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 10.22092/idaj.2025.364848.424 : (DOI) شناسه دیجیتال

اطق دیم در من طوقه و پژمردگي نخود ،هاي فوزاریوم مرتبط با پوسيدگي ریشهبررسي و شناسایي گونه

 معتدل کشور

 3رگوی، معصومه خ8یجواد اشرف، 1فرشید محمودی

 .رانیکرمانشاه، ا ،یکشاورز جیآموزش و ترو قات،یتحقکشور )سرارود(، سازمان  مید یکشاورز قاتیمعاونت موسسه تحق -1
 جیآموزش و ترو قات،یسازمان تحق لام،یاستان ا یعیو منابع طب یو آموزش کشاورز قاتیمرکز تحق، گیاهپزشکیبخش   -8

 .رانیا لام،یا ،یکشاورز
 آموزش و قات،یان تحقاستان گلستان، سازم یعیو منابع طب یو آموزش کشاورز قاتیمرکز تحقبخش گیاهپزشکی،  -3

 .رانیگرگان، ا ،یکشاورز جیترو
 

 مبسوط چکيده

ز را اسوم مقام  ،یو نخودفرنگ ایاز لوبپس جهانی، و در مقیاس  گرددیکشور کشت م 05از  شتریدر ب خودنمقدمه: 

 لیاز قب یددمتع یزایمارینخود توسط عوامل ب اهیکشت به خود اختصاص داده است. گ ریز تولید و سطحلحاظ 

با عامل  یو بوته زرد یپژمردگ یماریکه ب ردیگیها و نماتدها مورد حمله قرار مروسیها، ویها، باکترقارچ

Fusarium oxysporum f.sp. ciceris ریشه با عامل  اهیس یدگیو پوسFusarium solani یهایماریب نیتراز مهم 

 ریو غ تیعنوان ساپروفو طوقه نخود هم به شهیریوم همراه رفوزا یها. گونهشوندمحسوب می اهیاین گ یقارچ

 ها امکانگونه انیتنوع م یو بررس ییاند. شناسانخود گزارش شده یرو زایماریو هم به شکل مهاجم و ب زایماریب

 نیا ؛ لذاسازدیقارچ را فراهم م نیا یبنددرست طبقه گاهیجا نیو همچن یماریب تیریمد یبهتر برا یزیربرنامه

شت و طوقه نخود از مزارع ک شهیر یدگیو پوس یقارچ فوزاریوم  مرتبط با پژمردگ یهاگونه ییهدف شناسا با قیتحق

 و گلستان انجام گرفت. لامیکرمانشاه، ا یهانخود در استان
 

 از پژمردگی و پوسیدگی ریشه و طوقه بیماری علایم دارای گیاهان برداری ازنمونهروش شناسي پژوهش: 

 های آلوده پس از ضدعفونی سطحیقطعات بافتگرفت.  صورت های کرمانشاه، ایلام و گلستانمزارع نخود استان

با حوله کاغذی  کردنخشک، با آب مقطر سترون شستشو شده و پس از  %0سدیم  با هیپوکلریت به مدت سه دقیقه

-15پتری برای مدت ی هاتشتکو  دندکشت داده ش Potato Dexterous Agar (PDA) کشت طیوی محسترون، ر

 ییزایماریها، اثبات بهیسازی جداخالص کشت و پس ازدرجه سانتیگراد قرار داده شدند.  80روز در دمای  0

 ها به روشیهجدا DNA استخراج .انجام شد (ILC 1929) روی رقم نخود حساس به بیماری فوزاریوم های جدایه

Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB)  ترادف نوکلئوتیدی ناحیه  نجام شد.ا ITS-rDNAپایگاه  در

 تطابق بر اساس گراملویفهای موجود در بانک ژن مقایسه و ثبت شد. با ترادف BLAST افزارنرمبا  NCBIاطلاعاتی 

تکرار  1555 بر اساسو  MEGA6.0افزار نرم لهیوسبه حداکثر درستنمایی ترادف نوکلئوتیدی با استفاده از روش

(bootstrap) رسم گردید.  
 

                                                           
 :نگارنده مسئول  f.m3162@yahoo.com  

  86/18/1053: تاریخ پذیرش  51/18/1058تاریخ دریافت: 
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  هایگونه  ITS-rDNAریتکث از حاصل مولکولی هایداده وی شناختختیر هایویژگی بر اساسهاي پژوهش: یافته

F. solani ، F. acuminatum ، F. equiseti ، F. oxysporum f. sp. ciceris  و Fusarium spp. شناسایی مورد 

 برخوردار بود. یو از بیشترین فراوان بوده گونه ترینشایعترین و غالب F. oxysporum آنها نبی در که گرفتند قرار

 .Fهای گونه کهیدرحال جداسازی شدند، بیشتر از گیاهان بالغ F. equisetiو  F. acuminatum هایگونه

oxysporum و  F. solaniدرخت فیلوژنتیکی  .بودند یجداسازدهی قابلاز گیاهچه تا غلاف شد،مراحل ر یتمام در

ندی بطبقهگروه فیلوژنتیکی  چهاررا در  فوزاریوم  شناسایی شده های، گونهITS- rDNAبر اساس مقایسه توالی نواحی 

یک روش مکمل مناسب برای  عنوانبه تواندیم ITS-rDNAیابی ناحیه نشان داد که استفاده از توالی ج. نتایکرد

  به کار گرفته شود. وزاریوم فهای مختلف شناسایی گونه
 

 یی، پوسیدگی سیاهزایماری، ب ITS-rDNAبیمارگر، بوته میری، :کلمات کليدي

 

 مقدمه

 ،کشت و تولید رینخود از لحاظ اهمیت، میزان سطح ز

است. سومین رتبه را در میان حبوبات جهان دارا 

کشت، میزان تولید و عملکرد جهانی نخود  ریسطح ز

میلیون  520/10میلیون هکتار،  208/10به ترتیب 

است. در گزارش شده در هکتار  لوگرمیک 1516تن و 

کشت و میانگین عملکرد نخود به  ریسطح ز ،ایران

 هکتار کیلوگرم در 005و  هکتار 010555 بیترت

بیمارگر از  05تا کنون بیش از  (.FAO, 2020)است 

 ،نقاط مختلف جهان روی نخود گزارش شده است

 Ascochyta جملهدودی از حتعداد م اتنهاگرچه 

blight (Ascochyta rabiei), Fusarium wilt (F. 

oxysporum f. sp. ciceris), black root rot (F. 

solani), collar rot (Sclerotium rolfsii), wet root 

rot (Rhizoctonia solani), Phytophthora root rot 

(Phytophthora megasperma), Pythium root 

and seed rot (Pythium ultimum), foot rot 

(Operculella padwickii, and stem rot 

(Sclerotinia sclerotiorum)  خسارات  باعث

شوند می تولید نخود مناطقاقتصادی جدی در 

(Nene and Reddy, 1987 .)  

