده  ، مطابق روش گفتهگرفت و سپس ژل

تـا   5/1همـراه   بـه  PCRتر از محصول واكـنش  يكروليم10مقدار
و  BsuRI (HaeIII) ،RsaIهـاي برشـي   ميتـر از آنـز  يكروليم2

EcoRI   مطابق پروتكل شركت سازنده مورد هضم قـرار گرفـت .
مدت  به 96با ولتاژ  درصد5/1ژل آگارز  يخورده روبرشقطعات 

دادن  نشان يبرا kb1ماركر  زيد و از سايابي گرديچهارساعت ارز
  . ها استفاده شدباند يمولكول ةانداز

  
  PCR-RFLPهاي حاصل از نشانگر ل دادهيه و تحليتجز

ها مطـابق روش ذكرشـده در قسـمت     ل دادهيو تحل هيتجز
  .قبل انجام گرفت

  

  ج و بحثينتا
 RAPD-PCR  
ها هين جدايآغازگر توانستند تنوع موجود ب14 ،در مجموع
و  271جادشـده  يا يشكلچند يتعداد كل باندها. را نشان دهند

آغــازگر . بــود 4726تــا  30نيرشــده بــيقطعــات تكث ةانــداز
VBC228 ــتريب ــد چيش ــدن بان ــكلي ن ــد25(ش ــازگر ) بان و آغ

OPK19 د كردنـد  ي ـرا تول) بانـد 10(شـكلي  ن باند چنـد يكمتر
حاكي از آن است  ،س تشابهيبررسي ماتر). 2و 1، شكل1جدول(

دو . داشـتند  درصـد 70ب تشابه كمتـر از  يها ضرهيكه اكثر جدا
ب تشـابه  يضـر ) شـابور يهر دو از ن( FOC84و  FOC40 ةيجدا

 ـ  يژنت ةن فاصـل يشتريداشته و ب درصد100  ةي ـن جدايكـي هـم ب
FOC6 )3شكل( بود هاهير جدايبا سا) از قوچان.(  

  

  هاي مختلفگرنتايج استفاده از آغاز -1جدول 
Table 1. The results of application of different primers  

 

  تعداد باند چندشكلي                              آغازگر                                   توالي                                
                 Primer                             Sequence                      Number of polymorphic bands            

                 VDC6                        AAGCCTCCCC                                            18  
               VBC83                        GGGCTCGTGG                                          22    
               OPK15                         CCTGGGCCTA                                            24  
             VBC199                         GCTCCCCCAC                                            23  

               OPK19                         CTCCTGCCAC                                            10  
             VBC228                        GCTGGGCCGA                                            25  

               VDC82                       GGGCCCGAGG                                            24  
             VBC222                        AAGCCTCCCC                                         22     

               VBC53                         CTCCCTGACC                                            18   
             VBC300                        GGCTAGGGCG                                            13   

                RCO8                         GGATGTCGAA                                            15  
                RCO9                         GATAACGCAC                                            19  
              OPA-02                         TGCCGAGCTG                                           23  
              OPB-11                         GTAGACCCGT                                           15 

 

  
 

  VBC228توسط آغازگر f. sp. ciceri Fusarium oxysporumهاي قارچ جدايه DNAشده از الگوي باندي تكثير - 1شكل 
  .ماركر است معرف سايز ،Mجدايه و حرف ةشمار ةدهندنشان ،هر چاهك ةشمار

Fig. 1. RAPD profiles of Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates obtained by VBC228 primer 
M, Marker. Lanes 1-20, Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates 
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ز كلاسـتر در سـطح   يآمده پـس از آنـال   دست هدندروگرام ب
م كردنــد يتقســ Bو  A ةهــا را بــه دو دســتهيــجدا 5/0تشــابه 

 5/0ن يب تشابه آنها بيگروه كه ضر11 شامل Aةدست). 3شكل(
ك ي ـبـه دو گـروه تفك   6/0ت ن دسته در سطح شباهيا. بود 1تا 

