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 .Fusarium solani f. spخاکزی بيمارگر توسط لوبيا ریشه فوزاریومی پوسيدگی بيماری

phaseoli حال در. کندمی ایجاد ایران و دنيا در لوبيا مزارع در فراوان خسارت و شودمی ایجاد 

 این برای. باشدمی مقاوم ارقام از استفاده بيماری این کنترل روش تریناقتصادی و مهمترین حاضر

 بيماری عامل قارچ به سفيد لوبيا لاین 14 و کشت رایج رقم پنج العملعکس تحقيق این در منظور

 Realبا سنجیکميت سپس و بيماری علائم ارزیابی صورت به ابتدا لوبيا ریشه فوزاریومی پوسيدگی

time PCR  لاین بيماری علائم ارزیابی نتایج اساس بر. شد انجام KBC43106 به درسا رقم و 

 املع قارچ رشد روند و کمی ارزیابی منظور به سپس شدند، شناخته متحمل و حساس ترتيب

 ليترميلی در اسپور 710 غلظت با ایبرگچه دو هایگياهچه متحمل رقم و حساس لاین در بيماری

 2صفر، زمانی فواصل در و گردیدند تلقيح(  (Root dipریشه بردن فرو روش به بيماری عامل قارچ

 و ریبردانمونه شاهد و شده تلقيح هایگياهچه ریشه از آلودگی از پس روز 30 و 21 ،15 ،7 ،

 با هاریشه در موجود قارچ DNA ميزان تدریجی افزایش روند. شد انجام آنها از DNA استخراج

 آغازگرهای با همراه SYBR Green سيستم کارگيری به و  Real time PCR تکنيک از استفاده

-معنی تفاوت داد نشان نتایج. گردید سنجیکميت elongation factor 1-α ژن برای اختصاصی

 تکنيک بنابراین و دارد وجود متحمل و حساس گياهان ریشه در بيمارگر DNA مقدار بين داری

Real time PCR ، باشدمی لوبيا هایلاین و ارقام مقاومت ارزیابی برای مناسبی تکنيک. 

 
 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

( یکی از مهمترین .Phaseolus vulgaris Lلوبیای معمولی )

باشد. در های تیره بقولات و از مهمترین محصولات دنیا میگونه

ها )فولات( و (، ویتامین22%سراسر دنیا لوبیا منبع مهم پروتئین )

باشد و مواد معدنی )کلسیم، مس، آهن، منگنز، منیزیوم و روی( می

یم غذایی به ویژه در کشورهای در حال توسعه نقش مهمی در رژ

(. در کشورهای توسعه یافته Broughton et al., 2003دارد )

ای و نقش لوبیا در سلامت انسان و جلوگیری از مزایای تغذیه

های قلبی تایید شده هایی مانند سرطان، دیابت و بیماریبیماری

د سالانه انواع لوبیا (. تولیHangen and Benninek, 2003است )

باشد که بیش از نصف میلیون تن در سراسر دنیا می 21بیش از 

شود. در سراسر دنیا عوامل کل محصول حبوبات را شامل می

زیادی مانند مشکلات زراعی، عوامل زنده و غیر زنده تولید و 

 ,.Miklas et alدهد )عملکرد این محصول را تحت تأثیر قرار می

ه عواملی که عملکرد لوبیا را تحت تأثیر قرار (. از جمل2006

باشند که گیاه لوبیا را آلوده زای گیاهی میدهند عوامل بیماریمی

 Burke etگردند )نموده و موجب درجات مختلفی از خسارت می

al.,1991های ریشه به طور گسترده در مناطق (. اکثر پوسیدگی

دی مهمی روی لوبیای های اقتصالوبیا کاری شیوع دارند و بیماری

 (. Abawi and Pastor- Corrales, 1990کنند )معمولی ایجاد می

( Fusarium Root Rotبیماری پوسیدگی فوزاریومی ریشه لوبیا )

شود و ایجاد می F. solani f. sp. phaseoliتوسط بیمارگر خاکزی 

 ,Hallکند )خسارت فراوانی در مناطق لوبیا کاری دنیا ایجاد می

باشد و برای مدت (. این پاتوژن در خاک بسیار پایدار می1991

باشد. پوسیدگی آورد و کنترل آن بسیار دشوار میطولانی دوام می

ای بر روی ریشه و های قرمز مایل به قهوهفوزاریومی ریشه زخم

های بیماری با افزایش سن کند، زخمانتهای هیپوکوتیل ایجاد می

شود. پوسیدگی ریشه ای میدریج قهوهیابد و به تگیاه افزایش می

 Burkeیابد )به خصوص تحت شرایط استرس آبی افزایش می

and Hall, 1991 بیماری پوسیدگی فوزاریومی ریشه روی انواع .)

