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 چكيده
  بين يكي از ابزارهاي قوي مطالعه تنوع ژنتيكي درعنوانه ب RAPD نظير PCR  وابسته بهروشهاي خصوصه ب DNAي بر ن ماركرهاي مبتامـروزه  :زميـنه و اهـداف  

 ـ موجـودات زنـده   ها با استفاده از   سويهاز طريق دسته بندي  سپورومزيفوزاريوم اگ جدا شده قارچ    هايسويهوع ژنتيكي تنمطالعه بررسي هدف از اين  .شـمار مـي رود  ه ب
 .بود RAPD  ملكولينشانگر

 و بعد از  شداستخراجدلاپورتا از طريق روش تغيير يافته  DNA .مطالعه قرار گرفت  موردسپورومزيفوزاريوم اگ  سويه قارچ  ١٥تعداد  در اين تحقيق     :روش بررسي 
 .شدندالكتروفورز % ٢بر روي ژل آگارز DNA دست آمده همراه با ماركر ملكولي استاندارد ه  ب PCR، محصولات    DNA گوي پلي مورفيسم  منظور بررسي ال  ه  ، ب PCRانجام  

 .دي شدندنها  بر روي دندروگرام دسته ب و سويهشد استفاده  SPSSبا برنامة  UPGMAروش  ازRAPD  آماري محصولات ه و تحليلبراي تجزي
داراي هاي استانهاي غرب كشور        بررسي نتايج حاصله نشان داد كه سويه      .          تقسيم شدند  سه گروه    ها به  آغازگر سويه    ۱۲ ل از نتايج تركيبي حاص  بر اساس    :يافته ها 

هاي  كه سويه  ، در حالي  دي شدند  در يك گروه و در كنار هم دسته بن          پايينتنوع ژنتيكي   با داشتن   ها       سويه كه تمامي اين   طوريه   ب هستند، DNA الگوي پلي مورفيسم  
 .دليل داشتن الگوي پلي مورفيسم متنوع تر  در هر سه گروه پراكنده شدنده مربوط به استانهاي شمال غرب كشور ب

شأ شور با من  هاي غرب ك   سويه RAPD وجود همبستگي بين الگوي      بيانگرها با دسته بندي بر اساس منطقه جغرافيايي           سويه RAPD مقايسه الگوي    :نتيجه گيري 
 .بوده است منطقه با ساير نقاطقادر به تشخيص تفاوت بين سويه هاي اين  RAPD ديگر عبارتبه  .جغرافيايي شان بود

 
 DNA ، پلي مورفيسم سپورومزيفوزاريوم اگ ، RAPD  : واژه هاكليد

 
 مقدمه

زا شايعي است كه      قارچ كپكي غير بيماري     فوزاريوم اگزيسپوروم 
عنوان پاتوژن انساني و    ه   و در عين حال ب      استگياهي  عمدتاً پاتوژن   

كراتيت  ها مانند اتومايكوز،   حيواني در بروز طيف وسيعي از عفونت       
فوزاريوز ريوي و فوزاريوز سيستميك دخالت        اونيكومايكوز، قارچي،

 فوزاريوم در دو دهه اخير ميزان موارد عفونت زايي سيستميك ). ١(دارد
، پيوند مغز   ضعف ايمني ه در ميان افراد دچار       ويژه  در جوامع انساني ب   

 و مبتلا به ايدز به ميزان قابل توجهي          +HIVاستخوان، پيوند اعضا، افراد   
ويژه موارد گزارش شده فوزاريوس سيستميك       ه  ب. افزايش يافته است  

 ). ٢(ز اهميت است يريوي از ناحيه جنوب شرقي آسيا حا
 مهمي گروه سپورومزياگ فوزاريومنظير  فوزاريوم گونه هاي مختلف 

 كه عامل مايكوتوكسيكوز  راتريكوتسنه از مايكوتوكسين هاي موسوم ب
 علاوه  .هستند، توليد مي كنند   اوليه و ثانويه در جوامع انساني و حيواني         

 و يكي از    نيز به كار مي روند     عنوان جنگ افزار بيولوژيك      ه   ب ،بر آن 
ك در فهرست جنگ    عمده ترين و كاربردي ترين سلاح هاي بيولوژي        

