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Abstract 

Objective 

This research aimed to identify Fusariums belonging to Elegans and Martiella-Ventricosum 

sections related to cucurbit plants in Tehran province and to evaluate the ability of ISSR markers 

to investigate the kinship relationships of these groups of Fusariums. 

 

Materials and methods 

In this research, five ISSR primers (AG)8C, (AG)8G, (AC)8YA, (ATG)6 and BHB(GA)7 were 

selected. Fungal isolates identified based on morphological and microscopic characteristics. For 

ISSR markers, the statistics of polymorphism information content (PIC), Marker Index (MI) and 

Effective Multiplex Ratio (EMR) were calculated. Relationships and similarity between 

Fusarium isolates were analyzed using NTSYS-PC V2.02. 

 

Results 

Out of 96 Fusarium isolates, 48 isolates were identified as Fusarium solani, 25 isolates as 

Fusarium oxysporum and 23 isolates as Fusarium redolens. A total of 408 bands were obtained 

https://orcid.org/0000-0002-4080-2388
https://orcid.org/0000-0002-5860-1330


126 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

from ISSR amplifications. 130 different bands were produced, of which 83 were polymorphic and 

47 were monomorphic. The size of PCR fragments produced varied from 273 to 2428 bp. The 

polymorphism percentage, ranged from the highest (73%) for (ATG)6 to the lowest (56%) for 

(AG)8C. Primers (ATG)6 and BHB(GA)7 performed better in differentiation Elegans and 

Martiella-Ventricosum sections from each other. Primers (AG)8C with 26 gene loci, and 

BHB(GA)7 with 25 gene loci, produced the most bands in Elegans isolates and Martiella-

Ventricosum isolates, respectively.  

 

Conclusions 

The results of this research showed that there was a high genetic diversity among the investigated 

Fusarium isolates and that the ISSR markers are efficient markers to reveal the molecular 

relationships between Fusarium populations.  
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  چکیده

مرتبط با گیاهان تیره  Martiella-Ventricosumو  Elegansهای های بخشهدف از این تحقیق شناسایی فوزاریوم هدف:

 ها بود.در بررسی روابط خویشاوندی این گروه از فوزاریوم ISSRکدوئیان در استان تهران و ارزیابی توانایی نشانگرهای 

که بر اساس  7BHB(GA)و  YA8(AC) ،G8(AG) ،C8(AG) ،(ATG)6 آغازگر پنج در این پژوهش تعداد :هاروشمواد و 

 هابودند، جهت انجام این آزمایش دادهتمایز نژادهای مختلف فوزاریوم، کارایی خوبی از خود نشانمطالعات محققین مختلف، در 

شناسی و میکروسکوپی مورد شناسایی سازی بر اساس خصوصیات ریختهای قارچی پس از جداسازی و خالصجدایه .شد انتخاب

 های محتوای اطلاعات چندشکلی آغازگرهای، آمارهقرار گرفتند. جهت بررسی میزان کارایی نشانگرها در بروز چندشکل

Polymorphism Information Content (PIC) شاخص نشانگری ، Marker Index (MI)  و نسبت چندگانه

-NTSYSافزار با استفاده از نرم Fusariumهای محاسبه شد. روابط داخل گونه  Effective Multiplex Ratio (EMR)مؤثر

PC V2.02  و ضریب تشابهSM روش و ترسیم دندوگرام بهUPGMA .مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت 

 Fusariumعنوان جدایه به 25، تعداد Fusarium solaniعنوان جدایه به 48جدایه قارچی، تعداد  96از مجموع  :نتایج

oxysporum  عنوان جدایه به 23و تعدادFusarium redolens امی پنج آغازگر تشخیص داده شدند. تمISSR  در طول
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نوع باند  130دست آمد. تعداد باند به 408مجموعاَ  ISSR، باندهایی پایدار و قابل تکرار تولید کردند. از تکثیرهای PCRآزمایشات 

تا  273تولید شده از  PCRی قطعات باند مونومورفیک بود. . اندازه 47مورفیک و باند پلی 83متفاوت تولید شد که از این تعداد، 

درصد( برای  56تا کمترین ) UBC-864درصد( برای  73دست آمده از بیشترین )باز متغیر بود. درصد چندشکلی بهجفت 2428

808-UBC  6متغیر بود. آغازگرهای(ATG) 7 وBHB(GA) های در تفکیک بخشElegans  وVentricosum-Martiella 

های جایگاه ژنی بیشترین تولید باند را در جدایه 26با تولید  C)8((AG) 808-UBCآغازگر از همدیگر عملکرد بهتری داشتند. 

های بخش باند بیشترین تولید باند را در مورد جدایه 25با تولید  BHB(GA) 885-UBC)7(و آغازگر  Elegansبخش 

Martiella-Ventricosum .داشت 

ها و یک نشانگر کارآمد جهت آشکارسازی روابط مولکولی بین توده ISSRنتایج این تحقیق نشان داد که نشانگر  گیری:نتیجه

 باشد.های قارچ فوزاریوم میجدایه

  ISSR، Martiella-Ventricosum ،Section Elegansفوزاریوم، کدوئیان، نشانگر : هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله

و  Elegansهای بخش بررسی تنوع ژنتیکی فوزاریوم (1401) بازگیر عیدی، نیا مصطفیدرویش، فرودعلیخزایی  استناد:

Martiella-Ventricosum  مرتبط با کدوییان با استفاده از نشانگرهایISSR مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. در استان تهران، 

15(1 ،)125-144.                         
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 مقدمه

در ایران و های گیاهی هستند که ترین گروه( یا گیاهان جالیزی، یکی از مهمCucurbitaceaeگیاهان خانواده کدوییان )