عامل پژمردگی و پوسیدگی  بیمارگرهایدر میان 

   Fusarium oxysporum f. sp. cicerisقارچ ،ریشه

و  دارد در اغلب نواحی کشت نخود در جهان شیوع

-مناطق وارد میاین  به درصد 15-05 خساراتی بین

 (.Nene et al., 1984; Kaiser et al., 1994) کند

قارچ در  این رایاست؛ ز دشواربیماری این کنترل 

برای  ،حتی در غیاب میزبان گیاهی ،آلوده هایخاک

. استفاده از ارقام مقاوم ماندزنده میتمادی های مسال

 در مدیریت روشترین ترین و مطمئناقتصادی ،نخود

محققان و . شودمحسوب می های خاکزادبیماری

 برخود را  تلاشگران نخود در سراسر جهان، اصلاح

ین با ا. اندمتمرکز کردهتوسعه ارقام مقاوم به بیماری 

های زیادی با چالش اصلاح مقاومت ارقام نخودحال، 

-های بیمارگر از نظر بیماریرو است، زیرا جدایهروبه

طور  ها بهزایی تنوع بالایی دارند و ماهست ژنتیکی آن

  (. Haware et al., 1996مداوم در حال تغییر است )

میست های هیفوقارچمهمترین از  فوزاریومجنس 

های این جنس از . گونهرودشمار میبهخاکزی 

گیاهی هستند که  یزایماریبعوامل ترین تردهگس

 Nelson) کنندیاز گیاهان را آلوده م دامنة وسیعی

et al., 1983; Steinkellner et al., 2005.) یهاگونه 

ی از جمله پوسیدگ گوناگونیم یعلا فوزاریوم مختلف

پوسیدگی ساقه، انسداد و و پژمردگی ریشه، شانکر 

 های انباری و پوسیدگییآوندها، لکه برگی، پوسیدگ

ا ب و کنندیایجاد م را در گیاهان میوه پس از برداشت

خسارت اقتصادی  ،کاهش کمی و کیفی محصولات

 ;Trane, 1990) آورندقابل توجهی به بار می

Vakalounakis, 1996.) بسیاری از  نیعلاوه بر ا

 های فوزاریوم  قادر به تولید طیف وسیعی از گونه

ه هستند ک ،هااز جمله توکسین ،انویههای ثمتابولیت
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-محسوب می برای سلامتی انسان و حیوانات مضر

   (.Withanage et al., 2001شوند )

 بر اساس طور سنتیه ب فوزاریوم ی هاشناسایی گونه

 بسیاری شود، امای انجام میشناختختیر هایویژگی

ها از نظر تیپ میسلیوم، ماکروکنیدی و از گونه

به همین  .ندارندتفاوت محسوسی ی میکروکنید

 مبتنی برهای مولکولی تکنیک از دلیل، امروزه

 های اختصاصیژن و بررسی آنالیزهای فیلوژنتیکی

 O’Donnell) شودها استفاده میبرای شناسایی گونه

et al., 2012.) عامل  فوزاریومهای در ایران، گونه

رار کمتر مورد مطالعه قندرت فوزاریوز در نخود به

بسیار پیچیده و  هااین قارچ تاکسونومیاند. گرفته

 استفاده ازدلیل ه ب که عمدتا مورد بحث است

-ریختهای تاکسونومیکی متفاوت و تنوع سیستم

 بارهدر محدودیاست. دانش  هاگونهبالای  شناسی

در کشاورزی ایران در دسترس  فوزاریوم های گونه

 است. 

در نقش مهمی  ریوم فوزاهای شناسایی دقیق گونه

د. کنها ایفا میناشی از این قارچ یهایماریمدیریت ب

 فوزاریوم های شناسایی گونه ،ف از این مطالعههد
 ،پوسیدگی ریشه و طوقه نخود مرتبط با پژمردگی و

. بودشناسی و مولکولی ریخت هایویژگیبر اساس 

 یاهگونه روابط ژنتیکی و فیلوژنتیکی همچنین،

  قرار گرفت. بررسیمورد نخود  فوزاریوم

 

 هامواد و روش

سازي قارچ: خالص و ي، جداسازيبردارنمونه

 دارای گیاهان تصادفی از صورتبهبرداری نمونه

پوسیدگی  زردی و بوته میری، پژمردگی، علایم

 مزارع نخود دیم در از طوقه و ناحیه ریشه در

ر انجام شد. د های کرمانشاه، ایلام و گلستاناستان

-قارچ جداسازی برای نمونه گیاهی 00مجموع، 

  .قرار گرفت استفادهمورد ها

 به ساقه( و ریشه طوقه،) های گیاهیاندام ابتدا

و  برش داده شدند متریسانت 0/5-1قطعاتی به طول 

دقیقه  1-3به مدت  با سپس بسته به ظرافت بافت،

( یک درصد به NaOClسدیم ) هیپوکلریت در محلول

 قرار داده شدند. پس از آن، سطحی عفونیمنظور ضد

سترون شستشو  مقطر آب با بار سهقطعات گیاهی 

 سپس دقیقه(. 1-3مدت  به داده شدند )هر بار

 صافی روی کاغذ شدنخشک از قطعات گیاهی پی

 کشت محیط های حاویدیشبه پتری سترون،

 Potatoآگار )–دکستروز-ینیزمبیس عصارة

Dextrose Agar; PDAرشد  اتاقک درتقل شدند و ( من

 3-0به مدت  درجه سانتیگراد 80 دمای )انکوباتور( با

 روز نگهداری شدند. 

