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اش را عنايت فرمود، خداوند متعال را شاكرم كه به من توفيق كسب علم و دانش در جوار بنده برگزيده

گذشته از الطاف خداوندي و عنايات ويژه حضرت علي بن موسي الرضا و حضرت صاحب الزمان 

م ها معلمان دوران زندگي و تحصيلپيشرفت علمي را مديون بزرگواران زيادي هستم كه در راس آن

تك اين عزيزان باشم. لذا دانم كه هميشه قدردان زحمات تكقرار دارند. در اين راستا برخود فرض مي

دريغ و دعاي خيرشان، هاي بيترين معلمان زندگيم پدر و مادر فداكارم كه حمايتاز اولين و مهربان

عسگريان به خاطر كنم. از همراه هميشگي زندگيم، همسرم اميد هميشه شامل حالم بوده، تشكر مي

نهايت سپاسگزارم. از هايش بيقصور فراواني كه در طي دوران تحصيل داشتم و به دليل تمام صبوري

هاي من در ها در كنارم يكي از مهمترين انگيزهخواهران و برادر عزيزم كه حضور گرم و صميمي آن

  ي اين راه دشوار بود، ممنونم.ادامه

نامه با دلسوزي و مهرباني فراوان فر كه در تمام مراحل انجام پايانهياز جناب آقاي دكتر فرهاد شكو

هاي ارزشمندشان از ها و كمكنامه را بر عهده داشتند و به خاطر تمامي محبتراهنمايي اين پايان

نمايم. از استاد راهنماي بزرگوارم جناب آقاي دكتر شاهرخ قرنجيك و صميم قلب تشكر و قدرداني مي

هايشان سپاسگزارم. از استاد مشاور جناب آقاي دكتر مجتبي ممرآبادي به خاطر راهنمايي همچنين از

اند و در طول انجام مراحل پايان پدر و مادر همسرم كه همواره مشوق و پشتيبان من و همسرم بوده

دانشگاه  نمايم. از كليه پرسنل پژوهشكده علوم گياهياند، تشكر ميگونه كمكي دريغ نكردهنامه از هيچ

فردوسي مشهد خصوصاً مسئول آزمايشگاه كشت بافت سركار خانم ميرشاهي و خانم ضرغامي كمال 

هايشان در ها و تشويقتشكر را دارم. از دوستان بزرگوارم در پژوهشكده علوم گياهي كه از حمايت

  ام، سپاسگزارم.مند بودهتمامي مراحل انجام كار بهره
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دانشـگاه   كشـاورزي دانشـكده   بيوتكنولوژي گياهيدانشجوي دوره كارشناسي ارشد رشـته   محدثه مقيمي خيرآباداينجانب 

ه�ای ب�ومی خرب�زه و بررسي تنوع آن در تـوده  Fom2رديابي، تكثير و كلونينگ ژن صنعتي شاهرود نويسنده پايان نامه 

  شوم. متعهد ميفر دكتر فرهاد شكوهيدكتر شاهرخ قرنجيك و تحت راهنمائي   ايران

  تحقيقات در اين پايان نامه توسط اينجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است . •

 در استفاده از نتايج پژوهشهاي محققان ديگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است . •

براي دريافت هيچ نوع مدرك يـا امتيـازي در هـيچ جـا ارائـه      مطالب مندرج در پايان نامه تاكنون توسط خود يا فرد ديگري  •

 نشده است .

دانشـگاه صـنعتي   « كليه حقوق معنوي اين اثر متعلق به دانشگاه صنعتي شاهرود مـي باشـد و مقـالات مسـتخرج بـا نـام         •

 به چاپ خواهد رسيد .»  Shahrood  University  of  Technology« و يا » شاهرود 

 پايـان نامـه  افرادي كه در به دست آمدن نتايح اصلي پايان نامه تأثيرگذار بوده اند در مقالات مستخرج از حقوق معنوي تمام  •

 رعايت مي گردد.

در كليه مراحل انجام اين پايان نامه ، در مواردي كه از موجود زنده ( يا بافتهاي آنها ) استفاده شـده اسـت ضـوابط و اصـول      •

 اخلاقي رعايت شده است .

مراحل انجام اين پايان نامه، در مواردي كه به حوزه اطلاعات شخصي افراد دسترسي يافته يـا اسـتفاده شـده اسـت     در كليه  •

                                                                                                                                                                                                                                    اصل رازداري ، ضوابط و اصول اخلاق انساني رعايت شده است .

  

  تاريخ

  امضاي دانشجو

  

  

  

  

  

  

  

  ان نامه وجود داشته باشد .ي*  متن اين صفحه نيز بايد در ابتداي نسخه هاي تكثير شده پا

  

  تعهد نامه

  مالكيت نتايج و حق نشر

كليه حقوق معنوي اين اثر و محصولات آن (مقالات مستخرج ، كتاب ، برنامه هاي رايانه اي ، نرم  •

افزار ها و تجهيزات ساخته شده است ) متعلق به دانشگاه صنعتي شاهرود مي باشد . اين مطلب 

 در توليدات علمي مربوطه ذكر شود .بايد به نحو مقتضي 

 .بدون ذكر مرجع مجاز نمي باشد در پايان نامهاستفاده از اطلاعات و نتايج موجود  •
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  چكيده

 Fusarium باشد كه قارچ هاي مهم خربزه ميبيماري زردي و پژمردگي آوندي يكي از بيمار

oxysporum f.sp. melonis (FOM)  ،عامل اين بيماري است و از نظر بيماريزائي در چهار نژاد صفر

 FOMقارچ  1به عنوان عامل مقاومت در مقابل نژاد صفر و  Fom2شود. ژن بندي ميگروه 1.2و 2، 1

، 1هاي خربزه ايراني در مقابل نژاد شناخته شده است. در اين مطالعه با توجه به حساسيت اكوتيپ

هاي مثل: طالبي ان عامل مقاومت در برابر اين نژاد در سطح ژنوم اكوتيپبه عنو  Fom2حضور ژن 

  Charentais Fom2و  Charentais Fom1شهد شيراز، خربزه مشهدي، خربزه خاتوني، خربزه خاقاني، 

از بانك ژن بازيابي شد و با انجام آناليزهاي  Fom2مورد بررسي قرار گرفت. توالي گزارش شده ژن 

به كار  )PSh20-F/R(مناطق حفاظت شده آن تعيين و جهت طراحي پرايمر داخلي  بيوانفورماتيك

هاي مورد مطالعه تاييد ا در اكوتيپر  Fom2با استفاده از اين پرايمر حضور ژن  PCRگرفته شد. نتايج 

يابي در جهت توالي Fom2نمود و به تكثير تك باند در اندازه مورد انتظار منتج شد. قطعه داخلي ژن 

و پرايمر  Fom2با استفاده از پرايمر داخلي ژن  PCRكلون شد و به وسيله تكنيك كلني  pTG19ناقل 

هاي حساس همانند كه اكوتيپيابي نشان داد تاييد گرديد. آناليز نتايج توالي Psh10.2-F/Rيونيورسال 

ئيني متفاوتي را نسبت به تنوع نوكلئوتيدي و پروت Charentais Fom1خربزه مشهدي، خربزه خاقاني، 

هاي حساس دهند، كه همين تنوع نوكلئوتيدي، ساختار پروتئيني اكوتيپهاي مقاوم نشان مياكوتيپ

نمايد. شناسايي تفاوت سطح عامل بيماري حساس مي 1ها را نسبت به نژاد صفر و را تغيير و آن

 باشد.مي Fom2بيان پروتئيني ژن  ها به دليل وجود تنوع در توالي ژن و در سطحمقاومت در اكوتيپ

سازي آن، يك جفت پرايمر اختصاصي و همسانه Fom2سپس به منظور بررسي توالي كامل ژن 

)PSh20.2-F/R(  بر اساس ابتدا و انتهاي ژن، جهت تكثير توالي كامل ژن طراحي گرديد. با توجه به

الگو  DNA) ژنوم اين اكوتيپ پس از استخراج بعنوان M6مقاوم بودن اكوتيپ طالبي شهد شيراز (

تك باندي به اندازه مورد انتظار (حدود  PCRمورد استفاده قرار گرفت. در الگوي الكتروفورزي محصول 

يابي، آناليز و توالي pTG19كيلوباز) مشاهده شد. بعد از كلون  كردن قطعه مورد نظر در ناقل  3.3



 ح 

 

ها بر اكوتيپ مقاوم طالبي شهد شيراز مشخص نمود كه اين موتاسيون نتايج وجود موتاسيون را در

. به طور كلي هدف از كلون قطعه كامل در اين تحقيق انتقال ژن تاثير نداشته است Fom2عملكرد ژن 

Fom2 باشد، كه در مطالعات تكميلي مورد بررسي  به ناقل بياني و بعد از آن انتقال ژن به گياه مي

  ت. قرار خواهد گرف

 ژن،  Fusarium oxysporum f.sp. melonisواژگان كليدي: خربزه، بيماري زردي و پژمردگي آوندي، 

 Fom2 
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  مقدمه -1-1

خربزه بومي آفريقا  .است ) (Cucurbitaceaeاز خانواده كدوئيان گياهي ).Cucumis melo L(خربزه 

 FAOر طبق آما .)2009 هاشمي،بنيبه آسيا و ساير كشورها گسترش يافته است ( از آنجابوده و 

كه بالاترين باشد،تن مي 271,995,85معادل  ،ميلادي 2010اين محصول در سال ميزان توليد كل 

% از 4تن حدود  880,466,3ايران با توليد . است نت 925,225,66چين با توليد متعلق به كشور 

  . داردرا در اختيار  كل جهان توليد

 .Fusarium oxysporum  f.sp قارچ پژمردگي فوزاريومي ناشي ازهاي مهم خربزه، يكي از بيماري

melonis  اين بيماري در غالب 1375بهداد، باشد (است كه در نقاط معتدله و سردسير شايع مي .(

محدود كننده براي توليد خربزه در سطح وسيع  يعامل و استاي برخوردار ها از اهميت ويژهكشور

مامي مراحل رشد حتي عامل بيماري پژمردگي فوزاريومي در ت ).1996(مارتين و گوردون،  باشدمي

باشند، گياه را مورد حمله قرار ها در حال رسيدن مياي كه ميوهدر مرحله زدن و خصوصاًقبل از جوانه

ها از علايم بارز اين بيماري است. ابتدا نهاي هوايي و زرد شدن آپژمردگي تدريجي اندامدهد. مي

پژمرده  كمكمو تر ها گستردهسپس زردي برگ ،مشاهده شدرنگ هاي آلوده به زرد كمقسمتي از برگ

هايي از آن اهميت هاي خاكزي است كه گونهقارچ جزءجنس فوزاريوم  ).1379(صارمي، شوند مي

هاي مهم يكي از گونه Fusarium oxysporum). قارچ 1981اقتصادي ويژه دارند (نلسون و همكاران، 

هاي باشد كه داراي فرمهاي فوزاريوم ميدر بين گونه با نژادهاي فيزيولوژيكي متنوع تغيير پذير

  ). 1998كند (سرامي، ماري ميو در گياهان متعدد ايجاد بي باشدميهاي مختلفي اختصاصي و جمعيت

، 1، صفر فيزيولوژيكي پژمردگي فوزاريومي خربزه چهار نژادعامل ي قارچ تا كنون از فرم تخصص يافته

 روش مهم كنترل. )1981اند (مس و همكاران، شناسايي و از نواحي مختلف گزارش شده 1.2و  2

ي كه مقاوم به همه اكوتيپالبته باشد، ميبه اين قارچ مقاوم  يهااكوتيپاين بيماري استفاده از  ژنتيكي

هاي موجود نيست و تنها استراتژي اساسي براي مقابله با اين بيماري انتقال تمام ژن ،نژادها باشد



٣ 

 

و  2مقاومت بر عليه نژادهاي صفر و  Fom1ژن  ).1987باشد (ريسر، مي اكوتيپمقاومت داخل يك 

بر نژاد  Fom2و   Fom1 هايپاتوژن را ايجاد كردند. ژن 1مقاومت بر عليه نژادهاي صفر و  Fom2ژن 

 ).2009هاشمي، در خربزه مقاومت جزئي وجود دارد (بني 1.2طوريكه نسبت به نژاد بموثر نبوده،  1.2

- از استان 1.2) و نژاد 1969، 1989هاشمي، گرمسار (بنياز مشهد و اين قارچ  1ون نژاد كندر ايران تا

  ). 1982هاشمي، از كاشان گزارش شده است (بنينيز  فارس و اصفهان و اخيراً هاي

مقاوم به بيماري است  هاياكوتيپترين روش مديريت با بيماري استفاده از با توجه به اين كه مهم

هاي بومي و خارجي خربزه به نژاد منبع مقاومت در توده ،)1977؛ زونيكا و همكاران، 1983(زينك، 

محلي خربزه ايراني به  يهااكوتيپ). غالب 1975هاشمي و دزيو، (بنيحاصل شده است  2و  1صفر، 

 1.2دهند. مقاومت به نژاد را از خود نشان مي 1نژاد صفر مقاوم هستند و تعداد اندكي مقاومت به نژاد 

-باشند (بنيبه آن حساس مي هااكوتيپاست و تمام هاي محلي ايران مشاهده نشده تاكنون در توده

  ).1968هاشمي، الف

در خصوص ضرورت انجام اين مطالعه شايان ذكر است كه بيماري پژمردگي فوزاريومي به عنوان يكي 

هاي مهم خربزه در كشور مطرح است. از طرفي نبود منابع مقاومت به عنوان يكي از از بيماري

باشد و در خصوص اين گياه نيز قابل توجه ي در اكثر گياهان مطرح ميهاي اصلاحمشكلات برنامه

صورت گرفته براي ايجاد مقاومت به  الملليبينجا كه بيشتر مطالعات علمي است. از سوي ديگر از آن

محلي خربزه ايران خاص كشور ما است انجام  يهااكوتيپباشد و اين بيماري روي گياه طالبي مي

  رسد.جهت فراهم نمودن منابع مقاومت به قارچ عامل اين بيماري ضروري به نظر مياي چنين مطالعه

با توجه به جايگاه توليد و كشت انواع خربزه در دنيا و نيز توليد آن در نقاط مختلف ايران، كشور ما   

ريني و هاي ايراني هم به خاطر شيباشد. خربزهاز نظر توليد در دنيا صاحب مقام و موقعيت ممتازي مي

باشند ولي در مقابل، نسبت به بسياري از هم به لحاظ لطافت بافت ميوه داراي كيفيت خوبي مي

ها به ويژه پژمردگي فوزاريومي حساس هستند. هر چند در ايران آمار معتبري از سوي نهادهاي بيماري
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است، ولي طبق متولي كشاورزي از ميزان خسارت پژمردگي فوزاريومي در مزارع خربزه منتشر نشده 

هاي غيررسمي اين بيماري سالانه خسارت جبران ناپذير و فراواني به مزارع خربزه ها و بررسيگزارش

بومي و تمايل  يهااكوتيپنمايد. اين امر، عدم اقبال كشاورزان نسبت به استفاده از كشور وارد مي

ت. تداوم اين روند و عدم كشت مقاوم وارداتي را به دنبال داشته اس هااكوتيپكشاورزان به كاشت 

بومي، ذخاير ارزشمند ژنتيكي كشور را به نابودي و فرسايش ژنتيكي سوق داده است. از  يهااكوتيپ

اين رو لازم است قبل از وقوع كامل اين رويداد، تدابير اساسي در جهت حفظ و مقابله با اين مشكل 

- هاي گوناگون از قبيل شناسايي و انتقال ژنروش گيري ازتوان با بهرهانديشيده شود. در اين باره مي

  هاي مقاوم به اين بيماري را ايجاد كرد.بومي گونه يهااكوتيپهاي مقاومت به 

المللي و مقاوم استاندارد داخلي، بين هاياكوتيپسازي و كشت مراحل انجام اين پژوهش شامل آماده

هاي مقاومت در برابر بيماري مربوط به ژن هاي، استحصال تواليFom2بومي حامل ژن  يهااكوتيپ

- توالي هاي خربزه،در توده Fom2 سازي شرايط تكثير ژنطراحي پرايمر و بهينه پژمردگي فوزاريومي،

  باشد.هاي شناسائي شده مييابي و آناليز نتايج و بررسي تنوع احتمالي در توالي

  اهداف تحقيق:

  Fom2رديابي و تكثير توالي ژن  - 1

 Fom2سازي توالي كامل ژن همسانه - 2

 هاي تكثير شده در سطح نوكلئوتيديبررسي تنوع احتمالي در توالي اين ژن در نمونه - 3

 هاي تكثير شده در سطح پروتئينبررسي تنوع احتمالي در توالي اين ژن در نمونه  - 4

 هاسازي ژنمسانهه -1-2

ها يك  برند. در اين سال را به عنوان يك دگرگوني در بيولوژي مدرن نام مي 1973تا  1971هاي سال 

ريزي  لي نبودند، با موفقيت طرحهايي كه قبلاً عمكاملاً جديد توسعه يافت و امكان داد تا آزمايش روش
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 اند شده ناميده 2يا مهندسي ژنتيك ١DNAها تحت عنوان تكنولوژي نوتركيبي انجام شوند. اين روشو 

هاي  ژن فراهم كردن نسخه سازي همسانه هدف از گيرند. ها را در بر مي سازي ژن فرآيند همسانه كه

 است. هاي مختلف تحقيقاتي مورد استفاده در حوزه كه ژن تكثير يافتهمنفرد است.  يمتعدد از ژن

حاوي ژني كه بايد  ،DNAاي از  توليد يا جداسازي قطعه سازي ژن عبارتند از: مراحل اصلي در همسانه

ورود كنند.  شود، مي كه ناقل ناميده مي DNAاين قطعه را وارد يك ملكول حلقوي  همسانه شود.

   كند. مي DNAقطعه مورد نظر به داخل پلاسميد توليد يك مولكول نوتركيب 

كه ناقل را هايي  باكتري. كندل ميژن را به سلول ميزبان كه معمولاً يك باكتري است حم ،ناقل

-كنند و شروع به تكثير مي مي هاي كشت انتخابي را پيداكنند توانايي رشد در محيط دريافت مي

هاي مشابه و  كند نسخه يابد و در واقع از ژني كه حمل مي . در درون باكتري، ناقل نيز تكثير مينمايند

تقسيم ميزبان به نتاج منتقل شده و همانندسازي ناقل  نمايد. اين ناقلين در هنگاممتعددي توليد مي

  .)2010(براون،  كند تا رسيدن باكتري به فاز مرگ ادامه پيدا مي

 تنوع ژنتيكي و اهميت بررسي آن -1-3

هاي مختلفي حائز اهميت است. پيش شرط استفاده از ذخاير بررسي تنوع ژنتيكي گياهان از جنبه

به علاوه مطالعه تنوع ژنتيكي در  هاست.ع ژنتيكي صفات مختلف درآنتوارثي شناسايي و مطالعه تنو

هاي بومي اوليه منابع بسيار با ارزشي در كل توده كند.هاي گياهي به ما كمك ميزمينه اداره مجموعه

باشند و اغلب قادر به استقامت در شرايطي هستند ي گياهي مياز تنوع ژنتيكي براي اصلاح يك گونه

-بينند، و ثبات عملكرد بهتري از خود نشان ميهاي مدرن در آن شرايط به شدت آسيب ميكه واريته

ها نيز هاي اوليه، تنوع ژنتيكي موجود در آندهند. با جايگزين كردن و به دنبال آن از بين رفتن واريته

يكي از  باشد.مي مهمهاي اوليه هايي ذخيره واريتهرود. براي جلوگيري از چنين زياناز بين مي

اصلاح شده با افزايش  يهااكوتيپناپذير كشاورزي نوين كه مبتني بر استفاده از پيامدهاي اجتناب

                                                           

  1. Recombinant DNA technology  
2. Genetic engineering  
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نجات باشد (عبدميشاني و شاهعملكرد و كيفيت قابل قبول است كاهش تنوع ذخاير ژنتيكي مي

  ). 1377بوشهري،

   گذاري عمومينام -1-4

-، اسنپ2وينترملون، 1متعددي شامل كانتالوپهاي به نامسابقاً (.Cucumis melo L)  انواع مختلف

 6ملون 5و رابينسون 4ي جامع مانگراكارگيري واژهه رو، به منظور بشدند. از اينو غيره ناميده مي 3ملون

 varملون شامل خربزه پيشنهاد نمودند.  C. melo گونه يهااكوتيپانواع يا  را در انگليسي براي كليه

inodorus) C. meloطالبي ،( cantalupenses)  var C. melo گرمك ،((C. melo var reticulatus) ،

 جاليزي گياهخربزه  است. var dudaims) (C. meloو دستنبو  (C. melo var flexusus)خيار چنبر 

هاي دور متنوع، كشت و پرورش آن در كشور ما از گذشته يهااكوتيپاست كه با داشتن  مهمي

خربزه اصلاح شده غير بومي  هاياكوتيپهاي اخير سطح زير كشت در سالتاكنون معمول بوده است. 

