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كـاهش سـاليانه محصـول در اثـر ايـن       .شـود  ي دومين بيماري مهم نخود محسـوب مـي  پژمردگي فوزاريوم

توانايي بقاي بيمارگر در خاك براي چندين سال حتي در غيـاب  . تخمين زده شده استدرصد  90تا  10بيماري
خـود نسـبت بـه پژمردگـي     ن مقـاوم  ارقـام اسـتفاده از  . ميزبان، كنترل اين بيماري را بسيار مشـكل كـرده اسـت   

و  RAPD مولكـولي  هايشـانگر ندر اين مطالعه  .ثرترين و سازگارترين روش با محيط زيست استؤفوزاريومي، م
SCAR عامـل  قـارچ   5و  4، 3، 2، 1بـه نژادهـاي   مقاومت  هاي هايي از نخود كه حامل ژن شناسايي ژنوتيپ براي
سـپس   ،اسـتخراج شـد   CTAB بـه روش  DNA ژنوتيـپ نخـود،   42از . استفاده قرار گرفتندهستند مورد بيماري 

هـا   تعـدادي از ژنوتيـپ   .انجـام شـد   CS-27 و CS-27700ي اي پليمراز با استفاده از نشانگر مولكول واكنش زنجيره
مـورد بررسـي قـرار     قارچ عامل بيماري 5و  2، 1، 0ها نسبت به چهار نژاد  انتخاب و در شرايط گلخانه مقاومت آن

و فاقد هر حساس  بيمارگرنژاد  هر پنجژنوتيپ مورد بررسي نسبت به  42ژنوتيپ از  41نتايج نشان داد كه  .گرفت
نتـايج ارزيـابي   . مقـاوم بـود   5و  4، 3، 2، 1نـژاد   به پنج نسبت Flip 06-152cگونه ژن مقاومتي بودند و تنها لاين 

  .كردييد أرا ت مولكولينتايج حاصل از بررسي  گلخانه،ها در  فنوتيپي مقاومت ارقام و لاين
  
  .SCARنژادها، ژن هاي مقاومت، نشانگر پژمردگي فوزاريومي، نخود، : هاي كليدي واژه

  
   02835270158: تلفن            b.morid@tiau.ac.ir: نويسنده مسئول
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  مقدمه

ــا     ــومي و يــ ــي فوزاريــ ــاري پژمردگــ  بيمــ

 بوتـــــــه زردي نخـــــــود توســـــــط قـــــــارچ

 )FOC(  Fusarium oxysporum f. sp. ciceri  ايجـاد
  .(Jalali and Chand, 1992) شود مي

اين بيمـاري اولـين بـار از هنـد گـزارش شـد       
)Jimenez- Diaz et al., 1992؛ 

Singh, 2003 .(    بيمـاري پژمردگـي فوزاريـومي
كـاري جهـان از جملـه     نخود از تمام مناطق نخود

ــوريه،   ــران، پــــرو، ســ ــاره هنــــد، ايــ ــبه قــ  شــ

ــه،   ــپانيا، تـــونس، تركيـ  اتيـــوپي، مكزيـــك، اسـ

 آمريكـــا و شـــوروي ســـابق گـــزارش شـــده     

 ؛ Westerland et al., 1974(اســـــت 

Trampero-Casas and Jemenez- Diaz, 1985.(  در
 F. lateritium f. sp. cicerisايران ابتـدا قـارچ   

ــود      ــده ب ــزارش ش ــاري گ ــل بيم ــوان عام ــه عن  ب

(Manoocheri and Mesri Alamdari, 1966).   ولــي
  F. oxysporumكـرج عامـل بيمـاري    دربعـداً  

 .(Gerlach and Ershad, 1970)شناسايي شد 

 دهـد كـه    هـاي انجـام شـده نشـان مـي      بررسي

نخود در شمال غرب كشـور در سـال    درصد 19
ــد و    1378 ــوده بودنــ ــاري آلــ ــن بيمــ ــه ايــ  بــ

ــاري   ــدت بيمـ ــد 5 -60شـ ــت  درصـ ــوده اسـ  بـ

(Akem, 1988) .  ــان ــاري در جه ــارت بيم خس
 بـــــرآورد شـــــده اســـــت   درصـــــد 90-10

)Jimenez- Diaz et al., 1989؛ 

Singh and Reddy, 1991 .(گيري بيماري  همه
شـود   گاهي سبب خسارت عمده به محصول مـي 

و در شــرايط مســاعد توســعه بيمــاري، ميــزان     

 رســـد  نيـــز مـــي  درصـــد 100خســـارت بـــه  

)Halila and Strange, 1996؛ 

Landa et al., 2004.(  قــارچ عامــل بيمـــاري
خاكـزي است و به صــورت كلاميدوسپــور در   
بذر و بقاياي گياهـي مرده در خاك ادامه حيات 