عنوان ه  همچنين گونه مزبور ب   . شوند افزارهاي بيولوژيك محسوب مي   
 ).٣(كار مي رود ه بيوراكتور براي توليد محصولات بيولوژيك خاصي ب

خسارات اقتصادي ناشي از بيماريزايي اين قارچ كپكي در سطح             
 گونه از   اين كه سويه هاي مختلف       استجهاني بالغ بر ميلياردها دلار       

يث بيماريزايي در انسان، حيوانات و گياهان داراي ويرولانس متفاوت ح
 اطلاعات ژنتيكي بسيار اندكي از ساختار و كه با توجه به اين). ٤(هستند

اي در    مطالعات گسترده   است،  مورد نظر موجود   ارگانيسمتوالي ژنومي   
بررسي  كه   گيرد هاي مختلف اين قارچ انجام مي       مورد شناسايي سويه  

در اين مورد    DNAبا استفاده از نشانگرهاي ملكولي      DNA  مورفيسمپلي  
  ).٥(د مي تواند سودمند باش



  

 تا به امروز     ١٩٨٠كه از اوايل دهه       DNA  ملكولي نشانگر هاي 
تعيين روابط  ، دقيق ترين ابزار بررسي ساختار ژنتيكي،           اندمعرفي شده 

هاي  هها و واريت    در تشخيص سريع گونه     نيز   دقيق فيلوژنتيكي و   
اين . اند  را فراهم كرده     فوزاريومموجودات زنده از جمله جنس          

و PCR وابسته به    گروه عمده شامل نشانگرهاي       دوها خود به     نشانگر
، RAPDهاي    نشانگر ،از اين ميان  .  شوندتقسيم بندي مي  مستقل از آن    

AFLP،ALP  وابسته به   نشانگرهاي  جزو   و غيره PCR  كاربرد بيشتري
 ).٦(د دارن

است كه بر پايه تكثير تصادفي  PCR روش مبتني بر RAPD١ وشر
 انگشت نگاري   وسيلة آن مي توان   ه   و ب  است استوار   يهاي ژنوم  توالي

DNA         در اين روش برخلاف    .  كردتهيه  را  يك ژنوم بزرگ و پيچيده
 نوكلئوتيد كه   ٩-١٠طول  ه   از يك آغازگر ب     PCRهاي استاندارد  روش

در . گردد استفاده مي شود    اردادي تعيين مي  طور قر ه  رديف بازي آن ب   
 DNAاين واكنش يك آغازگر منفرد نقاط مكمل خود را روي دو رشته             

متصل  DNA را در آن نقاط بر روي دو رشته          خودژنومي نمونه پيدا و     
محل اتصال آغازگرها در روي دو رشته متقابل به هم               اگر. كند مي

دو   توالي بين آن  ) ير باشد قابل تكث  DNAفاصله اي كه    ( نزديك باشند 
ه بنابراين چنانچه دو آغازگر ب    . تكثير خواهد شد   PCRنقطه اتصال طي    

ورده هاي حاصل   آ فر ،قرار بگيرند  DNAطورتصادفي روي دوقطعه از     
آنها متفاوت  RAPD الگوي ر، به عبارت ديگ   ؛از آنها متفاوت خواهد بود    

، تعيين DNAورفيسم الگوي پلي مها براي مطالعات  از اين تفاوت. است
. كرد مي توان استفاده      ...ية نقشة هاي ژنتيكي و     هيكي، ت تفيلوژنروابط  

به دليل مزاياي بالاي آن از قبيل           RAPDاستفاده از ماركر     همچنين  
و مواد   DNA عدم نياز به توالي         ،استفاده از آغازگرهاي تصادفي     

 روشاز اين    ،علاوهه  ب. )٧( است ي برخوردار يراديواكتيو از اهميت بسزا   
عنوان يكي از نشانگرهاي ملكولي مهم در مطالعه تنوع ژنتيكي               ه  ب

 فوزاريوم اگزيسپوروم  هاي مربوط به نژادها و سويه هاي قارچ        جمعيت
 با بررسي   ١٩٩٣ و همكاران در     مارتينكه   طوريه  ، ب استفاده مي شود  