بومي زياد شده است كه اين  هاياكوتيپباشد و به همين دليل فرسايش ژنتيكي در حال گسترش مي

ص اهميت تواند ميراث چندين هزار ساله را در مدت كوتاهي نابود كند. آندرس در خصوخطر مي

ذخاير بومي اظهار داشته است كه اگرچه مواد غير بومي پايه ژنتيكي دارند ولي اهميت مواد بومي 

توان در فرآيندهاي اصلاحي بهتر مي بومي هاياكوتيپ بيشتر است زيرا سازگاري بيشتري دارند و از

ر زراعت صيفي به طور كلي گياهان جاليزي مخصوصا طالبي و خربزه نقش مهمي د .استفاده نمود

شايد بيشتر از ساير  خربزه اكوتيپ هاي. و تنوع در )2009 هاشمي،(بني كشور و درآمد ملي دارند

  .)2006، نامبي( كدوئيان در ايران باشد

                                                           

  Cantaloupe.1  
  Vynter melon.2   

   Snap melon.3  
Munge .4  
.Robinson 5  

6. Melon   
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با توجه به اهميت اقتصادي زياد خربزه در ايران و جهان بايد توان كنترل انواع آفات مختلف اين گياه 

)، Altenaria cucumerinaسوختگي سياه خربزه ( مثلمهم در رابطه با محصول خربزه هاي و بيماري

و  (Erysiphe cichoracearum)سطحي سفيدك  )،Cercopora melonisسوكوسپوراي خربزه (

). اما آنچه به 1356ارشاد، ( داشته باشيمرا   (Pseudoperonospora cubensis)سفيدك داخلي 

ري پژمردگي گردد بيماكاهش كميت و كيفيت محصول در ايران ميميزان چشمگيري باعث 

  باشد.مي Fusarium oxysporum f.sp melonis فوزاريومي ناشي از قارچ

خربزه شناسي و طبقه بنديياهگ - 1-5  

 هزير خانواد Cucurbitaceaeن اكدوئي از خانواده .Cucumis melo Lخربزه با نام علمي 

Cucurbitoideae  و جنسCucumis چهار محصول اصلي . )1993كريگت و همكاران، مك( دباشمي

رابينسون و ( تعلق دارندCucurbitoideae  ار، كدو و خربزه به زير خانوادهكدوييان شامل هندوانه، خي

  .)1999، والترز

-در آن قرار مي C. hystrixو  C. sativusهاي كه گونه Cucumisبه دو زير جنس  Cucumisجنس 

 رابينسون و( گيرند، تقسيم مي شوندها در آن جاي ميي گونهكه بقيه Meloگيرند و زير جنس 

  .)1999، والترز

  كه عبارتند از:) 1993كريگت و همكاران، (مكگردند به چهار گروه تقسيم مي Meloزير جنس 

 C. metuliferusي شامل گونه Metuliferusگروه  - 1

 C. anguriaي شامل گونه Anguriaگروه  - 2

 C. meloي شامل گونه Meloگروه  - 3

  C. hirsutusي شامل گونه  Hirsutusگروه - 4
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 هاي آن نر،باشد. گلمحصولات باغباني دگرگشن و با اهميت اقتصادي بالا مي جزء )(2n=24خربزه 

دار باشند. دار يا گوشهدار يا بي كرك خطممكن است نرم، كرك هاباشند. ساقهماده و يا كامل مي

، سطح برگ ممكن است داراي كرك نرم يا زبر باشد و اي استاي، تخم مرغي يا قلوهدايره هابرگ

 جهانبخش،( شناسي سته است. ميوه خربزه از نظر گياهكندميسانتي متر تغيير  13تا  7ي آن از پهنا

1376(.  

  خاستگاه و مراكز تنوع خربزه -1-6

كه از هزاران سال پيش ميوه تيره كدوئيان مورد  دهدشواهد تاريخي و باستان شناسي نشان مي

اي از تحولات استفاده بشر قرار گرفته است. تاريخ اقوام مختلف نشان دهنده آن است كه در مرحله

هاي اهلي اين تيره وارد غذاي مردم آن قوم گشته است. با پيشرفت و توسعه سريع گونه ،كشاورزي

). خاستگاه و منشاء 1937ا افزوده شده است (تاپلي و همكاران، ههاي گوناگون از آندانش بر استفاده

خربزه به خوبي روشن نيست و در اين مورد هنوز ابهام وجود دارد. خربزه و طالبي بومي آفريقا بوده كه 

سپس به آسيا و ساير كشورها گسترش يافته است. برخي هند را به دليل رويش انواع وحشي و غير 

اي ديگر از مولفين معتقدند كه اهلي شدن دانند و عدهل اهلي شدن خربزه ميخوراكي اين گياه، مح

ي پيدايش اين گياه از ايران آغاز گرديده است. در اين ميان برخي منابع از ايران به عنوان مركز ثانويه

از دنياي قديم به اروپا و آمريكا انتقال يافته است  C.melo هاياكوتيپ). 1985اند (راديچ، نيز نام برده

  ). 2000(دانشور، 

از وجود خربزه در دو و سه هزار سال قبل از ميلاد به ترتيب در  يهاي تاريخي و آثار باستانگزارش

اين محصول در نواحي  توجه به اهميت). با 1997، و ياماگوچي اند (رابرت زكيمصر و ايران خبر داده

 1نظر هوكر گسترش يافت.نيز ، ايران و چين بتدريج اين گياه در سراسر خاورميانه وآسيا هند، مصر

كه در  C. trigonusوحشي به نام  اكوتيپهاي اهلي خربزه و طالبي از يك اكوتيپاين است كه گونه و 

                                                           

1. Hooker  
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شمالي  ايران نيز موجود است، بوجود آمده است. اين گونه در ايران و هندوستان و هيماليا تا نواحي

واقع در  1اي به نام كانتالوپدر قرن پانزدهم طالبي و خربزه از نواحي تركيه به منطقه رويد.استراليا مي

- ي كانتالوپ يكي از نامنزديك شهر تاريخي روم برده شد و از آنجا به غرب اروپا گسترش يافت. واژه

  ).2003يلور، از اين ناحيه برگرفته شده است (فورد و ت كه باشدميخربزه هاي 

شده است. در هاي انگلستان كشت ميخربزه در گلخانه هاياكوتيپدر قرن هفدهم ميلادي 

ها به ايالت خربزه و طالبي توسط كريستوف كلمب به دنياي جديد و از آنجا توسط اسپانيايي1683سال

طالبي و خربزه در نواحي معتدل و گرمسير سراسر  هاياكوتيپكاليفرنيا منتقل شد. در حال حاضر 

  ).1999، والترز شوند (رابينسون ودنيا پرورش داده مي

  هاي زراعي خربزهويژگي -1-7

 15هاي خراسان شمالي و رضوي معمولا از زمان كاشت خربزه در اكثر مناطق ايران و از جمله استان

شرايط آب و هوايي در اسفند ماه نيز به شكل زير فروردين تا اوايل ارديبهشت است و با توجه به 

-قابل كشت يا نشاء مي هاهفته بعد از آخرين يخبندان بذر 2-6گردد. در كل پلاستيكي كشت مي

خاك مناسب براي اين محصول بايد حاصلخيز و تازه و زمين آفتابگير باشد.  .)1379زاده، حقي( باشند

كند. اگر هدف برداشت زودتر محصول باشد بهتر رشد مي هايي با بافت شني يا رسيخربزه در خاك

 لومي مناسب است ولي براي رسيدن به ميزان بالاتر محصول خاك لومي، -اياي يا ماسهخاك ماسه

زهكشي خاك نقش ). 1957،و هومر تامپسون( شودرسي ترجيح داده مي -لومي و يا لومي -تييلس

است و تنظيم آن در جذب  6- 5/6مناسب براي اين محصول   pHكند.مهمي را در رشد بوته ايفا مي

هاي عمده آبياري شامل باراني، جوي پشته، روش باشد.عناصري چون كلسيم و منيزيم بسيار مهم مي

شول ( دام بستگي  به شرايط منطقه و ميزان آب در دسترس دارداست و كاربرد هر ك اي و نشتيقطره

  ).1973، كوپرو 

                                                           

1. Cantaluppe   



١٠ 

 

- يو در اين زمينه كاربرد ريز مغذ هستند ر غذايي در ميزان توليد محصول بسيار مهماستفاده از عناص

برداشت اكثرا به شكل سنتي است زيرا شود. هاي هوايي توصيه ميبخشدر  پاشيبه صورت محلول ها

اري برداشت محصول شروع نشاءك روز بعد از 68حدود  كنند.ها در اين امر مشكل ايجاد ميپيچك

دوره  دارد. آب و هواييستگي به شرايط بروز بعد از گلدهي است و  35- 55شود كه تقريبا مقارن با مي

مقدار توليد به طور  ، وگيردبار چيدن انجام مي 3اي هفته است و معمولاً تا يك ماه روز 27برداشت 

  .)1957 و هومر (تامپسون، باشدتن درهكتار مي 12-20متوسط 

  اصلاح خربزه -1-8

ترين مشكلي كه در دهد كه اساسينگاهي به توليد ارقام مختلف خربزه و طالبي در كشور نشان مي

حال حاضر توليدكنندگان با آن روبرو هستند، از دست رفتن يا كاهش عملكرد كمي و كيفي محصول 

افات  ها وهاي زيستي ناشي از انواع بيماريهاي زيستي و غيرزيستي است. اثر تنشخربزه تحت تنش

درصد  90هاي ويروسي، قارچي و آفات در برخي مناطق تا بسيار مشهود است به طوري كه بيماري

برند، به همين جهت اصلاح خربزه در مبارزه با آفاتي نظير مگس خربزه و مگس محصول را از بين مي

. بهبود صورت گرفته استخربزه هاي همانند سفيدك سطحي و پژمردگي فوزاريومي جاليز و بيماري

گير است و نيازمند منبع ژنتيكي هاي سنتي آهسته و وقتي روشوسيله خربزه و توليد ارقام مقاوم به

و در حال حاضر براي اكثر اين عوامل  استي خربزه محدود ولي متاسفانه منابع ژنتيك باشدقوي مي

هاي ر تثبيت و توليد لاينت زيادي دفت نشده است. از طرفي موانع و معضلازا منابع مناسبي يابيماري

- هاي دسترسد استفاده از روشهاي كلاسيك وجو دارد. به نظر مياي به روشگونهمقاوم و تلاقي بين

-تري براي اهداف بلند مدت اصلاحي ارقام مقاوم خربزه ميورزي ژنتيكي راه حل سريعتري و مناسب

  ).1389(نداف،  باشد
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   1پژمردگي فوزاريوميبيماري  -1-9

ي گياهي بيماري گونه 80خاكزي است كه در روي زاي ، قارچ بيمارFusarium oxysporumقارچ 

سطح بالايي از تخصص ميزباني  Oxysporumي . در گونه)1997، و مارتين (گوردون نمايدايجاد مي

ايجاد فرنگي فقط گوجه را آلوده كرده و بر روي محصولات ديگر يعني عامل بيماري گوجه ،وجود دارد

اند در اين گونه گزارش شده 3و نژاد 2فرم تخصص يافته 120بيش از  اساسبر همين كند. بيماري نمي

). در 1991كورل، باشند (كه قادر به ايجاد پژمردگي آوندي در بسياري از محصولات كشاورزي مي

ه عنوان مثال در شود، بهاي تخصص يافته از نام لاتين  ميزبان اختصاصي استفاده مينامگذاري فرم

 Fusarium oxysporumي مهاجم ، فرم تخصص يافته)Lycopersicon esculentum(گوجه فرنگي 

f.sp. lycopersicon) در نخود ،(Pisum sativumي مهاجم به نام، فرم تخصص يافتهFusarium 

oxysporum f.sp. pisi باشد. مي  

 melonisهاي مهم زردي و پژمردگي آوندي ناشي از يكي از بيماريمختلف خربزه نيز  هاياكوتيپدر 

Snyder & Hansen Fusarium oxysporum f.sp. باشد كه در نقاط معتدله و سردسير شايع مي

-بني( پردازيم.، كه در ادامه به معرفي آن ميفقط خربزه را آلودهفوزاريوم است. اين فرم خاص از 

  ).1968بهاشمي، 

  4فوزاريومي خربزهبيماري پژمردگي  -1-10

هاي شايع و مهم با گستردگي وسيع در اغلب بيماري پژمردگي فوزاريومي خربزه يكي از بيماري

. عامل بيماري اولين بار )2002(فيكادنتي و همكاران،  باشدكشورهاي واقع در آمريكا، اروپا و آسيا مي

 1938هاي نيويورك و مينوسوتا گزارش شد و در سال در شمال آمريكا و از ايالت1933در سال 

                                                           

1. Fusarium wilt 

2. Formae speciales   
3. Race  
4. Melon Fusarium wilt 
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. در )1968الفهاشمي، (بني اثبات شد C. meloاختصاصي بودن آن به گونه  1940توصيف و سال 

هاي حومه مشهد در استان خراسان رضوي عامل بيماري از خربزه 1344ايران اولين بار در سال 

اين زايي شد. اثبات بيماري C. melo هايوتيپاكو روي  )1968الفهاشمي، (بني جداسازي گرديد

درصد را در پي  100تا  50بيماري موجب خسارت شديد به مزارع خربزه شده و كاهش محصول از 

ي رشد تا ، از مراحل اوليهي مراحل زندگي گياه خربزهر كليهداشته است. خطر ابتلا به اين بيماري د

ها حتي اين قارچ پس از استقرار در مزرعه براي سال هنگام برداشت محصول وجود دارد. اسپورهاي

جا مانده از كشت گياهان ه اگر چندين سال گياه ميزبان كشت نشده باشد، قادر است بر روي بقاياي ب

-بنيدر خاك باقي بماند ( 1ي برخي از گياهان غير ميزبان به صورت كلاميدوسپور، و نيز ريشهيقبل

اي ضخيم و محكم آن سپور نوعي اسپور غير جنسي است كه ديوارهكلاميدو ).1975هاشمي و دزيو، 

قطعات گياهان آلوده، نمايد. باشد و آنرا در شرايط سخت محيطي محافظت ميبه شكل گرد مي

ها از عمده عوامل انتشار و انتقال عامل بيماريزا به ساير نقاط ها و ادوات كشاورزي و آبشينما

  ).1986، ماكانبشرف و شوند (محسوب مي

شود ايجاد مي Fusarium oxysporum f.sp. melonisي قارچ اين بيماري در طالبي و خربزه به وسيله

است و محصولاتي نظير انواع طالبي، خربزه، گرمك و خيارچنبر  C. meloي و منحصرا متعلق به گونه

هاي كدوئيان گونه ها واين قارچ در ساير جنس). 1376جهانبخش، ( دهندرا مورد حمله قرار مي

شود. دماي هاي كورتكس وارد گياه ميهاي جانبي و شكافاين قارچ از طريق ريشه. زا نيستبيماري

درجه سانتيگراد موجب  18-22باشد ولي دماي درجه سانتيگراد مي 26مناسب براي رشد قارچ 

علايم بيماري ظاهر  درجه سانتيگراد 30شود و در دماهاي بالاتر، حدود تشديد علايم بيماري مي

- 90يابد. رطوبت نسبي بالا (هاي خنك و در اوايل فصل رشد شيوع ميشود. اين بيماري در خاكنمي

%) شدت بيماري 50-60گردد و در شرايط رطوبت نسبي (%) موجب كاهش وقوع آلودگي مي80

ود و از طرف ديگر شيابد. افزودن نيتروژن به خاك منجر به افزايش شدت بيماريزايي ميافزايش مي

                                                           

1. Chlamydospore  
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گاسكو لن؛  1994كارد و همكاران، بلندهد (اضافه كردن پتاسيم و كلسيم شدت بيماري را كاهش مي

  ).2000و همكاران، 

  علائم بيماري پژمردگي فوزاريومي خربزه -1-11

اگرچه ممكن است كه گياهان در تمامي مراحل رشد تحت تاثير اين قارچ قرار گيرند ولي بيشتر وقوع 

بذور ممكن است در اثر اين بيماري . )2004(سوآرز و همكاران،  شودبيماري در گياهان بالغ ديده مي

ها ممكن است قبل و يا بعد از جوانه زني قبل از جوانه زدن و سبز شدن از خاك از بين بروند، نشاء

شود و اين زردي به ها زرد ميتر لبه برگ. در گياهان مسن)1376(اعتباريان،  پژمرده شده و بميرند

اي از رشد گياهان حساس تواند در هر مرحلهگيرد. پژمردگي ميرونده كل برگ را در بر ميشكل پيش

شود. پژمردگي اغلب به كندي هاي رونده ديده مياتفاق بيافتد و در يك يا تعداد بيشتري از ساقه

ابل مشاهده است، چنين گياهاني تر است قكند و در ابتدا فقط در وسط روز كه هوا گرمپيشرفت مي

ترشحات . ميرندكنند ولي بعد از چند روز به طور دائمي پژمرده شده و ميدر شب بهبود پيدا مي

اي تيره در شود در معرض هوا به رنگ قهوهها خارج ميصمغي قرمز يا نارنجي رنگ كه از اين زخم

شود كه تغيير رنگ آوندي ملاحظه مي ها مخصوصا در قسمت طوقه گياهآيند در برش عرضي ساقهمي

ها در ابتدا . ريشه)2004(سوآرز و همكاران،  نشانگر رشد و نفوذ قارچ در سيستم آوندهاي چوبي است

ها اگر تشكيل ميرند و ميوهاي مايل به قرمز شده و در نهايت ميرسند اما بعدا قهوهعادي به نظر مي

 1- 1شكل  ).1938؛ ليچ،  1987(مارتين و آمادور،  ندارد  شوند كوچك مانده و بازار پسندي خوبي را

  .دهدعلائم بيماري را در طالبي و خربزه نشان مي
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(شجاعيان،   گياه آلوده b-e) گياه سالم   a)علايم ظاهري پژمردگي فوزاريومي در گياه خربزه و طالبي.   -1- 1شكل  

1383(  

گردند كه شامل گياهان بدون زا معرفي ميرابطه با عكس العمل به نژادهاي بيماريپنج فنوتيپ در 

علائم، گياهان داراي علائم زردي و پژمردگي در كوتيلودون و برگ اوليه، گياهان داراي زردي و 

ها و نيز يا تعداد بيشتري از برگ 3برگ اوليه، گياهان داراي زردي و پژمردگي در  2پژمردگي در 

واضح به طور قارچ عامل اين بيماري ). مقاومت به 2005، همكارانپرچپيد و باشند (ياهچه ميمرگ گ

  .گرددمشاهده مياي ي گياهچهدر مرحله

  

  

   

  

e 

d  
c  

a b  
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        فصل دومفصل دومفصل دومفصل دوم

        مرور منابعمرور منابعمرور منابعمرور منابع
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  فرضيه ژن براي ژن فلور -2-1

و بر اساس مطالعات وي روي اثر متقابل  1956اولين بار توسط فلور در سال  فرضيه ژن براي ژن

ارائه گرديد. اين  Malampsora  liniگياه كتان براي بيماري زنگ حاصل از  رويميزبان و پاتوژن 

- متناظر كنترل كننده بيماري دارد كه هر ژن كنترل كننده مقاومت در ميزبان يك ژنفرضيه بيان مي

هاي مغلوب زايي توسط ژنهاي غالب و بيماريتوژن دارد. مقاومت ميزبان از طريق ژندر پازايي 

هاي باشد. زماني كه ژنشود. ژنوتيپ ميزبان و پاتوژن تعيين كننده نوع واكنش بيماري ميحاصل مي

د ميزبان واكنش حساسيت نشان خواهد هاي ژني با يكديگر جفت شونمكان ميزبان و پاتوژن در تمام

مقاومت را  هاي ژني به صورت جفت نشده باقي بمانند ميزبان واكنشها در مكاند. اگر برخي ژندا

ان خواهد داد. در سطح ملكولي فرضيه بر اين است كه مقاومت ژن براي ژن در اغلب موارد شامل نش

ژن در  هاي آنتي بيوتيكي توسط يك ژن مقاوم است، توليد سم با ميزان فعاليتتوليد سم يا پروتئين

  باشد. باشد. مقاومت حاصل از ژن غالب پايدارترين مقاومت ميارتباط مي

دهد، كه غالباً  پروتئين رخ مي–به يكديگر متصل شوند تعامل پروتئين پروتئينزماني كه دو 

دهند. بسياري از فرايندهاي مولكولي مهم در سلول مانند تكثير  عملكردهاي بيولوژيكي را انجام مي

DNA تعداد زيادي  ها ازشوند كه اين كمپلكس هاي بزرگ مولكولي انجام ميتوسط كمپلكس

ها  تعاملات بين پروتئين اند. خته شدهها سا دهي شده به وسيله تعامل بين پروتئينهاي سازمان پروتئين

هاي سطح خارجي يك  براي اكثر عملكردهاي زيست شناختي مهم هستند. به عنوان مثال، سيگنال

را  اين فرايند شوند. هاي سيگنالي به داخل سلول هدايت ميسلول توسط تعامل پروتئيني بين مولكول

بسياري از مبارزه با ولوژيكي و در فرايندهاي بي نامند كه نقش اساسي در بسياري از انتقال سيگنال مي

پروتئين براي هر فرآيندي در سلول زنده از اهميت مهمي - تعامل پروتئينكند.  بازي ميبيمارها 

توانند  بخشند و و مي ها بهبود مي برخوردار هستند. اطلاعات در مورد اين تعاملات درك ما را از بيماري

  .را فراهم كنند هارزه با بيماريمباهاي جديد  شپايه و اساس رو
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  گياهي مقاومت هايمكانيسم - 2-2

تواند حاصل عوامل محيطي شود كه مياثرات  مضر و نامطلوب بر رشد گياه و عملكرد تنش ناميده مي

شوند. تنشي كه توسط عوامل بندي ميها به دو گروه زنده و غير زنده تقسيميا بيولوژيكي باشد. تنش

گويند. زماني كه تنش توسط ها، آفات و علف هرز ايجاد شود را تنش زنده ميمثل بيماريبيولوژيكي 

شود. تمامي گياهان هر دو گروه تنش را با درجات عوامل محيطي ايجاد شود تنش غير زنده ناميده مي

ها به كنند كه در اين قسمت از انواع مقاومت گياهان در برابر تنشمختلف تحمل يا مقاومت مي

  كنيم. خصوص بيماري پژمردگي فوزاريومي خربزه صحبت مي

مقاومت اختصاصي ميزبان به نژاد خاصي از پاتوژن را مقاومت  :يا اختصاصيمقاومت عمودي 

باشد به همين لحاظ به آن مقاومت كيفي هم گفته نامند. توارث اين نوع مقاومت ساده ميعمودي مي

هاي كنترل كننده اين نوع مقاومت اثر متمايز و باشد يعني ژنهاي بزرگ ژن ميشود. جزء مقاومتمي

هاي اصلاحي از آن توان در برنامهپذيري بالاي دارد و ميباشد. اين نوع مقاومت توارثمشخصي دارا مي

  شود.استفاده نمود، با ايجاد نژادهاي جديد پاتوژن مقاومت عمودي شكسته مي

ن به تمام نژادهاي يك پاتوژن را گويند. اين نوع از مقاومت مقاومت ميزبا مقاومت افقي يا عمومي:

باشد (ژن كوچك باشد كه اثر هر ژن براي ايجاد مقاومت كم ميهاي كنترل كننده زيادي ميداراي ژن

پذيري كمي دارد و به همين دليل ، توارثدر رابط ژن براي ژن كاربردي ندارد مقاومت عمودي اثر).