ال س ـ پـنج تواند در خـاك بـيش از    دهد و مي مي
ــد    ــظ كن ـــود را حف ــاي خ . (Singh, 2003)بق

امروزه سعي بر اين اسـت كـه اسـتفاده از سـموم     
هاي زيسـت محيطـي و    شيميايي به دليل آلودگي

خطرات جدي كه براي مصرف كنندگان ايجـاد  
كنند محدود شوند، بنابراين مقاومت ژنتيكـي   مي

ــاوم مناســب   ــام مق ــتفاده از ارق ــرين روش  و اس ت
انتخـاب فنـوتيپي ارقـام    . است كنترل اين بيماري

ــده و بســيار زمــان  ــر اســت مقــاوم كــاري پيچي . ب
ــر   ــي بـ ــانگرهاي مبتنـ ــتفاده از نشـ در  DNA اسـ

ــه ــاري، كمــك    برنام ــان تج ــاي اصــلاح گياه ه
 بزرگـــي بـــراي شناســـايي ارقـــام مقـــاوم اســـت

(Tanksley et al., 1992).  
يك ابزار تشخيصي قدرتمنـد   RAPDروش 

در  FOCبــراي شناســايي همــه نژادهــاي اصــلي  
ــت    ــده اســ ــزارش شــ ــه گــ ــواحي مديترانــ   نــ

(Jimenez-Gasco et al., 2001).  
، 1A ،C/1B ،2 ،3، 0(تا به حال هشـت نـژاد   

هـاي   عامل بيماري با استفاده از آزمون) 6و  5، 4
زايـي روي ده رقـم افتراقـي نخـود تعيـين       بيماري

-Jimenez؛ Haware et al., 1980(شده اسـت  

Diaz et al., 1992 .(  1نژادهـايA ،2 ،3 ،4 ،5 
ــاي   6و  ــي و نژادهــ ــاد پژمردگــ ــث ايجــ   باعــ
  شــــــــوند باعـــــــث زردي مـــــــي   1B/Cو 0
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(Jimenez- Diaz et al., 1992).   همچنـين دو
 (R genes)هاي مقاومـت   كلاستر مجزا براي ژن

به بيماري پژمردگـي فوزاريـومي شناسـايي شـده     
يـا  ( Fكرومـوزوم   [LG2گـروه لينكـاژي    :است

G([       كه يـك كلاسـتر ژنـي متشـكل از پـنج ژن
foc-1 ،foc-2 ،foc-3 ،foc-4  وfoc-5  اســــت و

هــاي  هــاي مــؤثر عليــه پاتوتيــپ در برگيرنــده ژن
ــروه . پژمردگــي اســت  ــاژيگ ــر  لينك -LGديگ

ــوزوم [3 ــا (كرومــ ــه در ])Dيــ ــده كــ   برگيرنــ
  ) 0نــــژاد (ژن مقاومــــت بــــه پاتوتيــــپ زردي 

 1B/Cو  6هـاي مقاومـت بـه نژادهـاي      ژن .است
ــان ــوز مكـــــ ــده هنـــــ ــابي نشـــــ   انـــــــد يـــــ

(Sharma and Muehlbauer, 2007). 

از  نشــــانگر  2000و  1996هــــاي  در ســــال
RAPD هـاي مقاومـت نسـبت     براي شناسايي ژن

ــودري در    ــفيدك پــ ــاي ســ ــاري هــ ــه بيمــ   بــ
پژمردگــي ، (Singh et al., 2011)كرچــك 

ــا    فوزاريــــومي، آنتراكنــــوز و زنــــگ در لوبيــ
)Young and Kelly, 1996؛  

Falerio et al., 2000a( ، ــا در آلترناريــ
 و  (Dalkilic et al., 2005)هيبريدهاي نـارنگي 

ــپژمرد ــان گـــــ ــومي در بادنجـــــ   ي فوزاريـــــ
(Mutlu, 2008)   شناسايي ژن مقاومت نسبت بـه

در گوجـــه  Cladosporium flavumقـــارچ 
و شناسايي ارقـام   (Wang et al., 2007)فرنگي 

ــت      ــاري بلاسـ ــه بيمـ ــبت بـ ــرنج نسـ ــاوم بـ   مقـ
(Araujo et al., 2010) استفاده شده است .  