های مهم لوبیا در اغلب مزارع در سراسر دنیا جزء بیماری

شود. این بیماری تقریباً تمام محصول لوبیا را با زیان محسوب می

درصد  86کند و کاهش بازده لوبیا بالای خسارت روبه رو می و

 (.Schwartz et al., 2005تواند اتفاق بیافتد )نیز می

ز اهای زنده و غیر زنده توسعه ارقام مقاوم و متحمل به تنش

ی که باشد. ارقامهای اصلاحی در سراسر دنیا میمهمترین برنامه

وم از سم وابستگی به استفادهها دارند مقاومت بهتری در برابر تنش

رایط دهند و به این ترتیب تولید محصول لوبیا در شرا کاهش می

 (. Miklas et al., 2006شود )تر میتر و با ثباتمختلف سالم

سنجی یک بیمارگر در بافت گیاهی بیمار یکی از مهمترین کمیت

رگر ابزارها برای ارزیابی درجه حساسیت یا مقاومت میزبان به بیما

توان از این روش برای برنامه دهد و به این ترتیب میرا نشان می

(. Moretti et al., 2015اصلاحی گیاهان استفاده کرد )

 DNAسنجی درست، قابل اعتماد و با توان عملیاتی بالای کمیت

 Real timeاست. تکنیک   Real time PCRهدف، نیازمند روش 

PCR   سایی تغییرات اندک در بخاطر حساسیت بالا برای شنا

 آلی است.بررسی مقاومت میزبان و حساسیت آن روش ایده

پاتوژن های  توسعه و کلونیزاسیونسنجی و ارزیابی سرعت کمیت

است.  Real time PCR گیاهی یکی از مهمترین کاربردهای

 شناساییهای شناسایی کمی برای روشاستفاده از 

Helminthosporium solani  وColletotrichum coccodes  در

 ,.Cullen et al) است انجام شده و خاک  های سیب زمینیغده

، Glomus mosseaeعوامل بیماریزای . (2002 ,2001

Phytophtora. infestans  وP. citrophthora های در میزبان

و   Diaporte phaseolorum (Bohm et al., 1999)مختلف 

Phomopsis longicolla ا، در بذور سویRosellinia necatrix  در

 ,Schena and Ippolito)های مختلف ریشه و پوست میزبان

2003)، P. nicotianae  وP. citrophthora درریشه مرکبات 

(Ippolito et al., 2004) با استفاده ازPCR  Real time  ردیابی و

 اند. شده شناسایی

 Botrytisقارچ عامل بیماری پوسیدگی پیاز)  DNAسنجی کمیت

sppدر بذر پیاز به روش )Real time PCR   با استفاده ازSYBR 

Green  انجام شده و روشReal time PCR   در مقایسه با روش

های عامل های غذایی برای شناسایی گونهمعمول کشت در محیط

تر گزارش شده پوسیدگی گردن در داخل یا روی بذر پیاز حساس

 .((Chilvers et al., 2007است 
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بت ید نسهای لوبیا سفهدف از این مطالعه، غربالگری ارقام و لاین

به بیماری پوسیدگی فوزاریومی ریشه، توسعه و معرفی روش 

Real time PCR  برای تعیین مقدار و بررسی روند توسعه و

ز این در لوبیا و استفاده ا F. solani f. sp. phaseoliکلونیزاسیون  

 DNAن شدت بیماری و تجمع روش برای بررسی ارتباط بی

بیمارگر در ارقام مختلف لوبیا و بررسی میزان حساسیت و 

 باشد.های اصلاحی میمقاومت ارقام در برنامه

 

  هاروش و مواد

 

 های لوبیا سفیدهای قارچ، ارقام و لاینجدایه

موجود در  F. solani f. sp. phaseoliدر این تحقیق از سه جدایه 

ین انولوژی مرکز تحقیقات زنجان استفاده شد، آزمایشگاه بیوتک

د و آوری شده بودنها از مناطق مختلف استان زنجان جمعجدایه

های مورفولوژیکی و مولکولی شناسایی و قبلاً با روش

ده ستفازایی آنها در مرکز تحقیقات زنجان اثبات شده بود ابیماری

 گردید.

رکز از م در این تحقیق های لوبیا سفید مورد استفادهارقام و لاین

ه تحقیقات و آموزش کشاورزی و منابع طبیعی استان زنجان تهی

اک، رقم رایج لوبیا سفید )الماس، درسا، پ 5گردیدند که شامل 

ا هلاین لوبیا سفید بود که مشخصات آن 14دانشکده و صدف( و 

 آمده است. 1در جدول 

 ه در آزمایشهای لوبیا سفید مورد استفاداسامی لاین – 1جدول 
Table1- Common bean lines used in the experiment 

 نام لاین شماره لاین نام لاین شماره لاین

1 KBC42104 8 KBC43106 

2 KBC42101-1 9 KBC42107-2 

3 KBC43107-1 10 KBC42101-3 

4 KBC42107-2 11 KBC42121 

5 KBC42101-2 12 KBC42106 

6 KBC43107-1 13 KBC42128 

7 KBC43107-3 14 KBC42128 

 

 

 های مختلف لوبیا سفید نسبت بهبررسی واکنش ارقام و لاین

 ایدر شرایط گلخانه F. solani f. sp. phaseoliقارچ 

دیم سلریت های لوبیا سفید ابتدا با محلول هیپوکبذور ارقام و لاین

یک درصد به مدت یک دقیقه ضد عفونی سطحی شده و سپس با 

 ها با حجم دو لیتر بهاستریل شستشو شدند. گلدانآب مقطر 

زای ا( از خاک مزرعه )استریل( و پرلیت پر شدند. به 2:1نسبت )