ها نشان اي را مقاومت عمودي در بين ژنوتيپباشد. تنوع پيوستهمشكل مي هاي مقاومشناسايي تيپ

  گذارد.دهد و ايجاد نژادهاي جديد پاتوژن بر روي مقاومت تاثيري نميمي

مقاومت اليگوژني گويند. در  به آن ژن باشد اگر مقاومت حاصل يك مقاومت تك ژني يا اليگوژني:

- باشد. مقاومت ممكن است توسط ژنيص بر مقاومت دارا مياين مورد هر ژن اثري بزرگ و قابل تشخ

هاي غالب يا مغلوب حاصل شود. در اين نوع از مقاومت تفاوت بين گياهان مقاوم و حساس كاملاً 
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مثل مقاومت به پژمردگي  باشدانتقال اين نوع مقاومت از گياهي به گياه ديگر ساده مي مشخص است.

  به.فوزاريومي پنبه و ورتيسيلومي پن

شود ميچندين ژن حاصل  ها توسطگاهي اوقات مقاومت به بيماري ژني:مقاومت چند ژني يا پلي

باشد. كه اثر هر ژن قابل تشخيص نميباشد به طوريكه هر ژن داراي اثري كوچك بر روي مقاومت مي

داراي تنوع پيوسته . مقاومت چند ژني شوداين نوع از مقاومت در برابر تمامي نژادهاي پاتوژن ايجاد مي

باشد مثل مقاومت به پژمردگي باشد. انتقال اين نوع از مقاومت سخت ميدر صفت مقاومت مي

  .)2011(سينگ،  فوزاريومي گوجه

به شكل كلاميدوسپور در خاك و بقاياي آلوده گياهي  .melonis Fusarium oxysporum f.sp قارچ 

گردند. نيز ناقلان بدون علائم اين بيمارگر محسوب مي هاي هرزكند. بعضي از علفگذراني ميزمستان

نحوه زندگي و تغيير جمعيت فرم اختصاصي خربزه در محصولات زراعي چون خربزه، طالبي، چغندر، 

فرم اختصاصي عامل پژمردگي خربزه مشخص گرديد  و شد،فرنگي و پنبه بررسي يونجه، گندم، گوجه

روش مهم كنترل  .)1384شفق، ( ن ذكر شده رشد و نمو كندمه گياهاتواند در بقايايي گياهي همي

كه مقاوم به همه نژادها باشد موجود  ياكوتيپالبته باشد، مقاوم مي هاياكوتيپاستفاده از  اين بيماري

هاي مقاومت داخل يك تمام ژن انتقالبراي مقابله با اين بيماري  اساسياستراتژي تنها نيست و 

- % خسارت به مزارع جاليزكاري وارد مي90بر اثر اين بيماري حدود  ).1987ريسر، باشد (مي اكوتيپ

براي كنترل اين بيماري اقدمات متعددي مانند كنترل شيميايي،  .)1987(مارتين و آمادور، گردد

  بيولوژيكي و ...توصيه شده است. 

  كنترل شيميايي -3- 2

 Fusarium قارچ اوليه خوبي برايتواند كنترل استفاده از سموم ضدعفوني كننده خاك مي

oxysporum f.sp. melonis ) گزارش كرده كه حضور مجدد قارچ 1999(زيتر  .)1377صارمي، باشد (

در دانشگاه ) 2003( دامسو سي جديدي كه توسط هانگ رافتد. در بردر خاك خيلي سريع اتفاق مي
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هاي مختلفي از بيكربنات سديم و پتاسيم روي رشد كورنل انجام گرفته است، مشخص شده كه غلظت

در كنترل بيماري از تركيبات  گذارد.تاثير مي mlonis  .Fusarium oxysporum f.spميسيلوم قارچ 

ولي معمولاً مشكلات شود. استفاده مي هستند، شيميايي ضدعفوني كننده كه عموما به صورت گاز

علاوه بر اين پس از . ها را محدود ساخته استبرداري آنبهرهتكنيكي در به كارگيري اين تركيبات، 

هاي قارچ در خاك همچنان به قوت خود تدخين خاك و بسترهاي كشت، خطر تشكيل مجدد كلوني

در  گرم 5استفاده از مخلوط كلروپيكرين به ميزان شود كه توصيه ميبه هر حال باقي خواهد ماند. 

گرم در يك مترمربع خاك تا حدودي بر  75برومايد به مقدار خاك به همراه متيل مربع يك متر 

 .)1383(شجاعيان،  گذاردكاهش بيماري تاثير مي

 انجام عمل پيوند -2-4

ها قبل از كار گياهچهشوند. براي اينهاي مقاوم پيوند زده ميها بر روي پايهدر اين روش گياهچه

شوند و پس از طي يك دوره حقيقي پيوند ميي يك يا دو برگ انتقال به محل اصلي و در مرحله

 يابند. نتايج حاصل از مطالعات روزه و اطمينان از گرفتن پيوند به محل اصلي انتقال مي 7- 10مراقبت 

نشان داد كه پايه واكنش پيوندك را به لحاظ بروز مقاومت به علاوه كيفيت ميوه و ميزان محصول 

 Benincaseانواع كدو مانند  ..)2002سين و همكاران، ؛ ني 1994(لي،  تحت تاثير قرار مي دهد

cerifera هايي هستند كه براي اين منظور مورد استفاده خربزه، از جمله پايه - هاي مقاوم طالبيو پايه

زياد آن  ولي هزينه باشدمي ردگي فوزاريومي خربزه عمليروش كنترل بيماري پژماين  گيرند.قرار مي

  .است مانع انجام كار

  كنترل زراعي -2-5

در منطقه ريزوسفر گياهان حساس در  .melonis  Fusarium oxysporum f.spبه دليل فراواني قارچ 

) 1975هاشمي و دزيو (باشد. بنيخاك تاثير تناوب محصول در كنترل بيماري بسيار مورد توجه مي
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اند جدا نمود اوب با خربزه بودهتوان از ريشه ذرت و سويا كه در تناين قارچ را مي اند كهگزارش كرده

ولي با اين حال تناوب زراعي طولاني با غير كدوئيان باعث كاهش تدريجي جمعيت قارچ در خاك 

 شخم زمينعمليات زراعي همانند با ) دريافتند كه 2004شود. همچنين سوآرز و همكاران (مي

 Fusarium كامل باعث حذفگرچه در معرض هوا قرار گيرد، براي مدت طولاني  اگر قارچ پروپاگول

oxysporum f.sp. melonis  شود. گردد ولي به طور چشمگيري باعث كاهش پروپاگول قارچ مينمي

تقويت گياهان سالم با استفاده از برنامه حاصلخيزي متناسب با نوع خاك و ممانعت از پراكندگي خاك 

اند از هاي آلوده عبور نمودهي كه خربزههاي زهكشآلات كشاورزي، حيوانات و آبآلوده توسط ماشين

  ).1379زاده، ساير اقدامات به زراعي و بهداشتي در رابط با كاهش بيماري است (حقي

  كنترل بيولوژيكي -2-6

- بيماريغيرنژادهاي . استكنترل بيماري موثر زا درزا و غيربيماريبيماري نژادهاي روابط متقابل بين

ها داراي نحوه نژاداند. اين به عنوان عامل كنترل بيولوژيكي شناخته شده Fusarium oxysporumزاي 

ها رقابت بر سر موادغذايي موجود در باشند. يكي از آندر ارتباط با كنترل بيولوژيك مي متفاوتي عمل

نژاد هاي لومكگذارند و تراكم اينوزني كلاميدوسپورهاي بيمارگر تاثير ميخاك است كه بر ميزان جوانه

كند. مقاومت سيستميك القائي كه منجر به تحريك زا در سطح ريشه افزايش پيدا ميغير بيماري

  ).1994كارد و همكاران، هاي مهم در اين زمينه است (بلنمشود از مكانيسدفاعي گياهان مي مكانيزم

و سبب  است FO-47 را كه تحت نام Fusarium oxysporumاز نژادي  )2003( ول و همكارانفرا

از ساير موارد كنترل  گزارش كردند. ، راشودفرنگي ميتحريك مقاومت به پژمردگي فوزاريومي گوجه

توان به با بيماري پژمردگي فوزاريومي خربزه مورد بررسي قرار گرفته است مي هبيولوژيك كه در رابط

تحت شرايط طبيعي  ).2004بورا و همكاران، اشاره نمود ( Pseudomonas putidaباكتري  سويهدو 

هاي داراي تيمار انجام گرفت خربزه 2002و  2001هاي آزمايشي كه در مزرعه خربزه در طي سال
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% 46% و 63 به ترتيب Pseudomonas putida 180 سويهو  Pseudomonas putida 30 سويهبذور 

  ).2004بورا و همكاران، كاهش آلودگي را نشان دادند (

براي كنترل  Trichoderma ،Streptomycesهاي ) در ارزيابي جدايه1381(زاده و اعتباريان اشرفي

هاي بيولوژيكي پژمردگي فوزاريومي خربزه دريافتند كه ميزان رشد ميسيلومي بيمارگر در مقابل جدايه

- داري كاهش داشته است. درصد كاهش رشد در مورد جدايهطور معنيمختلف دو آنتاگونيست فوق به

درصد  10صفر تا  بين Trichodermaهاي و در مورد جدايه 7/99تا  4/1بين  Streptomycesهاي 

  متغير بوده است.

  مقاوم هاياكوتيپاستفاده از  -2-7

ها همراه ها  و انتقال اين ژنهاي مقاومت و جداسازي آنهاي مقاوم با شناسايي ژنفرآيند توليد پايه

زا و تخمين پاسخ گياه به مقاوم،  تلقيح عامل بيماري هاياكوتيپباشد. روشي موثر براي شناسايي مي

هاي اصلاحي براي ارزيابي مقاومت به ). در برنامه 2003عامل بيماري است (بورگر و همكاران، 

گردد. با استفاده از تكنيك تلقيح گياهان پژمردگي فوزاريومي از روش تلقيح مصنوعي استفاده مي

شوند، ممكن است گياهان حساس ژمردگي و مرگ گياه ميحساس داراي علائمي همچون زردي، پ

علائم را به صورت ظاهري نشان ندهند زيرا علائم بيماري در داخل سيستم آوندي گياه حساس و دور 

و بيان  پلاسمسيتو اي پس از انتقال بههسته هايدهند كه ژنها نشان ميبررسي باشد.از چشم ما مي

 .melonis Fusarium oxysporum f.spدر كنترل مقاومت خربزه به توانند نقش مهمي ميپروتئيني 

  ).2001داشته باشند (ريوروس و همكاران، 

را  1و صفر،  2به ترتيب مقاومت به نژاد صفر،  Fom2و  Fom1كه دو ژن غالب مقاومت با توجه به اين

)، تا 1976؛ رابينسون و همكاران،  1976؛ ريسر و همكاران،  1965شوند (ريسر و مس، باعث مي

، Charentais Fom2 ،Cum-334 ،Cum-241متعددي نظير طالبي شهد شيراز،  هاياكوتيپكنون 
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PI-161375 ،PI-124111مقاوم نسبت به نژادهاي صفر و  هاياكوتيپبه عنوان  2و دلس 1، گلدن گوفر

  ).2011اند (اومولود و همكاران، معرفي شده 1

  هاي مقاومتنژادهاي پاتوژن با ژناثر متقابل  -2-8

از  ايمجموعهشان در زايياريبر اساس ظرفيت بيم.melonis  Fusarium oxysporum f.spنژاد  رچها

واكنش مقاومت در و  شناسايي شدند Charentais T, Doublon, CM17187خربزه مثل  هايزقم

در گياهان مقاوم نسبت داده شد  Fom1، Fom2هاي بيماري ناشي از اين قارچ به حضور ژنمقابل 

 اكوتيپرسند. هر هر دو ژن مقاومت به صورت مستقل و غالب به توارث مي ).1976(ريسر و همكاران، 

 melonisهاي مقاومتي كه در آن حضور دارد ممكن است به يك نژاد و يا چند نژاد خربزه بسته به ژن

Fusarium oxysporum f.sp.  .مقاوم باشد  

اين  2و  صفرباشد نسبت به نژادهاي مي Fom1كه حاوي تك ژن غالب  Doublon اكوتيپبراي مثال 

، در Fom2حاوي ژن غالب  CM 17-187 اكوتيپكه . در حالي)1973، و رود (ريسر قارچ مقاوم است

. لاين )1976(ريسر و همكاران،  قارچ پژمردگي فوزاريومي خربزه مقاوم است 1و  صفرمقابل نژادهاي 

قارچ  2و  صفر،  1و  صفرنسبت به نژادهاي است  Fom1, Fom2داراي هر دو ژن كه  MR-1اصلاحي 

  ).1988(زينك و توماس،  دهندمقاومت وسيعي را نشان مي

شود (عامل ايجاد زردي) تفكيك مي  Y1.2(عامل ايجاد پژمردگي) و  W1.2  3به دو پاتوتيپ 1.2نژاد  

توان ي از خربزه و طالبي مييهابيماري را فقط بر روي ژنوتيپقارچ ). نژاد صفر 2007 تروس،هرمن و (

هاي مقاومت به پژمردگي فوزاريومي را نداشته باشند. تا به امروز هيج كه هيچ يك از ژن مشاهده كرد

 شناسايي نشده است. .melonis Fusarium oxysporum f.spژني براي مقاومت به تمامي نژادهاي 

در 1.2مقاوم به نژاد نسبتاً  هايپاكوتيسبب توليد  هاي مقاومتانتقال ژن نظير فرآيندهاي اصلاحي

                                                           

1. Golden gopher  
2. Dulce 
3. Pathotype 
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(ريسر و رود،  Isabelleهاي اصلاحي لاين)، 1973ريسر و رود، ( Pibouleو  Ogon9هاي نمونه

 BIZو لاين اصلاحي  ) 2002(فيكادنتي و همكاران،  Nad2و  Nad1دو لاين دابل هاپلوئيد ، )1973

) دو كالتيوار جديد خربزه مقاوم به 2002ناكازومي و همكاران ( شده است.)  2007، تروس(هرمن و 

المللي علوم چاي و سبزيجات ژاپن و روي كار در انيستيتو بيناين اند،را معرفي كرده Y  1.2نژاد

انجام شده است و مشخص شده كه  Podai NO.1و  Cucumis melon var conomanهاي اكوتيپ

امروزه تعداد زيادي منبع مقاومت به نژاد  هستند. 1.2ها داراي مقاومت كمي به نژاد اكوتيپاين 

  قارچ عامل بيماري پژمردگي فوزاريومي در خربزه شناخته شده است. 2 و 1صفر،

  افتراقي و واكنش هر يك در مقابل نژادهاي مختلف قارچ هاياكوتيپ -1- 2جدول 

  هاسويه  

  1.2  2  1  0  هاي مقاومتژن

  حساس  حساس  حساس  حساس  شاهد حساس

Fom1 حساس  مقاوم  حساس  مقاوم  

Fom2  حساس  حساس  مقاوم  مقاوم  

Fom1, Fom2 حساس  مقاوم  مقاوم  مقاوم  مقاومت چند ژني  

  

  مروري بر مطالعات انجام شده  - 2-9

باشد، فرآيند تكامل در زاي محيطي ميرشد و پراكنش گياهان در طبيعت تحت تاثير عوامل تنش

شود كه اين هاي مقاومت و تحمل در گياه ميها سبب ايجاد مكانيزمگياهان براي مقابله با اين تنش

صفات در گياهان به انتقال پايدار  وراثتذارد. اساس گو عملكرد آن تاثير مي DNAعوامل بر روي 

 ،بر روي خواص و رفتار بيولوژيكي يك گونه گياهي موثر است DNAارتباط دارد، توالي  DNAتوالي 

تواند تركيبات مي موتاسيونهاي ژنتيكي و كه اين حالت بايستي نسبتاً ثابت بماند اگرچه نوتركيبي
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هاي محيطي افزايش دهند. ها و تنشجديدي را ايجاد نمايد تا تحمل گياهان را به انواع بيماري

 گرددشود هميشه سبب ايجاد مقاومت نميها تحريك ميبه وسيله موتاسيون كه تغييرات ژنتيكي

اپذير به محصولات كشاورزي نو خسارت جبران هاياكوتيپممكن است اين تغييرات سبب حساسيت 

  ). 2008(وايسي و همكاران، شود 

 .باشدمي Fusarium oxysporum f.sp.  lycopersici بيماري پژمردگي فوزاريومي گوجه فرنگيعامل 

شناخته شدند. به عنوان منابع مقاومت در برابر بيماري پژمردگي فوزاريومي  I-2و  Iهاي در گوجه ژن

مثل  يهاياكوتيپتوسط پريت چارد به  مقاومت در برابر بيماري پژمردگي فوزاريومي گوجهي هاژن

Marglobe  وRutgers شدنددر برابر بيماري مقاوم  هاياكوتيپبه توليد  تا اينكه موفقانتقال داده شد  

   .)1972چارد، (پريت

است   Fusarium oxysporum f.sp. lactucumبيماري پژمردگي فوزاريومي كاهو كه ناشي از قارچ 

باشد. اين بيماري اولين بار توسط هاي مهم در منطقه ورامين، كرج و شهر ري مييكي از بيماري

در شهر ري مشاهده  1372هوبارد و گريگ از ناحيه فرسنو كاليفرنيا گزارش شد و در ايران در سال 

ومت به قارچ فوزاريوم بررسي كردند و كاهو را نسبت به حساسيت و مقا اكوتيپ15 يشد. در تحقيق

- هاي هوائي و درصد بوتههاي مقاوم وزن خشك ريشه، وزن خشك و تازه انداممتوجه شدند كه گونه

ترين تري را داشتند. در اين آزمايش به اين نتيجه رسيدند كه وزن خشك ريشه دقيقهاي سالم بيش

  ). 2001باشد (دهقاني و همكاران، مي يدر برابر  بيماري پژمردگ شاخص در ارزشيابي مقاومت

تعيين ميزان تنوع ژنتيكي در مواد گياهي گام اوليه براي شناسايي، حفظ و نگهداري ذخاير توارثي و 

باشد. استفاده از نشانگرهاي هاي اصلاحي مينيز پايه اساسي و اوليه براي تحقيقات ژنتيكي و برنامه

كه در ارزيابي روابط خويشاوندي ژنتيكي، انتخاب گياهان برتر  استملكولي ابزاري مهم در اين زمينه 

هم چنين استفاده از اين نشانگرها  هاي مختلف كاربرد دارند.و بررسي شباهت يا تفاوت بين نمونه

تاكنون به منظور ارزيابي  ).1994، و همكاران (لاويباشد براي افزايش كارايي اصلاح گياهان مفيد مي
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هاي لينكاژي از نشانگرهاي ژنتيكي به منظور ايجاد نقشههاي خربزه و نيز ين گروهكي در بتنوع ژنتي

هاي مربوط به تنوع در بررسي DNAاست. در اين ميان استفاده از نشانگرهاي مختلفي استفاده شده

هاي مربوط به در ارزيابي DNAشدت مورد توجه قرارگرفته است. استفاده از نشانگرهاي  ژنتيكي به

) با استفاده از ماركرهاي 2000آغاز شد. استاپ و همكاران ( 1990ع ژنتيكي خربزه از دهه تنو

RAPD هاي كشت شده در اروپا و آمريكاي شمالي را مورد مطالعه قرار دادند، و تنوع ژنتيكي خربزه

تنوع ژنتيكي را در آفريقا  خربزه هايپلاسم) در يك كلكسيون بزرگ از ژرم2001مليكي و همكاران (

  مطالعه كردند. 

