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هاي خوزستان و مركزي   مختلف لوبيا واقع در استاني  مزرعه48م پوسيدگي ريشه و طوقه از ي گياهان با علا1385-1384هاي  ر سالد :چكيده

 فرم مخصوص ،زايي هاي بيماري  با انجام آزمايش. تعيين شدي فوزاريم سولاني  جدايه20 تعداد ،شناختي ريختپس از شناسايي . آوري شد جمع
  با به كارگيري آغازگرهاي اختصاصي براي اين فرم مخصوص . گرديدمشخص  اختصاصي لوبياي فوزاريم سولاني  چهار جدايه

)FSPHRو FSPHF (يد شده در محيط  تولهاگ، جهشبه منظور القاي . ، تعداد سه جدايه به عنوان فرم مخصوص لوبيا مورد تأييد قرار گرفت
 با استفاده از دستگاه گاماسل هاگهاي كشت حاوي  محيط.  آگار پخش شد-كشت قارچ پس از شمارش و تعيين رقت، بر سطح محيط كشت آب

پس از .  شددهي پرتو گري180 و 150، 120، 90، 60، 0در دزهاي )  گري در ثانيه38/0 دز آهنگ كوري و 2500 فعاليت (60 كبالت ي با چشمه
لوني در دزهاي مختلف نشان داد كه در وزني و ميزان رشد ك  درصد جوانهي مقايسه. محاسبه گرديدها  هاگزني   ساعت، درصد جوانه18ذشت گ

  . قارچ را داشتهاي هاگ مفيد در ژنوم جهشتوان انتظار وقوع   گري مي180 تا 120 ي محدوده

  ، آغازگرهاي اختصاصياختصاصي لوبياسولاني پرتو گاما، القاي موتاسيون، فوزاريم  :هاي كليدي واژه
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Abstract: During 1384-1385, the plants showing root and crown rot were collected from 48 bean 
fields in the Khuzestan and Markazi provinces. Twenty isolates were identified as Fusarium solani based 
on morphological characteristics. The pathogenicity tests confirmed four isolates as Fusarium solani  
f.sp. phaseoli. By using specific primers for this specific form, three isolates showed concordant results 
with pathogenicity tests. As a result three isolates morphologically and molecularly identified as F.solani 
f.sp. phaseoli. In order to induce mutation, conidia scraped from F.solani f.sp. phaseoli cultures, were 
counted, diluted and then plated on water agar. The plates containing conidia were irradiated in a  
60Co-gamma cell (with activity of 2500 curi and 0.38 gray per second dose rates) in doses 0, 60, 90, 120, 
150, 180 Gy. After 18 hours, the percentage germination of spores were scored. The comparison of 
percentage germination and vegetative growth in different dose rates showed that spore mutagenesis can 
be expected in 120-180 Gy. 
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   مقدمه -1
هـاي مـرتبط بـا       هـا و تفكيـك ژن       ژنتيكـي پـاتوژن    ي   نقشه بررسي
 كـار جديـدي را پـيش روي دانـشمندان قـرار     مختلف، راه  صفات

زا حــاكم  در روش كنتــرل عوامــل بيمــاريرا داده و تفكــر نــويني 
در ايـن راسـتا طـي سـاليان اخيـر محققـين بـه دنبـال                 . ه است ساخت

زايـي   در ژنوم پاتوژن و حذف صفت بيماري       راهكاري براي تغيير  
 پرتـو ( يساساس، استفاده از امواج الكترومغناطي ـ     بر اين . اند برآمده
زاي  جهــشبــه عنــوان ) بنفشتــابش فــرا ايكــس وي  اشــعهگامــا، 

زا  دار در عوامل بيماري     ژنتيكي هدف   ايجاد تغييرات  برايفيزيكي  
 بـا   )1999 (جوريـان و همكـارانش     .ه است مورد بررسي قرار گرفت   