هاي  براي شناسايي ژن SCARاز نشانگرهاي 
ــاري   ــه بيم ــبت ب ــت نس ــي   مقاوم ــه برگ ــاي لك ه

، (Filho et al., 2000)سركوســپورايي ســويا 
ــوت   ــه تــ ــز ريشــ ــيدگي قرمــ ــي پوســ   فرنگــ

(Haymes et al., 2000) ، ــي پژمردگــ
ــپوريوم در  ــيليومي و كلادوســــــــ   ورتيســــــــ

  ؛ Wang et al., 2007(فرنگــــي  گوجــــه
Kawchuk et al., 1998(   ،بلايـت باكتريـايي ،

ــي     ــوز و پژمردگ ــفيد، آنتراكن ــك س ــگ، كپ زن
  ؛ Miklas et al., 2009(فوزاريــومي در لوبيــا 

Park et al., 2008 ؛Soule et al., 2011 ؛  
Vallejo and Kelly, 2008؛  

Brick et al., 2006 (استفاده شده است.  
هـاي   هدف از انجام اين پـژوهش رديـابي ژن  

ژنوتيپ نخـود در برابـر    42مقاومت و حساسيت 
FOC   با استفاده از نشـانگرRAPD  وSCAR  و

تاييد نتايج حاصل از ارزيابي فنوتيپي در گلخانـه  
  .بود

  
  ها مواد و روش

  گياهيمواد 

رقــم و لايــن نخــود    42در ايــن تحقيــق از  
ــن ژنوتيــپ . اســتفاده شــد ــذر اي ــا از موسســه  ب ه

ــذر كــرج و   ــه نهــال و ب تحقيقــات اصــلاح و تهي
مؤسسه تحقيقات كشاورزي ديم مراغه دريافـت  

  ).1جدول (شد 
ــراي اســتخراج  از هــر  :DNAتهيــه گياهچــه ب

هـا در   ژنوتيپ پنج بذر در گلدان كاشته و گلدان
گــراد  درجــه ســانتي 25تــا  20گلخانــه در دمــاي 
برگـــي،  5تـــا  4در مرحلـــه . نگهـــداري شـــدند

 هـا بـراي تهيـه عصـاره مـورد      هاي گياهچـه  برگ
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  نام و مشخصات ارقام و لاين هاي آزمايشي نخود - 1 جدول
Table 1. Name and specifications of experimental chickpea cultivars and lines 
 

منشاء Origin موسسه محل دريافت Received Institute  رقم/لاين No. Line/Cultivar/شماره
1 Azad آزاد DARI ديمموسسه تحقيقات كشاورزي ICARDA ايكاردا 
2 Arman آرمان DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
3 Kc215474 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Khorasan Razavi خراسان رضوي
4 Hashem هاشم DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا 
5 Kc216193 -  SPII تهيه نهال و بذرتحقيقات اصلاح وموسسه Tehran تهران
6 Kc215950 -  SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Khorasan Razavi خراسان رضوي
7 Kc215920 -  SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Khorasan Razavi خراسان رضوي
8 Kc215079 -  SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Mazandaran مازندران 
9 Kc215887 -  SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و East Azarbaijan آذربايجان شرقي 
10 Bionej بيونيژ DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا 
11 Kc216084 -  SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و East Azarbaijan آذربايجان شرقي  
12 Fillip 97-102c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
13 KC216313 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و East Azarbaijan آذربايجان شرقي 
14 ILC482 - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا 
15 KC215377 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Khorasan Razavi خراسان رضوي
16 Jam جم DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم Isfahan اصفهان 
17 KC216194 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Tehran تهران 
18 Kc215004 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Markazi Provonce استان مركزي 
19 Kc216223 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Bakhtaran باختران 
20 Filip97-116c -  DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
21 KC 215437 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Khorasan Razavi رضويخراسان
22 KC215909 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و East Azarbaijan آذربايجان شرقي 
23 KC 215002 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Markazi مركزي 
24 KC 216364 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و East Azarbaijan آذربايجان شرقي 
25 KC 216195 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Isfahan اصفهان 
26 Kc 216228 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و East Azarbaijan آذربايجان شرقي 
27 Khoram Abad خرم آباد  DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم Khoram Abad خرم آباد 
28 Kc 215543 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Fars فارس 
29 Filip97-109c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
30 Kc 215858 - SPII تهيه نهال و بذرموسسه تحقيقات اصلاح و Khorasan Razavi خراسان رضوي
31 Filip08-90c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
32 Filip05-77c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
33 Filip07-177c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
34 Filip06-152c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
35 Filip08-93c - DARI ديمموسسه تحقيقات كشاورزي ICARDA ايكاردا
36 Filip07-123c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
37 Filip07-216c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
38 Filip03-28c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
39 Filip07-197c - DARI كشاورزي ديمموسسه تحقيقات ICARDA ايكاردا
40 Filip08-81c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
41 Filip02-04c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا
42 Filip05-183c - DARI موسسه تحقيقات كشاورزي ديم ICARDA ايكاردا

DARI: Dryland Agricultural Research Institute, Maragheh, Iran. 
SPII: Seed and Plant Improvement Institute, Karaj, Iran. 
ICARDA: International Center for Agricultural Research in the Dry Areas, Aleppo, Syria. 