(، .Citrullus lunatus Lتوان به هندوانه )های اقتصادی این خانواده میترین گونهشوند. از مهمبخصوص استان تهران کشت می

( اشاره کرد. C. melo var inodorus( و خربزه )C. melo var cantalupenses(، طالبی ).Cucumis sativus Lخیار )

تن یکی از تولیدکنندگان مهم  813307جات و تولید سالانه هکتار سطح زیر کشت صیفی 6557ر استان تهران با داشتن بالغ ب

باشد درصد عملکرد کشور را دارا می 25/8درصد سطح و  25/2ترتیب ای بوده که بهصورت کشت باز و گلخانهمحصولات جالیزی به

(Ahmadi et al. 2020قارچ فوزاریوم یکی از مهمترین جنس .) بیمارگر گیاهان است که باعث خسارات جدی در گیاهان های

شود، فوزاریوم است و همچنین های ریشه و ساقه در کدوییان میترین بیمارگری که باعث پوسیدگیشود. مهمتیره کدوییان می
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 .Fهای است. قارچ F. oxysporum f.sp. melonisها )طالبی و کدو( مسئول پژمردگی های آوندی در گروه ملون

proliferatum  وF. solani f.sp. cucurbitae  باعث پوسیدگی طوقه و ریشه کدوی تابستانه، طالبی، کدوتنبل و پوسیدگی

(. تشخیص سریع و قابل اعتماد عامل بیماری برای Namiki et al. 1994; Pivonia et al. 1997میوه در کدوتبل هستند )

های بیمارگر در فهم باشد. شناسایی ساختار جمعیتی قارچمدیریت بیماری ضروری میهای موقع و مناسب برنامهانجام اقدامات به

( و همچنین برای مطالعات Malvick & Percich 1998شناسی موجود و همچنین توسعه راهبردهای کنترل بیماری )زیست

های (. اکنون روشLeung et al. 1993باشد )ی ساختار جمعیت هستند نیز ضروری میمولکولی بین افراد که اجزای تشکیل دهنده

محیط کشت هستند های مولکولی غیر وابسته بهطور روزافزون در حال جایگزین شدن با روششناسایی پر زحمت و زمانبر سنتی به

یص و ارزیابی توانند ابزار مناسبی در تشخاند که میتر هستند. نشانگرهای مولکولی ثابت کردهتر و حساسکه بسیار سریعتر، اختصاصی

است که نشانگرهای مختلف ممکن است طبقات متفاوتی از شدهها باشند. نشان دادهها و جمعیتتنوع ژنتیکی در بین و داخل گونه

تنوع )تغییرات( را نشان دهند. که این امر با بخش ژنومی مورد بررسی توسط هر نشانگر، میزان توزیع آنها در سراسر ژنوم و همچنین 

های (. از میان این روشDavila et al. 1999گیرد، ارتباط دارد )هدف که در این روش خاص مورد آزمایش قرار می DNAمقدار 

توانند جهت دستیابی به تنوع اطراف ابزاری بسیار قوی هستند که می ISSR( 1(ی تکراری های سادهمولکولی، نشانگرهای بین توالی

پذیری بیشتر یکی از (. تکرارZietkiewicz et al. 1994ژنوم پراکنده هستند، استفاده شوند )ای که در سراسر نواحی ریزماهواره

دلیل استفاده از آغازگرهای بلندتر که امکان استفاده کند. بهتر میبسیار امیدبخش RAPDرا نسبت به  ISSRهایی است که مزیت

گیری بالاتر و افزایش تکرار پذیری آزمایش کند منجر به سختمی گراد( را فراهمی سانتیدرجه 45-60از دمای اتصال بالاتر )

 Bayraktar & Dolarهای موجود در این گونه مرتبط است )با پیچیدگی F. oxysporumی شود. تنوع بالای موجود در گونهمی

ی تصادفی ثیر شدهچندشکلی تک DNAو  (ISSR)ی تکراری های سادههای مولکولی مانند نواحی بین توالی(. روش2009

(RAPD) بندی قارچای در مطالعات ردهطور گستردهدر حال حاضر به( هاDubey & Singh 2008 بررسی تنوع ژنتیکی عوامل )

 Khairy et al. 2016; Katkar et al. 2015; Arifگیرند )بیماریزای گیاهی مختلف از جمله فوزاریوم مورد استفاده قرار می

et al. 2008; Arpita et al. 2012; Akbar et al. 2018; Lin et al. 2012; Rakhonde et al. 2017; Shahnazi 

et al. 2014 .)ی از جانوران، از جمله گاو، گوسفند، بز، ماهی و زنبور عسل برای تعیین عیوس دامنه در اهانیگعلاوه بر  نشانگرها نیا

 ;Askari et al. 2010; Ghasemi et al. 2010; Askari et al. 2011تنوع ژنتیکی مورد استفاده قرار گرفته است )

Zamani et al. 2011; Mohammadabadi and Askari 2012; Zamani et al. 2015; Bahador et al. 2016; 

Mohammadabadi et al. 2017; Mohammadabadi et al. 2021 ،هدف از این مطالعه، بررسی تنوع ژنتیکی (. لذا

شده از کدوییان استان تهران با استفاده از آغازگرهای جدا Martiella-Ventricosumو  Elegansهای م بخشهای فوزاریوگونه

ISSR بود. 