 RAPD آن با روش   نژاد   چهارهاي مربوط به      تنوع ژنتيكي بين سويه    
 از لحاظ الگوي نوار دهي از       ٢هاي مربوط به نژاد       دادند كه سويه   نشان

 و در يك      هستند  برخوردار سويه هاهمشكلي بالايي نسبت به ساير        
و همكاران   ماتيلا يها  در بررسي  همچنين). ٨(  گروه دسته بندي شدند   

 كه دسته بندي بر       مشخص شد   فوزاريوم آوناسوم   بر روي  ١٩٩٦در  
 فوزاريومايزوآنزيمي در نژادهاي مختلف قارچ      و   RAPD اساس الگوي 

ها هم در    عنوان ابزاري مطمئن جهت شناسايي ساير قارچ       ه مي تواند ب  
به  RAPD روشبنابراين ). ٩(  كار روده هم در سطح گونه ب   سطح نژاد و  

. شد انتخاب   ها سويهجهت مطالعه ملكولي اين      روش  بهترين  عنوان  
ن از ديگر دلايل انتخاب اين        و سريع بودن آ     RAPDسهولت انجام   

 .روش بود
 

 ها و روش دموا
فوزاريوم سويه قارچ     ١٥تعداد   :تهيه سويه و محيط كشت      

، از مركز    مطالعه قرار گرفتند    در اين تحقيق مورد     كه   اگزيسپوروم
ها از   اين سويه  .شده بودند تحقيقات جهاد دانشگاهي كرمانشاه تهيه        

آذربايجان F) ۵۹و F،۲F ۵۸يبا كدها ( استانهاي آذربايجان شرقي     
  ،۲۴F(ايلام ) F ۴۷و۲۳F،  ۴۵ F(لرستان  ) ۱۵Fو۲۱F ،۱۸ F(غربي 

۲۵ F۲۶وF (   كرمانشاه)۳۱F ۳۰ و F (   و كرمان)۵۳F (   جمع آوري
 ميلي  ٣٠هاي    روز كشت در درون لوله      ٨ بعد از    ها سويه. شده بودند 

  در كوتاه براي مدتي    ،PDA٢  جامد ليتري درپوش دار بر روي محيط      
°Cهاي  به ارلن  ها سويه،  براي انجام مطالعات ملكولي   .  نگهداري شدند  ٤
 ،پودر نخود  گرم٤[ CSDA٣ ليتري حاوي محيط كشت مايعميلي  ١٠٠
 آنتي بيوتيك كلرامفنيكل    گرم    ٠٥/٠،  [Merck] دكستروز گرم    ٢
 ميلي ليتر اتانول    ١/٠جهت جلوگيري از رشد باكتريهاي ساپروفيت،        (

. شدند تلقيح و سپس به انكوباتور منتقل          = pH ۵/۴با   ]) درصد ٩٥
 درجه سانتيگراد   ٢٥ دور در دقيقه و دماي         ١٠٠دستگاه در وضعيت     

 روز ارلن ها از انكوباتور خارج و با استفاده از           هفت پس از    .تنظيم شد 
از د و    محيط كشت ها صاف شدن       .Watman No) ۱(كاغذ صافي 

الگوي منظور بررسي   ه  ب DNAها جهت استخراج      هاي سويه  سيليوميم
 ).١٠(استفاده شد RAPDبا استفاده از نشانگر م مورفيس پلي

ش تغيير يافته    از رو  DNAبراي استخراج     :DNA استخراج  
با افزودن  سويه  گرم از ميسيليوم    ٢٥/٠دار  مق. )١١(استفاده شد  دلاپورتا

   DNAبافر استخراجي ميكروليتر   ٥٠٠ و مقداري مساوي پودر شيشه    
 EDTANa2 ،۲۵۰  ميلي مولار  Tris-HCl ۸ pH [،۲۰ [لي مولار  مي ۲۰۰(

شد تا  يده  يسا داخل لوله هاي اپندورف      )  NaCl   ،%۵SDS ميلي مولار   
به مدت  درجه سانتيگراد    ٦٥-٧٠مونه ها در دماي     ن. شودكاملاً همگن   

مولار  ٥ استات پتاسيم ميكروليتر   ٢٠٠ سپس. ندشد دقيقه قرارداده    ١٥
 ١٠ به مدت    و لوله ها   شدبه نمونه اضافه    ) ي گراد  درجه سانت  ٤(سرد