ــشــد كــه فقــط جدا ــروه مجــزا ) از قوچــان( FOC10 ةي در گ
ــت ــابه   .قرارگرف ــطح تش ــا در س ــ ،68/0ام از ( FOC14 ةجداي

از ( FOC32 ةو جداي ـاز بردسـكن   جدايـه دو همراه با ) بجنورد
همراه چهـار جدايـه از نيشـابور در يـك گـروه قـرار        به) بجنورد

ه ي ـاز بق) از قوچـان ( FOC6 ةي ـز جداي ـن Bةدر دسـت  .گيرد مي
 ةدو جداي ـ ،66/0در سـطح تشـابه   در اين گـروه   .ديز گرديمتما

ــه و در ســطح    ــرار گرفت ــروه ق ــك گ ــورد و بردســكن در ي بجن
 .گـروه هسـتند  هم ،هاي قوچان و بردسكننيز جدايه 72/0تشابه
 منشـأ هـا را بـر اسـاس    هينتوانست جدا RAPDن نشانگر يبنابرا
در مناطق مختلف جهان  انمحقق. كندك يي از هم تفكيايجغراف
بنـدي   گروه RAPDهاي گوناگوني را با استفاده از ت قارچيجمع
ا ي ـي ياي ـجغراف منشـأ ها بر اساس هيجدا ،اند و بر اساس آنكرده

 ;Zaker Tavallaee, 2003)ك شدند يي از هم تفكيزا يماريب
Singh et al., 2006).   

قادر به  RAPDگر نشان ،قين تحقيارسد كه در نظر مي به
بـر   f.sp. ciceri Fusarium oxysporum هايهيك جدايتفك

بررسـي  ). 3شكل (ست يي نيايجغراف منشأي و يزا يمارياساس ب
هـا  هي ـبنـدي جدا  در گروه ييزا يماريو ب ييايجغراف منشأفاكتور 

فاكتور مهمـي در جداسـازي    ،ن عامليدهد كه گرچه انشان مي
 ،رسـد كـه خـود   نظر مـي  اما به ،تهاي مختلف قارچي اسهيجدا

هـاي  زبان و بروز جهشير عواملي مثل فشار انتخابي ميتحت تأث
هـاي  هيجدا قرارگرفتن نيزآمده  دست ج بهيدر نتا. احتمالي باشد

ــ ــي ــجغراف ةك منطق ــتقل و همچنـ ـ ياي ــروه مس ن يي در دو گ
د ي ـك گـروه، مؤ ي ـه از دو منطقه مختلف در يقرارگرفتن دو جدا

  .ن مطلب استيا
  

  DNAدر  IGSتكثير ناحيه 
هـاي  قطعات تكثيرشده براي تمامي جدايه ،در اين تحقيق

ــروه طــولي   ــورد بررســي در يــك گ ــد  bp2500م ــرار گرفتن ق
 Kim et al (2001) نيـز و  Appel et al (1995)). 4شـكل (

 Alves-Santosامـا   ؛اندرا گزارش كرده bp2600گروه طولي 
et al (1999)    هـاي  يـه گـزارش نمودنـد كـه جداFusarium 
oxysporum ــده ــروه  ،قطعـــات تكثيرشـ   و bp2500در دو گـ

bp2600 گيرند قرار مي(Kim et al., 2001).  
  

  IGSآناليز مولكولي مناطق 
هـاي  بانـد  ةمحـدود  EcoRIها بـا  در هضم آنزيمي جدايه

بانـدهاي   ةتفـاوت در انـداز  . بـود  bp4000-250 ،شـده تشكيل
 .)5شـكل (مشـاهده اسـت    قابـل وضوح  توليدي روي ژل آگارز به

باندهايي  ،هادر جدايه HaeIIIهمچنين در هضم آنزيمي توسط 
و در هضـم بـا   ) 6شكل (مشاهد شد  bp750-250 ةدر محدود