 در قـارچ    جهـش  القاي   راي گري را ب   130ي دز   ياه  آزمايش انجام
 دهيهـا بـا پرتـو      آن .تخاب كردند عامل پژمردگي گوجه فرنگي ان    

موفـق بـه     )1(ليكوپرسيـسي . پـي   اس.  فوزاريم اكسيسپروم اف   قارچ
بـراي زيـست     هـا   زا شده و از آن     هاي غيربيماري  جهش يافته ايجاد  
جهـش   ژنـوم    ي  مقايـسه . ]1[  عامل بيماري استفاده نمودنـد     مهاري
هــاي حاصــل بــا پــاتوژن طبيعــي نــشان داد كــه علــت اصــلي  يافتــه
ــه حــذف ژن كنتــرل  مــاريغيربي ــوط ب ــده زايــي مرب  صــفت ي كنن

لاكشمــشا و . باشــد ديــده مـي پرتو ي زايــي از ژنـوم جدايــه  بيمـاري 
ــاران  ــ) 2005( شهمك ــا ب ــارگيري ه ب ــرابنفش  ك ــابش ف ــش ت جه

) عامل آنتراكنـوز   ()2( كپسيسي توتريكوم كول در قارچ را  هايي    يافته
ها  كتيناز در آن  هاي سلولاز و پ    ايجاد كردند كه ميزان توليد آنزيم     

 كـه   داين كاهش موجب ش   . داد درصد كاهش    40 و   43حدود  را  
  درصدي مواجـه شـده و      40هاي مزبور با كاهش رشد        جهش يافته 

 ظهـور . درصد كاسـته شـود     10ها نيز     ميزان توليد كنيدي در آن     از
ديـده حـدود چهـار روز       پرتوهـاي    سياه تـاول جهـش يافتـه      م  يعلا

 بيمـاري نيـز     ي  و نرخ توسـعه   اتفاق افتاد   هاي طبيعي    ديرتر از قارچ  
 لوبيـا   ي  بيماري پوسيدگي ريـشه   . ]2[ داري نشان داد   كاهش معني 

ــوزاريم ســولانيناشــي از  ــا ي  همــه در)3(ف ــاطق لوبياكــاري دني  من
در ايران نيز ايـن بيمـاري همـه سـاله خـسارت      . گزارش شده است 

  در كـه  نحـوي ه  نمايـد ب ـ   اي به كشاورزان تحميل مـي      ملاحظه قابل
 از آن . ]3[ بـرد  محصول را از بـين مـي      % 85 آلوده، تا    مناطق كاملاً 

اي   تحت كنتـرل ناحيـه     فوزاريم سولاني    زايي جا كه صفت بيماري   
توانـد   مـي  گامـا  بـا دز معـين تـابش         دهيباشد، پرتـو   ژنوم قارچ مي  
از دسـت   بـا وجـود     هايي گردد كه     يافته  جهشگيري   موجب شكل 

شناسـايي  مربوط بـه     خصوصيات   ي زايي، همه  دادن صفت بيماري  
را بينـي     موجـودات ذره  ميزبان، استقرار در ريشه و رقابت بـا سـاير           

دز  مناسـب    ي  ، يافتن محدوده  جهش القاي   ي  لازمه. كنند  ميحفظ  
ثـرات مخـرب و   ا اسـت كـه بـدون ايجـاد       يامواج الكترومغناطيـس  

اي  تغييـرات نقطـه  ايجـاد   تنها با   بيني،    وجودات ذره م عميق در ژنوم  
هـاي ژنـي منجـر بـه بـروز تعـداد محـدودي از                در برخي از مكـان    

هاي  زايي جدايه در اين تحقيق ضمن بررسي بيماري    . صفات گردد 
فـرم مخـصوص آن   ، هاي مختلـف   بر روي ميزبان  فوزاريم سولاني 

سـپس  . دي ـردگيد  أيتعيين و با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ت       
   .ها بررسي شد ين جدايه گاما براي ايجاد جهش در اپرتوثر ؤدز م