 تک ونوک ریسه از روش  ها،جدایه یسازخالص برای

  ( استفاده شد.Nelson et al., 1983) اسپورکردن

 ،فوزاریوم یهاگونه  صیتشخ یبراریخت شناسي: 

 یهاکشت طیمح یخالص شده رو یهاهیجدا

، (PDA) آگار–دکستروز-ینیزمبیمختلف از جمله س

 کشت   (WA) آگارو آب( CLA) آگار-خکمی برگ

 یپس از نگهدار .(Nelson et al., 1983)داده شدند 

با ها شناسایی آن ،مناسب ییو دما ینور طیدر شرا

 لمیعمقالات  تشخیصی معتبر، یدهایاستفاده از کل

 ,Rayner 1970, Booth) شد نجاماو چارت رنگ، 

1971, Gerlach and Irenberg, 1982; Nelson et 

al., 1983, Pascoe, 1990; Burgess et al.,1994, 

Seifert, 1996; Nirenberg and O'Donnell, 1998; 

Summerell et al., 2003; O'Donnell et al.,     

2004; Leslie and Summerell, 2006) . 
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 مزارع نخود  در بیماری پژمردگی و پوسیدگی ریشه و طوقه علایم دارای گیاهان از برداریراکنش نقاط نمونهپ -1شکل 

 .های کرمانشاه، ایلام و گلستاناستان
Figure 1. Spatial distribution of chickpea plants showing wilt and yellowing symptoms from different chickpea growing 

regions of Kermanshah, Illam and Golestan provinces. 

 

دقیقه  10بذور نخود به مدت : یيزايماريب آزمون

درصد ضدعفونی شده و  0/5با هیپوکلریت سدیم 

دقیقه با آب مقطر  0سپس سه بار، هر بار به مدت 

شسته شدند. پس از این مرحله، بذور به مدت یک 

مقطر شب در ظروف یک بار مصرف حاوی آب 

نگهداری شدند. پس از سپری شدن این مدت، آب 

ای مرطوب روی بذور ها تخلیه شد و پارچهظرف

زنی بذر در برای جوانه کشیده شد. سپس، ظروف

 گراد قرار داده شدند. درجه سانتی 80دمای 

های حاوی زده به سینیروز، بذور جوانه 8-3پس از 

( F. oxysporumشده )جهت مایه زنی با ماسه سترون

جهت )منتقل شدند یا به طور مستقیم در گلدان 

کشت شده و در  ها(و سایر گونه F. solani زنی بامایه

 گلخانه نگهداری گردیدند.

 .Fبرای تولید زادمایه : تهيه زادمایه قارچ بيمارگر

oxysporum، 85های حاوی ها در لولهجدایه 

کشت داده شده و در  PDAمحیط کشت  تریلیلیم

سانتیگراد قرار گرفتند. پس از رشد  درجه 80دمای 

ها به مدت یک هفته در تناوب اولیه هر جدایه، لوله

ساعت  18روشنایی و  ساعت 18تاریکی ) -ر نو

تاریکی( و دمای اتاق نگهداری شدند. پس از رشد 

 زنی آماده گردیدند. ها برای مایهکامل، جدایه

وسترلوند و  روشها، از برای تهیه مایه سایر جدایه

از طریق ) (Westerlund et al., 1974همکاران )

ی بذور گندم با قارچ استفاده شد. در این روش زنهیما

 تریلیلیم 805ی حاوی تریلیلیم 055های از فلاسک

آب مقطر استفاده شد. در هر فلاسک مقدار مشخصی  

 آبسانتیمتر  0-2 کهیطوربهبذر گندم ریخته شد، 

ا بپوشاند. پس از یک شب خیساندن، آب روی بذور ر

تخلیه شد و درب هر فلاسک با پنبه پوشانده شد. 

یک روز در  صورتبهسه مرتبه ) هافلاسکسپس 

درجه  181دقیقه در دمای  35میان( و هر بار به مدت 

 اتمسفر در اتوکلاو سترون شدند.  1سانتیگراد و فشار 

در  بلوک میسلیومی 0-0هر جدایه  ازدر ادامه 

کشت داده شد. سپس،  PDAهای پتری حاوی تشتک

بر روی هر محیط مقدار مناسبی بذر گندم سترون 

ی که سطح محیط به طور کامل اگونهبهاضافه گردید، 

ن شدبا بذر پوشانده شود. برای رشد قارچ و کلنیزه

به  درجه 80های پتری در دمای بذور گندم، تشتک

 د.مدت دو تا سه هفته نگهداری شدن
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 .Fهای زنی با جدایهبرای مایه: زني گياهانمایه