 كلروفرم از   ميكروليتر ٤٠٠. دقيقه دردماي صفر درجه قرارداده شدند      
  دقيقه در٧مدت ه  ب وبه نمونه اضافه شد     ) درجه سانتيگراد  -۲۰( سرد  

g*و هاي جديد منتقل     فرفاز رويي به اپندو   . شدندسانتريفيوژ   ١٢٠٠٠
 اضافه  آنبه   ) درجه سانتيگراد    -٢٠ (زو پروپانل ايميكروليتر   ٥٠٠مقدار  
 .گرديدسانتريفوژ   ١٢٠٠٠*g  دقيقه در  ٥ مدته   و مواد داخل ب     شد

 ٧٥حاصل  با اتانل      DNA  فاز رويي به آرامـي خارج و رسـوب          سپس
آب از  ميكروليتر   ٢٠ در   و شده   دادهوشو    شست  و سپس  درصد سرد 

بافرحل شد و براي      TE  درجه يا  ٤ استريل سرد     مقطر دوبار تقطير  
 DNAكيفيت  . دي نگهداري گرد  -٢٠ C° هاي بعدي در دماي     استفاده

  از دو روش اندازه گيري ميزان جذب               ژنومي استخراج شده    
بر اساس  % ٧/٠ نانومتر و نيز الكتروفورز بر روي ژل آگارز            ٢٨٠/٢٦٠

به   DNA براي مشخص كردن مقدار    ). ١٢(تعيين گرديد مايرز  روش  
 ٢٦٠گيري جذب نوري در        از اندازه  براينُ  ا طابق روش دست آمده م  

 ).١٣(نانومتر استفاده شد 
 RAPD-PCR :بهينه سازي شرايط       رمنظوه  ب RAPD  ، غلظت

 DNAاز    نانوگرم ۲۰شامل  ميكروليتر   ٥٠ حجم    ي برا ٤گرها واكنش
 MgCl2،  ميلي مولار۱۰با غلظت  dNTP آغازگر،  از نانوگرم ۶۰،  ژنومي

 x ۱۰ PCR   ،۵/۳۷  بافر  از  ميكروليتر ۵،لي مولار     مي ۵۰ غلظت    اب
  واحد بر ميكروليتر    پنج  و ميكروليتر از آب مقطر دوبار تقطير استريل       

 ميكروليتر  ۱۰۰هاي اپندورف    داخل لوله در   Taq DNA پليمراز آنزيم
برنامه  RAPDگرهاي   شد و پس از آماده سازي واكنش        آماده   تنظيم و 

شركت ( MAXI-GENEاه ترموسايكلر در دستگ PCR لازم جهت انجام 
دور در اين برنامه يك      . تنظيم گرديد ) انگلستان استوارت ساينتيفيك 

 دقيقه در دماي    ٥مدت  ه  اوليه ب  DNA جهت تك رشته اي شدن كلي      
 ٩٠مدت  ه   شامل مراحل مربوط به اتصال پرايمر ب        دور ٣٤ درجه،   ٩٤

، شده است   مشخص ١جدول  ثانيه كه دماي اتصال براي هر آغازگر در         
 اي شدن   درجه، تك رشته   ٧٢ ثانيه در دماي     ٩٠مدت  ه  ب DNA سنتز  
DNA  جهت دور   و يك    ٩٤ ثانيه در دماي     ٩٠مدت  ه   شده ب  ساختههاي

1. Random Amplified Polymorphism DNA 3. Chick-pea Seed Meal Dextrose Agar 
2. Potato Dextrose Agar 4. PCR Reaction mixture 
 



  

ترتيب ه   دقيقه ب  ٦مدت  ه   ب DNAساختتكميل اتصال پرايمر وتكميل     
 RAPD. شدتنظيم  دستگاه ترموسايكلر    بر روي    ٧٢ و   ٣١در دماهاي   

است، انجام   آمده   ١  آغازگر كه توالي آنها در جدول      ١٢ از   يكبراي هر   
 نشانگرهايهمراه با    PCRكلية محصولات    PCRبعد از اتمام    و  گرفت  