توليــد  bp1000-250قطعـات   ،هـا جدايـه  RsaIآنـزيم برشـي   
عـدد بانـد   22 ،در كل در اثر هضم با سه آنزيم). 7شكل (كردند 
بيشـترين   RsaIآنـزيم   ،ايـن بـين   شكلي ايجاد شد كـه در چند

كمتـرين تعـداد    EcoRIو آنزيم ) باند12(شكلي تعداد باند چند
  .را توليد كردند) باند3(شكلي باند چند

 

 
  OPK19 توسط آغازگر f. sp. ciceri Fusarium oxysporumهاي قارچ جدايه DNAشده از الگوي باندي تكثير -2شكل 

  ماركر است معرف سايز Mجدايه و حرف ةمارش ةدهندنشان ،هر چاهك ةشمار
Fig. 2. RAPD profiles of Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates obtained by OPK19 primer 

M, Marker. Lanes 1–20, Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates 
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  RAPDآمده از آناليز  دست ژنتيكي به ةبر اساس فاصل f.sp. ciceri Fusarium oxysporumهاي قارچ نمودار روابط خويشاوندي جدايه - 3شكل

Fig. 3. Dendrogram of Fusarium oxysporum f.sp. ciceri isolates based on genetic distance obtained by RAPD analysis 

  
بـر  . كلاستر در يك دنـدروگرام خلاصـه شـد    ةنتايج تجزي

ــدروگرام ــه ،اســاس ايــن دن ــرار  Bو  Aهــا در دو گــروه جداي ق
از (FOC11 و  FOC10هـاي  شـامل جدايـه   Aگروه. گيرند مي

ــان ــكن( FOC12و  FOC15 ،FOC21، )قوچـــ ، )از بردســـ
FOC14  وFOC32 )از بجنـــــــــــورد( ،FOC40 ،FOC7 ،

FOC84 ،FOC85  وFOC86 )و گــروه) از نيشــابورB  شــامل
، FOC35 ،FOC8 ،FOC31، )از بجنورد( FOC37هاي جدايه

FOC30  وFOC23 )ــكن از ( FOC6و  FOC9، )از بردســـــ
  . باشدمي) قوچان

  

  
   CLN12و  IGS2هاي گرتوسط آغاز f. sp. ciceri Fusarium oxysporumهاي قارچ هيجدا DNAشده از محصول ريالگوي باندي تكث - 4شكل 

  است (1Kb.p)ز ماركر يمعرف سا Mحرف 
Fig. 4. Profile of DNA amplification products of Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates by IGS2 and CLN12 primers 

M, Marker (1Kb.p ladder) 
  

M 

2500 bp 
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  EcoRI  ميتوسط آنز f. sp. ciceri Fusarium oxysporumهاي قارچ هيجدا PCRشده از محصول الگوي باندي هضم -5شكل 

  است (1Kb.p)ز ماركر يمعرف سا Mه و حرف يجدا ةشمار ةدهندنشان ،هر چاهك ةشمار
Fig. 5. The restricted profile from PCR product of Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates by EcoRI enzyme 

M, Marker. Lanes 1–20, Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates 
 

 
 HaeIII  ميتوسط آنز f. sp. ciceri Fusarium oxysporumهاي قارچ هيجدا PCRده از محصول شالگوي باندي هضم - 6شكل 

  است (1Kb.p)ز ماركر يمعرف سا Mه و حرف يجدا ةشمار ةدهندنشان ،هر چاهك ةشمار
Fig. 6. The restricted profile from PCR product of Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates by HaeIII enzyme 

M, Marker. Lanes 1–20, Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates 
  

 ةبه دو گروه تفكيـك شـد كـه فقـط جداي ـ     Aسپس گروه
گيـرد  در گروه مجزا قرار مي) از نيشابور( FOC7زاي  غيربيماري

شـود كـه در   بندي مشاهده مينيز اين تقسيم Bو در مورد گروه
در . گـردد از بقيه متمـايز مـي  ) قوچاناز ( FOC6 ةجداي ،اينجا