                                                      
1. Inter Simple Sequence Repeat  
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 هامواد و روش

ی کشت محصولات جالیزی استان : در طول فصل زراعی از مناطق عمدهسازی و شناساییها، خالصجداسازی قارچ

متری و همچنین از خاک اطراف گیاه )ریزوسفر تا عمق سانتی 15ریشه، طوقه و ساقه تا ارتفاع عمل آمد. از برداری بهتهران، نمونه

در  g1: cc50نسبت های آماده شده بهآوری شد. از خاکعنوان نمونه جمعسانتی متری از گیاه(، به 15متری و فاصله سانتی 20-10

شد و سی یک سوسپانسیون تهیهسی 100های با حجم ، در ارلنppm 500آب مقطر استریل حاوی آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین 

 rpm  150ساعت بر روی دستگاه شیکر با دور  2مدت ها بهسپس جهت آزاد شدن بهتر اجزاء قارچی در سوسپانسیون حاصله، ارلن

متری برش داده و سپس مانند چند میلی قطعات ریزهای ریشه و ساقه نیز، ابتدا آنها را با اسکالپل بهقرار داده شدند. در مورد نمونه

های ها بر روی پلیتلیتر از این سوسپانسیونلیتر آب اضافه شد. مقدار یک میلیمیلی 50مرحله بالا مقدار یک گرم از این قطعات به 

بیوتیک سیپروفلوکساسین آنتی ppm 500حاوی Peptone PCNB Agar (PPA) متری حاوی محیط کشت سانتی 10

(Ciprofloxacin 500 mgپخش شد. پلیت )گذاری شدند و پس گراد گرمخانهدرجه سانتی 27±2ساعت در دمای  48مدت ها به

شدند. انتقال داده PPAیک محیط کشت جدید های فوزاریوم با سوزن جداسازی شده و بهاز این مدت در زیر میکروسکوپ تک پرگنه

سازی بر اساس خصوصیات های قارچی پس از خالصکردن انجام شد. جدایه روش تک اسپورهای قارچی بهخالص سازی جدایه

ها و ...( و میکروسکوپی مانند تولید ماکرو و میکروکنیدیوم، نوع فیالیدها، شکل و شناسی پرگنه )قطر، رنگ، بافت و رنگدانهریخت

 Leslieیدوسپورها مورد بررسی قرار گرفتند )های کلامهای ماکرو و میکروکنیدی، شکل، نحوه تشکیل و تعداد سلولتعداد سلول

& Summerell 2006; Nelson et al. 1983.) 

، به PDAی قارچ از روی محیط کشت های هفت روزهی پرگنهمتری از حاشیهمیلی 5ی : یک قطعهتهیه توده میسیلوم

مدت سه روز بر روی ها بهمنتقل شد. ارلن (PDB)دکستروز براث زمینیلیتر محیط سیبمیلی 50میلی لیتری حاوی  250یک ارلن 

ی میسیلیوم حاصله بر روی کشت اضافی، تودهشدند. سپس جهت حذف محیط در دمای محیط قرار داده rpm 150شیکر با دور 

لیتری یلیم 2های ها جهت آزمایشات بعدی در ویالشد و میسلیومشو دادهوی توری استریل با آب مقطر استریل چند بار شستپارچه

 نگهداری شدند. 

شد. بدین نحو که ابتدا استخراجGonzález et al. (2010 )ها بر اساس روش ژنومی قارچ DNA  :DNAاستخراج

 گراد سانتریفیوژ شدند. سپس قسمت رویی )سوپرناتانت(درجه سانتی 4در دمای  rpm4000دقیقه در دور  5مدت ها بهمیکروتیوب

 SDS 3% w/v, EDTA 0.5 mM, NaCl] از بافر استخراج  mL 5/0نشین شده )پلت( مقدار قسمت تهدور ریخته شد و به

] SDS8mM pH: 0.1HCl -M, Tris 1 ( داغCo 65 اضافه شد و با عمل برگرداندن متناوب کاملاَ یکنواخت شدند. سپس )

برگرداندن متناوب )صد مرتبه( محتویات آنها مخلوط شده شدند مجدداَ با آرام ( قرار دادهCo 65دقیقه در حمام آب گرم ) 10مدت به

( به آنها اضافه شد. با عمل برگرداندن میکرو تیوبها مخلوط شده و سپس v/v 1:1از مخلوط کلروفرم/فنول ) mL 4/0و سپس 
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باشد. فاز رویی می DNAها سه فاز شده که فاز رویی حاوی سانتریفیوژ شدند. محتویات ویال rpm 10000دقیقه در دور  5مدت به

(mL 8/0 به یک ویال جدید انتقال داده شد و )mL 8/0  شد. پس از یکنواخت کردن محتویات پروپانول خنک در حد یخ به آن اضافه

، DNAمنظور رسوب بیشتر سانتریفیوژ شدند. )به rpm 10000دقیقه در دور  10مدت ها با عمل برگرداندن متناوب، بهمیکروتیوب

نگهداری شوند(. پس از سانتریفیوژ، ایزوپروپانول  -Co20دقیقه در دمای  30مدت ها بهقبل از انجام این سانتریفیوژ، ویال بهتر است

ها اضافه شد و با عمل برگرداندن متناوب رسوب شده در ته ویال DNAبه  %75اتانول  ml 1آرامی کشیده شد و رویی با دقت و به

DNA دقیقه در دور  5مدت رسوب شده کاملاَ شسته شد. سپس بهrpm 10000  سانتریفیوژ شد. محلول رویی با دقت و با کج

دقیقه( خشک گردید. به  30در ته تیوب باقی بماند. سپس در معرض هوا )حدود  DNAها دور ریخته شد تا پلت کردن آرام تیوب

  [w/v Tris-Base pH:8 10mM, %0.02 w/v EDTA 1mM 0.122%]از بافر  µL50ی کاملاَ خشک شده DNAپلت 

TE  شد و اجازه داد تا اضافهDNA  شد. از دستگاه گراد نگهداریدرجه سانتی -20کاملاَ در آن حل شده و سپس در دمای

 (. González et al. 2010ی ژنومی استفاده شد )DNAاسپکتروفوتومتر جهت بررسی کیفیت و غلظت 

های مختلف محققین بر روی گونه سایر توسط شده انجام مطالعات اساس بر که آغازگر پنج تعداد: طراحی پرایمرها

 انتخاب هابودند، جهت انجام این آزمایشداده ارائه را بهتری هایچندشکلی و جداگانه باندهای پایدار، بیشترین تکثیرهای فوزاریوم،

 Khairy et al. 2016; Arpita et al. 2012; Katkar et al. 2015; Shahnazi et al. 2014; Thangavelu etشد )

al. 2012.) 