oxysporum، 3-0های نخود در مرحله از گیاهچه 

برگی استفاده شد. شمارش اسپور با هموسیتومتر 

 1×615انجام گرفت و از سوسپانسیونی با غلظت 

زنی استفاده شد لیتر برای مایهاسپور در میلی

(Banihashemi, 1968گیاهچه .) ی از بستر رامآبهها

د ها وارآسیبی به ریشه کهیطوربهماسه خارج شدند، 

دقیقه در  0/1ها به مدت نشود. سپس، ریشه

سوسپانسیون اسپور قارچ قرار داده شده و پس از آن 

روز قبل آبیاری شده بودند نشا  8هایی که در گلدان

دقیقه  8های شاهد نیز به مدت شدند.  ریشه گیاهچه

های مشابه شده و در گلدان وبردهفردر آب مقطر 

 85-80کشت شدند. گیاهان در گلخانه، تحت دمای 

درجه سانتیگراد نگهداری شده و  علایم پژمردگی و 

 صورت روزانه بررسی گردید. زردی به

و  F. solaniهای زنی گیاهان نخود با جدایهبرای مایه

عدد  0های شناسایی شده، در هر گلدان سایر گونه

، سدیم تیپوکلریهود، پس از ضدعفونی با بذر نخ

ها و یک روز قبل کشت داده شد. پس از رشد گیاهچه

نی زها آبیاری شدند تا فرآیند مایهزنی، گلداناز مایه

تسهیل گردد. برای این منظور، خاک اطراف هر بوته 

عدد بذر  0کنار زده شده و در اطراف طوقه هر گیاه، 

های قارچ بیمارگر قرار شده با جدایهگندم کلنیزه

های برداشته شده مجددا در خاک گرفت. سپس  

اطراف طوقه و روی بذور ریخته شد. هر تیمار شامل 

های گیاه بود. گلدان 0سه تکرار و هر تکرار شامل 

درجه  85-80زنی شده در گلخانه و در دمای میاه

گراد نگهداری شده و روزانه از نظر بروز علایم سانتی

 مورد بررسی قرار گرفت. پژمردگی

از  یقطعات :زبانيمجدد پاتوژن از م يجداساز

از حدفاصل بافت سالم ی، ماریب میعلا دارای هایبرگ

 با محلول یسطح یپس از ضدعفون جدا شدند. و آلوده

قطعات  قه،یدق 0درصد به مدت  1 میسد تیپوکلریه

به  های.  پترشدندکشت داده  PDAکشت  طیدر مح

و  گرادسانتی درجه 80تا  85 یر دماروز د 0مدت 

 نگهداری شدند.نور ممتد تحت 

 ها به روشیهجدا DNAاستخراج  DNA:ستخراج ا

 Cetyl ( و با استفاده ازTalbot, 2001تالبوت )

Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB)  
 ای قارچیهیهجدا یسلیومم ،منظور ینانجام شد. به ا

 دکستروز ی نیزمبیعصاره س یعکشت ما یطدر محکه 

(Potato Dextrose Broth=PDB)  کشت داده شده

روی و گراد درجه سانتی 80روز در  0مدت ه ببودند، 

 ثیرتک دقیقهدور در  105انکوباتور با سرعت  یکرش

 یفق ،با استفاده از پمپ خلأپس از تکثیر،  .ندیدگرد

خالص از  یسلیومم ،بوخنر و کاغذ صافی سترون

و با آب مقطر سترون شستشو  شدجدا  یعما یطمح

هود  یرکردن کامل زاز خشک ه شد. سپس، پسداد

پودر  عیژن مایترون وبا استفاده از کاغذ صافی  یل،استر

 بافر میکرولیتر  055در  میسلیوم پودر شده ید.گرد

 CTAB10%, NaCl 5 M, EDTA 0.5) استخراج

M, Tris-Cl1 M, β-Mercaptoethanol (0.2% and 

H2O) نیهثا 0 و سوسپانسیون درآمده صورتبه 

نسیون در میکروتیوب به مدت ورتکس شد. سوسپا

درجه سانتیگراد نگهداری شد.  60دقیقه در دمای  35

دقیقه با سرعت  6سپس، سوسپانسیون به مدت 

شد.پس از آن، هم  وژیفیسانتردور در دقیقه  18555

حجم فاز مایع، مخلوط کلروفرم: ایزوآمیل الکل 

به هر نمونه اضافه و ورتکس شد. سپس به  (80:1)

 درگردید.  وژیفیسانتردور  10555دقیقه در  7مدت 

ها مرحله بعد، هم حجم فاز بالایی میکروتیوب

اضافه  DNAایزوپروپانول سرد جهت رسوب دادن 

دقیقه در دمای  85ها به مدت گردید و میکروتیوپ

گراد قرار گرفتند. پس از آن، درجه سانتی -85

دقیقه انجام  7دور به مدت  10555در  وژیفیانترس

حاصل با   DNAرسوبنشین گردد. ته DNAشد تا 

شستشو داده شد، سپس زیر هود استریل  75اتانول %

دو یا آب مقطر   TEخشک شده و در نهایت در بافر

استخراج شده در  DNAشده حل گردید. سترون بار

یشتر گراد برای مطالعات بدرجه سانتی -85دمای 

با  DNAذخیره و نگهداری شد. کمیت و کیفیت 

 0های اسپکتروفتومتری و الکتروفورز استفاده از روش

در بافر و تراکم  0در ژل آگاروز % DNAاز  تریکرولیم
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باند با استفاده از نشانگر استاندارد تعیین و برآورد 

 گردید.

ریبوزومي  DNAیابي و توالي PCRواکنش 

rDNA)) : نواحیDNA یبوزومی رrDNA)) جدایه-

با استفاده از  فوزاریوم های مختلف گونههای 

تکثیر داده شدند. آغازگرها  ITS4و   ITS5آغازگرهای

ساخته شدند.   First Baseتوسط نمایندگی شرکت

میکرولیتر از  80واکنش و تکثیر در حجم نهایی 

 PCR(10X)  8, بافر شاملPCR مخلوط واکنش 

از هریک از  مولیلیم MgCL2 ،8/5 مولیلیم

dNTPواحد آنزیم  1از هر آغازگر،  مولیلیم 0/5، ها

Taq DNA polymerase  نانوگرم از  15وDNA  الگو

انجام گرفت. مواد شیمایی و آنزیمی از نمایندگی 

-تهیه شد. واکنش زنجیره Axon Scientificشرکت 

 BioRadدر دستگاه ترموسایکلر مدل  PCRای 

iCycler ت. چرخه دمایی برای واکنش انجام گرف

PCR  و تکثیر قطعاتDNA به  چرخهک: یصورتبه

چرخه به  30 ;درجه سانتیگراد 40دقیقه در  3مدت 

به  چرخهکی ;درجه سانتیگراد 40ثانیه در  05مدت 

به  چرخهکی ;درجه سانتیگراد 00ثانیه در  35مدت 

به  چرخهکدرجه سانتیگراد و ی 78دقیقه در  1مدت 

درجه سانتیگراد تنظیم گردید.  78دقیقه در  7مدت 

میکرولیتر  8با  PCRپس از انجام واکنش،  محصول 

درصد بارگزاری شد.  1بافر بارگذاری بر روی ژل آگارز 

ی زیآماز رنگپس  PCRمحصول برای مشاهده 

توسط اتیدیوم بروماید باندها در زیر اشعه ماورا بنفش 

 Photo-documentبرداری با دستگاه مشاهده و عکس

سازی ، توسط کیت خالصPCRانجام گرفت. محصول 

مطابق با دستورالعمل پیوستی شرکت سازنده کیت 

Prima Scientific Co.   )ی و جهت سازخالص)تایلند

  First Baseتعیین ترادف نوکلئوتیدی به شرکت 

در پایگاه اطلاعاتی  آمدهدستبهارسال گردید. توالی 

NCBI  افزارنرمبا BLAST های موجود در با توالی

( مقایسه و ثبت شد. مقایسه هم GenBankبانک ژن )

ا هنوکلئوتیدی بین جدایه توالی چندگانهی سازفیرد

 گراملویفانجام شد.  ClustalWبرنامه با استفاده از 

تطابق توالی نوکلئوتیدی با  بر اساسها این جدایه

 لهیسوبه Maximum-Likelihoodاستفاده از روش 

تکرار  1555 بر اساسو  MEGA6.0افزار نرم

(bootstrap( رسم گردید )Tamura et al., 2013.)  