ر ه بذهر رقم و یا لاین لوبیا سفید، سه گلدان و در هر گلدان س

متری سطح خاک کشت شدند و یک لوبیا در عمق دو سانتی

ظر صادفی در نگلدان نیز به عنوان شاهد در قالب طرح کاملاً ت

و نور  C 25- 16گرفته شد. گیاهان در گلخانه با دامنه دمایی 

ر یا، دهای جوان لوبزنی از گیاهچهطبیعی قرار گرفتند. جهت مایه

ن انسیوای استفاده شد. به این ترتیب که از سوسپمرحله دو برگچه

 لیتر از کشت هفتاسپور در میلی 710اسپور با غلظت تقریبی 

 (. برای ایجادAbawi et al., 1990دایه استفاده شد )روزه هر ج

بیماری زخم بسیار کوچکی به کمک اسکالپل سترون در قسمت 

سپور الیتر از سوسپانسیون طوقه لوبیا ایجاد شد و سپس دو میلی

ا تهیه شده بر روی محل زخم اضافه گردید. پس از یک ماه و ب

د. گردی و علائم ثبت ها از گلدان خارجمشاهده علائم بیماری بوته

ی زنهریشه گیاهان تیمار و شاهد جهت جداسازی و تایید قارچ مای

 .شده به عنوان عامل بیماری به آزمایشگاه منتقل شدند

وز ر 30ای پس از های گلخانهفاکتورهای ارزیابی شده در آزمون

ا اک تاز رشد لوبیا شامل ارتفاع بوته در زمان برداشت از سطح خ

ندام متر(، وزن خشک امتر(، طول ریشه )سانتیسانتینوک بوته )

هوایی )گرم(، وزن خشک ریشه )گرم(، طول زخم بر روی طوقه 

 و ریشه، درصد آلودگی و شدت بیماری در ریشه و درصد علائم

 برگی بودند.

 .F. solani f.spهای لوبیا با برای بررسی اثرات آلودگی گیاهچه

phaseoli  وزن خشک بوته و ریشه در ابتدا طول بوته و ریشه، بر

با استفاده از فرمول زیر درصد تغییرات طول بوته و ریشه، وزن 

خشک بوته و ریشه نسبت به شاهد بدون آلودگی محاسبه شد و 

 ها گردید.پس از آن اقدام به تجزیه آماری داده
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Lدرصد تغییرات طول بوته : 

controlLطول بوته شاهد : 

treatmentLتیمار ه: طول بوت 

ن کارابرای اندازه گیری علائم اندام هوایی از روش هارتمن و هم

شن شدن ،  رو1( استفاده شد : نبود علائم در اندام هوایی =1997)

گی برگی( = درصد آلود 20-1ها با حالت ابلقی و موزائیک )برگ

درصد  50 -21، علائم متوسط با کلروز و نکروز بین برگی )2

گی علائم سنگین با کلروز و نکروز بین بر، 3آلودگی برگی( = 

، علائم شدید با کلروز و 4گی برگی( = درصد آلود 80-51)

ی . برا5درصد آلودگی برگی( =  100 – 81نکروز بین برگی ) 

تفاده ( اس1997گیری علائم ریشه از روش کیم و همکاران )اندازه

ز ار ، کمت0شد: گیاهان سالم بدون هیچ یک از علائم آلودگی = 

ای درشت درصد ریشه آلوده شده و حداقل یک شانکر قهوه 20

د = درصد ریشه دارای شانکر تیپیک باش 50، حدود 1داشته باشد=

، مرگ 3دارای شانکر باشد= درصد ریشه 70-60، بیش از 2

متر یسانت 5گیاهچه پس از درآمدن از خاک، طول گیاهچه کمتر از 

از خاک یا پوسیدگی  ، مرگ گیاهچه قبل از درآمدن4باشد=

-ینلا. سپس میانگین شدت بیماری برای هر تیمار )ارقام و 5بذر=

ل ها( در هر تکرار محاسبه شد. در این پژوهش، تجزیه و تحلی

و  SAS 9.1 افزارگیری شده با استفاده از نرمهای اندازهآماری داده

در سطح یک درصد  LSDز آزمون ها با استفاده امقایسه میانگین

 جام گرفت. ان

در ریشه  F. solani f. sp. phaseoliقارچ  DNAسنجی کمیت

لاین حساس و رقم متحمل لوبیا سفید به بیماری پوسیدگی 

 فوزاریومی ریشه لوبیا

پاتوژن در ژنوتیپ حساس و  DNAسنجی به منظور کمیت

متحمل لوبیا سفید به بیماری پوسیدگی فوزاریومی ریشه لوبیا بر 

دت و علائم بیماری و آنالیز نتایج یک لاین اساس ارزیابی ش

حساس و یک رقم متحمل برای انجام مراحل بعدی آزمایش و 

های مختلف پس از سنجی پاتوژن عامل بیماری در زمانکمیت

سنجی میزان ژنوم آلودگی انتخاب شد. سپس به منظور کمیت

قارچ عامل بیماری در ریشه ژنوتیپ حساس و متحمل لوبیا سفید 

قالب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار و در شش زمان انجام در 

شد. ابتدا بذور به مدت یک دقیقه با محلول هیپوکلریت سدیم 

یک درصد ضدعفونی و سپس با آب مقطر استریل شستشو شدند. 