 

 ISSR-PCRهای . مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در واکنش1جدول 

Table 1. Characteristics of primers used in ISSR-PCR reactions 

 گراد(سانتیدمای اتصال )درجه

Annealing temperature (oC) 

 (ʹ3-ʹ5)توالی آغازگر 

Primer sequences 

 نام آغازگر

Primer name 

51 AGAGAGAGAGAGAGAGC UBC-808 

51 AGAGAGAGAGAGAGAGG UBC-809 

53.7 ACACACACACACACACYA UBC-856 

49 ATGATGATGATGATGATG UBC-864 

53.4 BHBGAGAGAGAGAGAGA UBC-885 

 B= C,G or T /  H= A,C or T /  Y= C ,T  

 ,2X)مستر میکس  µL 10، حاوی µL25 تکثیرها در یک واکنش با حجم (: PCRای پلیمراز )واکنش زنجیره

)™Sinaclon ،µL 1  از هر پرایمر) µM 0.5( ،µL 3  ازDNA  الگو وµL 11  آب مقطر مناسبPCR های انجام شد. ویال

سازی اول بدین نحو انجام شد: واسرشته PCRشدند. مراحل واکنش قرار داده PCR (Bioer®)حاوی مخلوط واکنش در دستگاه 
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، اتصال Co 94دقیقه در دمای  1مدت ی واسرشته سازی دوم بهچرخه از سه مرحله 35، سپس  Co 94دقیقه در دمای  5مدت به

. و در نهایت Co 72دقیقه در دمای  1مدت ها به( و بسط رشته1دقیقه در دمای مورد نظر برای هر آغازگر )جدول  1مدت پرایمرها به

(. جهت بررسی قطعات ژنومی تکثیری احتمالی،  et al.Khairy 2016انجام شد ) Co 72دقیقه در بسط نهایی در دمای  10

ژل( در دستگاه  mL 100در  µL 5/1) DNA Safe Stain (Sinaclon™(درصد حاوی  5/1در ژل آگارز  PCRمحصول نهایی 

ها بر روی دقیقه بارگذاری شد. سپس جهت آشکار سازی باندها، ژل 30مدت میلی آمپر به 100ولت و مقاومت  80فورز با ولتاژ الکترو

ی مولکولی قطعات تکثیر شده، با استفاده از قرار داده شدند. جهت بررسی اندازه  320و شدت نور  UVدستگاه ژل داکیومنت با نور 

کش اساس منحنی استاندارد بدست آمده از حرکت هر باند در مقابل لگاریتم اندازه مولکولی آن باند از خط، بر ®Digimizerافزار نرم

، طول قطعات ژنومی تکثیر شده، محاسبه شد. قطعاتی که بر روی ژل آگارز، فاصله یکسانی را طی کرده بودند Kb 1مولکولی 

افزار ( هر باند برای هر جدایه در نرم0( یا عدم وجود )1س داده از وجود )عنوان یک باند مشترک در نظر گرفته شدند. یک ماتریکبه

Excel 2007  .ترسیم شد 

 استفاده NTSYS-PC V2.02افزار از نرم Fusariumهای جهت تجزیه و تحلیل روابط داخل گونه ها:تجزیه داده

های شباهت استفاده شد. جهت رسم دندوگرام از ماتریکس SMی شباهت از ضریب جهت محاسبه SIMQUALی شد. در برنامه

های محتوای اطلاعات استفاده شد. جهت بررسی میزان کارایی نشانگرها در بروز چندشکلی، آماره UPGMAحاصله، از روش 

( 1ی )از رابطه PICمحاسبه شد. مقدار  )4EMR(و نسبت چندگانه مؤثر  )3MI(شاخص نشانگری  )2PIC(چندشکلی آغازگرها 

 شود:می

  PIC = 1- (p2+q2) (1رابطه

نهایی آغازگر، میانگین  PICفراوانی عدم وجود باند )نبود باند( است و  iqام )حضور باند( و  i= فراوانی الل iPدر این رابطه: 

های ژنی که بیانگر تعداد جایگاه (EMR)(. فاکتور نسبت چندگانه موثر Lemos et al. 2019ها خواهد بود ) PICی این همه

تعداد  pnمحاسبه شد. که در این رابطه  β×pEMR=nی پلاسم مورد مطالعه است بر حسب رابطهچندشکل موجود در مجموعه ژرم

تعداد باندهای غیر  npnتعداد باندهای چندشکل و  pnآید. به دست می =np+np(n/pnβ(ی از رابطه βهای ژنی چندشکل و جایگاه

عنوان شاخصی در برآورد کارایی تواند بهکه می )MI((. شاخص نشانگری  et al.Karimi 2010باشد )( می5شکلندشکل )یکچ

 (. Chesnokov & Artemyeva 2015دست آمد )ی زیر بهی ژنتیکی استفاده شود، از رابطهیک نشانگر در یک توده

 MI=PIC×EMR (2رابطه 

                                                      
1. Polymorphism Information Content  
2. Marker Index  
3. Effective Multiplex Ratio 
5. Monomorph 
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شباهت  ستفادهدستهای بهوارهدرختجهت ارزیابی میزان   Rakhonde etشد )آمده از آغازگرهای مختلف از آزمون مانتل ا

al. 2017.) 