نمونـه  ، بيماري پژمردگي فوزاريـومي خربـزه و طـالبي    كنترل) به منظور 1382رستگار و لادن مقدم (

 بـود، را  از مزارع آلوده كه شامل خربزه ايوانكي،خربزه سبز، خربزه مشهدي و طالبي آناناسـي  را برداري

 Fusarium oxysporumده انجـام و قـارچ   سـپس ضـدعفوني طوقـه و ريشـه گيـاه آلـو      انجام دادنـد.  

f.sp.melonis هاي آلوده جداسازي و اثبات بيماريزايي شد. كنترل بيماري با دو ماده بيولوژيك از بافت

Trichodermin B  وSubtilin       به همراه تقويت گياه با كودهـاي آهـن، روي، مـس، پتاسـيم، كلسـيم

ومنگنز انجام و نتايج حاكي از آن بود كـه اسـتفاده از عناصـر مغـذي مـذكور و تيمـار بـذور بـا مـواد          

پژمردگي فوزاريومي  بيماري و تا حد زيادي از بروزها گرديد ژيك سبب رشد بهتر و سريع تر بوتهبيولو

  .ودنمخربزه جلوگيري 

 Fusarium oxysporumاطلاعات چنداني در خصـوص وجـود نژادهـاي فيزيولـوژيكي      1965تا سال 

f.sp. melonis (FOM) ــ  ــود. ريســر و م ــا اســتفاده از 1965س (در دســترس نب ــپ)، ب ــاياكوتي  ه

1افتراقي
Cucumis melo  اين قارچ را از فرانسه گزارش كردند. تا كنون بر اساس ژن 4و  3، 2، 1نژاد-

-نژادهاي ديگري از عامل بيماري گـزارش نشـده اسـت. بنـي     C. meloهاي مقاومت شناخته شده در 

از اسـتان   Fusarium oxysporum f.sp. melonisهـاي  ) ضمن مقايسه جدايـه 1975هاشمي و دزيو (

                                                           

1. Differential cultivars  
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-و جدايـه  2هاي استان خراسان را متعلق به نژاد خراسان رضوي، شمال آمريكا و جنوب كانادا، جدايه

هاي شناخته ) بر اساس ژن1976معرفي نمودند. ريسر و همكاران ( 4هاي آمريكاي شمالي را جزء نژاد 

را به صـورت نژادهـاي    Fusarium oxysporum f.sp. melonis، نژادهاي هاياكوتيپشده مقاومت در 

ادهـاي صـفر،   به ترتيب به نژ 4و  3، 2، 1گزارش نمودند. بر اين اساس نژادهاي قبلي  1.2، 2، 1صفر، 

ولـي  ته شـده  تنهـا نـژاد شـناخ    1985در آمريكا بسيار مخرب و تا سال  2تغيير يافت. نژاد  1.2، 2، 1

) و 1996در آمريكا (مارتين و گـوردون،   Fusarium oxysporum f.sp. melonisاكنون تمام نژادهاي 

قـارچ از مشـهد و گرمسـار     اين 1اند. در ايران تا كنون نژاد ) گزارش شده1965فرانسه (ريسر و ماس، 

اند (ذاكـري و  را از فارس و اصفهان و اخيرا نيز از كاشان گزارش كرده 1.2) و نژاد 1969هاشمي، (بني

، و جداسـازي سـاير   انـد ولي نژادهاي صفر و دو تا كنون در ايران شناسايي نشـده ) 1996هاشمي، بني

  اي بيشتري دارد.هدر ايران احتياج به پژوهش نژادهاي قارچ عامل بيماري

 Fusarium oxysporumنيز در  )VCG( 1هاي سازگاري رويشيعلاوه بر تنوع در نژادهاي قارچ، گروه

f.sp. melonis   هـاي سـازگاري رويشـي و نژادهـاي    مورد مطالعه قرار گرفته اسـت. گـروهFusarium 

oxysporum f.sp. melonis       با هم همخواني نداشتند و نژادها ممكـن اسـت در يـك گـروه سـازگاري

  ). 1990هاي سازگاري رويشي ديگر وجود داشته باشند (جاكوبسن و گوردون، رويشي يا گروه

هاي كشت بافت در شرايط هاي مقاوم از طريق بيوتكنولوژي از روشبه منظور انتقال ژن و توليد پايه

گزارش باززايي  100است، براي اين منظور بر روي ميوه خربزه بيش از اي استفاده شدهدرون شيشه

زايي زايي و جنيناست. باززايي گياه خربزه در كشت بافت به دو روش عمده اندامتوصيف شده

-زايي مستقيم مياست. بيشتر گزارشات از باززايي ارقام خربزه مربوط به اندامسوماتيكي انجام شده

زايي تر بوده و مشكلاتي مثل طول دوره كشت كه در اندامقيم نسبتاً راحتباشد. باززايي مست

زايي غيرمستقيم با رو هستيم را ندارد. و بر خلاف اندامزاتيي سوماتيكي با آن روبهغيرمستقيم و جنين

                                                           

1. Vegetative compatibility groups  
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هاي هاي كمتري مواجه است. شايد عيب اصلي اين روش توليد كم پايهتنوع سوماكلونال و ناهنجاري

كارد و برن). 1389باشد (نداف، م و حساسيت و سرسختي بيشتر در فرآيندهاي انتقال ژن ميمقاو

هاي ها نمونهرا كه در آن .Cucumis melo Lهاي كوتيلدوني خانواده ) اكسپلنت1991همكاران (

موجود بود، را در معرض نژادهاي مختلف  Fusarium oxysporum f.sp. melonisمقاوم و حساس به 

هاي آلوده پس از يك ماه تعيين عامل بيماري مورد باززايي قرار دادند. درصد رشد و مرگ و مير نمونه

العمل متفاوتي را در برابر نژادها از خود نشان دادند، كه اين هاي مورد كشت عكسگرديد. ژنوتيپ

هاي و از گياهان مقاوم به عنوان پايه ها بستگي داشت.پهاي مقاومت در ژنوتيرفتار به حضور ژن

   مقاوم  در برابر نژادهاي مختلف پژمردگي فوزاريومي خربزه استفاده نمودند.

 هاآنگيرند. و ها، قارچ، نماتد و حشرات قرار ميها، باكتريهاي مثل ويروسگياهان مورد حمله پاتوژن

هاي دهند. يكي از راهها از خود نشان ميرا در برابر پاتوژنمختلفي  هاي فيزيكي و شيمياييمكانيزم

را در برابر سدهاي دفاعي  Rهاي ها با كد كردن پروتئينباشد كه اين ژنمي Rهاي مقاومت ژن

-از لحاظ توالي، تنوع نوكلئوتيدي در گياهان مختلف نشان مي Rهاي ژن نمايند.مي ها ايجادپاتوژن

 LRRيك موتاسيون در ناحيه  Rهاي نوكلئوتيد از توالي ژن 10در هر   L. perenneدهند. در 

اي، نوتركيبي، هاي ژنتيكي مثل جهش نقطه). مكانيزم2007شود (ژينگ و همكاران، مشاهده مي

  باشند.مي Rهاي آور نابرابر به عنوان عوامل موثر در تنوع توالي  ژنكراسينگ

-non-TIRو  TIR-NBS-LRRهاي ها به خانوادهبر اساس ساختار قرار گيري دومين Rهاي پروتئين

NBS-LRR شوند. خانواده بندي ميتقسيمTIR-NBS-LRR  شامل دومينTIR  در انتهاي آميني

 NBS(TIR)-LRRو  TIR-NBS-LRR ،TIR-NBS-LRR-WRKYباشد كه به سه زير خانواده مي

  اند.ها شناسايي نشدهايتك لپه رهاي مقاومت داز پروتئينخانواده شوند. اين بندي ميتقسم

باشد كه به سه زير مي BEDو  coiled coilهاي مثل شامل دومين non-TIR-NBS-LRRخانواده 

(ميرس و  شوندبندي ميتقسيم NBS(CC)-LRRو  CC-NBS-LRR ،BED-NBS-LRRخانواده 



٢٨ 

 

است و ها شناسايي شدهايك لپهومت در دو و تهاي مقا. اين خانواده از پروتئين)1999همكاران،

 باشدمي CC-NBS-LRRو زير خانواده  TIR-NBS-LRR-nonمتعلق به خانواده  Fom2وتئين پر

 RPP5تنباكو و  Nهاي مقاومت ژن توان دررا مي TIR خانواده .)2010(گلوواكي و همكاران، 

در  coiled-coilداراي ساختار  non-TIRهاي مقاومت مربوط به كلاس روتئين. پديد آرابيدوبسيس

اآرابيدوبسيس و  RPM1و  RPS2هاي پروتئين توان دررا مي non-TIRگروه انتهاي آميني هستند. 

Prf 2004(ژوبيور و همكاران،  يافت گوجه فرنگي.(   

باشد، مي Fusarium oxysporum f.sp. melonisقارچ  1كه عامل مقاومت به نژاد صفر و  Fom2ژن 

كنند. هاي مقاومت را كد ميها پروتئين) است، كه اين ژنR )Resistantهاي مقاومت ني ژاز خانواده

گيرد كه اين ميزبان صورت مي Rهاي هاي توليد شده ژنپاتوژن توسط پروتئين avrهاي شناسايي ژن

راً تعدادي از ). اخي2003شود (مارتين و همكاران، تشخيص سبب ايجاد پاسخ دفاعي در ميزبان مي

شود كلون و ساختارشان در دامنه هاي مختلف ميهاي مقاومت كه سبب ايجاد واكنش به پاتوژنژن

)، براي تعيين ساختار 2008است (اينگوارنس و همكاران، هاي گياهي تعيين شدهاي از گونهگسترده

 استفاده Map-based cloningها و هاي ژنتيكي، ترانسپوزانهاي مقاومت از ابزارهاي ملكولي، نقشهژن

يك ژن اصلي و  Fom2ژن مقاومت  ).2003؛ مارتين و همكاران،  2001كردند (دونگ و همكاران، 

هايي را با د، اين ژن پروتئينباشهاي مقاومت مياز پروتئين NBS-LRRمنفرد است و متعلق به تيپ 

  ).2011(ونگ و همكاران، است non-TIRكند و مربوط به كلاس كد مي LRRو NBS  هايدومين

- ها توسط گياهان معرفي شده است مدل ژن براي ژن كه ميهاي مختلفي جهت تشخيص پاتوژنمدل

زايي در پاتوژن در ميزبان يك ژن متناظر كنترل كننده بيماري Rهر ژن كنترل كننده مقاومت گويد 

هاي ميزبان و باشد. زماني كه ژندارد. ژنوتيپ ميزبان و پاتوژن تعيين كننده نوع واكنش بيماري مي

هاي ژني با يكديگر جفت شونذد ميزبان واكنش حساسيت نشان خواهد داد، كه پاتوژن در تمام مكان

باشد. عكس اين حالت سبب شده كه مي )Virulenceزا (در اين حالت ميزبان حساس و پاتوژن بيماري



٢٩ 

 

 Decoyو  Guardهاي لكولي ديگر با نامهاي م) باشد. مدلavirulenceميزبان مقاوم و پاتوژن (

   شناخته شده هستند.

استفاده  Fom2بارز براي تهيه نقشه ژنتيكي و هم PCR) از دو ماركر مبتني بر 2000ونگ و همكاران (

 3/3و  7/1در فاصله   AAC/CAT1و  ACT/CAT1هاي به نام AFLPكردند. دوتا از ماركرهاي 

را بر روي كروموزوم شماره  Fom2نقشه ژنتيكي  1-2شكل  .قرار دارند  Fom2سانتي مورگان از ژن 

  دهد.نشان مييازده خربزه 

  

  Fom2 نقشه ژنتيكي - 1- 2شكل 

 ي موسوم بهجمعيت در STS178و  SSR154و  AFLP) از ماركرهاي 2004ژوبيور و همكاران ( 

Vad375 حساس هاي اكوتيپ مشتق ازVedrantais  مقاوم  اكوتيپوPI 161375  براي تهيه نقشه

يابي شدند كه از نتايج آن كلون و توالي AFLPاستفاده كردند. قطعات حاصله از ماركر  Fom2ژنتيكي 

متصل بودند و  Fom2به ژن  SSR138و  SSR180را تهيه كردند. دو ماركر  HindIII BACكتابخانه 

-رفته است. در بين تمامي كلونقرار گ SSR178و  SSR180  بين  Fom2اين نتايج نشان داد كه ژن 

با بررسي اين دو كلون  .را احاطه كرده بودند Fom2ژن مقاومت  ACT11و  D09دو كلون  BACهاي 

BAC 10  ژن  9، 8، 7ژن مناسب در اين ناحيه شناسايي شدند كه سه ژنFom2 گرفت را در بر مي
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به عنوان يك ژن  8ها ژن بودند. كه بعد از بررسي STS296و  STS411كه در محدوده ماركرهاي 

 7كرد. و ژن كدون پايان قرار داشت كه آن را بي اثر مي 7كاذب شناخته شد زيرا در محدوده اين ژن، 

داشت. شكل  Fom2داري به ژن مقاومت بود كه تشابه معني ,D09 ACT11تنها توالي در دو كلون 

  دهد.نشان مي خربزه وموزوم شماره يازدهرا بر روي كر Fom2نقشه ژنتيكي  2- 2

  

   Fom2نقشه ژنتيكي  - 2- 2شكل 

 1.2نژاد  .را جهت مقاومت گزارش كرد Fom2و  Fom1وجود دو ژن غالب اختصاصي  )1987ر (ريس

كند. غلبه پيدا مي Fom1, Fom2است، بر دو ژن  W1.2و پژمردگي Y1.2كه شامل دو پاتوتيپ زردي 

شناسايي شده كه سبب ايجاد  Perlita-FR اكوتيپدر  Fom3ژن   Fom1, Fom2علاوه بر دو ژن 

) ژن 2011(و همكاران اومولود  اخيراً همچنين . )1987ريسر، گردد (پاتوژن مي 2و  0مقاومت به نژاد 

Fom4  خربزه  اكوتيپرا درTortuga  را هم  گرددپاتوژن مي 2و  صفركه سبب ايجاد مقاومت به نژاد

  .شناسايي كردند

اكوتيپ از مقاوم هستند و تعداد اندكي ه و طالبي ايراني به نژادهاي صفر محلي خربز هاياكوتيپغالب 

هاي محلي ايران مشاهده نشده تا كنون در توده 1.2. مقاومت به نژاد باشندمقاوم مي 1نژاد به  هاي
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چيني مانند  هاياكوتيپباشتد به جزء برخي از شديدا به آن حساس مي هاياكوتيپاست و تمام 

Ogon no 9  و ژاپني مانندGolden Crispy  2009هاشمي، بنيندارند ( 1.2بقيه تحمل به نژاد.(  

متحمل يا مقاوم به بيماري  هاياكوتيپترين روش مديريت بيماري استفاده از باتوجه به اين كه مهم 

گرفته، تا منبع مقاومت در هاشمي صورت هاي گذشته توسط دكتر بنيزيادي در سال هايتلاش است،

اين در حالي است كه مقاومت  حاصل شود، 2و  1به نژاد صفر،  C. meloهاي بومي و خارجي توده

است. دكتر بني هاشمي در چند سال گذشته در مورد عكس العمل به دست نيامده 1.2كامل به نژاد 

بندي به جمع Fusarium oxysporum f.sp. melonisبا نژادهاي  C. meloمختلف  هاياكوتيپ

بذور خربزه، خيار، طالبي،گرمك، خيار چنبر و دستنبو را از  ويكه بعد از اين است. نتايجي رسيده

نمود برداري هاي با علائم پژمردگي و زردي نمونهبوتهاز آوري كرد، مناطق مختلف ايران و جهان جمع

. به شناسايي تمامي نژادهاي آلوده كننده پرداخت PDAبر روي محيط  رشد قارچبعد از ضدعفوني و  و

ها در سوسپانسيون ور كردن ريشهدو روش غوطه بهبه قارچ عامل بيماري  هاياكوتيپسازي آلوده

نسبت به نژادهاي را  C. meloعملكرد خانواده تا  ،ها و روش كشت مستقيم صورت گرفتكنيديوم

ور سازي به روش غوطهقراردهد. در آلوده بررسيمورد  Fusarium oxysporum f.sp. melonisمختلف 

خاني و ايراني مثل خربزه ابراهيم هاياكوتيپها بسياري از ها در سوسپانسيون كنيديومكردن ريشه

مثل طالبي شهدشيراز و  هاياكوتيپكاملا مقاوم بودند و تعداد كمي از  2مشهدي به نژاد صفر و 

در اين مورد مطالعه  هاياكوتيپهيچ كدام از مقاومت نشان دادند، و  از خود 1سي به نژاد سيطالبي 

در آلوده سازي به روش  .نشان ندانداز خود مقاومت بالايي را  1.2نسبت به نژاد سازي روش آلوده

خربزه آتش خربزه عباس شوري و شهد شيراز، سمسوري مهارلو، ي مثل هاياكوتيپ ،كشت مستقيم

در برابر مقاومت بالايي را  Ogon no9 ،Charentais Fom2 ،Crispy Golden ،Gold & Silverآستارا، 

سازي مقاوم در اين روش آلوده 1.2نسبت به نژاد  هااكوتيپكدام از ، و هيچاز خود نشان دادند 1نژاد 

  نبودند.
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 C-mPI124111 اكوتيپ كه از MR-1لاين اصلاحي به نام  ) دريافتند كه1990زينگ و توماس (

اين پژمردگي فوزاريومي خربزه مقاوم است و همچنين  2و  1، صفرنسب به نژادهاي  ،مشتق شده

سفيدك پودري به غير اختصاصي هاي وسيع از مقاومت يي سطحدارا اكوتيپ

)Pseudoperonospora cubensis( ) و سفيدك سطحيSphaerotheca fuliginea( لاين  باشد،مي

MR-1  پژمردگي فوزاريومي خربزه با ارزش از مقاومت به بيماري ييك پايه و منبع هاياكوتيپجزء 

شود. براي بررسي مقاومت اين لاين هاي اصلاحي به طور گسترده استفاده مياست كه در برنامه

هاي آن را به تمامي نژادها جوانه Fusarium oxysporum f.sp. melonisاصلاحي نسبت به نژادهاي 

از غلظت مايه قارچ اين لاين نسبت  مقدار زيادينتيجه به دست آمده نشان داد كه در  آلوده ساختند و

باشد. از عامل بيماري حساس مي 1.2هاي پائين قارچ به نژاد مقاوم و در نسبت 2 و1صفر، به نژادهاي 

 2 و 1مقاوم به نژاد  F1، تمامي نسل بودحساس  ياكوتيپكه  1TMبا  MR-1تلاقي بين لاين اصلاحي 

- همانند ژن باشند كه نشان دهنده انتقال عوامل مقاومت) ميR:S( 3:1داراي تفرق هاآن F2نسل   و

زينك و توماس .  باشدهاي بعد از خودش ميبه نسل MR-1از لاين اصلاحي  Fom2و  Fom1هاي 

توسط هر كدام  melonis  Fusarium oxysporum f.sp 2) دريافتند كه مقاومت به نژاد ا و 1990(

نشان داد كه  يشود. بررسي لينكاژيك ژن و مقاومت به نژاد صفر نيز توسط يك ژن ديگر تامين مي

  شوند. به طور مستقل و جداگانه بيان مي Fom2و  Fom1هاي مقاومت ژن

حساس  هاياكوتيپرا در  Fom2از ژن  LRR) در مطالعات خود توالي 2011اومولود و همكاران (

Durango, Vedrantais, Ananas Yokneum اين توالي كه  نمودندو مشاهده  با هم مقايسه كردند

مقاوم متفاوت  هاياكوتيپبا توالي د كه باشحساس مشابه همديگر مي هاياكوتيپ ناحيه از ژن در

نمونه از  11را در  Fom2از ژن  LRRقسمتي از ناحيه اومولود در ادامه كار تحقيقاتي خود  است.