( از خاک مزرعه 2:1ها با حجم یک لیتر به نسبت )گلدان

لوبیا در عمق دو  )استریل( و پرلیت پر شدند. در هر گلدان دو بذر

متری سطح خاک کشت شدند و یک گلدان نیز به عنوان سانتی

 -C 25 شاهد در نظر گرفته شد. گیاهان در گلخانه با دامنه دمایی

های جوان زنی از گیاهچهو نور طبیعی قرار گرفتند. جهت مایه 16

ای استفاده شد به این ترتیب که از لوبیا، در مرحله دو برگچه

لیتر از اسپور در میلی 710ون اسپور با غلظت تقریبی سوسپانسی

(. Abawi et al., 1990کشت هفت روزه هر جدایه استفاده شد )

ای رقم حساس و های دو برگچهدر مرحله بعد ریشه گیاهچه

متحمل لوبیا سفید درون سوسپانسیون اسپور جدایه قارچ بیمارگر 

دقیقه قرار گرفتند و لیتر به مدت ده اسپور در میلی 710با غلظت 

-ها دوباره در خاک کشت گردیدند. سپس نمونهسپس گیاهچه

های شاهد و آلوده در زمان برداری از کل ریشه و طوقه گیاهچه

روز بعد از تلقیح  30و  21، 15، 7، 2صفر )در همان زمان تلقیح(، 

های لاین حساس و متحمل لوبیا سفید صورت قارچ از گیاهچه

ها داخل فویل آلومینیومی و سریعاً درون ازت هگرفت. سپس نمون

مایع قرار گرفتند و سپس به آزمایشگاه منتقل شده و در فریزر 

 درجه سلسیوس برای انجام مراحل بعد نگهداری شدند. -70

های لوبیای آلوده با روش کل از ریشه بوته DNAاستخراج 

CTAB (Novaes et al., 2009با اندکی تغییرات انجام شد ) .

از  DNAهای سپس جهت تعیین درجه خلوص و غلظت نمونه

 وفیت دستگاه اسپکتروفتومتر نانودراپ و ژل آگارز استفاده و کی

 DNAهای ها بررسی شد. همچنین تمام نمونهکمیت نمونه

ا مگی تهای لوبیا بعد از انجام نانودراپ هاستخراج شده از ریشه

زیابی دقیقی در رقیق شدند تا ار DNAنانوگرم   100غلظت 

 برای پاتوژن در ریشه انجام شود. DNAشرایط یکسان از میزان 

 گیاهان شاهد استفاده شد تا تغییر پذیری DNAرقیق سازی از 

 گیاه نیز بررسی شود  DNAفرآیندهای داخلی با استفاده از 

(Mercado-Blanco et al., 2003). 
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 .F. solani f. spبه منظور طراحی پرایمرهایی که قادر به شناسایی 

phaseoli  باشند، از توالی ژنelongation factor 1-α  ،استفاده شد

به  NCBIهای مختلف پاتوژن از پایگاه نوکلئوتیدی توالی ایزوله

 Multipleدست آمدند، سپس توسط هم ردیفی چندگانه )

Alignmentها بوسیله نرم افزار ( توالیMEGA4 نواحی حفاظت ،

افزار در نهایت پرایمرها با استفاده از نرمشده تعیین شد و 

AlleleID 7  طراحی شدند. توالی آغازگرهای طراحی شده برای

شامل آغازگر رفت  F. solani f. sp. phaseoliکمیت سنجی قارچ 

Ef1α- F  با توالیACAATCAATCACAGACCG -3′- 5′ و

با توالی  Ef1α- Rآغازگر برگشت 

GAGATGTCACCAACCTTC-3′- 5′باشد. می 

به منظور بررسی روند توسعه و گسترش قارچ  در این مطالعه،

بیمارگر در میزبان و همچنین تفاوت میزان رشد بیمارگر در میزبان 

از  F. solani f. sp. phaseoliحساس و متحمل لوبیا به قارچ 

 SYBERاستاندارد با استفاده از سیستم منحنیروش ترسیم 

Green .استفاده شد  

با  F. solani f. sp. phaseoliقارچ  DNAی میزان سنجکمیت

 EXI-05C-1303021مدل  Real time PCR استفاده از دستگاه

Bioneer  انجام شد. هر واکنشPCR  میکرولیتر  20در حجم

( شرکت   Master Mixمیکرولیتر از مخلوط آماده ) 10شامل 

JenaBioscience ،1/0 ( میکرومولار از هر آغازگر رفتrd Forwa

primer( و آغازگر برگشت )Reverse primer میکرولیتر از  4( و

DNA  بافت ریشه و طوقه لوبیا بود. واکنشReal time PCR  با

سه تکرار و بصورت مجزا،  برای هر یک از تکرارهای کشت شده 

ای پلیمراز شامل مرحله در گلخانه انجام شد. واکنش زنجیره

و یک  C  95قه در دمای دقی 12سازی اولیه به مدت واسرشت

ثانیه، دمای  20به مدت  C  95ای شامل دمایچرخه 40برنامه 

  Cثانیه و دمای  30به مدت  C  52اتصال آغازگرها در دمای 

 5ثانیه بود. پس از آخرین چرخه مخلوط به مدت  30به مدت  72

نگهداری شد. پس از پایان واکنش رسم  C  72دقیقه در دمای 

درجه  5/0با اختلاف  C  95 -60واکنش در دمای  منحنی ذوب

سلسیوس در هر چرخه انجام گرفت. برای اطمینان از درستی 

های واکنش انجام واکنش و اختصاصی بودن واکنش، فراورده

Real time PCR  ( بارگذاری شدند%1بر روی ژل آگارز )عمل . 