 

 نتایج و بحث

جدایه  25، تعداد Fusarium solaniعنوانجدایه به 48جدایه، تعداد  96های قارچی: از مجموع شناسایی مورفولوژیک جدایه

جدایه از فوزاریوم  ISSR 96از تکثیرهای  تشخیص داده شدند. F. redolensعنوانبهجدایه  23و تعداد  F. oxysporumعنوانبه

 130دست آمد. تعداد باند به 408مجموعاَ  7BHB(GA)و  6YA, (ATG)8G, (AC)8C, (AG)8(AG)آغازگر  5با استفاده از 

ی قارچی ورفیک بود. )باندهایی که فقط در یک جدایهباند مونوم 47مورفیک و باند پلی 83نوع باند متفاوت تولید شد که از این تعداد، 

  باز متغیر بود.جفت 2428تا  273تولید شده از  PCRی قطعات شکل لحاظ شدند(. اندازهعنوان مونومورف یا یکتولید شده بودند به

 UBC-808ستفاده ، آغازگر باند بود. از بین آغازگرهای مورد ا 6/16چندشکل به ازای هر آغازگر معادل  جایگاه ژنیمیانگین 

باند کمترین  46با تعداد  UBC-856باند بیشترین تولید باند و آغازگر  89با تعداد  UBC-809باند و بعد از آن آغازگر  111با تعداد 

رین باند و کمت 29با  UBC-885باند و سپس  32با  UBC-808(. بیشترین تنوع باند برای آغازگر 2تولید باند را داشتند )جدول 

باند و سپس  19با  UBC885باند بود. همچنین بیشترین باند چندشکل برای آغازگر  20با  UBC-856تنوع باند برای آغازگر 

UBC-808  باند و کمترین باند چندشکل برای آغازگر  18باUBC856  آمده از بیشترین دستباند بود. درصد چندشکلی به 13با

باند مختلف با  130در این پژوهش در مجموع  متغیر بود. UBC808درصد( برای  56تا کمترین ) UBC-864درصد( برای  73)

برای هر یک از  (MI)و همچنین شاخص نشانگری (PIC)باند(. محتوای اطلاعات چندشکل  83درصد چندشکلی تولید شد ) 64

متغیر بود و بالاترین  08/0تا  05/0این تحقیق بین  ارائه شد. محتوای اطلاعات چندشکل در 2آغازگرها محاسبه و در جدول شماره 

بود. هرچه  05/0مقدار به UBC-856برای آغازگر  PICو کمترین میزان  08/0میزان به UBC-864برای آغازگر  PICمیزان 

( و 45/12) UBC-885مربوط به آغازگر  EMRها را نشان دهد. بیشترین میزان تواند تفاوت ژنوتیپاین آماره بیشتر باشد بهتر می

 MI( و کمترین میزان 87/0) UBC-864مربوط به آغازگر  MIبیشترین میزان  ( بود.45/8) UBC-856کمترین برای آغازگر 

( بود. بررسی کارآیی آغازگرها در مقایسات جداگانه درون هر بخش نشان داد که بیشترین باند 39/0) UBC-856برای آغازگر 

 7با تولید  UBC-856باند( و کمترین توسط  14، )UBC-808توسط آغازگر  Elegansبه بخش  های مربوطچندشکل در جدایه

 66/0ترتیب، )به UBC-808باز هم مربوط به آغازگر  (EMR)ی مؤثر و نسبت چندگانه (MI)باند بود. بهترین شاخص نشانگری 

 (.3( بود )جدول 53/7و 
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خط کش  Fusarium .Ladder 1Kbهای برخی جدایه ISSR-PCR. الگوی باندهای حاصل از 1شکل 

UBC6((ATG)864-UBC ,(-های قارچ، جدایه 611Fو  F51, F178, F654F ,743مولکولی، 

)7BHB(GA)(885 و YA)8((AC)856-UBC  آغازگرهایISSR  

Figure 1. ISSR-PCR banding pattern. DNA Ladder 1Kb. F654, F178, F51, F743, F611 

Fusarium isolates. UBC-864((ATG)6), UBC-885(BHB(GA)7), UBC-856((AC)8YA), primers 

 

درصد  64با  UBC-809بیشترین چندشکلی توسط آغازگر  Martiella-Ventricosumهای های مربوط به بخشدر جدایه

ها بر های حاصل از دندوگراموارهارزیابی میزان شباهت درخت (.4درصد بود )جدول  47با  UBC-864و کمترین توسط آغازگر 

درصد و کمترین  53میزان به UBC-864واره مورفولوژیک بیشترین شباهت را با آغازگر اساس آزمون مانتل نشان داد که درخت

جهت  UPGMAبندی روش خوشه (.5درصد داشت )جدول  31میزان به UBC-808واره حاصل از آغازگر شباهت را با درخت

بر اساس  UPGMAی واره حاصله از تجزیه و تحلیل خوشهها مورد استفاده قرار گرفت. درختوندی بین جدایهتخمین روابط خویشا

های هر سه گونه را در سه گروه مجزا بندی مشخصی که بتواند جدایه، حاصل از مجموع پنج آغازگر گروهSMضریب شباهت 

های هر بخش مورد جهت تخمین روابط خویشاوندی بین جدایه UPGMAبندی روش خوشه (.2بندی کند، تولید نکرد )شکل دسته