اي كه سبب ايجاد مقاومت به . در اين بررسي سه آلل تازهيابي كردتوالي 1به نژاد هاي مقاوم خربزه

شناسايي شد.  با استفاده از پرايمرهاي كه بر اساس ناحيه  Fom2مقاومت  ژنشود، در مي 1نژاد 

                                                           

1. Topmark 
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LRR  به نامFom2-LRR1639  ناحيه  ، مشخص شد كهطراحي شده بودLRR خربزه  در هشت نمونه

 ,C-40, C-41, C-87, Cum-241, Cum-334, Cum-190, Charentais- Fom2مثل1نژاد مقاوم به 

Kirkagac  مقاوم  اكوتيپمشابه و همانند تواليPI-161375 مقاوم  اكوتيپ. استبودهPI-124111  از

ت به پروتئين متفاوتي را نسب Cum-355 اكوتيپبود.  MR-1اصلاحي  اكوتيپلحاظ توالي همانند 

كه اين موضوع نشان دهنده وجود يك آلل  نمايد،توليد مي PI-161375و  MR-1مقاوم  هاياكوتيپ

 نمونه  LRRناحيه يابي . بعد از تواليباشدمي  اكوتيپاين  Fom2از ژن  LRRمقاومت تازه در ناحيه 

Cum-355  از ناحيه  786 ينوكلئوتيدجايگاه در مشخص شد كهLRR  ژنFom2  نوكلئوتيدG 

از  262در موقعيت اسيدآمينه به همين ترتيب شده است، كه  (آدنين) Aجايگزين نوكلئوتيد  (گوانين)

در نمونه . به جاي ليزين جايگزين شده است اسيد گلوتاميكاسيدآمينه  ،مورد نظر توالي پروتئيني

وجود داشته كه در  رد نظرهاي مختلف از توالي مودر موقعيت تازه G A,نوكلئوتيدهاي   MR-1مقاوم 

به همين ترتيب سبب ايجاد تغيير در توالي پروتئيني  كههاي مقاوم به اين صورت نيست، بقيه لاين

  شود. ژن مورد نظر مي

با سطح پلي  Rهاي از ژن يمتعلق به گروهممكن است  Fom2دهد كه ژن اين نتايج نشان مي 

، مقاوم و حساس تنوع نوكلئوتيدي زيادي وجود ندارد هايكوتيپايعني در بين  دنباش مورفيسم كم

(نيتو و  Cm-Eif4e،  )2006(چن و همكاران، Pi-d2 ديگر مثل  Rهاي نتايج مشابهي براي ژن

 سطح پلي مورفيسم كمي دارند، پيشنهاد شده كه) 2003(سونگ و همكاران،  RB ) و2006همكاران، 

  . باشدمقاوم و حساس از يكديگر مي اكوتيپتنها متمايز كننده دو آلل  هانمونه براي اين

يابي براي نقشه نيز 2CAPSو  1AS-PCRمثل  PCR) از ماركرهاي مبتني بر 2011ونگ و همكاران (

 اين بوددر اين تحقيق فرضيه . استفاده كردندFom2 از ژن   LRRها موجود در ناحيه SNPژنتيكي 

هاي متفاوتي را براي مقاومت به نژادهاي مختلف پژمردگي آللهاي مختلف خربزه كه ژنوتيپ

                                                           

1. Chain reactio  allele-specific polymerase 

2. Cleaved amplified polymorphic sequences      
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آمريكا و مقاوم به  ازطالبي  اكوتيپ). در اين مطالعه از 1985زينك و گوبلر، فوزاريومي دارند (

چين و حساس استفاده كردند. طراحي پرايمر براساس  از Hamiخربزه  اكوتيپپژمردگي فوزاريومي و 

از  Fom2 ژن LRRدر ناحيه  SNPسه  PCRبعد از انجام صورت گرفت.  Fom2 ژناز  LRRناحيه 

كه در جدول  ساس چيني به دست آمدح اكوتيپمقاوم آمريكايي و  اكوتيپمقايسه توالي نوكلئوتيدي 

 SNP داراي هايتا توالي طراحي شدسه پرايمر  CAPSبراي ماركر  در اين تحقيق شود.مشاهده  2- 2

 هضم آنزيميمورد مختلف  SNPهاي هاي مختلف براي سايتبا آنزيم PCR محصولات. مشخص شوند

  .)2-2جدول  ( مدهاي مختلف به دست آ، با استفاده از اين كار قطعاتي با طولقرار گرفتند

 SNPهاي هاي مختلف براي سايتاندازه طول قطعات با آنزيم -2- 2جدول 

 

هاي حساس و مقاوم را شناسايي كند ولي ژنوتيپ هاياكوتيپتواند مي AS-PCRبه طور كلي ماركر 

تواند تشخيص دهد، كه جزء عيوب اين ماركر در تحقيق بود. اين در هتروزيگوت نميهموزيگوت را از 

هاي هموزيگوت و هتروزيگوت را از همديگر دارد. توان تشخيص ژنوتيپ  CAPSحالي است كه ماركر 

FMتوان گفت اين ماركرها جزء ماركرهاي غالب و به عنوان ماركرهاي و مي
اندرسن شود (تعريف مي 1

  ). 2003ان، و همكار

كردند. در اين بررسي  يابيتوالي كلون ورا خربزه  هاي مقاومتهومولوگ ژن) 2001مس و همكاران (

نوكلئوتيد حاصل شد.  900و  700، 500باندهاي قطعاتي با طول  PCRهاي يكسان بعد از DNAاز 

                                                           

1. Functional marker 

در  (جفت باز) طول قطعهنوكلئوتيد و 

  مقاوم اكوتيپ

 اكوتيپدر  (جفت باز) طول قطعهنوكلئوتيد و 

  حساس

    آنزيم

 - G  300  A - 281  ACCI SNP1 

206   - G 191  15و  -  A EcoRI SNP2 

253 - C - T 235  18و XbaI SNP3 
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 bp500 باند  بدين منظور  بود.هاي مقاومت مشابه از ژن NBSبا طول باند ناحيه  bp500باند طول 

هاي بين  چهار خانواده به نامكلوني  64يابي شدند. سپس تواليمربوط آن  كلوني 64كلون شد و 

MRGH4, MRGH18,MRGH21,MRGH63  را در %99تا  97هر خانواده شباهت  .تقسيم شدند

  دادند.به هم نشان  DNAسطح پروتئين و 
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  فصل سوم

  هامواد و روش
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  نام مواد و كد مربوطه به همراه شركت سازنده -1- 3جدول 

  كشور سازنده  نام شركت ماده

LB Broth  Merck آلمان 

LB Agar  Merck  آلمان  

T4 DNA ligase GeNet Bio  كره جنوبي  

 مالزي pTG19 Vivantisناقل 

MOPs SIGMA  آمريكا  

CsCl SIGMA آمريكا 

CaCl2 SIGMA  آمريكا  

MnCl2 Merck  آلمان  

Glyserol Merck  آلمان  

  كره جنوبي  PCR GeNet Bioبافر 

  كره جنوبي  GeNet Bio  دزوكسي نوكلئوتيد

  كره جنوبي  GeNet Bio  كلريد منيزيم

Taq پليمراز  GeNet Bio  كره جنوبي  

  جنوبيكره BioNEER  پرايمر

EDTA  Merck آلمان  

NaCl  SIGMA آمريكا  

Tris  Merck آلمان  

CTAB  Merck آلمان  

 20اتمسفر، زمان  1.2، فشار C1210شرايط اتوكلاو: دما   دار: نياز به اتوكلاو دارندهاي زير خطنمونه

  دقيقه



٣٨ 

 

  هيمواد گيا -3-1

ژنوتيپ از بذور انواع مختلف  6تعداد ، سازي آنو همسانه Fom2بررسي تنوع ژنتيكي ژن  به منظور

المللي هاي بومي، استاندارد داخلي و استاندارد بينگرديد. بذور مورد بررسي از تودهآوري خربزه جمع

Cucumis melo L. حساس و مقاوم نيز و دليل انتخاب اين گروه اهميت آن در ايران و جهان و  بود

باشد. مي پژمردگي فوزاريومي خربزهقارچ عامل به نژادهاي مختلف مورد مطالعه  هاياكوتيپ بودن

  .دهدهاي مورد استفاده را نشان ميمشخصات ژنوتيپ 2-3جدول 

  هاي مورد بررسيمشخصات ژنوتيپ -2- 3جدول 

  شماره نمونه  آوريمحل جمع  نام

  MMSC0008 (M8)  خراسان رضوي  خربزه خاتوني

  MMSC0009 (M9)  خراسان رضوي  خربزه خاقاني

  MMSC0005 (M5)  فارس  خربزه مشهدي

 MMSC0006(M6)  فارس  شيرازطالبي شهد 

Charentais Fom1    اهدائي از دانشگاه ديويس آمريكا  (M15)  MMSC00015  

Charentais Fom2  اهدائي از دانشگاه ديويس آمريكا  MMSC00016 (M16)  

  

ها در برابر از لحاظ مقاومت و يا حساسيت آن هااكوتيپمشخصات  -3-2

  Fusarium oxysporum f.sp. melonis نژادهاي مختلف

در برابر نژادهاي مختلف پژمردگي فوزاريومي خربزه متفاوت  هااكوتيپحساسيت و مقاومت           

طور كه قبلاً دارد. همانهااكوتيپدر  Fom2و  Fom1هاي باشد كه اين حالات بستگي به حضور ژنمي

-مقاومت مي ايجاد عامل بيماري 1و به نژاد صفر  Fom2و ژن  2به نژاد صفر و  Fom1گفته شد ژن 

  است.نشان داده شده 3-3، كه در جدول نمايد
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  در برابر نژادهاي مختلف هااكوتيپحساسيت و مقاومت  -3- 3جدول 

  1.2نژاد   2نژاد   1نژاد   نژاد صفر  

  نامشخص  نامشخص  نامشخص  نامشخص  خربزه خاتوني

  حساس  مقاوم  حساس  حساس  خربزه خاقاني

  حساس  مقاوم  حساس  مقاوم  خربزه مشهدي

  حساس  حساس  مقاوم  مقاوم  طالبي شهد شيراز

Charentais Fom1  حساس  مقاوم  حساس  مقاوم  

Charentais Fom2  حساس  حساس  مقاوم  مقاوم  

  

  هاي بذريكاشت نمونه -3-3

 گراددرجه سانتي 25تحت نور فلورسانس و دماي  شرايط اتاق رشد در مرطوب و يبذور در دستمال

كشت شدند و در بذر جوانه زده  3هاي پلاستيكي گلدانكدام از  هر . درزدندقرار داده شد تا جوانه 

ساعت تاريكي قرار داده  8ساعت روشنايي و  16گراد با  درجه سانتي 20گلخانه تحت شرايط دمايي 

را جدا كرده درون  كوچكي كه تازه در آمدههاي برگ، ها در مرحله چهار برگيبعد از رشد نمونهشدند. 

جهت  سپس و قرار داده شدند گراددرجه سانتي -80ازت مايع  داخلو  گذاشته كاغذ آلومينيوم

  . ندمنتقل گرديدبه آزمايشگاه  DNAاستخراج 

  DNAجهت استخراج  ها و بافرهاي مورد نياز محلول -3-4
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  CTABبافر استخراج   -4- 3جدول 

  مواد مولاريته  مقدار مورد نياز

 NaCl مولار 5  ميكروليتر 100

 Na2O5S2 درصد 38 ميكروليتر 7

  CTAB  درصد 10  ميكروليتر 70

 Tris مولار 1  ميكروليتر 7

 EDTA مولار 1 ميكروليتر 70

 H2O   ميكروليتر 446

  

  از بافت گياهي DNAاستخراج  -3-5

ابتدا  باشد:با كمي تغييرات استفاده شد كه شامل مراحل زير مي CTABاز روش  DNAبراي استخراج 

و با استفاده از  1ميكروليتري به كمك خوردكن پلاستيكي 5/1گرم بافت برگي داخل ميكروتيوب  2/0

) 3-3(جدول  CTABميكروليتر بافر استخراج  700ازت مايع پودر گرديد. سپس به ازاء هر نمونه 

ها ها كاملاً با هم مخلوط شدند تا محلول يكنواختي حاصل شود. تيوبتيوباضافه شد. محتويات همه 

گراد قرار گرفتند و هر چند دقيقه درجه سانتي 60دقيقه داخل حمام آب گرم در دماي  30به مدت 

ها به آرامي سر و ته شدند تا سوسپانسيون كاملا يكنواختي بدست آيد. به ازاء هر نمونه، بار تيوبيك

ها چند ) اضافه شد و بعد از آن تيوب1:24ايزوآميل الكل ( -ميكروليتر از مخلوط كلروفرم 500مقدار 

گراد درجه سانتي 4و دماي  rcf13000 دقيقه در  15مرتبه به آرامي سروته شدند. سپس به مدت 

 5/1ميكروليتر از مايع رويي را برداشته و به تيوب  600سانتريفيوژ شدند، پس از سانتريفيوژ 

درجه  - 20ميكروليتري ديگري منتقل كرده و هم حجم آن ايزوپروپانل سرد اضافه گرديد و در فريزر 

 rcfدقيقه و  15دار با زمان ها در سانتريفيوژ يخچالگرفت. نمونهدقيقه قرار  30گراد به مدت سانتي

                                                           

1. Grinder   
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رسوب انتهايي  بر روي گراد قرار گرفتند. سپس مايع رويي حذف ودرجه سانتي 4و دماي  13000

% سرد اضافه گرديد. پس از تخليه اتانول و خشك شدن كامل، رسوب 70ميكروليتر اتانول  500

DNA  ميكروليتر 40حاصل درTE   حاوي آنزيمRNAase .حل گرديد 

  ژنومي استخراج شده DNAبررسي كميت و كيفيت  -3-6

استخراج شده بر روي  DNAروليتر از ميك 3ژنومي مقدار  DNAو كيفيت به منظور بررسي كيفيت 

به  DNAدقيقه كيفيت  45به مدت ولت،  85تروفورز در ولتاژ % بارگذاري شد. پس از الك1ژل آگارز 

براساس غلظت باند  DNAتخمين كميت غلظت باندهاي برداري شد. بررسي و عكس UVكمك اشعه 

  درصد تعيين گرديد.  1بر روي ژل آگارز  ماركر

  Fom2ژن  اي پليمراز برايزنجيرهواكنش  -3-7

كمك نرم افزار  به .باشدجفت باز مي 3307داراي  مورد نظر در اين تحقيق  Fom2طول توالي ژن 

Primer Permier Var.5  ساخت شركتPremierbiosoft (آمريكا) و همچنين اطلاعات موجود در

پرايمر طراحي گرديد.  Psh20-F/R, Psh20.2-F/Rپرايمرهاي  Fom2در مورد توالي ژن  NCBIپايگاه 

Psh20-F/R جفت باز و پرايمر  931اي به طول قطعهPsh20.2-F/R جفت باز  3222اي به طول قطعه

  آمده ا 5-3مشخصات آغازگرها در جدول نمايد. را تكثير مي

Tm (0C)  نوع آغازگر  توالي آغازگر  تعداد نوكلئوتيد  

1/67  23  5/-GGATGTGGGTGGATGATCTTCGG-3
/
 
 Psh20-F 

8/66  23  CGTGCAACCAATGGTACACCACC-3/-5/ Psh20-R  

6/63  26  5/- TCAAAAAAACCTACAACTCTCGAACG-3/  
Psh20.2-F  

6/58  25  ATGGGTGATTTCCTATGGACTTTTG-3/ -/5  Psh20.2-R  

 مشخصات پرايمرها -5- 3جدول 
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PCR  انجام پذيرفت 6-3اجزاء واكنش به شرح جدول  باميكروليتري  20در حجم نهايي واكنش:  

  PCRغلظت مواد استفاده شده در واكنش  - 6- 3جدول 

10X 1         باشد.مي برابر غليظ 10كه : غلظت استوك اصليX.غلظت استوك مورد استفاده كه رقيق شده است :  

Xبرابر :  

و  PCRبه منظور بهبود شرايط  Psh20.2-F-Rبا توجه به ايجاد باندهاي غير اختصاصي توسط پرايمر  

نده حاصله نشان دهآر گرديد، كه نتايج سيدان پيدستيابي به تك باند اختصاصي اقدام به انجام تاچ

براي انجام واكنش از . باشدن در حذف باندهاي غير اختصاصي ميمطلوب بودن اين روش و تاثير آ

  استفاده شد. دستگاه ترموسايكلر ساخت شركت اپندروف آلمان

سازي اوليه در واسرشتابتدا باشد كه به اين صورت مي Psh20-F/Rمربوط به پرايمر  PCRبرنامه  

سازي اوليه در سيكل واسرشت 35گراد انجام گرديد. سپس در درجه سانتي 93دقيقه و دماي  3زمان 

درجه  58ثانيه و دماي  45اتصال در زمان واكنش گراد، درجه سانتي 92ثانيه و دماي  45زمان 

  مقدار مصرفي در يك     هاواكنش دهنده

  واكنش(ميكروليتر)

  غلظت مورد نياز در يك واكنش

 1X  2  )1- 3(جدول  )PCR)10X بافر 

  ميكرومولار 160  6/0  )1-3(جدول  دزوكسي نوكلئوتيده

  مولارميكرو 1250  2  )1-3(جدول  )mM 25كلريد منيزيم (

  مولارميكرو 005/0  5/0  )1- 3(جدول آغازگر رفت 

  مولارميكرو 005/0  5/0  )1- 3(جدول آغازگر برگشت 

Taq  يك واحد در ميكروليتر  3/0  )1- 3(جدول پليمراز  

    3/13  آب دوبار تقطير

DNA  1  30 نانوگرم  

    20  كل
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گراد صورت گرفت. مرحله آخر در زمان درجه سانتي 72دقيقه و دماي  2گراد و بسط در زمان سانتي

  گراد انجام شد.درجه سانتي 72دقيقه و دماي  5

سازي اوليه در واسرشتابتدا  باشد كهبه اين صورت مي Psh20.2-F/Rمربوط به پرايمر  PCRبرنامه 

سازي اوليه در سيكل واسرشت 3گراد انجام گرديد. سپس در درجه سانتي 93دقيقه و دماي  3زمان 

، 64، 65، 66 و دماهاي ثانيه 45اتصال در زمان واكنش د، گرادرجه سانتي 92ثانيه و دماي  45زمان 

 25گراد صورت و همچنين در درجه سانتي 72اي دقيقه و دم 2گراد و بسط در زمان درجه سانتي 63

گراد، واكنش اتصال در زمان درجه سانتي 92ثانيه و دماي  45سازي اوليه در زمان سيكل واسرشت

گراد انجام درجه سانتي 72دقيقه و دماي  2گراد و بسط در زمان درجه سانتي 62ثانيه و دماي  45

   .باشدميگراد درجه سانتي 72دقيقه و دماي  5در زمان هم مرحله آخر گرديد. 

سازي اوليه در واسرشت ابتدا باشد كهبه اين صورت مي Psh10.2-F/Rمربوط به پرايمر  PCRبرنامه 

سازي اوليه در سيكل واسرشت 35راد انجام گرديد. سپس در گدرجه سانتي 93دقيقه و دماي  3زمان 

درجه  57ثانيه و دماي  45اتصال در زمان واكنش گراد، درجه سانتي 92ثانيه و دماي  45زمان 

گراد صورت گرفت. مرحله آخر در زمان درجه سانتي 72دقيقه و دماي  2گراد و بسط در زمان سانتي

  راد انجام شد.گدرجه سانتي 72دقيقه و دماي  5

  اي پليمرازالكتروفورز محصول واكنش زنجيره -3-8

 انجام شد و سپس 90دقيقه و ولتاز  45در زمان  TAE درصد در بافر  1الكتروفورز بر روي ژل آگارز   

  . مشاهده گرديد UVبا استفاده از اشعه  آميزي با اتيديوم برومايد پس از رنگعكس ژل 

  جامد LBمايع و  LBتهيه محيط كشت  -9- 3

آن آب مقطر به يك ليتر  را وزن كردهLB Broth گرم از  25، )1- 3(جدول  مايع LBبراي تهيه 

  . گرديدنگهداري  C 4˚در دماي  را LB. ديگردو جهت استريل كردن آن از اتوكلاو استفاده افزوديم 
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آن آب مقطر به  ليتريك وزن كرده را  LB Agar گرم از 37، )1- 3(جدول  جامد LB اي تهيهبر

پس از اتوكلاو وقتي دماي محلول به د. يو جهت استريل كردن آن از اتوكلاو استفاده گردافزوديم 

و پس از خنك شدن در يخچال نگهداري  دها ريخته ش رسيد در زير هود به درون پليت C 45°حدود 

   .گرديد

  Fom2سازي ژن همسانه -3-10

قطعه ژن ، اتصال PCRبا  سازي محصولات تكثير يافتهخالصشامل   Fom2سازي ژن همسانه مراحل

به درون باكتري ميزبان و شناسايي  حاصل نوتركيب DNA، وارد كردن وكتور TA خالص شده به

-كه اين مراحل به صورت جداگانه در زير شرح داده شده باشد.هاي حاوي قطعه مورد نظر ميباكتري

 BioNEERساخت شركت  Kit PCR Purificationبا استفاده از  PCRمحصول خالص سازي  است.