 ولت، در شرايط    ٧٠ ثابت   و ولتاژ % ٢ آگارز   روي ژل بر   DNAملكولي  
اتيديوم ها پس از رنگ آميزي با         ژل از  .  يكسان الكتروفورز شد    كاملاً

 توسطماوراي بنفش   در زير نور     با آب مقطر،      و رنگ زدايي ژل    برومايد
 . عكس برداري شدپلورايددوربين 

 آماري محصولات    تجزيه و تحليل    براي: تجزيه و تحليل آماري    
RAPD    جدول ماتريس صفر و يك        و استفاده    نوارها حركتاز ميزان 
 با  ١خوشه اي با استفاده از جدول ماتريس صفر و يك تجزية            .  شد رسم

ي  DNA بر اساس الگوي چند شكلي        و UPGMAه روش ب SPSSبرنامة  
طور جداگانه براي هر آغازگر و نيز حالت تركيبي         به   RAPDمحصولات  

 . آنها انجام گرفت و دوري و نزديكي سويه ها بررسي شد
 

 يافته ها
 جدا   سويه ١٥بين  DNA به منظور بررسي الگوي پلي مورفيسم         

ايزوله قارچ در محيط      هاي   ، سويه فوزاريوم اگزيسپوروم قارچ  شده  
هاي  سپس محيط . شدند روز كشت     ٧مدت  ه   ب CSDAكشت مايع    

ژنومي استفاده   DNA ها جهت استخراج     كشت صاف شد و از ميسليوم     
  DNA ، كيفيت و كميت دلاپورتابه روش   DNA بعد از استخراج . شد

استخراجي   DNA بررسي ها نشان داد كه       . استخراجي تعيين گرديد  
 DNA درجريان استخراج     Kالص بوده و نيازي به پروتئيناز         نسبتاً خ 
 .نيست
پارامترهاي مؤثر مورد بررسي   RAPDمنظور بهينه سازي شرايط    ه  ب

هاي مختلف شرايط براي انجام واكنش       قرار گرفت و با توجه به آزمون      

اين شرايط بهينه سازي    . شدبهينه سازي   ميكروليتري   ٥٠هاي در حجم 
 . شودري واكنش ميشده موجب تكرارپذي

 دما، زمان و برنامه لازم      ،RAPDگرهاي   پس از آماده سازي واكنش    
پس از اتمام   . شددر دستگاه ترموسايكلر تنظيم        PCR جهت انجام 

ها كليه   بين سويه   DNA منظور بررسي الگوي پلي مورفيسم      ه  واكنش ب 
الكتروفورز گرديده و بعد از     % ٢بر روي ژل آگارز       PCR محصولات  

 زير در ،طر و رنگ زدايي از ژل با آب مق اتيديوم برومايد رنگ آميزي با
 ). ١تصوير(عكس برداري شد پلورايد  توسط دوربين  ماوراي بنفشنور

 حركت  از ميزان  RAPD آماري محصولات    ه و تحليل  براي تجزي 
20يك از نوارها با دقت       هر حركتميزان   .شد  نوارها استفاده  نسبي

1 
بر اساس وجود يا عدم وجود هر نوار از               . ميليمتر سنجيده شد   

به ترتيب عدد يك يا صفر به آن نسبت داده و به اين              PCRمحصولات  
بر اساس ماتريس صفر و     .  شد رسمترتيب جدول ماتريس صفر و يك       

حاصل  RAPDمحصولات   DNAيك تعداد كل الگوهاي چند شكلي        
 فوزاريوم اگزيسپوروم  سويه قارچ    ١٥براي    آغازگر ١٢ از آغازگرهاي 

 با استفاده از جدول ماتريس صفر و يك،         .به دست آمد   نوار   ١٤١جمعاً  
 خوشه ايهاي مختلف تجزيه    به روش  SPSS با برنامة    اي   خوشهتجزية  

طور ه  ، ب RAPDي محصولات    DNAشكلي    بر اساس الگوي چند    
بررسي  .م گرفت جداگانه براي هر آغازگر و نيز حالت تركيبي آنها انجا         