 

 نتایج و بحث

 ریتکث از ناشی مولکولی وی شناختختیر هایداده

ITS-rDNA از نخودهای  فوزاریومهای قارچ جدایه

 ,F. oxysporum هایدارای علایم بیماری در گونه

F. equiseti, F. acuminatum, F.solani و 

Fusarium spp. هر برای ها. تعداد جدایهقرارداد 

 .Fهاآن بین در که بود متغیر 13 تا 3 از گونه

oxysporum  و از  بوده گونه نیترعیشاو  ترینغالب

 های. گونه(1 )جدول برخوردار بود یبیشترین فراوان

F. acuminatum  وF. equiseti  بیشتر از گیاهان

 و F. oxysporumهای گونه کهیدرحال ،بالغ
Fusarium solani  تمام مراحل رویشی از گیاهچه در

 خصوصیات .بودند یجداسازدهی قابلتا غلاف

  فوزاریومهای گونه میکروسکوپی و ماکروسکوپی

 آمده است.   8جدول در 

 هایتوصیف با هاگونهنیاشناسایی مورفولوژیکی 

 Nelson et)اران )توسط نلسون و همک شده ارائه

al., 1983 برجس و همکاران ،(Burgess et al., 

 Leslie and Summerell)و لزلی و سامرل  (1994

 مرازیپلای واکنش زنجیره داشت. مطابقت (2006

(PCR)  با استفاده از جفت آغازگرهایITS4/ITS5 

ها، هر یک از جدایه ITS1, 5.8S rRNA, ITS2ناحیه 

جفت باز  bp075مولکولی حدود یک باند ژنی با وزن 

 را تکثیر نمود.
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 ی نخوداز ریشه و طوقه جدا شدهفوزاریوم های درصد فراوانی گونه - 1 جدول
Table 1. Isolation frequency % of Fusarium species isolated from symptomatic chickpea roots and 

crowns 
Species 

 گونه
Isolate No. 

 تعداد جدایه
Frequency% 

فراوني درصد  

F. oxysporum  31 1/31 
F.  solani 7 1/31 
F. equiseti 3 1/31 
F. acuminatum 1 31 
Fusarium spp. 1 31 

 
 ها.جدا شده از ریشه و طوقه نخود و خصوصیات مرفولوژیکی گونه فوزاریومهای گونه - 8جدول 

Table 2. List of Fusarium species recovered from root and crown of chickpea and morphological 

characteristics of the species. 
F. acuminatum F. equiseti F. oxysporum F. solani  

سفید تا کرم قهو ه ای و 

 گاهی قرمز تا  زعفرانی

سفید تا زرد مایل به قهوه ای در 

 سطح زیرین قرمز

سفید تا صورتی و بنفش 

 وانیمایل به ارغ

 Colony color سفید تا کرم رنگ 

 رنگ کلني

 Conidiophor مونو فیالید مونو فیالید مونو فیالید مونو فیالید

 کنيدیوفور

بیضی تا تخم  "نادر و معمولا

 مرغی شکل

 

تک سلولی و بندرت دوسلولی 

بیضی تا تخم مرغی بندرت 

 تشکیل می گردد 

فراوان روی پرگنه، تک 

ی سلولی و گاهی دوسلول

 بیضی تا تخم مرغی شکل

 میکرومتر 8-0*6-10

فراوان روی پرگنه، تک 

سلولی و بندرت دوسلولی، 

 بیضی تا تخم مرغی شکل

 میکرومتر 3-6*2-12

Microconidia 

 ميکروکنيدي

زیاد بروی اسپوردوکیوم 

 6-0نارنجی کم رنگ، دارای 

دیواره عرضی، داسی، سلول 

پایه پاشنه ای و سلول 

 دراز انتهایی باریک و

 میکرومتر 35-00* 3-0

اسپورودوکیوم، زرد فراوان بروی 

 6-0تا نارنجی رنگ، دارای 

دیواره عرضی، داسی، سلول پایه 

پاشنه ای کشیده و سلول 

انتهایی مخروطی و بلند         

 میکرومتر80-00*0/3-0/0

 فراوان بروی اسپوردوکیوم

 0-3نارنجی رنگ، دارای 

دیواره عرضی، داسی شکل و 

یده و در دو انتها بتدریج خم

باریک می گرد و دارای 

 سلول انتهایی قلاب مانند

 میکرومتر 35-05* 3-0

فراوان بروی اسپوردوکیوم 

دیواره عرضی،  0-0دارای 

خمیده و دارای سلول 

انتهایی گرد و سلول پایه 

-0فرورفته و پاشنه دار 

 میکرومتر 30-00*6

Macroconidia 

  ماکروکنيدي

 

  

 

 
 Fusarium( و کلامیدوسپور در جدایه های  C(، فیالید )  B(، میکروکنیدیوم )  Aریخت شناسی ماکروکنیدیوم )  -8شکل 

oxysporum f.sp. ciceries (FOIF18=15( )خط مقیاس .)میکرومتر 
Figure 2. Morphology of macroconidium (A), microconidium (B), phialide (C) and chlamidospore 

(D) in Fusarium oxysporum f.sp. ciceries  ( (FOIF18) (Bar = 10 μm). 
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 Fusarium( و کلامیدوسپور در جدایه های  C(، فیالید )  B(، ماکروکنیدیوم )  Aریخت شناسی میکروکنیدیوم )  -3شکل 

solani  (FSIF5=15( )خط مقیاس .)میکرومتر 
Figure 3. Morphology of microconidium (A), macroconidium (B), phialide (C) and chlamidospore 

(D) in Fusarium solani (FSIF5) (Bar = 10 μm). 