  
  .استفاده قرار گرفت

بـــراي  :از بافـــت گيـــاهي DNA اســـتخراج
ــتخراج  ــدكي  CTABاز روش  DNAاسـ ــا انـ بـ

  (Ausubel et al., 1994)تغييرات اسـتفاده شـد  
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گـرم بافـت تـازه بـرگ      ميلـي  05/0از   DNA و
  . گياهان نخود استخراج شد

  
  ارزيابي مولكولي

ــره  ــنش زنجي ــين   اي  واك ــت تعي ــراز جه پليم
بـا اسـتفاده    5و  4، 1هاي مقاومت به نژادهاي  ژن

. انجام شـد  CS-27700به نام  RAPD از نشانگر
  .است آورده شده 2اجزاي واكنش در جدول 

  برنامــه حرارتـــي شـــامل واسرشــت اوليــه در  
گراد پنج دقيقـه بـود و بـه دنبـال      درجه سانتي 94

درجـه   94چرخه با واسـرشت در دمــاي   35آن 
  ثانيـه، اتصـال در دمـاي     50گراد بـه مـدت    سانتي

ثانيه و بسط در  50گراد به مدت  درجه سانتي 30
ثانيـه   105گـراد بـه مـدت     درجه سانتي 72دماي 

درجــه  72ك بســط انتهــايي در دمــاي كــه بــا يــ
. دقيقـه خاتمـه يافـت    10گراد و بـه مـدت    سانتي

% 2قطعـــات تكثيـــر شـــده روي ژل آگـــاروز    
ــدند ــورز شـ ــا رنـــگ ژل   ژل. الكتروفـ ــا بـ  ردهـ

مشاهده و  UVسپس زير نور . آميزي شدند رنگ
ــد   از آن ــه شــــــ ــس تهيــــــ ــا عكــــــ .هــــــ

 
  CS-27700استفاده از نشانگر  براياي پليمراز  اجزاي واكنش زنجيره -2جدول 

Table 2. Components of polymerase chain reaction for using CS-27700 marker 
 

2.5 µl PCR buffer (10X) 

0.75 µl MgCl2 (50 mm) 

0.5 µl dNTP (10 mm) 

1.0 µl Primer (10 pmolml-1) 

0.25 µl Taq DNA polymerase (5 unit ml-1) 

2.0 µl DNA 

18.0 µl ddH2O 

 

ــه ــو تكـــــــــ ــاراناوغلـــــــــ   و همكـــــــــ
(Tekeoglu et al., 2000)   بعد از كلون كـردن

 ، آن را بـه عنـوان  CS-27و تعيين توالي نشــانگر  
 CS-27700 F/Rي آلـل بـا نـام    ـنشـانگر اختصاص
  .طراحي كردند

، 2، 1نژادهـاي   هاي مقاومت به براي تعيين ژن
ـــانگر   5و  4، 3 ــارچ، از نشـ ــام  SCARقـ ــا نـ  بـ

 CS-273اجزاي واكنش در جدول . استفاده شد 

در ايـــن آزمـــايش برنامـــه . آورده شـــده اســـت
درجــه   95حـرارتي شـامل واســرشت اوليـه در    

چرخه بـا   35گراد پنج دقيقه و به دنبال آن  سانتي
گراد به مدت  درجه سانتي 94واسرشت در دماي 

گـراد   درجـه سـانتي   65ثانيه، اتصال در دماي  20
درجــه  72ثانيــه و بســط در دمــاي  40بــه مــدت 

ثانيـه كـه بـا يـك بسـط       40گراد به مـدت   سانتي
گراد و به مدت  درجه سانتي 72انتهايي در دماي 
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  CS-27 نشانگربراي استفاده از  اي پليمراز اجزاي واكنش زنجيره -3جدول 
Table 3. Components of polymerase chain reaction for using CS-27 marker 

 
2.5 µl PCR buffer (10X) 

0.9 µl MgCl2 (50 mm) 

0.5 µl dNTP (10 mm) 
1.0 µl Primer F (10 pmolml-1) 

1.0 µl Primer R (10 pmolml-1) 

0.25 µl Taq DNA polymerase (5 unitml-1) 

2.0 µl DNA 

16.85 µl ddH2O 

 

قطعـات تكثيـر شـده روي    . دقيقه خاتمه يافـت  8
ــاروز  ــگ ژل رد   % 2ژل آگ ــا رن ــورز، ب الكتروف

هـا   از آن UVرنـگ آميـزي و سـپس زيـر نـور      
  .عكس تهيه شد

 

هـاي نخـود در    و لايـن  ارزيابي مقاومت ارقـام 

  )ارزيابي فنوتيپي(گلخانه 

ــه  ــارچ عامــل   در ايــن بررســي از نمون هــاي ق
ــتان ايـــلام توســـط بيگـــي   ــه از اسـ ــاري كـ   بيمـ

(Beigi, 2013) و با اسـتفاده از   شدهآوري  جمع
هـا شناسـايي    آغازگرهاي مولكولي نژادهـاي آن 