نتايج منطقي و مطمئن تري را به دست  UPGMA  روش كهها نشان داد
 .دوري و نزديكي سويه ها بررسي شد  و لذا بر اين اساس مي دهد
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مربوط به مار)   M (١پ به راست ستون ستونها از چ.  % ٢ در ژل آگارز ۸۱ با استفاده از آغازگر RAPDحاصل از DNAالگوي چند شكلي   :١ريتصو

 هاي جدا شده قارچ و  سويه DNA  مشخص كننده الگوي پلي مورفيسم ٥٩تا ٢، ستونهاي مريوط به اعداد   DNA استاندارد 
 PCRكنترل منفيمربوط به ) C  ( ١٧ستون 

 

  
Cluster analysis  



  

از يك  نتايج هر    دست آمده از      ه  ب هاي بندي بررسي گروه در  
بندي مقايسه اي    يد جدول تابع تشخيص و گروه     يا بر اساس تأ   آغازگره
هاي  ها بر روي دندروگرام      سويه ١روش وارد در  ) ٣جدول  (مزدوج  

دست ه بندي ب   گروه مقايسه. حاصله در گروه  هاي مختلف قرار گرفتند      
  ها بر روي دندروگرام حاصل از هر پرايمر با دسته بندي سويه              آمده  

  توانسته است   ٨١نشان داد كه تنها پرايمر        ي  براساس منطقه جغرافياي  
 ۲۴F ،  ۲۵ F ايلام شامل  ۲۳Fو۴۷F، ۴۵ Fهاي لرستان شامل   هاي استان  سويه

 كه از نظر    F ۳۰نام   ههاي استان كرمانشاه ب     همراه با يكي از سويه     ۲۶Fو
هاي  ، در يك گروه قرار گرفتند و سويه       هستندجغرافيايي به هم نزديك     
 . ها در گروههاي ديگر توزيع شده اند ر استانجمع آوري شده از ديگ

مورد استفاده در     پرايمر   ١٢تركيب داده هاي حاصل از       در مـرحله بعد   
ايـن تحقـيق انجـام پذيرفت ودر بررسي نتايج حاصل از پلي مورفيسم              

DNA    ــل از ــاي حاص ــب داده ه ــردوازده از تركي ــدول (آغازگ ) ١ج
گروه  : كردگروه دسته بندي  سهدر را  ها سويه دست آمدهه دندروگرام ب
،۱۵F عـــضو ١٠دوم شامل گروهF ۵۸ و۲F ،۱۸F، ۵۳F عضو٤اول شامل 

۲۳F  ،۲۴F  ،۲۵F،۲۶F،۳۰F،۳۱F،۴۵F،۴۷F۵۹وF    ۲۱بوده ودر گروه سوم سويه
F  بندي مقايسه  گروهو آناليز تابع تشخيص  .  )١دندروگرام   ( قرار گرفت

 بين اين سه گروه      درصد اختلاف واقعي   ١٠٠اي مـزدوج نيز با احتمال       

 ـرا مـورد تأ    ه ارتـباط معني داري بين   ك ـمشـخص كـرد  داد و   يد قـرار    ي
مستقل از هم     دست آمده كاملاً  ه   و گـروههاي ب    اردگـروهها وجـود نـد     

 .   )٢جدول(هستند
پلي دست آمده از دندروگرام حاصل از الگوي        ه بندي ب   گروه مقايسه
سويه ها   بندي   دستهدوازده آغازگر با     RAPD با روش  DNA مورفيسم

هاي  هاي استان  سويه% ١٠٠  كه دهد براساس منطقه جغرافيايي نشان مي    
تكثير  DNAغرب كشور در گروه دوم دندروگرام حاصل از الگوي             

 بنابراين  با دوازده آغازگر دسته بندي شدند  RAPD  روش وسيلهه  شده ب 
 و  رندهاي منطقه غرب كشور الگوي پلي مورفيسم مشابهي دا             سويه

ليل نزديكي ساختار ژنتيكي شان تقريباً در يك گروه مجزا قرار                ده ب
هاي استانهاي ديگر داراي الگوي پلي           كه سويه   در حالي   ،اند گرفته

 . شده اند و در هر سه گروه پراكنده هستندمورفيسم متفاوتي 
 است و گروههاي    ٠٥/٠بين گروهها كمتر از     P  مقدار   ٢طبق جدول   