 .شد مانجا ساعت 1 زمان مدت در V 80 ولتاژ شدت با الکتروفورز

 .F. solani f. sp  قارچ برای ژنوم رسم منحنی استاندارد

phaseoli  
بر خالص  F. solani f. sp. phaseoli  قارچ DNAهای سری رقت

با  (Song et al., 2002)اساس روش سانگ و همکاران 

آماده شدند و نانوگرم  001/0، 01/0، 1/0، 1، 10 هایغلظت

 با سه تکرار حنی استانداردبرای ترسیم من  Real time PCRدر

گیاهان  DNAمورد استفاده قرار گرفتند. برای رقیق سازی از 

از  فادهشاهد استفاده شد تا تغییر پذیری فرآیندهای داخلی با است

DNA یقهای رقگیاه نیز بررسی شود. آزمایش با استفاده از سری 

های هونهر کدام از نمدر نهایت گانه، اجرا گردید. پنجسازی شده 

 مجهول و شاهد نیز مورد آزمایش قرار گرفتند. آزمایش برای

سپس . خالص به عنوان کنترل مثبت تکرار شد بیمارگرنمونه 

تجزیه و مقایسه  SAS 9.1افزار آماری ها به کمک نرمداده

در سطح یک درصد انجام  LSD ها با استفاده از آزمونمیانگین

 .شد

 

  و بحثنتایج 

 

های بیماری و شدت آلودگی ارقام و لاینارزیابی علائم 

در  F. solani f. sp. phaseoliمختلف لوبیا سفید نسبت به قارچ 

 ایشرایط گلخانه

 ام وگیری شده ارقبا توجه به جدول تجزیه واریانس صفات اندازه

ه کشود ( مشاهده می2های لوبیا سفید در گلخانه  )جدول لاین

 ساسیتوبیا سفید از لحاظ میزان حهای مختلف لبین ارقام و لاین

داری در و علائم مورفولوژیکی نسبت به بیماری اختلاف معنی

 سطح احتمال یک درصد وجود دارد. 

های بر اساس ارزیابی علائم بیماری و شدت آلودگی ارقام و لاین

مشخص شد که هیچکدام  F. solani f.sp. phaseoliآلوده شده به 

در این پژوهش مورد بررسی قرار گرفتند،  هایی کهاز ارقام و لاین

در مقابل بیماری پوسیدگی فوزاریومی کاملاً مصون نبودند و 

تمامی آنها درجاتی از حساسیت را نشان دادند. ولی همانطور که 
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شود براساس مقایسه میانگین مشاهده می 3در جدول شماره 

رجه های لوبیا سفید بر اساس دصفات بررسی شده، ارقام و لاین

 های مختلفی قرار گرفتند.حساسیت نسبت به این بیماری در گروه

به عنوان حساسترین و  KBC42101-2و  KBC43106های لاین 

به عنوان  KBC42101-1و  KBC42107-2های رقم درسا و لاین

 ها و رقم در این پژوهش شناخته شدند.ترین لاینمقاوم

 

های لوبیا سفید در شرایط ام و لاینروی ارق F. solani f. sp. phaseoliگیری صفات ارزیابی شده در آزمایش اثر قارچ از اندازههای حاصل تجزیه واریانس داده -2جدول 

 ایگلخانه
Table 2- Analysis of variance of data obtained from measuring the traits evaluated in the experiment of F. solani f. sp. phaseoli on white bean cultivars and 
lines in greenhouse conditions. 

 منابع تغییرات
درجه 

 آزادی

 میانگن مربعات

 علائم اندام هوایی درصد نکروز ریشه طول زخم وزن خشک ریشه وزن خشک بوته طول ریشه طول بوته

 1348/0 ** 1275/0 ** 2425/3 ** 0203/146 ** 2816/233 ** 4485/466 ** 3024/209 ** 18 رقم

 0845/0 0261/0 3505/0 8265/8 1577/42 1961/60 2163/14 152 اشتباه آزمایشی

 48/27 13/12 50/26 00/15 69/24 89/22 64/22 ضریب تغییرات )درصد(

 .indicated significant differences at 1% level :**   باشد.می %1دار در سطح دهنده وجود اختلاف معنی: نشان**

 

 

در  Fusarium solani f. sp. phaseoliده با های مختلف لوبیا سفید تلقیح شگیری صفات مورد مطالعه در ارقام و لاینهای حاصل از اندازهمقایسه میانگین داده -3جدول 