 

 
 ITS4/ITS5ریشه و طوقه نخود با استفاده از جفت آغازگرهای  Fusariumهای جدایه PCRالگوی باندی محصول  - 0شکل 

، F. equestiهای جدایه F15-F18، کدهای F. solaniای هجدایه F11-F14، کدهای  F.o.cهای جدایه F1-F10)کدهای 

 . DNAاندازه  نشانگر Mو  .Fusarium spمربوط به  F22-24، کدهای  F. acuminatumهای جدایه F19-21کدهای 
Figure 4. Electrophoresis patterns of  Fusarium isolates using ITS4/ITS5 primers, F.o.c isolates 

(F1-F10), F. solani isolates (F11-F14 ),  F. equesti isolates (F15-F18 ),  F. acuminatum isolates 

(F19-21 ), nopathogenic fusarium (F22-24) and M marker for DNA size. 

 

در بانک ژن پس از بلاست  ITS-rDNAترادف ناحیه 

را شناسایی نمود  فوزاریومشدن، چهار گونه مختلف 

در ژن  BioEditبرنامه  لهیوسبهویرایش  که پس از

-(. نتایج نشان داد جدایه3بانک ثبت شدند )جدول 

 ITS-rDNAی از طریق خوبفوزاریوم بههای 

یی هستند. روش مولکولی با استفاده از شناساقابل

نشان داد که شباهت توالی  BLASTn افزارنرم

های مختلف های گونهجدایه rDNAنوکلئوتیدی 

اری گزتوالی نوکلئوتیدهای به اشتراک با  مفوزاریو

بود که این  44-155شده در ژن بانک را حدود %

های مختلف کننده شناسایی گونهدییتأموضوع 

های کشت و مرفولوژیکی ویژگی بر اساس  فوزاریوم

و  CLUSTAL Wی افزارهانرمبود. با استفاده از 

GeneCodone ،  پس از تطابق توالی نوکلئوتیدی

های مورفیک در گونههای پلی، سایتrDNAحیه نا

  مختلف مشاهده گردید.

با  ها و خاکزنی ریشهمایه ای،گلخانه شرایط در

 ظهور به منجر هاگونه استفاده از تمام

 علایم و رنگ طوقه تغییر ریشه، پوسیدگی

 شد، هر چند که علایم در نخود بیماری برگی

های هوایی و اندام و طوقه ریشه در شده ایجاد

 متفاوت بود. پس هاگونه هر یک از برای نخود

 شده، تلقیح گیاهان آلوده هایبخش کاشت از

 یبرا نیشد؛ بنابرا جداسازی مجددا عامل بیماری

 و گردید تکمیل کخ اصول ها،تمامی گونه

رسید. در  اثبات به روی نخود هاآن ییزایماریب

. شدگیاهان شاهد، علایمی از بیماری مشاهده ن

بر اساس مقایسه توالی نواحی درخت فیلوژنتیکی 

ITS- rDNA  ،مجزا برای  گروه فیلوژنتیکی چهار

هر  شناسایی شده ایجاد کرد که Fusariumهای گونه

 مختص یک گونه مستقل بود، به این معنی که  گروه
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 (NCBI دسترسی در ژن بانکشماره  و کد جدایه، مناطق جغرافیایی) فوزاریوم های قارچی مشخصات جدایه - 3 جدول
Table 3. Characteristics and GenBank Accession numbers (ITS-rDNA) of Fusarium species isolated 

from root and crown of chickpea 
Geographical 

region 

Accession 

Number  

Isolate 

code 

Species Isolate 

Number 

Geographical 

region 

Accession 

Number  

Isolate 

code 

Species Isolate 

Number 

kermanshah KR364585 FOIF16 F.oxysporum 16 Ilam KR364574  FSIF1 F. solani 1 

kermanshah KR364586 FOIF17 F.oxysporum 17 kermanshah KR364575 FSIF2 F. solan 2 
kermanshah KR364587 FOIF18 F.oxysporum 18 kermanshah KR364576  FSIF3 F. solani 3 

kermanshah KR364588 FOIF19 F.oxysporum 19 kermanshah KR364577 FSIF4 F. solan 4 

kermanshah KR364589 FOIF20 F.oxysporum 20 Ilam KR364578 FSIF5 F. solan 5 
kermanshah KR364590 FOIF21 F.oxysporum 21 Golestan KR364579 FSIF6 F. solan 6 

Golestan KR364589 FOIF22 F.oxysporum 22 Golestan KR364580 FSIF7 F. solan 7 

Golestan KR364588 FOIF23 F.oxysporum 23 kermanshah KR364581 FAIF8 F.acuminatum 8 
Illam KR364587 FOIF24 F.oxysporum 24 kermanshah KR364582 FAIF9 F.acuminatum 9 

Illam KR364586 FOIF25 F.oxysporum 25 kermanshah KR364583 FAIF10 F.acuminatum 10 
Illam KR364585 FOIF26 F.oxysporum 26 kermanshah KR364597 FEIF11 F.equiseti 11 

Illam KR364584 FOIF27 F.oxysporum 27 Illam KR364598 FEIF12 F.equiseti 12 

Illam KR364601 FIF28 Fusariu sp. 28 kermanshah KR364599 FEIF13 F.equiseti 13 
kermanshah KR364602 FIF29 Fusariu sp. 29 kermanshah KR364600 FEIF14 F.equiseti 14 

kermanshah KR364603 FIF30 Fusariu sp. 30 kermanshah KR364584 FOIF15 F.oxysporum 15 

 

خاص، همراه با  گونهکهای متعلق به یتمامی جدایه

 ، در یک گروههای استحصال از ژن بانکجدایه

العات مطنتابج  ،ین ترتیبه اب جداگانه قرار گرفتند.