بين گروهها اختلاف   داري با يكديگر ندارند و      به دست آمده ارتباط معني     
 .وجود دارد% ١٠٠واقعي 

 

 
  پرايمر مورد مطالعه در اين تحقيق١٢ اطلاعات مربوط  به مشخصات :١جدول                            

دماي اتصال توالي آغاز گر نام آغاز گر
°C 

 G+Cدرصد 

۱۷۱ 5’-GAAACAGCGG-3’ ۳۲ ۶۰ 
۱۷۲ 5′-GGAGCCCAC-3′ ۳۲ ۷۸ 
۱۷۳ 5′-GGAGGGTGTT-3′ ۳۲ ۶۰ 
۱۷۴ 5′-ACGATCGCGG-3′ ۳۴ ۶۰ 

۱ Pu 5′-AGATGCAGCC-3′ ۳۲ ۶۰ 

۲ Pu 5′-ACGGATCCTG-3′ ۳۲ ۶۰ 
۳ Pu 5′-ACTGGGACTC-3′ ۳۲ ۶۰ 

۸۱ 5’-GGTTCTGGCA-3’ ۳۲ ۶۰ 
۱ R 5’ CGGCCACCCT 3' ۳۶ ۸۰ 
۲ R 5’ CGCGTGCCAG 3’ ۳۶ ۸۰ 
۳ R 5’ CCGGGCAAGC 3’ ۳۶ ۸۰ 
۱۹ G 5’ ACGACCGACA 3’ ۳۲ ۶۰ 

 
  گانة حاصلسه براي گروههاي )روش وارد (بندي مقايسه اي مزدوج گروهو جدول تابع تشخيص  :٢جدول                                 
 . هاي حاصل از دوازده آغازگر با استفاده از تركيب دادهDNA  از الگوي چند شكلي                                   
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ها در سه گروه  طبق نمودار سويه. از تركيب دوازده آغازگر RAPDحاصل از  DNAبر اساس الگوي چند شكلي سويه  ١٥ حاصل از تجزيه خوشه اي نمودار:١ مدندروگرا
 . گروه پراكنده شده اندهاي استانهاي شمال غرب كشور در هر سه كه سويه در حالي. قرار گرفته اند٢هاي منطقه غرب كشور در گروه  دسته بندي شده و كليه سويه

 
بحث

هاي مختلفي از آن       با سويه  از قارچ  در هنگام بررسي يك گونه     
ها در   اين اختلاف . ي دارند يمواجه مي شويم كه با هم اختلاف جز          

، شدت  شناسي ريختهاي   برخي خصوصيات فنوتيپي نظير ويژگي       
يژگي  توليد شده و فعاليت آنها و ديگر و         هاي توكسيني، انواع   يبيماريزا

كه صفات فنوتيپي در سطح مواد ژنتيكي و بازهاي             از آنجا . ستها
DNA   رود كه هر گونه تنوع در             انتظار مي   ،ي شوندرمزدهي م

آنها انعكاس يابد،    DNAخصوصيات ظاهري بين دو موجود در سطح         
آنها با روشهاي    DNAها مستقيماً و با بررسي        كه اين اختلاف   طوريه ب

 ). ١٤(تقابل پيگيري اس مناسب
ه شده  يهاي مختلفي ارا   روش  DNAبراي بررسي تنوع در سطح      

با انواع   PCRروش  .  شوداست كه همه روزه بر تعدادشان افزوده مي         
روش  PCRيكي از انواع    . مختلفي كه دارد يكي از اين روشها است         

RAPD                است و در مواردي كه اطلاعات محدودي در مورد توالي
 از آنجا . اي دارد   كاربرد ويژه  استيار  يك موجود در اخت    DNAبازهاي  

 اطلاعاتي  فوزاريوم اگزيسپوروم قارچ   DNAكه در مورد توالي بازهاي      
  DNA اين روش براي بررسي پلي مورفيسم               ،در دست نيست    

 ).١٥ (مي تواند سودمند باشد
تنوع ژنتيكي بين    RAPD  نشانگر ١٢كارگيري  ه در اين تحقيق با ب    

 و سويه ها در سه       شد مشاهده   گزيسپورومفوزاريوم ا  سويه قارچ    ١٥
در بررسي جدول تابع تشخيص و آناليز          . گروه دسته بندي شدند    