 ایشرایط گلخانه
Table 3- Comparison of mean values of the studied traits in different cultivars and lines of inoculated beans inoculated with Fusarium solani f. sp. phaseoli in 

greenhouse conditions. 
 علائم اندام هوایی درصد نکروز ریشه طول زخم وزن خشک ریشه وزن خشک بوته طول ریشه طول بوته  رقم

 def 84/15 cde 26/32 a-e 50/27 d-h 53/18 abc 39/2 bc 33/1 b 67/0 1لاین 

 fg 84/11 e 81/23 e 87/19 i 82/13 d 44/1 c 00/1 b 44/0 2لاین 

 bc 27/21 abc 20/41 abc 54/30 b 35/23 a 83/2 ab 67/1 ab 89/0 3لاین 

 d-g 20/14 de 47/27 e 23/21 ghi 20/16 d 55/1 c 00/1 b 55/0 4لاین 

 a 72/26 ab 81/42 a 45/35 a 13/28 a 05/3 a 11/2 a 44/1 5لاین 

 fg 45/11 de 48/30 cde 00/25 fgh 82/17 d 61/1 bc 11/1 b 55/0 6لاین 

 efg 50/12 de 86/24 de 67/21 e-h 95/17 d 55/1 c 00/1 b 55/0 7لاین 

 a 17/26 a 79/44 ab 93/33 a 57/28 a 05/3 a 11/2 a 44/1 8لاین 

 g 07/11 de 16/25 e 02/21 hi 97/14 a 50/1 c 00/1 b 55/0 9لاین 

 cde 05/17 abc 16/40 cde 95/25 bcd 03/22 abc 50/2 bc 33/1 b 67/0 10لاین 

 cd 67/17 abc 44/40 abc 28/31 b-e 53/21 ab 78/2 bc 33/1 b 67/0 11لاین 

 d-g 47/13 cde 92/31 b-e 23/26 c-g 63/18 cd 89/1 bc 11/1 b 55/0 12لاین 

 bc 56/20 abc 09/41 abc 54/30 bc 22/22 a 89/2 ab 67/1 ab 89/0 13لاین 

 ab 38/23 abc 16/40 abc 72/30 bcd 03/22 ab 78/2 bc 44/1 b 67/0 14لاین 

 d-g 36/15 abc 40/40 a-d 53/29 b-f 55/20 ab 78/2 bc 33/1 b 67/0 الماس

 d-g 26/13 e 27/24 e 86/19 hi 92/14 a 50/1 c 00/1 b 55/0 درسا

 efg 98/12 de 81/26 e 72/19 fgh 59/17 cd 83/1 bc 11/1 b 55/0 پاک

 d-g 70/15 cde 92/31 de 81/21 e-h 36/18 bcd 05/2 bc 11/1 b 55/0 صدف

 def 90/15 bcd 93/33 b-e 83/26 c-g 08/19 abc 44/2 bc 33/1 b 67/0 دانشکده
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 Real time PCRارزیابی منحنی استاندارد و واکنش 

 باF. solani f. sp. phaseoli  قارچ DNAمنحنی استاندارد برای 

( و برای تعیین مقدار A-1رسم شد )شکل  Real time PCRروش

DNA 2ها مورد استفاده قرار گرفت. میزان بیمارگر در نمونهR 

های فوزاریوم در این برای نمونه استاندارد تهیه شده از سری رقت

ود که نشانگر بالا بودن سطح دقت واکنش ب 995/0مطالعه برابر با 

( Efficiencies= Eبر اساس نمودار استاندارد است. کارایی )

بود. در شکل یک نمودار استاندارد با معادله  %175واکنش برابر با 

Y=-0.4388X +9.5286 های آورده شده است. تخمین غلظت

های کل ریشه بوته DNAهای فوزاریوم در نمونه DNAمجهول 

های زمانی بعد از آلوده با توجه به سیکل آستانه هر نمونه در دوره

سازی با قرار دادن سیکل آستانه به دست آمده در معادله آلوده

 ,.Mercado-Blanco et al)خطی نمودار استاندارد طبق روش 

 برآورد شده است. (2003

 

  

و محور  DNAلگاریتم غلظت عمودی  حورکه م =Efficiency%175همچنین  .=9.5286X + 0.4388-Y و معادله  2R= /.599منحنی استاندارد با ( A -1شکل 

 .F. solani f. sp. phaseoliشده با تلقیح های نمونه قطعات تکثیر شده در منحنی دمای ذوب( B. سیکل آستانه می باشد افقی

Fig 1-A( Standard curve with R2= 0/995 and equation Y=-0.4388X + 9.5286. Also Efficiency=175% threshold cycles that 

horizontal axis and the vertical axis is the logarithm of the concentration of DNA. B) Melting curve samples infected with F. 

solani f. sp. phaseoli. 

 

 Ef1α- Rاز آغازگرهنای    Real time PCRبه منظور انجام واکننش 

(GAGATGTCACCAACCTTC و )Ef1α- F 

(ACAATCAATCACAGACCG کننه قطعننه اختصاصننی از ژن )

elongation factor 1-α     بیمنارگر بنه انندازهbp 91   را در واکننش

قنارچ اسنتفاده شند و از     DNAکرد، برای کمیت سنجی تکثیر می

( در Sun et al., 1994) AB102و  AB101آغازگرهننننای 

گیناه   DNAمراز بنرای کیفینت سننجی    پلیای های زنجیرهواکنش

استفاده گردید. دمای متوسنط ذوب محصنول منورد انتظنار بنرای      

درجه سلسیوس بود و آنالیز منحننی   84تکثیر فوزاریوم در حدود 

ذوب بعد از اتمام واکننش تأییند کنرد کنه هنیچ گوننه محصنول        

غیراختصاصی ایجاد نشده اسنت و شنرایط آزمنایش بنرای تکثینر      

( همچنین بنرای اطمیننان بیشنتر و    B-1ه است )شکل مطلوب بود

در روی ژل   Real time PCRتأیید نتایج، محصول تکثیر واکننش  

آگارز بارگذاری شد و نتایج حاصل از الکتروفنورز نشنان داد کنه    

در واکنش تکثیر شده اسنت   bp 91یک قطعه اختصاصی به اندازه 

 .(2)شکل و هیچ گونه محصول غیر اختصاصی تولید نشده است 

A B 
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 .L :Orange Ruler 50 bp DNA Ladderروی ژل آگارز.  Real time PCRالکتروفورز محصولات تکثیر شده در واکنش  -2شکل 

Fig 2- Electrophoresis of amplified products in Real time PCR reaction on agarose gel. L :Orange Ruler 50 bp DNA Ladder. 