 Elegans، در بخش SMبر اساس ضریب شباهت  UPGMAی واره حاصله از تجزیه و تحلیل خوشهاستفاده قرار گرفت. درخت
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 .Fاز شد. و یک گروه را شامل می F. oxysporumهای درصد یک گروه بزرگ تولید کرد که اغلب جدایه 98در سطح تشابه 

redolens (8  با سطح تشابه )های درصد با جدایه 95تا  91جدایهF. oxysporum 15ها )در گروه دیگر قرار گرفتند و بقیه جدایه 

 (.3های مختلف قرار گرفتند )شکل بندی خاصی در شاخهجدایه( بدون گروه

هر یک از آغازگرهای  برای MIو  PIC, EMRهای . ویژگی باندهای تکثیر شده و میزان شاخص2جدول 

ISSR  جدایه  96برایFusarium 

Table 2. Characteristics of amplified bands. PIC, EMR and MI indices for each of the ISSR 

primers for 96 Fusarium isolates 

MI EMR PIC 

 درصد چندشکلی

Polymorphism 

(%) 

تعداد جایگاه ژنی 

 چندشکل

Number of 

polymorphic 

alleles 

تعداد جایگاه 

 ژنی

Number 

of alleles 

 (bpاندازه باندها )

Band length (bp) 

مجموع 

باندهای 

 تکثیر شده

Total 

bands 

 نام آغازگر

Primer 

name Max. Min. 

0.69 10.13 0.07 56 18 32 2420 273 111 UBC-808 

0.70 10.70 0.07 63 17 27 2420 362 89 UBC-809 

0.39 8.45 0.05 65 13 20 2182 566 46 UBC-856 

0.87 11.64 0.08 73 16 22 1729 495 85 UBC-864 

0.66 12.45 0.05 66 19 29 1654 325 77 UBC-885 

 

برای هر یک از آغازگرهای  MIو   PIC, EMRهای . ویژگی باندهای تکثیر شده و میزان شاخص3جدول 

ISSR  های جدایه متعلق به گونه 48درFusarium oxysporum   وFusarium redolens 

Table 3. Characteristics of amplified bands. PIC, EMR and MI indices for each of the ISSR 

primers for 48 isolates of Fusarium oxysporum and Fusarium redolens 

MI EMR PIC 

 درصد چندشکلی

Polymorphism 

(%) 

تعداد جایگاه ژنی 

 چندشکل

Number of 

polymorphic 

alleles 

 تعداد جایگاه ژنی

Number of 

alleles 

مجموع باندهای 

 تکثیر شده

Total bands 

 نام آغازگر

Primer name 

0.66 7.53 0.09 54 14 26 59 UBC-808 

0.24 3.20 0.07 40 8 20 38 UBC-809 

0.24 3.50 0.07 50 7 14 24 UBC-856 

0.66 6.25 0.10 63 10 16 44 UBC-864 

0.46 5.78 0.08 64 9 14 28 UBC-885 
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برای هر یک از آغازگرهای  MIو   PIC, EMRهای . ویژگی باندهای تکثیر شده و میزان شاخص4جدول 

ISSR  ی جدایه متعلق به گونه 48درFusarium solani 

Table 4. Characteristics of amplified bands. PIC, EMR and MI indices for each of the ISSR 

primers for 48 isolates of Fusarium solani 

MI EMR PIC 

 درصد چندشکلی

Polymorphism 

(%) 

تعداد جایگاه ژنی 
 چندشکل

Number of 

polymorphic 

alleles 

 تعداد جایگاه ژنی

Number of 

alleles 

مجموع باندهای 
 تکثیر شده

Total bands 

 نام آغازگر

Primer name 

0.72 7.2 0.10 60 12 20 52 UBC-808 

0.80 8.9 0.10 64 14 22 51 UBC-809 

0.30 4.1 0.07 58 7 12 22 UBC-856 

0.35 4.3 0.07 47 9 19 41 UBC-864 

0.50 6.76 0.07 52 13 25 47 UBC-885 

 

واره مورفولوژیک بر دست آمده از آغازگرهای مختلف و درختهای بهوارهشباهت بین درخت . میزان5جدول 

 اساس آزمون مانتل

Table 5. The similarity between the phylogenetic trees obtained from different primers and 

the morphological tree based on Mantel's test 

Morphology UBC-885 UBC-864 UBC-856 UBC-809 UBC-808  

     ---- UBC-808 

    ---- 0.58136 UBC-809 

   ---- 0.30202 0.27266 UBC-856 

  ---- 0.47771 0.55413 0.43978 UBC-864 

 ---- 0.54640 0.45821 0.47619 0.39571 UBC-885 

---- 0.47917 0.53393 0.37948 0.38186 0.31141 Morphology 

 

-Martiella، در بخش SMبر اساس ضریب شباهت  UPGMAی واره حاصله از تجزیه و تحلیل خوشهدرخت

Ventricosum  جدایه( و یک گروه با تک جدایه 43درصد به دو گروه تقسیم شد. یک گروه بزرگ ) 89در سطح تشابه F112 در .