  شركت سازنده انجام شد.و مطابق دستورالعمل  )كره جنوبي(

 1اين واكنش در مجاورت د شد. وار pTG19وكتور به  Fom2ژن ، سازيبعد از همسانهدر مرحله 

با مقدار  T4) و بافر 1- 3(جدول  pTG19ميكروليتر ناقل  2و  T4 DNA Ligaseميكروليتر آنزيم 

انجام گرديد. پس از اضافه كردن تمام مواد نمونه تهيه شده به PCR متفاوتي از محصول خالص شده 

  داري گرديد.گراد در انكوباتور نگهدرجه سانتي 37ساعت در دماي  16مدت 

  pTG19 ناقل -3-11

-پليمراز مي Taqباشد فعاليت آنزيم مي PCRعامل مهمي كه باعث كاهش بازده كلون كردن محصول 

گردد. بدين تازه ساخته شده مي DNAرشته  3/در انتهاي آدنينباشد كه منجر به اضافه شدن يك 

طراحي شده است كه حاوي يك باز  ناقلي PCRمنظور براي افزايش كارايي كلون كردن محصولات 

 ناقلاندازه اين  .)1-3(شكل  شودناميده مي pTG19 اصطلاحاً ناقل باشد، كه مي 3/اضافي در انتهاي 

  .باشدمي pMB1داراي رپليكون  و است kb9/2 حدود 
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  )Vivantis(شركت  pTG19 ناقلشكل كلي  - 1- 3شكل 

   1تهيه سلول مستعد -3-12

ر و مولا 1با غلظت   CaCl, Kac, CsCl, MnCl2شيميايي را با استفاده از مواد TFB1 در ابتدا بافر

بافر تهيه شده به  pHبا اضافه كردن استيك اسيد،  درصد و آب ديونيزه تهيه گرديد و سپس 60ول رگليس

 منتقل شد گراددرجه سانتي 4رسيد. سپس با استفاده از فيلتراسيون، استريل شده و به دماي  8/5

  .)1- 3(جدول 

مولار و گليسرول  1با غلظت  MOPs, CsCl, CaCl2را با استفاده از مواد شيميايي  TFB2  سپس بافر

رسيده و بعد از  5/6به  KoHبافر تهيه شده توسط  pHدرصد و آب ديونيزه تهيه گرديد.  60

سازي و  . بعد از آماده)1-3(جدول  انتقال يافتگراد سانتيفيلتراسيون به دماي چهار درجه 

  گرديد: استريليزاسيون تمام وسايل مورد استفاده، به روش زير سلول مستعد تهيه

مايع فاقد آنتي بيوتيك،  به مدت  LBليتر  در سه ميلي DH5αسويه  E. coliتك كلني از باكتري      

دور در دقيقه كشت داده شد. مقدار يك  125گراد  و با سرعت درجه سانتي 37ساعت در دماي  16

ليتر محيط  ميلي 100به يك مولار  MgCl2 از ليتر ليتر از باكتري رشد يافته به اضافه يك ميلي ميلي

                                                           

1. Competent cell  



۴۶ 

 

 125گراد در درجه سانتي 37ساعت در دماي  3مايع اضافه گرديد، سپس ارلن به مدت  LBكشت 

ليتري انتقال ميلي 50رسيد. محتويات ارلن به فالكون  = 0OD/ 35دور در دقيقه نگهداري شد تا به 

دور در دقيقه  2500قيقه درد 10دقيقه بر روي يخ قرار گرفت، سپس به مدت  30داده شد و به مدت 

دقيقه  1گراد سانتريفيوژ انجام گرفت، مايع رويي تخليه شد، و فالكون به مدت درجه سانتي 4و دماي 

به رسوب باكتري اضافه شد  TFB1ليتر محلول ميلي 10بر روي دستمال كاغذي قرار گرفت. سپس 

شد وبه مدت ي يخ قرار داده دقيقه بر رو 10تا رسوب باكتري درآن حل شود. فالكون به مدت 

 ميكروليتر محلول  500دور در دقيقه سانتريفيوژ انجام گرديد، مايع رويي حذف و  4000دقيقه در 10

TFB2ميكروليتري  5/1هاي به آن افزوده تا رسوب باكتري در آن حل گردد، محلول حاصل در تيوب

گراد درجه سانتي -80در فريزر  هاي بعديميكروليتر تقسيم شد و براي استفاده100به ميزان 

  نگهداري گرديد.

 باكتريايي 1ترانسفورماسيون -3-13

كنند هستند. اغلب از محيطي كه در آن رشد مي DNAها قادر به برداشت هاي باكتريبيشتر گونه 

شوند، اما در مواردي قادر به باقي اند، تجزيه ميبرداشت شدهكه به اين طريق  DNAهاي ملكول

. به خصوص اگر شودكه ترانسفورماسيون گفته مي هستند باكتريماندن و همانندسازي در سلول 

  باشد. يك پلاسميد با مبدا همانندسازي قابل شناسايي توسط سلول ميزبان DNAملكول 

و همزمان  يخ قرار گرفتجهت ذوب روي هاي مستعد سلولبراي انجام ترانسفورماسيون، تيوب حاوي 

تيوب  .شد هداددقيقه بر روي يخ قرار  30به آن افزوده و به مدت  اتصالميكروليتر از واكنش  10

ميكروليتر  400و سپس  حرارتيشوك  گرادسانتي درجه 42دماي ثانيه در  45مدت واكنش به 

دقيقه در دستگاه شيكر انكوباتور با  45و به مدت ضافه شد مايع به مخلوط واكنش ا LBمحيط كشت 

جامد  LBميكروليتر از سلول هاي رشد كرده بر روي پليت  100بعد دور در دقيقه قرار گرفت.  100

                                                           

 1. Transformation  
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يك شب در انكوباتور به صورت وارونه قرار  پخش گرديد و به مدتسيلين بيوتيك آمپيحاوي آنتي

  داده شد.

و  جهت شناسايي باكترهاي حاوي قطعه مورد نظر Colony PCRواكنش  -3-14

  استخراج پلاسميد

و به آرامي درون  ها به صورت تصادفي انتخاب گرديدنوك سمپلر كلنيدر كنار شعله با استفاده از 

منظور حفظ تك كلني با همان نوك سمپلر  به. منتقل شد 4-3مطابق جدول تهيه شده  PCRواكنش 

تهيه كشت مجدد از كلني يك سيلين بيوتيك آمپيكه حاوي آنتي جامد LBمحيط كشت  بر روي

به ها را ها، ميكروتيوبپس از آماده شدن نمونه .گرفتگراد قرار درجه سانتي 37و پتري در  گرديد

 .گرديدمنتقل  7-3جدول برنامه  دستگاه ترموسايكلر مطابق

كره ( GeNet Bioساخت شركت  Plasmid DNA Isolation Kitاستخراج پلاسميد با استفاده از 

  انجام گرديد. مربوطهو مطابق دستورالعمل  )جنوبي

   :1يابيتوالي -15 -3

مربوط به ناحيه داخلي ژن هاي ژني سازه ،pTG19در ناقل  Fom2جهت اطمينان نهايي از انتقال ژن 

Fom2 پرايمرهاي هبه همرا PSh20-F  وPSh20-R  و سازه مربوط به قطعه كامل ژن  )5-3(جدول

Fom2  به همراه پرايمرPSh20.2-F  وPSh20.2-R  گرديديابي ارسال جهت توالي )5-3(جدول .  

  هاافزارهاي مورد استفاده جهت آناليز نمونهنرم -3-16

  .صورت گرفت Chromasيابي با استفاده از نرم افزار يبررسي كيفيت نتايج توال  

بـراي هـر    يـابي حاصـل از تـوالي   هاي فوروارد و ريـورس مقايسه خوانشو  هااكوتيپيابي پس از توالي 

موفق به شناسايي تنـوع در نقـاط    Seqmanافزار در نرم NCBIتوالي رفرنس ژن موجود در  و اكوتيپ

                                                           

 1. Sequencing 
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و ژن رفرنس يابي شده فوروارد و ريورس توالي حاصل خوانش و شناسايي گرديدFom2 مختلف از ژن 

   كنيم.است كه در مراحل بعد از اين استفاده مي Consensuseيك توالي به نام 

در سـطح   NCBIبا توالي ثبت شـده در   آن مقايسهو  Seqmanافزار حاصل از نرم Consensuseتوالي 

هاي جهـش يافتـه در   مورد بررسي قرار گرفت و مكان  Mega5ميك و پروتئيني به كمك نرم افزارژنو

  و منطقه دومين مورد بررسي قرار گرفت.سطح نوكلئوتيدي و پروتئيني 
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        فصل چهارمفصل چهارمفصل چهارمفصل چهارم

 بحث بحث بحث بحث     وووو    نتايجنتايجنتايجنتايج
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هدف از  ،خواهيم نتايجي از بررسي تنوع در سطح پروتئيني و نوكلئوتيدي ارائه دهيمدر اين بخش مي

ابتدا براي بررسي تنوع  .باشدمي Fom2ها و تاثير آن بر عملكرد ژن اين كار شناسايي موتاسيون

 Charentais      مانند خربزه مشهدي، طالبي شهد شيراز، خربزه خاتوني، خربزه خاقاني، ي هااكوتيپ

Fom1  و Charentais Fom2حساسيت و مقاومت  ها. اين اكوتيپآوري گرديداز مناطق مختلف جمع

سپس جهت بررسي  ).2- 3دادند (جدول از خود نشان مياري پژمردگي فوزاريومي متفاوتي را به بيم

  سازي  در دو قسمت صورت پذيرفت:همسانهتنوع 

نوكلئوتيدي و  تنوعآوري شده و مقايسه ر شش اكوتيپ جمعدFom2  سازي قطعه داخلي ژنهمسانه

ظ مقاومت و حساسيت در الحها از و بررسي عملكرد متفاوت اكوتيپشود مشاهده ميكه پروتئيني 

  باشد.مي  Fusarium oxysporium f.sp. melonisبرابر قارچ 

در مورد نمونه مقاوم طالبي شهد شيراز و بررسي تنوع موجود   Fom2سازي قطعه كامل ژن همسانه

سازي در ناقل بياني و انتقال اين ژن همسانه همانندسازي جهت كارهاي بعدي در اين نمونه و آماده

  .باشدمقاومت به گياه مي

و محل  هاي زيستياز پايگاه داده Fom2الي ژن بازيابي و آناليز تو -4-1

   Fom2پرايمرهاي عمومي جهت رديابي ژن 

نشان داد كه اين ژن داراي منطقه كد كننده  DQ287965با شماره دستيابي  Fom2بازيابي توالي ژن 

) به ABB91438و فاقد توالي اينتروني است. اين ژن، پروتئيني ( 1جفت باز 3222با طول 

و  NB-ARCهاي به نام 2داراي دو دومين Fom2نمايد. ژن را كد مياسيدآمينه 1073طول

AAAATPase نماي شماتيك ژن  1-4باشد. شكل ميFom2  و محل اتصال در سطح نوكلئوتيدي

  .دهدمينشان را  Psh20-F/Rپرايمر 

                                                           

Base Pair (bp) 1. 
2. Domain  
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  Fom2به ژن  Psh20-F/Rناحيه اتصال پرايمر ب:  در سطح نوكلئوتيدي Fom2نماي شماتيك ژن  الف: - 1- 4شكل 

  كميت و كيفيت آنبررسي و  DNAاستخراج   -4-2

. باشدميتيك ملكولي هاي ژنبا كيفيت و كميت مناسب پيش نياز اوليه بررسي DNAبه  دسترسي

هاي حاصله را تحت تاثير قرار داده و تكرار پذيري آن را اعتبار داده DNAغلظت و كيفيت پائين 

  دهد. كاهش مي
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 ,M5هاي هاي مربوط به نمونهخربزه، در چاهك هاياكوتيپاستخراج شده از  DNAالگوي الكتروفورزي  -2- 4شكل 

M6, M15, M16   آلودگيRNA هاي شود اما در چاهكمشاهده نميM8, M9  آلودگيRNA    وجود دارد :M نشانگر

  1kb ladderملكولي 

1 kb 

 الف

 ب
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هاي بزرگ شود، به خصوص در مورد تواند مانع تكثير برخي از قطعهنيز مي DNAهمچنين شكستگي 

قت با د DNAطول دارد، لذا لازم بود تا عمل استخراج  kb3/3 كه حدود  Fom2توالي كامل ژن 

 ،انجام شد CTABبا روش DNAدر اين تحقيق استخراج طور كه گفته شد همانبيشتري انجام گيرد. 

در  .باشدقابل رويت مي DNAبا غلظت بيشتر را به دست آورديم ولي در آن شكستگي  DNAكه 

  شود.مشاهده نمي RNAآلودگي  M5, M6, M15, M16هاي مربوط به چاهك

   Fom2براي تكثير قطعه داخلي ژن  PCRايط واكنش شرسازي بهينه -4-3

، مقدار DNAنقش دارند دماي اتصال، مقدار و غلظت  PCRسازي واكنش فاكتورهاي كه در بهينه

به  1باشد كه در در اين مطالعه ما دماي اتصال آغازگرو دستگاه مورد استفاده مي Mgcl2و Taq آنزيم 

DNA  الگو و غلظتDNA ) بيان داشتند كه اصلاح دماي 2001را بهينه نموديم. بورنت و همكاران (

دان اتصال آغازگر به الگو تاثير زيادي بر روي وضوح باندها دارد. بعد از آزمايشات فراوان از برنامه تاچ

هاي مختلف گراد بهترين نتيجه حاصل گرديد. بررسي غلظتدرجه سانتي 66-62در دماي  2آرسيپي

DNA  نانوگرم بر ميكروليتر بهترين وضوح باندي را ايجاد كرد، كه  30نشان دهنده اين بود كه غلظت

نتايج اين قسمت  نشان داده شده است. 3- 4در شكل  DNAنتيجه حاصل از بهينه شدن دما و غلظت 

اي با اند منطقهتوانسته Fom2نشان داد پرايمرهاي طراحي شده بر اساس توالي ژن در هر چاهك 

جفت بازي  931مورد مطالعه تكثير نمايند. مشاهده تك باند  اكوتيپاندازه مورد انتظار در ژنوم شش 

  دهد. مورد مطالعه اختصاصي بودن پرايمرها را نشان مي هاياكوتيپدر الگوي الكتروفورزي 

  

  

                                                           

1. Anealing temperature 
2. Touch down PCR 
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طور كه مشاهده همان ،Psh20 عمومي پرايمرحاصل از  Fom2بخشي از توالي ژن PCR الگوي الكتروفورزي  - 3-4شكل 

باند  هااكوتيپهاي بعدي تمامي است در چاهك PCRباشد كه نشان دهنده صحت انجام واكنش مي   -Cشود چاهك دو مي

مورد  هاياكوتيپدر  Fom2كه نشان دهنده حضور ژن  ،را توليد كردندكه مربوط به قطعه داخلي ژن است جفت بازي  931

  1kb ladderنشانگر ملكولي  :M باشد. مطالعه ما مي

  

 pTG19در ناقل  Fom2سازي قطعه داخلي ژن همسانه -4-4

، در واكنش اتصال استفاده خالص شده PCRاز محصول  Fom2به منظور كلونينگ قطعه داخلي ژن 

هاي ژني با مشخصات جدول توليد سازه pTG19پس از ورود به ناقل  Fom2گرديد. قطعه داخلي ژن 

هاي ترانسفورم شده به روي را نمود. پس از انجام ترانسفورماسيون باكتريايي و كشت باكتري 1- 4

ها بر روي گراد كلونيدرجه سانتي 37ساعت انكوباسيون در دماي  16جامد و  LBمحيط كشت 

كار غربالگري ست حاوي قطعه ژني مورد نظر نباشند كه براي اينرشد كردند كه ممكن ا LBمحيط 

  صورت گرفت. 

  

  

1 kb 
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با استفاده از پرايمر  و PCRهاي نوتركيب با تكنيك كلني تاييد كلني -4-5

Psh20-F/R  

 PCRاز تكنيك  pTG19 ناقلبراي اثبات صحت انجام ترانسفورماسيون و ورود قطعه مورد نظر در 

Colony در  حضور سازه موردنظر تاييد هاي مثبتتشخيص كلني استفاده شد. در اين روش جهت

 باكتريايي استفاده شد، و از لاشه تخريب شده ميزبان  Fom2ژن داخلي از پرايمرهاي باكتريي ميزبان 

  استفاده گرديد.  PCRدر يك واكنش  DNAبه عنوان جز 
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شود كه در اين شكل مشخص مي ،F/R-Psh20حاصل از پرايمر   PCRالگوي الكتروفورزي محصول كلني  - 4- 4شكل 

  باشد.هاي نوتركيب ميكه نشان دهنده كلني اندبه داخل ناقل منتقل شده 4تا  2هاي در چاهك هااكوتيپتمامي 

 :M  1نشانگر ملكوليkb ladder  

  

  پس از اتصال به ناقل اكوتيپ هايمشخصات   -1-4جدول 

به ناقل  Fom2قبل از اتصال قطعه داخلي ژن 

pTG19   

به  ناقل  Fom2بعد از اتصال قطعه  داخلي ژن 

pTG19  
  M5(  pTGM5 خربزه مشهدي (

  M6(  pTGM6 شيراز (طالبي شهد 

  M8(  pTGM8 خربزه خاتوني (

  M9(  pTGM9 خربزه خاقاني (

 ( M15) Charentais Fom1 pTGM15  
 ( M16) Charentais Fom2 pTGM16  

1 kb 
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- مي Fom2باكتري كه حاوي قطعه داخلي ژن  Psh20-F/Rبا استفاده از پرايمر  PCRدر نتايج حاصل از 

  ).4-4دهد (شكل نشان مي pTGM6و  pTGM8 ،pTGM9هاي جفت بازي را مثل نمونه 931باشد باند 

  E. cloiاز باكتري  پلاسميد نوتركيب استخراج -4-6

هايي كه با دريافت اند و باكتريها كه ناقل خالي را كسب كردهاز اين روش براي تمايز بين باكتري

ها در ناقل نوتركيب تغيير شكل  داده استفاده گرديد. براي اين منظور از كشت شبانه تعدادي از كلوني

اند ساعت انكوبه رشد مطلوب داشته 16سيلين كه بعد از بيوتيك آمپيحاوي آنتي LBمحيط كشت 

را دريافت  Fom2هاي كه ناقل حاوي قطعه داخلي ژن براي استخراج پلاسميد استفاده كردند. باكتري

 ,pTGM5, pTGM15هايرا مثل نمونه kb 3.8 اند پس از استخراج پلاسميد باندي حدود نموده

pTGM16 pTGM6  بايد توجه داشت چون پلاسميد عموماً به صورت سوپر )5-4توليد كردند (شكل .

كويل است و شكل فضايي آن متفاوت با حالت خطي است، در نتيجه در الكتروفورز مطابق با اندازه 

  .كندواقعي خود حركت نمي
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تا  2هاي هاي مربوط به چاهكدر تمامي سازه ،Psh20الگوي الكتروفورزي استخراج پلاسميد حاصل از پرايمر  -5- 4شكل 

در ناقل مورد  Fom2گردد كه نشان دهنده حضور قطعه داخلي ژن پس از استخراج پلاسميد مشاهده مي  kb8/3 باند   5

  1kb ladderنشانگر ملكولي  M:  باشد. نظر مي
  

3/5 kb 



۵۶ 

 

-Psh10.2تاييد پلاسميدهاي نوتركيب با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي  -4-7

F/R  

از پلاسميدهاي   pTG19براي اثبات صحت انجام ترانسفورماسيون و ورود قطعه مورد نظر در ناقل 

استفاده  PCRدر واكنش  pTG19  )(Psh10.2-F/Rاستخراج شده و پرايمرهاي اختصاصي وكتور

باكتري كه حاوي قطعه داخلي ژن  Psh10.2-F/Rبا استفاده از پرايمر  PCRگرديد. در نتايج حاصل از 

Fom2 هاي دهد مثل نمونهجفت بازي را نشان مي 1200باشد باند ميpTGM6 ،pTGM5 ،

pTGM15  وpTGM16  جفت بازي توليد، كه  200، و در صورت ترانسفورم نشدن باكتري باند

  ).6-4باشد (شكل مي 8و  7، 5، 3هاي چاهك ندهمان
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بازي  1000هاي نوتركيب باند حدود كلني Psh10.2,حاصل از پرايمر  PCRالگوي الكتروفورزي محصول  - 6-4شكل 

اند هاي كه قطعه مورد نظر را دريافت نكردهو كلني گرددمشاهده مي 9، 6، 4، 2هاي كه در چاهكدهند را نشان مي

  1kb ladderنشانگر ملكولي M: . دهندجفت بازي را نشان مي 200باند 

  

   pTG19در و كتور  Fom2از ژن تعيين توالي دو جهته قطعه كلون شده  -4-8

هاي ، پلاسميدهاي نوتركيب سازهpTG19در ناقل  Fom2جهت اطمينان نهايي از انتقال ژن 

pTGM5, pTGM6, pTGM8, pTGM9, pTGM15, pTGM16  ه صورت دو جهته ) ب1-4(جدول

1 kb 

200 bp  
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هاي مربوط به هر باز نشان داد كه يابي شدند. بررسي پيكتوالي  Psh20-F/Rتوسط پرايمرهاي 

  .ها مشابه استخوانش پرايمرهاي رفت و برگشت در تمامي سازه

  مختلف هاياكوتيپتوالي نوكلئوتيدي و پروتئيني بدست آمده از  آناليز-4-9

 هاياكوتيپدر سطح ژنوم  1عنوان عامل مقاومت در برابر نژاد هب Fom2در اين مطالعه حضور ژن 

 مورد بررسي قرار گرفت. خربزه بومي هاياكوتيپاستاندارد خارجي،  هاياكوتيپاستاندارد داخلي، 

-تكثير شد و همان Psh20-F/Rهاي بالا توسط پرايمر در كليه نمونه Fom2سپس قطعه داخلي ژن 