 

در  F. solani f. sp. phaseoliقارچ   DNAر کمیت سنجی مقدا

 های مختلف بعد ازریشه لوبیا سفید حساس و مقاوم در زمان

 آلودگی

م حساسیت ارقا علائم بیماری و شدت آلودگیبر اساس ارزیابی 

ی های لوبیا سفید نسبت به بیماری پوسیدگی فوزاریومو لاین

رقم  و KBC43106ای لاین حساس ریشه در شرایط گلخانه

 سنجی و روند رشد پاتوژنمتحمل درسا به منظور بررسی کمیت

 در میزبان انتخاب شدند.

ی واکنش دو ژنوتیپ حساس و متحمل لوبیا سفید نسبت به بیمار

با کمیت سنجی  F. solani f. sp. phaseoliایجاد شده توسط 

وز ر 30و  21، 15، 7، 2های صفر، بیمارگر در زمان DNAمقدار 

 د.ارزیابی ش  Real time PCRودگی با استفاده از تکنیک پس از آل

این بخش بصورت آزمایش  هایتجزیه و تحلیل آماری داده

نجام ی( ابردارفاکتوریل )فاکتور اول رقم و فاکتور دوم زمان نمونه

شان ( ن4و تجزیه واریانس گردید. نتایج تجزیه واریانس )جدول 

ی و بردارل(، زمان نمونهداد که اثرات اصلی رقم )حساس و متحم

ر دااثر متقابل این دو فاکتور در سطح احتمال یک درصد معنی

 باشد.می

 هایبا استفاده از نمونه  Real time PCRهایسنجینتایج کمیت

DNA  کل ریشه آلوده در لوبیا سفید حساس و متحمل در جدول

 نشان داده شده است.  5

 

 

 

قارچ  DNAیزان غلظت های آزمایش بر متجزیه واریانس اثر تیمار -4جدول 

F. solani f. sp. phaseoli در ریشه و طوقه لوبیا سفید حساس و متحمل 
Table 4 – Analysis of variance for the effect of treatments on the 

DNA concentration of F. solani f. sp. phaseoli in the root and 

crown of sensitive and tolerated white beans. 

 DNAمیانگین مربعات غلظت  درجه آزادی منابع تغییرات

 4472/19 ** 5 رقم

 5341/16 ** 1 زمان

 0751/1 ** 5 زمان× رقم 

 02424/0 60 خطا 

 17/9 ضریب تغییرات )درصد(
 Significant at 1% probability level** .%1دار در سطح احتمال آماری **معنی

 
در  F. solani f. sp. phaseoliقارچ  DNAقایسه میانگین غلظت م -5جدول 

ز ریشه و طوقه لوبیا سفید حساس و متحمل در فواصل زمانی مختلف بعد ا

 آلودگی
Table 5- DNA concentration of F. solani f. sp. phaseoli in the root and 

crown of sensitive and tolerated white beans, in a time course after 
inoculation. 

 

 
روز پس از 

 (dpiتلقیح )

(/ ngپاتوژن) DNAغلظت 

(ng )100 DNA کل گیاه آلوده 

حساس 
(KBC43106) 

0T 00/0  h 

2T 47/0  g 

7T 42/2  c 

15T a 65/3 

21T 34/3  b 

30T 18/3  b 

 متحمل )درسا(

0T 00/0  h 

2T 05/0  h 

7T 20/1  f 

15T 25/2  cd 

12T  04/2  d 

30T 76/1  e 
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انی مشخص بعد از در فواصل زم KBC43106در طوقه و ریشه رقم متحمل درسا و لاین حساس  F. solani f. sp. phaseoliبیمارگر  DNAسنجی نتایج حاصل از کمیت –1نمودار 

 سازیفرآیند آلوده

Chart 1- Results of DNA quantitative determination of F. solani f. sp. phaseoli in the crown and root of the tolerated cultivar Dorsa and the 

sensitive line KBC43106 in a time course after inoculation process. 
 

در هر دو رقم متحمل و لاین حساس در  DNAبیشترین مقدار 

آن  ازسازی اتفاق افتاده است و پس روز بعد از آلوده 15زمان 

کاهش یافته است. بررسی توسعه بیماری در لاین  DNAغلظت 

همچنین نشان داد که علائم بیماری با شدت  KBC43106حساس 

شتری کند و در این لاین قارچ با سرعت بیبیشتری بروز پیدا می

یح های تلقدر مقایسه با رقم متحمل توانست ریشه و طوقه بوته

 شده لوبیا را کلونیزه کند.