های هر کدام با ضریب تشابه F622و  F189, F633,F791ی درصد متغیر بود. چهار جدایه 99تا  89گروه بزرگ، ضریب تشابه از 

 .گرفتندهای مجزا از هم قرارکمتر در گروه
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 Fusariumجدایه از قارچهای  96برای  UPGMAروش ای بهواره حاصل از تجزیه خوشه. درخت2شکل 

solani  وFusarium oxysporum  وFusarium redolens  با استفاده از نشانگرISSR  بر اساس ضریب

 SMتشابه 
Figure 2. UPGMA Dendogram of 96 isolates of Fusarium solani, Fusarium oxysporum and 

Fusarium redolens using ISSR markers based on SM similarity coefficient 

های های متعلق به گونهبرای جدایه UPGMAروش ای بهدندوگرام حاصل از تجزیه خوشه .3شکل 

Fusarium oxysporum  وFusarium redolens  با استفاده از نشانگرISSR  بر اساس ضریب تشابهSM 
Figure 3. UPGMA Dendogram of Fusarium oxysporum and Fusarium redolens isolates using 

ISSR markers based on SM similarity coefficient 
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-Martiellaهای متعلق به بخش برای جدایه UPGMAروش ای بهدندوگرام حاصل از تجزیه خوشه .4ل شک

Ventricosum  با استفاده از نشانگرISSR  بر اساس ضریب تشابهSM 

Figure 4. UPGMA Dendogram of Fusarium isolates belonging to Martiella-Ventricosum 

section using ISSR markers based on SM similarity coefficient 

 

های شوند و مسئول پوسیدگیها از مهمترین عوامل بیماریزای گیاهی هستند که باعث خسارات جدی به کدوییان میفوزاریوم

باشند. های کدوییان میهای قبل و بعد از برداشت در میوههای فوزاریوم مسئول پوسیدگیباشند. گونهها میطوقه و ریشه در ملون

ریزی و توسعه راهبردهای مؤثر و بلندمدت مدیریت بیماری شامل ارقام مقاوم و های فوزاریوم جهت طرحدانستن تنوع ژنتیکی جدایه

(. Thangavelu et al. 2012باشد )های بیماریزای قارچ ضروری میهمچنین توسعه نشانگرهای مولکولی اختصاصی برای فرم

اند و اطلاعات ژنتیکی مهمی در های مختلف مورد استفاده قرار گرفتهجهت مطالعه ژنتیک جمعیت یوکاریوت ISSRنشانگرهای 

(. در این آزمایشات از پنج آغازگر Mishra et al. 2003اند )ها ارائه کردههای مهم ژنتیکی و تکاملی در قارچجهت حل ویژگی
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6YA, (ATG)8G, (AC)8C, (AG)8(AG)  7وBHB(GA)  استفاده شد. تمامی پنج آغازگرISSR  در طول آزمایشاتPCR ،

Martiella-و  Elegansهای در تفکیک بخش 7BHB(GA)و  (ATG)6باندهایی پایدار و قابل تکرار تولید کردند. آغازگرهای 

Ventricosum های متعلق به نهطوری که بیشترین تولید باند را در گوتری داشتند بهی بهتر و واقعیاز همدیگر نتیجهF. solani  

 BHB(GA) 885-UBC)7((. آغازگر  et al.Shahnazi 2014های محققین دیگر مطابقت داشت )داشتند و این نتایج با یافته

مطابقت داشت. ولی Shanazi et al. (2014 )های داشت که با یافته F. solaniباند بیشترین تولید باند را درمورد  25با تولید 

همین دلیل در های مختلف از خود نشان ندادند بهها را در گروهاین بخشهای متعلق بهپنج آغازگر توانایی تفکیک گونهمجموع 

ی دیگر های مختلف باید از آغازگرهایی با تولید باندهای مشخص یا عدم تولید باند در یک گونه و تولید باند در گونهتفکیک گونه

های جدایه Elegansای خوبی از خود نشان دادند. در بخش گر توانایی تفکیک و تمایز داخل گونهمجموع پنج آغاز استفاده کرد.

بسیار بیشتر  F. redolensای بندی شدند. تنوع درون گونهتقریباَ از هم جداگانه گروه F. redolensو  F. oxysporumمرتبط با 

 .F. oبودند از جمله شناسایی شده F. oxysporumنام که بههایی بود. نکته دیگر اینکه برخی جدایه F. oxysporumاز 

melonis race 1.2 (FOM1.2)  در گروهF. redolens .قرار گرفتند 

تنهایی در یک گروه جداگانه قرار داشت. به F112شد. جدایه تنوع بسیار بالا مشاهده Martiella-Ventricosumدر بخش 

با  F189متمایز بود. جدایه  F. solaniی اهای روشن و رشد سریع از دیگر جدایهسفید پنبهاین جدایه با داشتن میسیلیوم پرپشت، 

شود. این جدایه از لحاظ ریخت شناسی ماکرو و صورت یک عضو جدا از گروه دیده میدرصد( از سایر اعضاء، به 85کمترین تشابه )

رنگ صورتی شبیه گدانه در محیط و تغییر رنگ محیط کشت بهتشخیص داده شد ولی از لحاظ تولید رن F. solaniمیکروکنیدیوم، 

 .Fهای وجود تنوع بالا در بین جدایه ها قرار گرفته است.بندی کاملاَ جدا از دیگر جدایهبود و در این گروه F. oxysporumبه 

solani ( با نتایج دیگر محققان مطابقت داشتShahnazi et al. 2014فقدان تنوع ژنتیکی، تو .)ی خاص را در ان یک گونه

اند های فوزاریوم مشابه آنچه دیگر محققین ذکر کرده(. در گونهCao 2006دهد )محیطی کاهش میمانی در برابر تغییرات زیستزنده

 ;Shahnazi et al. 2014; Dinolfo et al. 2010; Mishra et al. 2006تنوع ژنتیکی در سطح گونه و جمعیت بالا است )

Nagarajan et al. 2004.) های مولکولی مختلف بیانگر این مطلب است شناسی یکسان، در گروههایی با شکلقرار گرفتن جدایه

اگرچه  .(Rabbaninasab et al. 2013باشد )ها از همدیگر نمیکه شکل شناسی تنها، شاخصی مطمئن برای تفکیک کامل جدایه

ها در کشاورزی زمانی مفیدتر است که با دیگر نشانگرهای مولکولی ابزاری مفید برای اهداف تاکسونومیکی است، امَا کاربرد آن