  
  ها مواد و روش -2
   سازي و شناسايي پاتوژن جداسازي، خالص 2-1

 و قطعـاتي    ،روي ريشه  قطعاتي از حد فاصل بافت آلوده و سالم بر        
  روي محـيط    بـر شـدن   پـس از ضـدعفوني      و   ،از نواحي طوقه جدا   

هاي خارج شـده     ريسه. شدندداده  كشت  )  درصد 5/1 ( آگار -آب
 ههـا ب ـ   سـازي قـارچ    خـالص . انتقال يافـت  ) PDA (به محيط كشت  

انجـام  % 2 آگـار    -روي محـيط كـشت آب       بـر  هـاگي روش تك   
 بـا اسـتفاده     ي فوزاريم سولاني    تشخيص و شناسايي گونه   . پذيرفت

  . ]٤[  انجام شد)1983(ش از كليد شناسايي نلسون و همكاران
  
   ميزباني ي زايي و دامنه  آزمون بيماري2-2

  آزمـون  ،آوري شـده    جمـع  هـاي   جدايهزا بودن    ريبراي اثبات بيما  
 تلقـيح از    ي   مايـه  ي  بـراي تهيـه   . دش ـزايي در گلخانه انجام      بيماري

شــدت . ]5[  اســتفاده شــد)1974( شروش وســترلاند و همكــاران
  اي  بنـدي پـنج شـماره      اسـاس درجـه    جدايـه بر   20زايي هـر     بيماري

. ]6[  مـورد ارزيـابي قـرار گرفـت        )1989( شمك فـادن و همكـاران     
  :زا طي دو مرحله انجام شد هاي بيماري تعيين فرم مخصوص جدايه

  
  انهخ ميزباني در گلي بررسي دامنه -

 زنـي  همان روش قبلي انجام و عمل مايـه       به   تلقيح   ي   مايه ي  تهيه
نخـود، سـويا، مـاش و    ( بقـولات  ي  بر روي گياهاني از خـانواده     

  . ت پذيرفانجام) خيار، طالبي و خربزه(يان يو كدو) عدس
  

 اختصاصيآغازگرهاي كارگيري ه ب -

  ژنومي  اان ِ استخراج دي
 ش براســاس روش صــفايي و همكــاراناِاســتخراج دي ان 

  .]7[پذيرفت انجام ) 1384(
  اي پي سي آر اكنش زنجيرهو

ــ ــراي شناســايي تكميل مخــتص از آغــازگر  اهــ  جدايــهيب
ــولاني  ــوزاريم ســ ــصايفــ ــااختــ ــه لوبيــ ــط كــ     توســ

ــاران  ــون و همكـ ــده )2003( شفيلبـ ــي شـ ــت  طراحـ    اسـ



  . . .  هاي شناسايي پاتولوژيكي و مولكولي جدايه

  

٥٠

ــد  ــتفاده گرديـــــ ــازگر .]8[اســـــ    بالادســـــــت آغـــــ
3-AACCCCGCCCGAGGACTCA-5 ــايين  و پـ

 AGACATGAGCGATGAGAGGCA-5-3 دست
  .  منظور مورد استفاده قرار گرفتبدين

  
  دزيابي 2-3

 خالص قارچ بـر سـطح آن        هاگهايي كه سوسپانسيوني از      تشتك
 180و   150 ،120 ،90  ، 60 ،)شـاهد  (0 هـاي دزتا  پخش شده بود    

 با استفاده از دسـتگاه گاماسـل بـا          دهيپرتو .پرتودهي شدند گري  
  دز  كــوري و آهنــگ  2500بــه فعاليــت   60- كبالــتي چــشمه

 تحقيقــات كــشاورزي،  ي پژوهــشكده گــري در ثانيــه در  38/0
  . انجـام پـذيرفت   ) سـازمان انـرژي اتمـي ايـران        (پزشكي و صنعتي  