هاي نوتركيب با كلون گرديد. كلني  pTG19سازي داخل وكتورطور كه از قبل بيان شد پس از خالص

جهته توسط يابي دو هاي مختلف مورد تاييد قرار گرفتند، به منظور تاييد نهايي توالياستفاده از روش

هاي بالا مورد را در كليه نمونه Fom2يابي حضور ژن صورت گرفت، كه نتايج توالي Psh20-F/Rپرايمر 

ح پروتئيني و ها در سطهاي موجود در اين نمونهبررسي موتاسيون يتاييد قرار داد. هدف مهم بعد

  باشد.كه در جدوال زير به صورت مجزا مشخص مي باشد.نوكلئوتيدي مي
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 pTGM6طالبي شهد شيراز مربوط به سازه  اكوتيپتعيين تنوع در   -4-9-1

 pTGM6تنوع در سطح نوكلئوتيدي سازه   -2- 4جدول 

شماره جهش 

  درسطح نوكلئوتيد

نوع باز در 

pTGM6  

نوع باز در 

Fom2  

اسيد آمينه در 

Fom2  

اسيدآمينه در 

pTGM6  

خاصيت شيميايي اسيدآمينه 

  Fom2/ pTGM6در 

72  C G قطبي/قطبي  آسپاراژين ليزين  

248 C T غيرقطبي/قطبي  ترئونين متيونين  

254  A T غيرقطبي/قطبي  آسپارتات  والين  

318 G T غيرقطبي/ غيرقطبي  لوسين  فنيل آلانين  

452 C A قطبي/ قطبي  ترئونين  آسپاراژين  

455 T C قطبي/ غيرقطبي  متيونين  ترنوئين  

497 C T غيرقطبي/ غيرقطبي  آلانين  والين  

611 G A قطبي/ قطبي  آرژنين  ليزين  

614 G A قطبي/ قطبي  آرژنين  ليزين  

759 G A       

782  C T غيرقطبي/ غيرقطبي  پرولين  لوسين  

878 A G غيرقطبي/ قطبي  گلوتامات  گلايسين  

  دار: عدم تغيير در پروتئينبدون خط جهش غير معني دار : تغيير در پروتئين     شمارهدار جهش معنيخط شماره 

باشد، تنوع پژمردگي فوزاريومي خربزه مي 1مقاوم به نژاد  هاياكوتيپطالبي شهد شيراز جزء  اكوتيپ

باشد به همين منظور تاثير گذار نمي اكوتيپدر اين   Fom2نوكلئوتيدي مشاهده شده بر عملكرد ژن 

  گردد.ز لحاظ تنوع نوكلئوتيدي مقايسه ميمقاوم ا اكوتيپمورد مطالعه با اين  هاياكوتيپساير 
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  pTGM5خربزه مشهدي مربوط به سازه  اكوتيپتعيين تنوع در - 4-9-2

          pTGM5تنوع در سطح نوكلئوتيدي سازه   -3- 4جدول 

شماره جهش 

  درسطح نوكلئوتيد

نوع باز در 

pTGM5  

نوع باز در 

Fom2  

اسيد آمينه در 

Fom2  

اسيدآمينه در 

pTGM5  

خاصيت شيميايي اسيدآمينه 

  Fom2/ pTGM5در 

72  C G قطبي/قطبي  آسپاراژين ليزين  

248 C T غيرقطبي/قطبي  ترئونين متيونين  

254  A T غيرقطبي/قطبي  آسپارتات  والين  

318 G T غيرقطبي/ غيرقطبي  لوسين  فنيل آلانين  

452 C A قطبي/ قطبي  ترئونين  آسپاراژين  

455 T C قطبي/ غيرقطبي  متيونين  ترنوئين  

493 C T غيرقطبي/ قطبي  هيستيدين  تيروزين  

497 C T غيرقطبي/ غيرقطبي  آلانين  والين  

611 G A قطبي/ قطبي  آرژنين  ليزين  

614 G A قطبي/ قطبي  آرژنين  ليزين  

759 G A       

782  C T غيرقطبي/ غيرقطبي  پرولين  لوسين  

878 A G غيرقطبي/ قطبي  گلوتامات  گلايسين  

  دار: عدم تغيير در پروتئينبدون خط جهش غير معني دار : تغيير در پروتئين     شمارهدار جهش معنيخط شماره

باشد، تنوع پژمردگي فوزاريومي خربزه مي 1حساس به نژاد  هاياكوتيپخربزه مشهدي جزء 

طور كه مشاهده باشد. همانتاثير گذار مي  Fom2بر عملكرد ژن  اكوتيپنوكلئوتيدي موجود در اين 

مقاوم طالبي شهد شيراز باز تيمين به  اكوتيپنسبت به  اكوتيپاز توالي اين  493شود در جايگاه مي

باز سيتوزين تبديل گشته، كه تغيير در ناحيه مذكور سبب جايگزيني اسيدآمينه هيستيدين به جاي 

در ساختار پروتئين گشته اي سبب تغيير تيروزين شده است. اين جايگريني در ساختار اسيد آمينه



۶٠ 

 

چون يك اسيدآمينه قطبي تبديل به اسيدآمينه غير قطبي شده كه پروتئين را از لحاظ ساختار تبديل 

را نسبت  اكوتيپبه حالت آبدوست كرده كه اين حالت بر بيان و عملكرد پروتئين تاثير گذاشته و اين 

  نمايد.بيماري پژمردگي فوزاريومي حساس مي1به  نژاد 

  pTGM8خربزه خاتوني مربوط به سازه   اكوتيپتعيين تنوع در  - 4-9-3

  pTGM8تنوع در سطح نوكلئوتيدي سازه   -4- 4جدول 

شماره جهش 

  درسطح نوكلئوتيد

نوع باز در 

pTGM6  

نوع باز در 

Fom2  

اسيد آمينه در 

Fom2  

اسيدآمينه در 

pTGM6  

خاصيت شيميايي اسيدآمينه 

  Fom2/ pTGM6در 

72  C G قطبي/قطبي  آسپاراژين ليزين  

248 C T غيرقطبي/قطبي  ترئونين متيونين  

254  A T غيرقطبي/قطبي  آسپارتات  والين  

318 G T غيرقطبي/ غيرقطبي  لوسين  فنيل آلانين  

452 C A قطبي/ قطبي  ترئونين  آسپاراژين  

455 T C قطبي/ غيرقطبي  متيونين  ترنوئين  

497 C T غيرقطبي/ غيرقطبي  آلانين  والين  

611 G A قطبي/ قطبي  آرژنين  ليزين  

614 G A قطبي/ قطبي  آرژنين  ليزين  

759 G A       

782  C T غيرقطبي/ غيرقطبي  پرولين  لوسين  

878 A G غيرقطبي/ قطبي  گلوتامات  گلايسين  

  پروتئيندار: عدم تغيير در بدون خط جهش غير معني دار : تغيير در پروتئين     شمارهدار جهش معنيخط شماره
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   pTGM9خربزه خاقاني مربوط به سازه  اكوتيپتعيين تنوع در  -4-9-4

          pTGM9تنوع در سطح نوكلئوتيدي سازه   -5- 4جدول 

شماره جهش 

  درسطح نوكلئوتيد

نوع باز در 

pTGM6  

نوع باز در 

Fom2  

اسيد آمينه در 

Fom2  

اسيدآمينه در 

pTGM6  

خاصيت شيميايي اسيدآمينه 

  Fom2/ pTGM6در 

96 G A      

387 C T      

433  C T غيرقطبي/قطبي  رژنينآ  تريپتوفان  

455 T C قطبي/ غيرقطبي  متيونين  ترنوئين  

729 G A       

759 G A       

  دار: عدم تغيير در پروتئينبدون خط جهش غير معني دار : تغيير در پروتئين     شمارهدار جهش معنيخط شماره

باشد، تنوع پژمردگي فوزاريومي خربزه مي 1حساس به نژاد  هاياكوتيپخربزه خاقاني جزء 

طور كه مشاهده باشد. همانتاثير گذار مي  Fom2بر عملكرد ژن  اكوتيپنوكلئوتيدي موجود در اين 

  دهد. تري را نشان مينسبت به طالبي شهد شيراز تنوع نوكلئوتيدي متفاوت اكوتيپشود اين مي

   pTGM15مربوط به سازه  Charentais Fom1خربزه  اكوتيپتعيين تنوع در  - 4-9-5

  

   pTGM15تنوع در سطح نوكلئوتيدي سازه   - 6- 4جدول 

شماره جهش 

  درسطح نوكلئوتيد

نوع باز در 

pTGM6  

نوع باز در 

Fom2  

اسيد آمينه در 

Fom2  

اسيدآمينه در 

pTGM6  

خاصيت شيميايي اسيدآمينه 

  Fom2/ pTGM6در 

38 G A قطبي/قطبي  رژنينآ ليزين  

455 T C قطبي/غيرقطبي  متيونين ترنوئين  

759  G A       
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  دار: عدم تغيير در پروتئينبدون خط جهش غير معني دار : تغيير در پروتئين     شمارهدار جهش معنيخط شماره

باشد، پژمردگي فوزاريومي خربزه مي 1حساس به نژاد  هاياكوتيپجزء  Charentais Fom1خربزه 

طور كه باشد. همانتاثير گذار مي  Fom2بر عملكرد ژن اكوتيپتنوع نوكلئوتيدي موجود در اين 

خاقاني نسبت به طالبي شهد شيراز تنوع نوكلئوتيدي  اكوتيپهمانند  اكوتيپشود اين مشاهده مي

اي بر ساختار پروتئين و بيان ژن ع نوكلئوتيدي و اسيد آمينهدهد. همين تنوتري را نشان ميمتفاوت

Fom2   است.حساس كرده هاياكوتيپرا جزء  اكوتيپتاثير گذاشته است و اين   

    pTGM16مربوط به سازه  Charentais Fom2خربزه  اكوتيپتعيين تنوع در  -4-9-6

باشد، پژمردگي فوزاريومي خربزه مي 1مقاوم به نژاد  هاياكوتيپجزء  Charentais Fom2اكوتيپ 

طور كه باشد. همانتاثير گذار نمي  Fom2تنوع نوكلئوتيدي موجود در اين اكوتيپ بر عملكرد ژن 

هاي شود اين اكوتيپ نسبت به طالبي شهد شيراز تنوع نوكلئوتيدي بيشتري را در جايگاهمشاهده مي

اي بر ساختار پروتئين دهد. كه اين تنوع نوكلئوتيدي و اسيد آمينهنشان مي 825و  640، 224، 102

Fom2   تاثير نگذاشته است يعني تمامي اسيدهاي آمينه جديد (قطبي) به حالت اسيدآمينه اول

ايجاد نشده و اين اكوتيپ همچنان به   Fom2اند پس تغييري در ساختار ژن (قطبي) جايگزين شده

  شود.مي عنوان اكوتيپ مقاوم شناخته
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    pTGM16تنوع در سطح نوكلئوتيدي سازه   -7- 4جدول 

شماره جهش 

  درسطح نوكلئوتيد

نوع باز در 

pTGM16  

نوع باز در 

Fom2  

اسيد آمينه در 

Fom2  

اسيدآمينه در 

pTGM16  

خاصيت شيميايي اسيدآمينه 

  Fom2/ pTGM16در 

72  C G قطبي/قطبي  آسپاراژين ليزين  

102  C A قطبي/قطبي  آسپاراژين  ليزين  

224  C T غيرقطبي/ غيرقطبي  آسپاراژين  لوسين  

248 C T غيرقطبي/قطبي  ترئونين متيونين  

254  A T غيرقطبي/قطبي  آسپارتات  والين  

318 G T غيرقطبي/ غيرقطبي  لوسين  فنيل آلانين  

452 C A قطبي/ قطبي  ترئونين  آسپاراژين  

455 T C غيرقطبيقطبي/   متيونين  ترنوئين  

497 C T غيرقطبي/ غيرقطبي  آلانين  والين  

611 G A قطبي/ قطبي  آرژنين  ليزين  

614 G A قطبي/ قطبي  آرژنين  ليزين  

640  C T قطبي/ قطبي  آرژنين  سيستئين  

759 G A       

782  C T غيرقطبي/ غيرقطبي  پرولين  لوسين  

825  C T       

878 A G غيرقطبي/ قطبي  گلوتامات  گلايسين  

  دار: عدم تغيير در پروتئينبدون خط جهش غير معني دار : تغيير در پروتئين     شمارهدار جهش معنيخط شماره

 هاياكوتيپرفرنس با توالي نوكلئوتيدي  Fom2 همرديفي چندگانه ژن -4-10

  هامورد مطالعه جهت شناسايي جهش
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با ناحيه داخلي ژن  pTG19نمونه كلون شده در وكتور  6بررسي تنوع نوكلئوتيدي در سطح ژنوم 

Fom2   گزارش شده درNCBI افزار به كمك  نرمMEGA5  انجام گرديد كه نتيجه در شكل پيوست

  نشان داده شده است. 1

  يابي شدههاي توالينمونه قرابت بررسي و ژني درخت رسم -4-11

از لحاظ  هاياكوتيپرسم درختچه فيلوژنتيكي نشان دهنده ميزان شباهت و تفاوت در بين 

اند از تنوع هاي مشابه قرار گرفتهي كه در زير گروههاياكوتيپباشد. تمامي نوكلئوتيدي و پروتئيني مي

-در بين نمونهشود قرابت فاميلي طور كه در شكل مشاهده مياند. همانژنتيكي بالايي برخوردار نبوده

زياد بوده و  M6, M16, M8عامل بيماري پژمردگي فوزاريومي خربزه مثل  1هاي مقاوم به نژاد 

نيز قرابت بيشتري وجود دارد. نمونه   M15, M9مثل  1حساس به نژاد  هاياكوتيپطور در بين همين

M5  حساس معرفي شده بود، از لحاظ تنوع نوكلئوتيدي در شاخه  اكوتيپكه قبلاً به عنوانM6  كه

متفاوت است كه  M6در يك تك نوكلئوتيد با  اكوتيپباشد قرار گرفته ولي اين مقاوم مي اكوتيپ

شود. مي پروتئيني مربوط به اين ژن و عملكرد Fom2موتاسيون سبب تغيير در ساختار ژن همين 

  

 Cloneافزار يابي شده بر اساس درصد شباهت (رسم شده با نرمهاي تواليفيلوژنتيكي نمونهارتباط  - 7- 4شكل 

Manager(  
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  M6استاندارد  اكوتيپاز  Fom2تكثير توالي كامل ژن  -4-12

. دادخربزه نشان  هاياكوتيپحضور بخشي از توالي اين ژن را در  حاصل از بخش اول اين تحقيقنتايج 

مطالعه با هدف بررسي توالي كامل اين ژن و كلونينگ آن انجام شد. بدين منظور توالي بخش از اين 

بازيابي شد و با انجام آناليز هاي بيوانفورماتيك جفت پرايمر  NCBIكامل اين ژن در بانك اطلاعات 

 افزاز توسط نرم بر اساس ابتدا و انتهاي ژن  جهت تكثير توالي كامل ژن Psh20.2-F/Rاختصاصي 

Primer Permier Var.5  ناحيه اتصال پرايمر  8- 4طراحي شد. شكلPsh20.2-F/R  را به توالي ژن

  .دهدنشان مي

  

  Fom2به ژن  Psh20.2-F/Rناحيه اتصال پرايمر   - 8- 4شكل 

 

   Fom2 براي تكثير قطعه كامل ژن PCR شرايط واكنشسازي بهينه -4-13

الگو مورد  DNAچندين دماي اتصال آغازگر به  PCRسازي واكنش بهينهبه منظور در اين تحقيق 

طور كه گفته شد اصلاح اين دما تاثير زيادي بر روي وضوح باندها دارد. بعد از بررسي قرار گرفت. همان

- ثانيه انتخاب گرديد. بررسي غلظت 45گراد با زمان درجه سانتي 58آزمايشات فراوان دماي مناسب 

توليد نانو گرم بر ميكروليتر بهترين وضوح باندي را  30نيز نشان داد كه غلظت  DNAهاي مختلف 

  باشد.قابل رويت مي 9-4در شكل  DNAشدن دما و غلظت  بهينهكند. نتيجه حاصل از مي

  

Amplicon 3222 
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طور كه مشاهده ، همان Psh20.2پرايمر اختصاصيحاصل از  Fom2قطعه كامل ژن   PCR الگوي الكتروفورزي  -9- 4شكل 

باند  هااكوتيپهاي بعدي تمامي است در چاهك PCRباشد كه نشان دهنده صحت انجام واكنش مي   -Cشود چاهك دو مي

 هاياكوتيپدر  Fom2را توليد كردند كه نشان دهنده حضور ژن كه مربوط به قطعه كامل ژن است،  جفت بازي 3222

  1kb ladderنشانگر ملكولي  :Mباشد. مورد مطالعه ما مي
  

  pTG19در وكتور  PSh20.2توالي تكثير شده با پرايمر  سازيهمسانه -4-14

خالص شده در مرحله قبل، در واكنش  PCRاز محصول  Fom2به منظور كلونينگ قطعه داخلي ژن 

 E.coliهاي استفاده گرديد. پس از انجام ترانسفورماسيون باكتريايي و كشت باكتري pTG19اتصال با 

 16سيلين و بيوتيك آمپيميكروليتر آنتي 10جامد حاوي  LBترانسفورم شده به روي محيط كشت 

رشد كردند كه ممكن  LBها بر روي محيط گراد كلونيدرجه سانتي 37ساعت انكوباسيون در دماي 

كار غربالگري صورت گرفت. طالبي شهد شيراز است حاوي قطعه ژني مورد نظر نباشند كه براي اين

)(M6  پس از اتصال به ناقلpTG19 اي با نام توليد سازهpTGM6F نمايد.را مي  

و پرايمر  PCRهاي نوتركيب با استفاده از تكنيك كلني تاييد كلني-4-15

PSh20.2-F/R   

3 kb 

Primer dimer 
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 PCRاز تكنيك  pTG19براي اثبات صحت انجام ترانسفورماسيون و ورود قطعه مورد نظر در ناقل 

Colony هاي مثبت تاييد حضور سازه موردنظر در استفاده شد. در اين روش جهت تشخيص كلني

استفاده شد، و از لاشه تخريب شده ميزبان   Fom2ميزبان باكتريي از پرايمرهاي اختصاصي ژن 

با  PCRاستفاده گرديد. در نتايج حاصل از  PCRدر يك واكنش  DNAباكتريايي به عنوان جز 

جفت  3222باشد باند مي Fom2باكتري كه حاوي قطعه كامل ژن  Psh20-F/Rاستفاده از پرايمر 

  . )10-4دهد (شكل نشان مي pTGM6Fهاي بازي را مثل نمونه
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شود كه در اين شكل مشخص مي ،F/R-Psh20.2حاصل از پرايمر   PCRالگوي الكتروفورزي محصول كلني  - 10- 4شكل 

نشانگر  M: باشد.نوتركيب مي اند كه نشان دهنده كلنيل شدهدر طالبي شهد شيراز به ناقل منتق Fom2قطعه كامل ژن 

  1kb ladderملكولي 
  

  E. cloiاستخراج پلاسميد نوتركيب از باكتري  -4-16

هايي كه با دريافت اند و باكتريها كه ناقل خالي را كسب كردهاز اين روش براي تمايز بين باكتري

ها در محيط كشت ناقل نوتركيب تغيير شكل  داده استفاده گرديد. كشت شبانه از تعدادي از كلوني

LB ساعت انكوبه رشد مطلوب داشته براي استخراج  16سيلين كه بعد از آمپي بيوتيكحاوي آنتي

اند پس از را دريافت نموده Fom2هاي كه ناقل حاوي قطعه كامل ژن پلاسميد استفاده شدند. باكتري

  ).11-4توليد كردند (شكل pTGM6را مثل نمونه  kb 1/6 استخراج پلاسميد باندي حدود 

3 kb  
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را پس از  kb 6باند  2 سازه مربوط به چاهك ،Psh20.2الگوي الكتروفورزي استخراج پلاسميد حاصل از پرايمر  -11- 4شكل 

نشانگر  M: باشد.در ناقل مورد نظر مي Fom2دهد كه نشان دهنده حضور قطعه كامل ژن استخراج پلاسميد نشان مي

  1kb ladderملكولي 

  

تاييد پلاسميدهاي نوتركيب استخراج شده با استفاده از پرايمرهاي  -17- 4

  Psh10.2-F/Rاختصاصي 

از پلاسميدهاي   pTG19براي اثبات صحت انجام ترانسفورماسيون و ورود قطعه مورد نظر در ناقل 

استفاده گرديد.  PCRدر واكنش  pTG19  )(Psh10.2-F/Rاستخراج شده و پرايمرهاي اختصاصي وكتور

- مي Fom2باكتري كه حاوي قطعه كامل ژن  Psh10.2-F/Rبا استفاده از پرايمر  PCRدر نتايج حاصل از 

دهد و در صورت ترانسفورم نشدن باكتري نشان مي pTGM6جفت بازي را مثل سازه  3300باشد باند 

  ).12- 4شود (شكل توليد نمي pTGM6-Fباندي مثل سازه  

  

  

  

6 kb 
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 3000نوتركيب باند حدود  كلني Psh20.2,حاصل از پرايمر  PCR كلني الگوي الكتروفورزي محصول - 12- 4شكل 