 5و  1،2مايه تلقيح از نـژاد  . شده بود استفاده شد
 .تهيه شد

 )2013(بر اساس تحقيقات بيگي و همكاران 
در استان ايلام يافت نشده است و  4و  3نژادهاي 

 o ،1B/C ،5بيشترين تنوع ژنتيكي مربوط به نژاد 
 6و  1B/Cژن هاي مقاومت به نژادهاي . بود 6و 

ــده    ــابي نش ــان ي ــوز مك ــتفاده از    هن ــا اس ــد و ب ان
ــولي   ــاي مولكــ  ،CS-27700و  CS-27ماركرهــ

نژاد صـفر قابـل بررسـي نيسـت زيـرا      مقاومت به 
) نـژاد صـفر  (هاي مقاومت به پاتوتيـپ زردي   ژن

قـرار دارنـد    6تـا   3در منطقه  Cروي كروموزوم 
(Sharma and Muehlbauer, 2007).  

ليتـري حـاوي    ميلي 250هر نژاد در يك ارلن 
كشت داده شـد   PDBليتر محيط كشت  ميلي 50

دور در  125انكوبــاتور بــا ســرعت  -و در شــيكر
بـه مـدت   گـراد   درجـه سـانتي   25 دقيقه در دماي

ــت روز  ــرهف ــا   زي ــنت ب ــور فلورس ــاعت  12ن س
  .روشنايي نگهداري شد

ـريل دو لايه عبور داده تكشت مايع از گاز اس
شـد و تعداد اسپورها با لام هماسيتومتر شمـارش 

. تنظـيم شـد   cfu/g 106×4و غلظت سوسپانسيون 
) 1به  9وزني  به نسبت(مخلوط شن و آرد ذرت 

بـار بـه مـدت يـك سـاعت در       تهيه و دو بار هـر 
ــاي  ــانتي  121دم ــه س ــراد  درج ــد گ ــتريل ش . اس

سوسپانسيون اسپور بـه ايـن مخلـوط اضـافه و بـه      
و گـراد   درجـه سـانتي   25روز در دماي  15مدت 

  زيـــــر نـــــور فلورســـــنت نگهـــــداري شـــــد 
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)Trampero-Casas and Jimenez-Diaz, 1985؛  
Haware, 1980.(  

كه هـدف   ها و اين دليل تعدد زياد ژنوتيپبه 
هـاي فنـوتيپي تنهـا تائيـد نتـايج       از انجام آزمايش

لايـن نخـود در   مولكولي بود، تنها شانزده رقم و 
. اي مورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد    آزمايش گلخانه

هـاي   زني در سـيني  بذرهاي نخود به منظور جوانه
حاوي شن كه دو بار هر بار به مدت يك ساعت 

اسـتريل شـده   گـراد   درجـه سـانتي   121دماي در 
  .بودند قرار داده شدند

بـه خـاك    cfu/g 106×4مايه تلقيح با غلظت 
 -ليتري حاوي خـاك  5/0هاي پلاستيكي  گلدان
بار به مدت يك سـاعت   پيت كه دو بار هر -شن

ــاي  ــانتي 121در دمـ ــه سـ ــراد  درجـ ــتريل گـ  اسـ

ــد     ــوط شـــ ــافه و مخلـــ ــود، اضـــ ــده بـــ  شـــ

(Kaiser et al., 1994).  
از هر رقـم ده عـدد بـذر روي محـيط كشـت      

PDA     هـا   قرار داده شـد تـا از عـدم آلـودگي آن
بــذرهاي ســالم از پــيش . اطمينــان حاصــل شــود
 در هـر . ها منتقل شدند جوانه زده شده به گلدان

گلدان سه بذر قرار داده شد و براي هر تيمار سـه  
از هــر ژنوتيــپ ســه . تكــرار در نظــر گرفتــه شــد

) خاك بدون مايـه تلقـيح  (عنوان شاهد گلدان به 
  .تهيه شد

 100اولين آبيـاري بعـد از كاشـت بـه ميـزان      
ها روزانـه   ليتر انجام شد و از روز دوم گلدان ميلي

هـا در   گلـدان . ليتر آب آبيـاري شـدند   ميلي 50با 
ــا دمــاي  گــراد و  درجــه ســانتي 20-25گلخانــه ب

  .شرايط عادي نور نگهداري شدند

روز  پنجهر  50تا  10روز  پيشرفت بيماري از
علايـم و شـدت بيمـاري بـا     . يك بار بررسي شد

برداري شدند و در  روش مشاهده عيني يادداشت
هـا   ژنوتيپ ،آخر براساس بيشترين شدت بيماري

هاي آلودگي واكنش آن تعيـين شـد    از نظر تيپ
  ).4جدول (

در پايــان آزمــايش بــراي تأييــد گونــه قــارچ  
هـا خـارج    ده از گلدانعامل بيماري، گياهان آلو

بـراي  . شده و نتـايج بـا اصـول كـخ تأييـد شـدند      
ــايي  ــد شناســــــــ ــايي از كليــــــــ   شناســــــــ

) Nelson et al. (1983 استفاده شد.  
  