). 7شكل(گروه ژنوتيپي تفكيك شد 11،  درصد90سطح شباهت
، FOC86هاي ژنتيكي نشان داد كه جدايه ةفاصل ةنتايج محاسب

FOC85  وFOC40 )ــابور ــورد( FOC32، )از نيشــ ، )از بجنــ
FOC21  وFOC15 )ــكن ــان( FOC11و ) از بردسـ  ،)از قوچـ

 ةژنتيكـي داشـته و بيشـترين فاصـل    كمترين فاصله را از لحـاظ  
هاست با ساير جدايه) از قوچان( FOC6 ةژنتيكي هم بين جداي

هـا، تكنيـك   پس از انجام عمـل هضـم توسـط آنـزيم    ). 8شكل(
PCR-RFLP جغرافيايي از  منشأها را بر اساس نتوانست جدايه
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ها متمايز زا از ديگر جدايه غيربيماري ةهم تفكيك كند، اما جداي
ــد ــا. ش ــك بن ــراي   PCR-RFLPبراين تكني ــبي ب روش مناس

منظـور   بـه . شـود اي محسـوب مـي  گونـه  شناسـايي روابـط درون  
ــط ژنتيكــي   ــر رواب و  Fusarium oxysporumشناســايي بهت

ــرم ــايي فـ ــك  شناسـ ــق تكنيـ ــي آن از طريـ ــاي اختصاصـ   هـ

PCR-RFLPة، شناسايي ناحي IGS    در تعداد بيشـتري جدايـه
Fusarium oxysporum لي ايـن ناحيـه ضـروري    و تعيين توا

دسـت آورد   است تا از اين طريق بتوان اطلاعات بيشـتري را بـه  
(Kim et al., 2001).  

  

  
  RsaI ميتوسط آنز f. sp. ciceri Fusarium oxysporumهاي قارچ هيجدا PCRشده از محصول الگوي باندي هضم - 7شكل 

  است (1Kb.p)ز ماركر يمعرف سا Mه و حرف يجدا ةشمار ةدهندنشان ،هر چاهك ةشمار
Fig. 7. The restricted profile from PCR product of Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates by RsaI enzyme 

M, Marker. Lanes 1–20, Fusarium oxysporum f. sp. ciceri isolates 
 

  
  IGSه يز ناحيآمده از آنالدستكي بهيبر اساس فاصله ژنت f.sp. ciceri Fusarium oxysporumهاي قارچ هيشاوندي جداينمودار روابط خو - 8شكل 

Fig. 8. Dendrogram of Fusarium oxysporum f.sp. ciceri isolates based on genetic distance obtained by IGS region analysis 
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Abstract 
In order to study the genetic diversity of the causal agent of Fusarium wilting in chickpea, two 

techniques including RAPD and PCR-RFLP were used. In RAPD-PCR technique, all 14 primers could show 
the diversity among the isolates. After studding the banding patterns of 14 primers, a dendrogram based on 
similarity matrix was constructed. The RAPD dendrogram analysis could not separate isolates based on their 
geographical origins. In PCR-RFLP technique, two primers, IGS2 and CLN12, were used which made the 
same band pattern (2.5 kb) in all isolates. Totally, 22 polymorphic bands obtained through digestion with 
three digestive enzymes. The digestive enzyme RsaI produced the highest number of polymorphic bands (12 
bands) and EcoRI produced the lowest number (3 bands). The genetic calculation results of the isolates 
showed that FOC85, FOC86 and FOC40 isolates (from Neyshabour), FOC32 (from Bojnord), FOC21 and 
FOC15 (from Bardaskan) and FOC11 (from Ghochan) showed the lowest genetic distance and the highest 
genetic similarity. The most genetic distance observed among FOC6 isolates (from Ghochan) compared to 
other isolates. Analysis of clusters in this method showed that there are not any specific relation between 
genotypic grouping and their geographical origins. 
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