 گاه ـ 3تعـداد   ان دز   بـراي هـر ميـز      دهي،از پرتـو  پس   ساعت   12
 و بــا اســتفاده از ســوزن بــه محــيط     دجوانــه زده مــشخص شـ ـ 

 ،روز 10 پــس از. آگــار انتقــال يافــت -دكــستروز -زمينــي ســيب
عـلاوه   .ها انجام پـذيرفت  گيري قطر كلوني  رشد با اندازه  ي  مقايسه

پـس  نيـز  ها  زني ميكروكنيدي و ماكروكنيدي بر اين، درصد جوانه  
ل آمـاري نتـايج بـا       تجزيـه و تحلي ـ   .  ساعت ثبت شد   18از گذشت   

  و در قالــب يــك طــرح كــاملاMSTATCًافــزار  اســتفاده از نــرم
   . تكرار انجام پذيرفت3 تيمار و 6تصادفي با 

  
   نتايج و بحث -3
  سازي و شناسايي پاتوژن جداسازي، خالص 3-1

   تعــداد بيــست جدايــه، شــناختي ريخــتبــا توجــه بــه خــصوصيات 
  بــه عنــوان )  جدايــه از دزفــول8 خمــين و ي  جدايــه از منطقــه12(

  . شناسايي شدند سولانيفوزاريم
  
   ميزبانيي زايي و دامنه آزمون بيماري 3-2

 ،هاي مختلف  ها بر روي ميزبان    زايي جدايه  براساس آزمون بيماري  
ــار جدايـــه ــرم 6D و 9Kh ،12Kh، 11Kh ي چهـ ــه عنـــوان فـ  بـ

  . مخصوص لوبيا مشخص شد
  
 ـ    هاي بيمـاري   يد فرم مخصوص جدايه   أيت 3-3 كـارگيري  ه  زا بـا ب

    اختصاصيآغازگر
ــه   ــصوص جداي ــرم مخ ــين ف ــه    تعي ــشان داد ك ــا ن ــايه  آغازگره

ــصاصي در ســه جدايــه    يــك بانــد  9Kh ،11Kh ،12Khي  اخت
bp560 اختـصاصي لوبيـا    فوزاريم سـولاني      فرم مخصوص  ي   ويژه

هاي  يك از جدايه   يچچنين باندي در ه   ). 1شكل  ( نمايند تكثير مي 
1-D8D )كـه   جـا  از آن . مشاهده نشد ) آوري شده از دزفول    جمع

اختـصاصي  فـوزاريم سـولاني       فرم مخـصوص   ي  اين آغازگر ويژه  
هـاي    آزمـايش  ي  يدكننـده يأتكثيـر چنـين بانـدي ت       ]8[اسـت    لوبيا

   .باشد اي مي گلخانه
  
  دزيابي 3-4

در دزهاي   هاگزني   با گذشت سه ساعت از آزمايش هنوز جوانه       
 و  60كه در دزهاي      گري مشاهده نشد در حالي     180  و 150،  120

زنـي   درصد جوانه  .ها جوانه زدند   و ماكرو كنيدي    گري ميكرو  90
بـــه طـــور )  ســـاعت12پـــس از (  گـــري180 و 150دزهـــاي در 

كـه دز    داري نسبت به ساير دزها كاهش نـشان داد در حـالي            معني
دار  ثير معنـي  أ ت ـ هـا   هـاگ  زنـي   گري نتوانست در ميـزان جوانـه       60

   ).1جدول ( بگذارد
داري سـبب     گري به طور معني    180 و   150 با دزهاي    دهيپرتو

  ).2 شكل(كاهش قطر كلوني نسبت به شاهد و ساير دزها شد 
  

  
  

ي   اســتخراج شــدهآر دي ان اِ ســي ي پــي  محــصولات تكثيريافتــه-1شــكل 
  .اريم سولاني شهرستان خمين بر روي ژل آگاروزي فوز هاي گونه جدايه