  و بحث نتايج
اي  نتايج الگوي نواري حاصل از واكنش زنجيره

نشــانگر   :RAPD پليمـراز بـا اسـتفاده از نشانگــر    
RAPD   بــــا نـــــامCS-27700  اي  بــــه گونــــه  

  هـــاي مقاومـــت  طراحـــي شـــده اســـت كـــه ژن
ــژاد    ــه نــ ــر ســ ــه هــ ــارچ 5و  4، 1بــ   را در قــ

F. oxysporum f. sp. ciceri كنـد   مشخص مي
(Sharma and Muehlbauer, 2007) .   بـر ايـن

هايي كه فاقد ژن مقاومـت هسـتند    اساس ژنوتيپ
جفت باز توليـد   700با اين نشانگر باندي به وزن 

هـا بـه    نتايج نشان داد كه تمامي ژنوتيپ. كنند مي
، 3شـــكل شـــماره ( Flip06-152cجـــزء لايـــن 

جفـت بـازي بودنـد،     700داراي باند ) 34رديف 
ــاي  شـــكل( ــابراين فقـــط لايـــن  ) 3و  2، 1هـ بنـ

Flip06-152c   ــاير ــود و س ــت ب داراي ژن مقاوم
هاي مورد بررسي فاقد ژن مقاومت به سه  ژنوتيپ

.بودنـــــــــــــــــــد 5و  4، 1نـــــــــــــــــــژاد 
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نحوه يادداشت برداري از تيپ آلودگي و تعيين واكنش ژنوتيپ هاي نخود نسبت به  -4جدول 
  Fusarium oxysporum f. sp. ciceriقارچ 

Table 4. Assessment of infection type and response of chickpea genotypes to 
Fusarium oxysporum f. sp. ciceri 

 
تيپ آلودگي Visual Symptoms  علائم ظاهري

Infection type
 Response  واكنش

 Resistant (R)  مقاومNo symptom 0  بدون علائم
Moderately Resistant (MR)  مقاومنيمه Slight chlorosis1  كلروز ملايم
 Moderately Susceptible (MS)  نيمه حساسMedium chlorosis2  كلروز متوسط

 Susceptible (S)  حساسSevere chlorosis + wilting 3  يا پژمردگي شديدكلروز
 Very Susceptible (VS)  بسيار حساسDead of plant4  مرگ گياه

  

 

  

  

  

 1هـا مطـابق جـدول     شـماره ژنوتيـپ  : CS-27700  ،14-1اي پليمراز با استفاده از نشانگر  واكنش زنجيره محصول -1شكل 
  .است

M : 100 (ماركرbpت شركMetabionآلمان ،( ،B :بلانك 
Fig. 1. Polymerase chain reaction products using CS-27700 marker, 1-14 genotypes 
numbers are according to the Table 1  .  
M: marker 100bp (by Metabion, Germany), B: Blank 
 

 

 

 

  

  

  
 

 1 جدول مطابق ها ژنوتيپشماره : CS-27700  ،28-15پليمراز با استفاده از نشانگر  واكنش زنجيره اي محصول -2شكل 
  .است

M :100 ماركرbp )ت شركMetabionآلمان ،(B  :بلانك 
Fig. 2. Polymerase chain reaction products using CS-27700 marker, 15-28 genotypes numbers are 
according to the Table 1.  
M: marker 100bp (by Metabion, Germany), B: Blank  
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  .است 1 جدول مطابق ها ژنوتيپشماره : CS-27700  ،42-29اي پليمراز با استفاده از نشانگر  واكنش زنجيره محصول -3شكل 
M :100 ماركرbp )ت شركMetabionآلمان ،(B  :بلانك 

Fig. 3. Polymerase chain reaction products using CS-27700 marker, 29-42 genotypes numbers are 
according to the Table 1  .  
M: marker 100bp (by Metabion, Germany), B: Blank 

  

 نتـــايج الگـــوي نـــواري حاصـــل از واكـــنش 

ــره ــا اســتفاده از نشــانگر   زنجي  SCARاي پليمــراز ب

ــ ــام   SCARانگر ـنشـــــ ــا نـــــ  در  CS-27بـــــ

ــپ ــاي    ژنوتي ــه نژاده ــت ب ــد ژن مقاوم ــاي فاق  ه

جفـت   700توليد بانـدي بـه وزن    5و  4، 3، 2، 1
ــي  ــاز م ــد ب ــپ  . كن ــانگر در ژنوتي ــن نش ــاي  اي  ه

 عـــلاوه بـــر   3بـــه نـــژاد   فاقـــد ژن مقاومـــت 

ــه وزن      ــاخص بـ ــدي شـ ــد بانـ ــد توليـ ــن بانـ  ايـ

ــي  ــي   565تقريبـــ ــاز مـــ ــت بـــ  كنـــــد جفـــ

(Sharma and Muehlbauer, 2007) . 