 .Rabbaninasab et alهای بیولوژیکی مانند آزمون بیماریزایی و یا ژنتیکی مانند آزمون سازگاری رویشی همراه باشد )شاخص

بندی مستقل های مربوط به هر منطقه جغرافیایی مشاهده نشد و هر جدایه در گروهی خاصی بین جدایهبطهدر این تحقیق را .(2013

هایی های هر منطقه از لحاظ ژنتیکی تفاوتتوان این فرضیه را پیشنهاد کرد که جدایهاز دیگر جدایه همان منطقه بود. از این رو می

توان به (. و علت این امر را نیز میShahnazi et al. 2014; Lak et al. 2018; Khairy et al. 2016با همدیگر دارند )

های فوزاریومی جات در این مناطق و تنوع کشت و کاشت گیاهان میزبان متفاوت و حساس به پژمردگیکشت طولانی مدت صیفی
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دگی قارچی فوزاریومی در منطقه جوادآباد دیده بیشترین آلو مانند خربزه، طالبی، ارقام مختلف ملون، خیار، گوجه و بادمجان نسبت داد.

های جات از جمله طالبی در این منطقه دانست. بیشترین فراوانی گونهتوان سطح زیر کشت بالای صیفیشد. که علت آن را می

فراوانی مربوط  روی گیاه طالبی و کدو بود و همچنین روی گیاه خربزه بیشترین F. solaniی گونهفوزاریوم مورد بررسی متعلق به

 ای و سپس گیاه خربزه داشت.نیز بیشترین فراوانی را بر روی خیار گلخانه F. redolensی و گونه  F. oxysporumقارچ به

جلو در جهت توسعه نشانگرهای ساده و کارآمد برای تشخیص و بهما معتقدیم که این مطالعه، یک دستاورد رو: گیرینتیجه

کند. در مطالعات آینده ، قطعات تکثیر شده که امکان این عوامل بیماریزا در کشت گیاهان جالیزی فراهم میهای سازی جمعیتیکمّ

های زیستی بیمارگر را توانند تنوع و قابلیتهای داده ژن، مییابی و مقایسه آنها با پایگاهاند با استفاده از توالیتمایز را فراهم کرده

زا، بنابراین است که با توجه به اطلاعات کم و یا پراکندگی اطلاعات موجود در مورد این عوامل بیماری بیشتر تفسیر کنند. شایان ذکر

نظر های سریع و دقیق تشخیص عامل بیماری جهت دستیابی به مدیریت بیماری بسیار ضروری بهانجام تحقیقات گسترده، روش

که نشانگر های فوزاریوم مورد بررسی وجود داشت و اینیی در میان جدایهرسد. نتایج این تحقیق نشان داد که تنوع ژنتیکی بالامی

ISSR باشد.های قارچ فوزاریوم، میها و جدایهیک نشانگر کارآمد جهت آشکارسازی روابط مولکولی بین توده 

پیشوا، جهت -شناسی گروه گیاهپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد ورامیناز مسئولین آزمایشگاه بیماری :سپاسگزاری

مرکز تحقیقات کشاورزی  -از جناب آقای مهندس داریوش شهریاری ،هااشان در انجام گرفتن برخی آزمایشهمکاری صمیمانه

ارزشمند  یداوران محترم به خاطر ارائه نظرهاو همچنین از  FOM1.2و  FOM1 فوزاریوم هایجهت دریافت جدایه -ورامین

 آید.به عمل میویژه  یسپاسگزار یو علم یساختار

 

 منابع

، جلد اول، محصولات 1397-98( آمارنامه کشاورزی سال زراعی 1399زاده حمیدرضا، حاتمی فرشاد و همکاران )احمدی کریم، عباد

 .صفحه 89زراعی. 

 با کرمان استان عسل زنبور جمعیتهای ژنتیکی تنوع مطالعه( 1395) و همکاران امین، خضری محمدآبادی محمدرضا، بهادر یاسر،

 .186-192، 13 ،دامی تولیدات هایپژوهش .ISSR نشانگرهای از استفاده

با  Fusarium oxysporum f.sp. melonis( بررسی تنوع ژنتیکی در قارچ 1395خیری فاطمه، رهنما کامران و یامچی احد )

 .45-55، 1. ژنتیک نوین، ISSRاستفاده از سازگاری رویشی و نشانگرهای 

 Fusariumهای قارچ ( تعیین تنوع ژنتیکی جدایه1392ت الله، سروری سعید و بخشی خانیکی غلامرضا )ربانی نسب حج

oxysporum f.sp. melonis  در استان خراسان رضوی با استفاده از نشانگر مولکولیAFLP ،1. زیست شناسی ایران ،

 .18-27صفحه 
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های سازگاری میسیلیومی بین گروه DNA( بررسی چندشکلی 1389بخش مسعود )کریمی الهام، صفایی ناصر و شمس

Sclerotinia sclerotiorum  با نشانگرISSR. ،41-55، 2. بیوتکنولوژی کشاورزی. 

(. مطالعه تنوع ژنتیکی در چهار جمعیت بز کرکی راینی با استفاده از 1389عسکری ناهید، باقی زاده امین، محمدآبادی محمدرضا )

 .49-56، 5. مجله ژنتیک نوین، ISSRشانگرهای ن

 .Fusarium oxysporum f.sp هایبررسی تنوع ژنتیکی جدایه( 1397) داریوش شهریاریابوالفضل و  سرپله ک فرزانه،ل

melonis 69-83، 1، پژوهشهای کاربردی در گیاهپزشکی .پژمردگی طالبی و خربزه در ایران عامل. 
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