بیمارگر در ریشه و طوقه لاین  DNAسنجی ین نتیجه کمیتهمچن

دهد که سرعت رشد و تکثیر حساس و رقم متحمل نشان می

شود و در بیمارگر در لاین حساس با سرعت بیشتری انجام می

بیمارگر در لاین حساس به میزان قابل  DNAنهایت غلظت 

ند مقایسه رو 1باشد. نمودار توجهی بیشتر از رقم متحمل می

در رقم متحمل  DNA ،F. solani f. sp. phaseoliتجمع غلظت 

های مختلف بعد از در زمان KBC43106درسا و لاین حساس 

دهنده رشد سریع دهد، این نمودار نشانبرداری نشان مینمونه

روز در لاین حساس  2قارچ عامل بیماری بین زمان صفر تا 

 15بیمارگر تا  نسبت به رقم متحمل بوده است. همچنین تجمع

روز پس از آلودگی در لاین  حساس بیشتر و سریع تر بوده است 

با روند کندتری پیش رفته  DNAو در رقم متحمل تجمع غلظت 

بیمارگر به بیشترین  DNAروز پس از آلودگی غلظت  15است. 

رسد و پس از آن میزان تجمع بیمارگر در ریشه میزان خود می

ی نداشته و تقریباً ثابت مانده است. گیاه لوبیا افزایش چشمگیر

نتایج بررسی مقاومت ارقام با استفاده از روش سنتی )تلقیح 

ها و بررسی شدت بروز علائم( با نتایج حاصل از کمیتگیاهچه

بیمارگر در ریشه و طوقه گیاه میزبان با استفاده از  DNAسنجی 

 همپوشانی مناسبی داشته است.  Real time PCRتکنیک 

در گیاه به جای ارزیابی  DNAگیری کمی اندازههای اخیر، الدر س

مستقیم قارچ عامل بیماری روش سریع و مطمئنی برای شناسایی 

 Real time. استفاده از تکنیک ارقام مقاوم گزارش شده است

PCR سنجی برای تشخیص سریع و کمیتF. oxysporom f. sp. 

solani گسترش بیمارگر با بذر  در بذر لوبیا به منظور جلوگیری از

 Real time(. تکنیک Sousa et al., 2014لوبیا آلوده انجام شد )

PCR سنجی برای مطالعه میزان رشد و کمیتF.solani f. sp. 

glycines در ریشه گیاه سویا استفاده شده و مشخص شد که می-

های تواند به عنوان یک روش مناسب برای ارزیابی مقاومت لاین

(. Lie et al., 2008رابر این بیمارگر استفاده شود )سویا در ب

به عنوان یک روش حساس و قوی برای  Real time PCRتکنیک 

-ارزیابی روند رشد و مقاومت میزبان در برابر بیماری در ژنوتیپ

 ,.Hussain et alهای مختلف سیب زمینی استفاده شده است )

در ارقام  V.dahliaeبا استفاده از این روش وجود قارچ (. 2013

مختلف سولاناسه مورد بررسی قرار گرفته و ثابت شده است که 

قارچ به گیاه در رقم مقاوم به ورتیسلیوم کمتر از  DNAنسبت 

سایر ارقام بوده است. نتایج همچنین نشان داد که رابطه زیادی بین 

 DNAهای مختلف و مقدار شدت علائم گیاه آلوده در ژنوتیپ

در مجموع   (Gayoso and Pomar , 2007).قارچ وجود دارد 

در گیاه به جای ارزیابی مستقیم قارچ عامل  DNAگیری اندازه
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بیماری روش دقیق، کارآمد و مطمئنی برای شناسایی ارقام مقاوم 

 ;Moretti et al., 2015; Gao et al., 2004گزارش شده است )

Mercado-Blanco et al., 2003ی انجام ها(.  با توجه به پژوهش

در دنیا و نتایج این  میزبان -تعامل پاتوژنروی شده با این روش 

توان از این روش در آینده نسبت به غربالگری پژوهش می

های امیدبخش و ارقام لوبیا به بیماری پوسیدگی فوزاریومی لاین

 ریشه اقدام نمود.
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Abstract 

Bean root rot caused by soil pathogenic fungus, Fusarium solani f.sp. phaseoli, is considered as one of 

the most important diseases of bean in the world and in Iran. The use of resistant cultivars is the most 

effective method of its control. For this reason, the response of five cultivars and 14 lines of white beans 

were evaluated to Fusarium root rot. Firstly, a morphological evaluation of disease symptoms and then 

real time PCR quantification were performed. Based on the results of morphological evaluation the 

KBC43106 line and Dorsa cultivar, were found to be sensitive and tolerant, respectively. For quantitative 

assessment and growth trend of the pathogen in sensitive and tolerant genotypes, the bean seedlings were 

inoculated by 107 suspension of relevant pathogen with root dip method, then DNA was extracted from 

root of inoculated and control seedlings at regular sampling intervals. The gradual increase in the amount 

of fungal DNA of roots was quantified by Real time PCR technique and utilizing of SYBR Green system 

with specific primers for elongation factor 1-α gene. The results showed that there is a significant 

difference between the amount of pathogen's DNA in the roots of susceptible and tolerant plants, 

therefore, the Real time PCR technique is suitable for resistance screening of bean genotypes against 

Fusarium root rot. 

Key words: Fusarium root rot, Morphological evaluation, Quantitative, Cultivar, Line 
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