ــان داد   ــايج نشـ ــپ از  41نتـ ــپ  42ژنوتيـ  ژنوتيـ

 جفـــــت  700مـــــورد بررســـــي داراي بانـــــد 

ــدم     ــده عــ ــان دهنــ ــه نشــ ــد كــ ــازي بودنــ  بــ

ــود ژن ــاي   وجــ ــه نژادهــ ــت بــ ــاي مقاومــ  هــ

ــود  در آن 5و  4، 3، 2، 1 ــا ب ــلاوه. ه ــن،   ع ــر اي ب
هاي حساس با اين نشانگر توليد باندي به  ژنوتيپ

جفت كردند، كـه تأكيـدي بـر     565وزن تقريبي 
 .بـــود 3ژنوتيـــپ بـــه نـــژاد  41حساســـيت ايـــن 

  ).6و 5، 4هاي  شكل(
هـاي نخـود    ارقام ولايـن  نتايج ارزيابي فنوتيپي

تيـپ   :عامـل بيمـاري   5و  1A ،2نسبت به نژادهـاي  
آلودگي و واكنش شانزده ژنوتيـپ مـورد نخـود    
  نســبت بــه بيمــاري پژمردگــي فوزاريــومي در     

 .آمده است 5جدول 

ــاوم   ــام مقـ ــه ارقـ ــمتهيـ ــود مهـ ــرين و  نخـ تـ
تـرين روش كنتـرل بيمـاري پژمردگـي      اقتصـادي 

استفاده از ارقام مقـاوم مزايـاي   . فوزاريومي است
به به كارگيري تركيبات شيميايي و  زيادي نسبت
هاي مبارزه دارد، زيـرا هزينـه سـموم،     ساير روش

مقاومـت  . كند نيروي كار و زمان كاهش پيدا مي
هـاي مقاومـت عليـه     ژنتيكي ناشـي ازحضـور ژن  

هـاي   شناسـايي ژن . ها در ژنوم گياه اسـت  بيماري
ترين گـام بـه منظـور     مقاومت در ارقام نخود مهم

ام تجـاري مقـاوم بـه ايـن بيمـاري      دستيابي به ارق
منظور بررسي  هاي مختلفي به تاكنون روش. است
هاي مقاومت به پژمردگي فوزاريومي نخود و  ژن
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  .است 1 جدول مطابق ها ژنوتيپشماره   :CS-27  ،14-1پليمراز با استفاده از نشانگر  واكنش زنجيره اي محصول -4شكل 
 M :100 ماركرbp )ت شركMetabionآلمان ،(B  :بلانك 

Fig. 4. Polymerase chain reaction products using CS-27 marker, 1-14 genotypes numbers are according to 
the Table 1.  
M: marker 100bp (by Metabion, Germany), B: Blank 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  .است 1 جدول مطابق ها ژنوتيپشماره : CS-27 ،28-15اي پليمراز با استفاده از نشانگر  واكنش زنجيره محصول -5شكل 
 M :100 ماركرbp )ت شركMetabionآلمان ،(B  :بلانك 

Fig. 5. Polymerase chain reaction products  using CS-27 marker, 15-28 genotypes numbers are according 
to the Table 1. 
M: marker 100 bp (by Metabion, Germany), B: Blank 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  .است 1 جدول مطابق ها ژنوتيپشماره : CS-27  ،42-29اي پليمراز با استفاده از نشانگر  واكنش زنجيره محصول -6شكل 
M :100 ماركرbp )ت شركMetabionآلمان ،(B  :بلانك 

Fig. 6.  Polymerase chain reaction products using CS-27 marker, 29-42 genotypes numbers are according 
to the Table 1.  
M: marker 100 bp (by Metabion, Germany), B: Blank 
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 F. oxysporum f.sp ciceriهاي نخود نسبت به نژادهاي  تيپ آلودگي و واكنش ارقام و لاين -5جدول 
  در گلخانه

Table 5. Infection type and response of chickpea cultivars and lines to races of  
F. oxysporum f.sp ciceri in greenhouse 

 
  1A Race 1AنژادRace 2 2نژاد Race 5  5نژاد 

  واكنش
Response 

تيپ آلودگي
Infection 

type 

 واكنش
Response 

تيپ آلودگي
Infection 

type

 واكنش
Response 

 تيپ آلودگي
Infection 

type نام ژنوتيپ Genotype name 
HS4 HS4 HS4 آزاد Azad 
S3 HS4 HS4 آرمان  Arman 
S3 HS4 HS4 هاشم  Hashem 