دست نيامد و    ه اط معني داري بين گروهها ب        باي مزدوج ارت    مقايسه
دست آمده كاملاً مستقل از هم هستند و         ه مشخص شد كه گروههاي ب    

وع صحت  اين موض . وجود دارد %  ١٠٠اختلاف واقعي    ابين گروهه 
  .) >۰۵/۰p(نتايج حاصل را نشان داد 

 با   RAPDدست آمده از روش    ه  دسته بندي ب    حاضردر مطالعه    
 و نتايج اين     شدها بر اساس جدايي جغرافيايي مقايسه          تفكيك سويه 

هاي منطقه غرب كشور داراي الگوي پلي          بررسي نشان داد كه سويه     
ابه در ساختار ژنتيكي    ها به دليل تش    اين سويه . هستندمورفيسم مشابهي   

بين كم  تنوع ژنتيكي   بيانگر  شان در يك گروه مجزا قرار گرفته اند كه           
هاي استانهاي شمال    كه سويه  در حالي .  شودسويه هاي اين منطقه مي     

 و در گروههاي    ندغرب كشور داراي الگوي پلي مورفيسم متفاوتي بود       
اتي بر روي   مطالع) ١٦(و همكاران در    آسيگبتس   .مختلف قرار گرفتند  

فوزاريوم   جدايه قارچ   ٤٦الگوي پلي مورفيسم سه نژاد مربوط به            
 گروه جداگانه   سه آنها را به     ، دادند انجام RAPDبا روش   اگزيسپوروم  

مي تواند ايزوله ها را      RAPD مشاهده كردند كه     انآن. دسته بندي كردند  
مربوط همچنين ايزوله هاي . بر اساس نژاد كاملاً از همديگر تفكيك كند

به منطقه چين با داشتن الگوي پلي مورفيسم مشابه در يك گروه                  
هاي ساير كشورها با دارا بودن        كه سويه   در حالي  ،جداگانه قرار گرفتند  

 اندر مطالعه آن  . ساختار ژنتيكي متفاوت در هر سه گروه پراكنده شدند         
با نتايج حاصل از      RAPDمقايسه دسته بندي انجام گرفته بر اساس          

و خيمنز   از طرف ديگر،   . داشتتجانس بسيار كمتري       ريزاييبيما
وم يفوزار هاي قارچ   همكاران با بررسي تنوع ژنتيكي بين سويه            

دست ه  ببندي   نشان دادند كه دسته    RAPD از طريق الگوي  اگزيسپوروم  
در است،  با نتايج حاصل از بيماريزايي از همبستگي كامل برخوردارآمده

 



  

 جدايي جغرافيايي تجانس بسيار پاييني      اصل از حكه مقايسه نتايج     حالي
ها با   سويه RAPD  نيز مقايسه الگوي      حاضردر مطالعه   . )١٧(داشت

 وجود همبستگي بين     بيانگردسته بندي بر اساس منطقه جغرافيايي          
 جغرافيايي شان   أهاي غرب كشور با منش      الگوي پلي مورفيسم سويه    

خيص تفاوت بين سويه    قادر به تش   RAPD ،به بيان ديگر  . بوده است 
با توجه به نتايج حاصل از اين         . منطقه با ساير نقاط است     هاي اين   

يي اين روش را در      آمطالعه و همچنين بررسي مطالعات قبلي كه كار         
دهد پيشنهاد   عرصه مطالعات ژنتيكي از طريق طبقه بندي آنها نشان مي          

 از ساير    وسيله استفاده ه تر ب   تا با انجام مطالعات پيشرفته          شودمي
بررسي و  به   و ادغام نتايج حاصله       ريخت شناسي نشانگرهاي ملكولي و  

شناخت هر چه بهتر ذخاير توارثي و ساختار ژنتيكي اين سويه ها                 
اين موضوع سبب شناسايي هر چه سريعتر خصوصيات         . پرداخته شود 

  . شودمجموعه هاي ژنتيكي مي
 

 تقدير و تشكر
 استاديار  ،اي  دكتر علي برزگر    دت ه عنويسـندگان اين مقاله از مسا     

 .  كنند تشكر مي،دانشگاه ساري بخاطر محاسبات آماري
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