  
 زني و قطر كلـوني قـارچ فـوزاريم           ميانگين درصد جوانه   ي   مقايسه -1جدول  

  . دزهاي مختلف پرتوگامار داختصاصي لوبيا
  )متر سانتي(قطر كولوني   زني جوانه  )گري(دز پرتو گاما 

º  (A) 3/96  (A) 73/7  
60  (A) 2/93  (AB) 17/7  
90  (B) 33/81  (B) 03/7  

120  (C) 67/59  (B) 97/6  
150  (D) 33/54  (C) 6  
180  (D) 67/51  (C) 5/5  

  .داري ندارند اختلاف معني% 5هاي داراي حرف مشترك، در سطح  ميانگين
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  1389، 51اي، شماره  مجله علوم و فنون هسته
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 10ي ميزان رشد تيمارهاي مختلف پرتـودهي شـده، پـس از               مقايسه -2شكل  
  .PDAروز بر روي محيط 

  
 سـولاني    فـوزاريم  هـاي  هـاگ زنـي    گامـا بـر جوانـه     پرتـو   ثير  أت

با افزايش و د ي گري نمايان گرد  90از دز    با شروع    اختصاصي لوبيا 
در ايـن   . فـت ايكـاهش    هـا   هـاگ زنـي     ميزان دز پرتو، درصد جوانه    

 درصـدي   40  گري ميزان مـرگ و ميـر       120 دز از    با شروع  آزمايش
تابش . رسيددرصد   50 گري به حدود     180دز  در  و  ها آغاز    هاگ
بـر سـلول زنـده      شـناختي     زيـست ثيرات  أ مستقيمي با ت   ي   رابطه گاما
 و در   نمايـد   مـي ثير به صورت مـرگ و ميـر بـروز           أبالاترين ت . دارد

 و يـا    ردبب ـاز بـين    هـا را      نيمي از سـلول    نتيجه دزي كه بتواند تقريباً    
 درصدي رشد ايجاد نمايد به احتمال بسيار زياد در نيم           50كاهش  

دز  ي  بنابراين در محـدوده   . ]9[ د شد  خواه جهشمانده سبب    باقي
هـاي   گاه در ژنوم    جهشتوان انتظار وقوع      گري مي  180 تا   120

ميـزان  ( قطـر كلـوني      ، گـري  150 با رسيدن بـه دز    . قارچ را داشت  
توجـه بـه    بـا   ). 1 جـدول ( يابد داري كاهش مي   به طور معني  ) رشد

زا بـراي    هـاي غيربيمـاري    جهـش يافتـه   يـابي بـه      هدف نهايي دست  
زا، بايد   هاي بيماري    عليه جدايه  شناختي  زيست ي  تفاده در مبارزه  اس

 و القـاي تغييـرات ژنتيكـي نبايـد در حـدي             جهـش توجه نمود كه    
حاصـل را بـا اخـتلال       ي    جهـش يافتـه   باشد كه روند طبيعـي رشـد        

زيرا در اين صورت در رقابت با تيـپ وحـشي بـراي             . مواجه سازد 
بـر ايـن   . جـه خواهـد شـد     گياه بـا مـشكل موا      ي  كلونه كردن ريشه  

تـرين    گري از بيش   150  تا 120 دز   ي   در محدوده  دهي پرتو اساس
اختـصاصي  فوزاريم  هاي   هاگ مفيد در    جهشاحتمال براي القاي    

هاي انجام يافته توسط ساير محققـين        بررسي. برخوردار است  لوبيا
زايــي در قــارچ عامــل پژمردگــي  بــراي القــاي صــفت غيربيمــاري

بـراي   گـري    130نيـز منجـر بـه انتخـاب دز          آوندي گوجه فرنگي    
ي دز  در محـدوده كه  ]1[ هاي قارچ گرديد ايجاد جهش در هاگ   

  .به دست آمده در اين آزمايش قرار دارد
  

  :ها نوشت پي
1- Fusarium Oxysporum F.Sp.Lycopersici 

2- Colletotrichum Capsici 

3- Fusarium Solani 
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