ه بنزدیک  یهاشد و گونه دیینیز تأ یشناسختیر

-ویژگی بر اساس (.0شدند )شکل  شناسایی یکدیگر

 از ناشی مولکولی هایداده وی شناختختیر های

که از  Fusariumهای قارچ جدایه،  ITS-rDNAریتکث

و  گیاهان نخود دارای علایم بیماری جداسازی

 .Fهای گردیدند، متعلق به گونه یسازخالص

oxysporum،F. equiseti, F. acuminatum, F. 

solani  وFusarium spp. بودند. گونهF. 

oxysporum و از  بود گونه ترینشایعو  نیترغالب

 .F یهابرخوردار بود. گونه یبیشترین فراوان

acuminatum و F. equiseti بیشتر از گیاهان بالغ 

 و  F. oxysporumهای گونه کهیدرحال جدا شدند،

F. solani تمام مراحل رویشی از گیاهچه تا غلافدر-

شناسایی مورفولوژیکی  .بودند یجداسازدهی قابل

توسط نلسون و  شده ارائه هایتوصیف با هاگونهنیا

، برجس و همکاران  (Nelson et al., 1983همکاران )

(Burgess et al., 1994( و لزلی و سامرل )Leslie 

and Summerell, 2006 ) داشت. مطابقت 

 هایاز بیماری فوزاریوم ی ریشه نخود هایپوسیدگی

 . تحقیقات نشانروندیم شمار به محصول این مهم

توسط  بیماری این جهان نقاط اغلب در که اندداده

 ایجاد قارچی عامل چندین با گیاه زمانهم آلودگی

 های مختلف گونه شامل عمدتا   که گرددیم

Fusarium ستنده (Jimenez-Diaz et al., 2015 .)

 از  F. oxysporum و F. solani هایحضور گونه

 گزارش مناطق مورد مطالعه قبلا  نیز گیاهان نخود

 F. acuminatum  های قارچیگونهشده بود، منتهی 

. شوندگزارش می بار برای اولین F. equiseti و

 Mohamadi and) همچنین محمدی و بنی هاشمی

Banihashemi 1384) ،F. oxysporum  عنوان به را 

 گزارش استان فارس نخود مزارع در برخی اصلی گونه

 F. oxysporum ها،گونه فراوانی به توجه با. اندکرده

 های یوم فوزارجمعیت  از درصد 00 حدود فراوانی با

 مزارع بود که این در گونه پرجمعیت ترین ریشه،

 مطابقت زمینه این در قبلی کارهای گزارش با نتیجه

 .(Mohamadi and Banihashemi, 1384) دارد
به  F. solani  و F. oxysporumهای قارچی  گونه

های مختلف مورد های کمپلکس از گونهعنوان گروه

 با مشخصات مرفولوژیکیاند که فقط توجه قرار گرفته

 ;Lievens et al., 2008قابل تشخیص نیستند )

O'Donnell et al., 2004.)  بنابراین، مطالعات

ر تمولکولی به عنوان مکملی برای شناسایی دقیق

 ها مورد استفاده قرار گرفت. گونه
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 Colletotrichum و (NJ) تصال همسایگیبا استفاده از روش ا فوزاریوم های جدایه ITS-rDNA فیلوگرام ناحیه -0شکل 

truncatum به عنوان Out group تکرار در هر گره است. 1555است. درجه اعتبار سنجی در نظر گرفته شده 
Figure 5. A maximum parsimony consensus phylogeny using MEGA X with 1000 bootstrap 

replications inferred from concatenated DNA sequences of ITS-rDNA gene of Fusarium spp. 

isolates obtained from chickpea infected plants and reference isolate Colletotrichum truncatum 

obtained from GenBank was treated as the out-group. 
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به عنوان یک منبع  rDNAدر بسیاری از منابع، ناحیه 

در سیستماتیک مولکولی در سطح اساسی و مفید 

 ,.White et alگونه و زیر گونه معرفی شده است )

2004 ,, Sachse1994 ,et al. , Sherriff1990 در .)

تجزیه و تحلیل توالی نوکلئوتیدی  مطالعه حاضر،

DNA فوزاریوم های مختلف های گونهریبوزومی جدایه 

یژه های موجود در ژن بانک، به وو تطبیق آن با داده

ها با اطمینان ، شناسایی گونهEpitypeهای گونه

تائید شد. با استفاده از نرم فزارهای  %155-44

CLUSTAL W وGeneCodone  پس از تطابق ،

-های پلی، سایتrDNAتوالی نوکلئوتیدی ناحیه 

های مختلف مشاهده مورفیک در خصوص گونه

های قارچی مورد مطالعه، طول گردید. در تمام گونه

  ITS4با استفاده از آغازگرهای rDNAاحیه تکثیری ن

جفت نوکلئوتید بود. پلی  bp  075حدود ITS5و 

بود،  ITS2بیشتر از ناحیه  ITS1مورفیسم در ناحیه 

بود. توالی  5.8Sمتغیرتر از ناحیه  ITS2و ناحیه 

 تر ازبسیار با ثبات rDNAاز  5.8Sنوکلئوتیدی ناحیه 

ج بدست آمده در دیگر نواحی دیگر بود که با نتای

et al. Sherriff, 1994 ,منابع علمی مطابقت داشت )

Cannon et al., 2012 .) 

 مختلف  هایگونه رابطه با در معدودی مطالعات

Fusarium  اغلب در و است انجام شده وی نخودر 

 با هم گونه یک مربوط به هایجدایه تحقیقات، این

 گونه نخود، دواند. در اغلب نواحی کشت شده مقایسه

F. solani   و F. oxysporum عوامل عنوان به 

 های نخود گزارشپوسیدگی ریشه و پژمردگی بوته

 های دیگر گونه از های معدودیگزارش و اندشده

Fusariumتحقیقات در دارد. وجود نواحیاین  در 

دیگر محققان، نوع، تعداد و درصد  توسط شده انجام

 تواندمی این اختلاف بوده وها متفاوت فراوانی گونه

 زمان یا نمونه برداری و روش در تفاوت به مربوط

 هاگونه فراوانی نسبی بر که باشد بردارینمونه مختلف

بود  تاثیرگذار خواهد مختلف زمانی هایدوره در

(Bridge and Spooner, 2001; Costa, 2016 .)