HS4 S3S3 -  KC215079 
S3 S3S3 -  KC215887 
S3 S3 HS4 بيونيژ  Bionej 

MR1 S3S3 -  KC216084 
S3 S3 S3 جم Jam 

MS2 MS2 MS2 -  KC216194 
MS2 MS2 MS2 -  KC216223 
MR1 HS4 HS4 -  KC215002 
MR1 MS2 HS4 -  KC216195 
MR1 HS4 MS2 -  KC216228 
S3 MR1 MR1 خرم آباد  Khoramabad 

HS4 MS2 HS4 -  KC215858 
R 0 R 0R0 -  Flip06-152c 

 R: Resistant  مقاوم MS: Moderately Susceptible نيمه حساس HS: Highly Susceptible خيلي حساس
 MR: Moderately Resistant  نيمه مقاومS: Susceptibleحساس  

  
. تعيـــين ژنوتيـــپ مقـــاوم معرفـــي شـــده اســـت 

ــداد     روش ــابي تع ــد ارزي ــيك نيازمن ــاي كلاس ه
هــاي  زيــادي ژنوتيــپ اســت، ايــن نــوع ارزيــابي 

  فنـــــوتيپي بـــــراي مقاومـــــت بـــــه بيمـــــارگر 
ــل    ــأثير عوامـ ــت تـ ــه و تحـ ــر هزينـ ــكل، پـ   مشـ

 Huttle؛Gumber et al., 1995(محيطي است 

et al., 2002؛  Landa et al., 2004.(  
بـــه دليـــل  RAPDاســـتفاده از نشـــانگرهاي 

شناسايي ساده و سريع و نيز عدم نياز بـه آگـاهي   
هـا بيشـتر    از توالي ژنـومي نسـبت بـه سـاير روش    

عـلاوه بـر ايـن در    . مورد توجه قرار گرفته اسـت 
  بــــه آســــاني تكثيــــر    DNAروش مــــذكور 

هـا نـدارد    شده و نيـازي بـه اسـتفاده از ايزوتايـپ    

(Zhang et al., 2005).    طـور   از ايـن روش بـه
ــت ــانگرها در   موفقيـ ــاد نشـ ــراي ايجـ ــزي بـ آميـ

هـاي   موجودات مختلف و همچنين ساخت نقشـه 
ــده اســت   ــتفاده ش ــانگر . ژنتيكــي اس  RAPDنش

تعــداد زيــادي از نشــانگرهاي چنــد جايگــاهي را 
ها را با وضـوح   نند نمونهتوا كند كه مي فراهم مي

ــد   ــالا از متمــايز كنن . ,.Singh, et al) (2011ب
زماني براي انتخاب بر مبناي  RAPDنشانگرهاي 

نشانگر مفيد هستند كه با درجـه اطمينـان بـالا بـه     
ژني مقاوم نسبت به يك بيماري يا صفات ديگـر  
مرتبط بوده و از يك لاين منفرد غالب به تعـداد  

ــت  ــادي جمعي ــل    زي ــف منتق ــاي مختل ــوند  ه ش
(Brown and Myers, 2001).  
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  در ايــــــران مطالعاتــــــي بـــــا اســـــتفاده از 
  روي شناســـــايي  SCARنشــــانگر مولكـــــولي 

 ام مقــاوم لوبيـا بـه بيمــاري كپـك سفــيد      ـارق ـ

(Bakhshi et al., 2013)    ــتفاده از ــا اس و ب
ــاي   RAPDنشــانگر  ــابي ژن ه ــا ردي در رابطــه ب

ــه    ــومي طوقـ ــيدگي فوزاريـ ــه پوسـ ــت بـ   مقاومـ
ــت    ــده اســـ ــام شـــ ــي انجـــ ــه فرنگـــ   گوجـــ

(Morid and Hajmansoor, 2011).  
ژنوتيپ نخود مـورد بررسـي فقـط     42از بين 

، 3، 2، 1نـژاد   پنجنسبت به  Flip 06-152cلاين 
ــود 5و  4 ــاوم ب ــايج آزمــون بيمــاري . مق زايــي  نت

تأييـدي بـر نتـايج نشـانگرهاي     ) بررسي فنـوتيپي (
بنابراين لايـن   ،بودند) بررسي ژنوتيپي(مولكولي 

مقاوم شناسايي شده بـراي مطالعـات تكميلـي در    
ــاطقي كــه بيمــارگر وجــود دارد  مزرعــه  و در من

هاي اين تحقيق بـا نتـايج بـه     افتهي .شود توصيه مي
ژنوتيپي كه  هاي فنوتيپي و دست آمده از بررسي
وردي پــــور و همكــــاران  االله  توســــط حــــاجي

(Hajiallahverdipour et al., 2011)  گـزارش
 .شده همخواني دارد
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