 .F و  F. semitectumوجود از متعددی هایگزارش

equiseti وجود دارد. ایران در بقولات در دیگر F. 

semitectum   وF. equiseti   باقلا،   از F. equiseti 

اند گزارش شده چیتی  لوبیا معمولی  و لوبیا از

(Azimi et al., 2005; Heidarian and  Ershad, 

2002.)  

توسط  ها و خاکمایه زنی ریشه ،ایگلخانه شرایط در

 تغیر یا ریشه پوسیدگی ظهور به منجر هاگونه تمام

شد، هر  در نخود بیماری برگی علایم و رنگ طوقه

های و اندام و طوقه ریشه در شده ایجاد چند که علایم

در گیاهان  .نبود یکسان هاگونه همه برای هوایی نخود

 شاهد علایمی از بیماری مشاهده نگردید. علایم

 همه ایبر گیاهان و طوقه ریشه در شده ایجاد نکروز

 هایگونه بین هاییو تفاوت نبوده یکسان هاگونه

-گونه برخی برای این حال، گردید. با مشاهده مختلف

 مشاهده هوایی هایاندام و ریشه در مشابه علایم ها

 .Fدو گونه  ،در ایران و سایر نقاط جهان شد.

oxysporum f. sp. ciceris  وF. solani ه ترتیب به ب

گی و پوسیدگی طوقه و ریشه عنوان عوامل پژمرد

 .F,همچون  های دیگراند و گونهشناخته شده نخود

equisti  Fusarium eacuminatum ؛F. culmorum  

در نقاط مختلف جهان به عنوان عوامل  هاو دیگر گونه

-همراه یا بیماریزا از ریشه یا طوقه نخود گزارش شده

 وم فوزاریاند. در ایران، در مجموع شش گونه قارچ 

 .F. oxysporum ، F. solani ،, F. equiseti Fشامل  

proliferatum, F. sambucinum  وF. scripi  از

های هرز مزارع ریشه، طوقه و ساقه نخود و ریشه علف

 Mohamadi)اند و شناسایی گردیده سازینخود جدا

and Banihashemi, 1384).  

های ، جدایهITS-rDNAفیلوگرام حاصل از ناحیه 

را در چهار گروه مجزا قرار داد که هرکدام   وزاریومف

خاص یک گونه مستقل بود، بدین معنی که تمام 

های متعلق به یک گونه خاص، همراه با جدایه جدایه

قرار  های استحصال از ژن بانک در یک گروه مجزا

ای هگرفتند و این امر نشان داد که افتراق میان گونه

و  ه از توالی نوکلئوتیدیمرتبط نزدیک بهم با استفاد

ایج باشد. این نترسم درخت فیلوژنیک امکان پذیر می
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-با تحقیقات سایر محققان مطابقت دارد و نشان می

تواند برای تعیین می rDNAدهد توالی نوکلئوتیدی 

ط به های مرتبها و گونهروابط فیلوژنتیکی بین جدایه

(. DeBruijn et al., 1996هم بسیار مفید واقع شوند )

هر چند که باتوجه به فیلوگرام، روابط ژنتیکی بین دو 

بیشتر از سایر  F. equisetiو  F. oxysporumگونه 

 بود.   فوزاریومهای گونه

 نقاط تمام نخود در  فوزاریومهای گونه حاضر حال در

 فراوانی به خسارت ساله هر و دارند وجود جهان

 مختلف های. روشرندآومی وارد تولیدکنندگان نخود

 بیماری این مدیریت روش جهت چند از تلفیقی یا و

 هایبوته برخی .گیرندمی قرار استفاده مورد جهان در

-هم طور به این تحقیق، در شده بردارینمونه نخود

 آلوده فوزاریوممختلف  گونه سه یا دو توسط زمان

 آلودگی دارای آلوده گیاهان اکثر طوریکه به بودند،

 سه آلوده گیاه یک از عنوان مثال، ند. بهبود زمانهم

 .Fو  F. oxysporum ، F. equiseti گونه

acuminatum  شدند جداسازی. 
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EXTENDED ABSTRACT 
Introduction: The chickpea (Cicer arietinum L.) is grown in more than 50 countries and is the third 
most important food legume in the world after beans and peas in terms of both cultivated area and 
total production. Chickpea is affected by a wide range of fungal and viral diseases that can cause 
economic losses. Among these diseases, fusarium wilts and root rot, caused by Fusarium oxysporum 
f.sp ciceris and F. solani, respectively Are the most important soil-brone pathogens affecting 
chickpea. These assays will provide plant pathologists a valuable tool to refine the control and 
management of diseases caused by Fusarium spesies in chickpea. The present study aimed to identify 
the Fusarium species associated with root rots and wilting of chickpea, as well as the pathogenic 
strains affecting the crop. 
 

Methodology: Fusarium species were isolated from roots of chickpea plants showing wilt and 
yellowing symptoms in different chickpea-growing regions of Kermanshah, Illam and Golstan 
provinces. Plant samples were cut into small pieces, washed under running water for 20 mins, 
sterilized with 5% sodium hypochlorite for 3 minutes, rinsed in sterile distilled water, and then placed 
on filter papers. Afterward, the pieces were transferred to petri dish containing potato dextrose agar 
media (PDA). All the plates were incubated at 25° C for 5-10 days. To determine pathogenicity, 
purified isolates of Fusarium species were used. Total DNA was extracted using a modified protocol 
previously described by Talbot et al.  Each fungal species was characterized morphologically and 
molecularly based on DNA sequence data for ITS-rDNA. The PCR sequencing products of the tested 
isolates were aligned with Clustal (ver. 2). The MEGA6 program was used for phylogenetic analysis. 
Aligned sequences were checked for quality and compared with deposited sequences in Gene-Bank, 
NCBI, using BLAST.   
 

Research findings: Based on morphological and molecular charactertions, Fusarium species, 
including F. oxysporum, F. solani, F. acuminatum and F. equisti were identified. Fusarium 
oxysporum was the most commonly isolated species from all the samples, followed by F. solani. 
Fusarium acuminatum and F. equisti were isolated at both vegetative and mature stages of plants 
growth. The results showed that morphological approach fails to detect many biological factors, 
whereas molecular and phylogenetic approaches can be useful in identifying these factors. 
 

Keywords: Cicer arietinum, ITS-rDNA, Fusarium wilt, Phylogenetic analysis 
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