نشانگر M: باشد. فاقد قطعه كامل ژن مي 3گردد. و نمونه چاهك مشاهده مي 2دهند كه در چاهك بازي را نشان مي

  1kb ladderملكولي 

  
  

  Psh20.2-F/Rحاصل از پرايمر   pTGM6 نمونه تعيين موتاسيون -4-18

 جدولدر سطح پروتئيني و نوكلئوتيدي در  طالبي شهد شيرازدر قسمت زير بررسي موتاسيون 

  است.مشخص شده

      همسانه شده از طالبي شهد شيراز  Fom2حاوي ژن  F  pTGM6تنوع در سطح نوكلئوتيدي سازه  -8- 4جدول 

شماره جهش درسطح 

  نوكلئوتيد

نوع باز در 

pTGM6F 

نوع باز در 

Fom2  

اسيد آمينه در 

Fom2  

اسيدآمينه در 

pTGM6  

خاصيت شيميايي اسيدآمينه 

  Fom2/F pTGM6در 

169 C T       

204  C T       

259  C G قطبي/ قطبي  هيستيدين  آسپارتات  

446 G A قطبي/ غيرقطبي  گلايسين  گلوتامات  

642 T C        

646 C T       

654 G A       

3 kb 
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798 G A       

801 G A       

946 G A قطبي/ غيرقطبي  آلانين  ترئونين  

969 C T       

1065  A G       

1101 C T       

1118 A G قطبي/ قطبي  گلوتامين  آرژنين  

1173 G A       

1226 A T       

1227 T A غيرقطبي/قطبي  آسپاراژين  ايزولوسين  

1241 G T غيرقطبي/غيرقطبي  گلايسين  والين  

1876 C A قطبي/ غيرقطبي  پرولين  ترئونين  

1896 C A       

1960 G C قطبي/ غيرقطبي  گلايسين  آرژنين  

2000 T C قطبي/ غيرقطبي  ايزولوسين  ترئونين  

2007  C T       

2031 T C       

2047 C T قطبي/ قطبي  آرژنين  سيستئين  

2087 A G غيرقطبي/قطبي  آسپارتات  گلايسين  

2093 T C قطبي/ غيرقطبي  لوسين  سرين  

2214 T C       

2216 G A قطبي/ قطبي  سرين آسپاراژين  

2304 G A      

2343 T C      

2346  A G      
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2388 G A      

2389 C T      

2449 G A قطبي/ قطبي  گلوتامات ليزين  

2507 C T غيرقطبي/غيرقطبي  آلانين والين  

2512 G C      

2513 G A      

2514 T G قطبي/ غيرقطبي  گلايسين گلوتامين  

2515 G A      

2516 G A قطبي/ غيرقطبي  گلايسين آسپاراژين  

2523 G C غيرقطبي/غيرقطبي  متيونين ايزولوسين  

2594 G A قطبي/ قطبي  آرژنين ليزين  

2610 G T قطبي/ قطبي  آرژنين سرين  

2643 A G      

2649 C A قطبي/ قطبي  هيستيدين گلوتامين  

2670 A T      

2683 A C قطبي/ قطبي  ليزين گلوتامين  

2698 A G غيرقطبي/قطبي  سرين گلايسين  

2720 T C غيرقطبي/غيرقطبي  لوسين پرولين  

2753 A G گلايسين 

 

  غيرقطبي/قطبي  آسپارتات

2882 G A قطبي/ غيرقطبي  گلايسين آسپارتات  

2884 A G قطبي/ قطبي  ليزين گلوتامات  

2906 A C قطبي/ قطبي  ليزين ترئونين  
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يابي، آناليز نتايج وجود موتاسيون را در و توالي pTG19بعد از كلون  كردن قطعه مورد نظر در ناقل 

تاثير نداشته  Fom2 ژن ها بر عملكردمقاوم طالبي شهد شيراز مشخص نمود كه اين موتاسيون اكوتيپ

  دهد.و ساختار اين ژن را تغيير نمي

طالبي شهد شيراز و  اكوتيپتكثير شده از  Fom2بررسي تنوع توالي ژن  -4-19

  هاي اطلاعاتيهاي گزارش شده در بانك مقايسه آن با توالي

ثبت شده در پايگاه اطلاعات  هاياكوتيپرا با كليه  Fom2ابتدا براي اينكه توالي نوكلئوتيدي ژن 

)NCBI مقايسه كنيم، توالي نوكلئوتيدي اين ژن را (BLAST هاي ژن كرديم. تواليFom2  كه از

هاي دستيابي متفاوت ثبت شده بود، شناسايي گرديد كه در  مختلف خربزه با شماره هاياكوتيپ

  كنيد.  ها را مشاهده ميتمامي نمونه 9 -4جدول 

  گزارش شده Fom2هاي بازيابي توالي ژن -9- 4جدول 

 Description  شماره دستيابي  نام ژن

Fom2  DQ287956 Cucumis melo R-FOM2 gene 
Fom2  AY619646 Cucumis melo cultivar Durango Fom2 protein (Fom2) gene  
Fom2  AY619647 Cucumis melo cultivar Vedrantais Fom2 protein (Fom2) gene  
Fom2  AY619648 Cucumis melo cultivar Ananas Yokneum Fom2 protein (Fom2) gene  
Fom2 AY619649 Cucumis melo cultivar PI161375 Fom2 protein (Fom2) gene  

  

در  طالبي شهد شيراز اكوتيپبا توالي  NCBIدر گزارش شده  Fom2هاي همرديفي چندتايي ژنكه 

  نشان داده شده است. 2شكل پيوست 

 هاياكوتيپو  يابي شدههاي توالينمونه قرابت بررسي و ژني درخت رسم -4-20

 NCBI ثبت شده در

پژمردگي فوزاريومي خربزه است با  1مقاوم به نژاد  اكوتيپكه  M6طور كه مشاهده شد نمونه همان

در يك شاخه قرار دارند كه نشان دهنده توالي يكسان نوكلئوتيدي اين دو نمونه  PI-161375 اكوتيپ
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.دهدهاي حساس توالي يكسان را نشان ميو نمونه .باشدپژمردگي فوزاريومي ميها به و مقاومت آن

  

هاي اطلاعاتي بر هاي گزارش شده در بانكيابي شده با نمونهتوالي  pTGM6درختچه فيلوژنتيكي نمونه - 13- 4شكل 

  )Clone Managerافزار اساس درصد شباهت (رسم شده با نرم

  بحث -4-21

هاي طبيعي خربزه بوده واصلاح اين گياه با توجه به نوع مصرف و كاربرد آن رويشگاهايران يكي از 

باشد، زا به خربزه بيماري پژمردگي فوزاريومي خربزه ميباشد. يكي از عوامل خسارتداراي اهميت مي

 كه عامل اين بيماري هم بذرزاد و هم خاكزاد بوده و قادر است كه در غياب ميزبان چندين سال در

نسبتاً مقاوم  اكوتيپ هايخاك زنده بماند. ضدعفوني مداوم بذور در كنترل آلودگي به بيماري در 

مفيد خواهد بود، اما معمولاً اين روش براي تمام كشاورزان قابل اجرا نيست. در نتيجه تنها راه 

  ).2009هاشمي، مقاوم است (بني اكوتيپ هاياقتصادي و آرماني استفاده از 

مختلف خربزه با منشا جغرافيايي متفاوت اولين گام در  اكوتيپ هايع ژنتيكي موجود بين مطالعه تنو

هاي سنتي تعيين تنوع باشد. روشراه اصلاح اين گياه براي مقاومت به پژمردگي فوزاريومي خربزه مي

است كند و به تغيير شرايط محيطي هم حساس هاي زيادي را صرف ميزمان، انرژي، امكانات و هزينه

يابي هاي عمومي و بياني و سپس تواليها در ناقلهاي ملكولي و كلون نمونهدر نتيجه استفاده از روش

  كند.ها در شناسايي تنوع به ما كمك بيشتري ميآن

به عنوان  Fom2مقاوم ارزش بالائي دارد. ژن  اكوتيپ هايهاي مقاومت در توليد دستيابي به توالي ژن

شناخته شده  Fusarium oxysporum f.sp. melonisقارچ  1ل نژاد صفر و عامل مقاومت در مقاب

مورد مطالعه نشان داد. با  اكوتيپ 6را در  Fom2حضور ژن  PSh20-F/Rبا پرايمر  PCRاست. نتايج 
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مقاوم و  اكوتيپ هايدر بين  PSh20با پرايمر  PCRتوجه به اين نتايج الگوي الكتروفورزي محصول 

را  Fom2ژن  LRR) ناحيه 2011باشد، كه اومولود و همكاران (اين در صورتي ميحساس يكسان بود. 

با هم مقايسه كردند و نتايج  Durango, Vedrantais, Ananas Yokneumحساس  اكوتيپ هايدر 

حساس مشابه  اكوتيپ هاياز لحاظ توالي نوكلئوتيدي در  Fom2نشان داد كه اين ناحيه از ژن 

  باشد. مقاوم متفاوت مي اكوتيپ هايدر حالي است كه با توالي  باشد و اينيكديگر مي

مقاوم وحساس و وجود پلي  اكوتيپ هايدر بين  Fom2با توجه به تفاوت نوكلئوتيدي در توالي ژن 

مقاوم  اكوتيپ هايژنوتيپ از  27ها بينوجه تمايز آلل براي 1SCAR مورفيسم اومولود از ماركرهاي  

ها موفق هاي حساس و مقاوم آنبا پرايمر مورد نظر در بين گونه PCRو حساس استفاده كرد. در طي 

 اكوتيپ هايو در  bp 408مقاوم  اكوتيپ هايشدند و اندازه تك باندها در  Fom2به رديابي ژن 

ساس و ح اكوتيپ هايباشد و اين نشان دهنده الگوي باندي متفاوت در بين مي bp 342حساس 

در  Fom2توان نتيجه گرفت كه توالي ژن مقاوم بوده است. كه اين مطالب با نتايج ما مغايرت دارد مي

در برابر بيماري  اكوتيپ هايباشد، لذا عكس العمل متفاوت حساس ايراني موجود مي اكوتيپ هاي

  باشد.  Fom2تواند نتيجه در تنوع نوكلئوتيدي و بيان ژن پژمردگي فوزاريومي خربزه مي

بيماري پژمردگي  1توان نتيجه حاصله را چنين بيان داشت، خربزه مشهدي كه حساس به نژاد مي

مقاوم طالبي شهد  اكوتيپاش با باشد تنها در يك تك نوكلئوتيد در طول تواليفوزاريومي خربزه مي

شد كه همين تغيير  Fom2شيراز متفاوت است كه اين موتاسيون سبب تغيير در ساختار پروتئيني ژن 

 1حساس به نژاد  اكوتيپ هايدر خربزه مشهدي تاثير و آن را جزء  Fom2بر عملكرد و بيان ژن 

تنوع نوكلئوتيدي  Charentais Fom1نمايد. خربزه خاقاني، بيماري پژمردگي فوزاريومي خربزه مي

سبب  NB-ARCدومين دهد. اين تنوع در ناحيه متفاوتري را نسبت به طالبي شهد شيراز نشان مي

هاي ايجاد شده حالت غالب را داشته باشد و پروتئين ما را از لحاظ عملكردي تغيير شده موتاسيون

                                                           

1. Sequence characterized amplified region   
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نسبت به طالبي شهد شيراز تنوع نوكلئوتيدي بيشتري را نشان  Charentais Fom2 اكوتيپدهند. 

تاثير نگذاشته است.   Fom2اي بر ساختار پروتئيندهد. كه اين تنوع نوكلئوتيدي و اسيد آمينهمي

  تاثير ندارد. Fom2هاي خاموشي ايجاد شد كه بر عملكرد ژن يعني موتاسيون

از لحاظ  اكوتيپ هايتوان بيان كرد كه اختلافات موجود در بين باتوجه به نتايج بدست آمده مي

وجه به اينكه مقاومت و حساسيت به پژمردگي فوزاريومي در زمان رشد خربزه، اساس ژنتيكي دارد. با ت

فوق قابل شناسايي و تكثير بود، ولي بر خلاف انتظار به  اكوتيپ هايدر ژنوم همه  Fom2توالي ژن 

 اكوتيپ هايدر اين  Fom2ژن  Charentais Fom1خاقاني، خربزه مشهدي و  اكوتيپدليل حساسيت 

رود نسبت به حساس نيز واجد اين ژن بوده و انتظار مي اكوتيپ هايرديابي شد. بر اساس اين نتايج 

به دليل وجود  اكوتيپ هايمقاوم باشد، در صورتي كه مشخص است تفاوت در سطح مقاومت  1نژاد 

باشد كه با نتايج ونگ و ها و عوامل محيطي ميتنوع در توالي نوكلئوتيدي و يا در سطح بيان پروتئين

  ) مطابقت دارد.2011همكاران (

جهت  PSh20.2-F/Rجفت پرايمر اختصاصي  PSh20-F/Rدر اين تحقيق علاوه بر پرايمرهاي داخلي 

كه بر اساس ابتدا و انتهاي ژن  PSh20.2-F/Rتكثير توالي كامل ژن طراحي شد. با استفاده از آغازگر 

پس از  اكوتيپ) ژنوم اين M6طالبي شهد شيراز ( اكوتيپطراحي شد. با توجه به مقاوم گزارش شدن 

تك باندي  PCRالگو مورد استفاده قرار گرفت. در الگوي الكتروفورزي محصول  DNAاستخراج بعنوان 

كيلوباز) مشاهده شد. بعد از كلون  كردن قطعه مورد نظر در ناقل  3.3به اندازه مورد انتظار (حدود 

pTG19 ي شهد شيراز مشخص نمود مقاوم طالب اكوتيپيابي، آناليز نتايج وجود موتاسيون را در و توالي

تاثير نداشته است. به طور كلي هدف از كلون قطعه كامل  Fom2ها بر عملكرد ژن كه اين موتاسيون

باشد، كه در مطالعات به ناقل بياني و بعد از آن انتقال ژن به گياه مي Fom2در اين تحقيق انتقال ژن 

  تكميلي مورد بررسي  قرار خواهد گرفت.



٧۶ 

 

) و ونگ و همكاران 2011مطالعات اومولود و همكاران، ( اكوتيپ هاييابي شده با هاي توالينمونه

ها در سطح پروتئيني و ) مقايسه شدند كه نتايج مشخص كرد الگوي نوكلئوتيدي جهش2011(

 اكوتيپ هايباشد اين درحالي است كه تنوع ژنتيكي بين نوكلئوتيدي تا حدودي مشابه يكديگر مي

باشد. و تنوع محدود بر اين نكته ما و محققان ديگر محدود و نزديك به يكديگر مي خربزه مورد مطالعه

  باشند.ها داراي منشا يكسان ميدلالت دارد كه به احتمال زياد ژنوتيپ

  پيشنهادات -4-22

در جهت تكميل و بهبود نتايج حاصل از اين تحقيق، پيشنهادات ذيل قابل ارائه هستند تا بتوان به   

قارچ  1مقاوم به نژاد  اكوتيپها، اين پژوهش را به نتيجه نهايي خود كه همانا توليد كمك آن

Fusarium oxysporum f.sp .melonis  :عامل بيماري پژمردگي خربزه است، نائل گرديم  

-شده و مقايسهي كه در گذشته در منطقه خراسان كشت مياكوتيپ هايبررسي تنوع ژنتيكي  - 1

 مطالعه شده در اين تحقيق. اكوتيپ هايي آن با تنوع ژنتيكي 

  Fom2رسد بررسي تنوع ژن ي كه در اين پروژه به دست آمد به نظر ميبا توجه به نتايج اوليه - 2

هاي هاي خراسان و همچنين تودههاي استانهاي بيشتر  و ديگر جمعيتبر روي تعداد نمونه

هاي موجود و روابط خويشاوندي بومي كل كشور اطلاعات بيشتري راجع به تعداد دقيق گونه

 دهد.ها به دست ميآن

با توجه به اينكه ژن كلون شده در اين تحقيق در حال حاضر در داخل يك وكتور ساب  - 3

سازي براي انتقال به گياه در مرحله بعد به يك كلونينگ قرار دارد بايستي به منظور آماده

 سازي شود.وكتور بيان يوكاريوتي مناسب همسانه

 CDNAو ساخت  RNAدر سطح بيان از طريق آناليز  Fom2ي تنوع ژن بررس - 4
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        هاهاهاهاپيوستپيوستپيوستپيوست
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 هايرفرنس با توالي نوكلئوتيدي اكوتيپ Fom2 همرديفي چندگانه ژن -1شكل پيوست 

  هامورد مطالعه جهت شناسايي جهش

 M9(خربزه خاتوني)،  M8شيراز)، (طالبي شهد  M6(خربزه مشهدي)،  M5تيپ اكو 6تنوع نوكلئوتيدي در بين  مقايسه 

باشد. اين تنوع در در شكل زير مشخص مي )Charentais Fom2( M16 و Charentais Fom1)( M15(خربزه خاقاني)، 

متفاوت  M6با  493نوكلئوتيد در  M5، نمونه باشدتا حدود زيادي مشترك مي M6, M8 ,M5, M16هاي بين نمونه

تنوع بسيار متفاوتري  M9و  M15متفاوت است. نمونه  M6با  493، 640، 825 در نوكلئوتيد M16باشد و نمونه مي

  .دهدنشان مي M6نسبت 

FOM2 GGA TGT GGG TGG ATG ATC TTC GGC ATC TTG TTT ATC AAG CCG ATG ATC 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 TAT TAG ACG AAA TTG TTT ATG AAG ATC TTC GAC AAA AGG TCC AAA CAA 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 GAA AAA TGA AGA AGG TGT GTG ATT TTT TTT CTC CTT CTA CCA ATG TTT 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 TGA TCT TTC GTC TTA ACA TGG CAA AAA AAA TGA TGA CTC TTA TAG CAT 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

#FOM2 TGT TAG AAA AGC ATT ACC TTG AGG CTG CTC CTT TAG GAC TTG TGG GGA 

#M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

#M16  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... 

 

FOM2 ATG AAA ATG TAA GTC CAG AGA TCG ATG TTA TTA GTC AAT ATC GAG AGA 

M5   ... ... .C. ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... .C. ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... .C. ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
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M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... .C. ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 CAA TTT CAG AAC TCG AAG ATC ATA AGA TTT TGG GGA GGG ATG TTG AAG 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 TTG AAA GTA TAG TGA AAC AAG TGA TTG ATG CTA GCA ATA ATC AAC TTA 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 CAT CTA TCC TAC CCA TTG TTG GTA TGG GTG GAT TAG GAA AAA CAA CTT 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 TGG CAA AGT TAG TTT TCA AAC ACG AGT TGG TTA GAC AAC ATT TTG ATA 

M5   ... ... ... ... ... ... .C. .T. ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... .C. .T. ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... .C. .T. ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   C.. ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... .C. .T. ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 AAA CTG TAT GGG TAT GTG TCT CTG AAC CAT TTA TTG TCA ACA AGA TTT 

M5   ... ... ... ... C.. .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 TGT TAG ATA TTT TAC AAA ATC TAA AAG GTG GCA TTT CTA ATG GAG GGG 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 ATA GTA AGG AGG TTT TAC TTC GTG AAC TCC AAA AAG AAA TGC TTG GGC 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. .G. ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. .G. ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. .G. ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. .G. ... ... ... 

 

FOM2 AAA CAT ATT TTC TTG TGC TTG ACG ATG TTT GGA ACG AAA ATT CTT TTC 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
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FOM2 TAT GGG GTG AGT TGA AAT ATT GTT TGC TCA AGA TCA CTG GAA ACT CTA 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 AAA ATA GTA TTG TTG TGA CTA CAA GGA GTG CTG AAG TTA CAA AAA TCA 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... 

M9   ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... 

M16  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... 

 

FOM2 TGG GAA CAT GTC CTG GTC ATC TTT TAA GTA AAT TAT CTG ATG ATC ATT 

M5   ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 GTT GGT CCT TGT TTA AAG AAA GTG CAA ATG TAT ATG GAC TAT CAA TGA 

M5   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 CTT CAA ACT TGG GGA TTA TTC AAA AAG AGT TGG TCA AAA AAA TTG GTG 

M5   ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6   ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M8   ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M9   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M15  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M16  ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

FOM2 GTG TAC CAT TGG TTG CAC G 

M5   ... ... ... ... ... ... . 

M6   ... ... ... ... ... ... . 

M8   ... ... ... ... ... ... . 

M9   ... ... ... ... ... ... . 

M15  ... ... ... ... ... ... . 

M16  ... ... ... ... ... ... . 

تكثير شده از اكوتيپ طالبي شهد شيراز و  Fom2بررسي تنوع توالي ژن  - 2شكل پيوست 

  :هاي اطلاعاتيهاي گزارش شده در بانك مقايسه آن با توالي

پژمردگي فوزاريومي خربزه است با  1كه اكوتيپ مقاوم به نژاد  M6طور كه مشاهده شد نمونه همان

نشان دهنده اين تنوع مشابه كه  كنند.اي را مشخص ميتنوع نوكلئوتيدي مشابه PI-161375اكوتيپ 

   باشد.ها به پژمردگي فوزاريومي ميتوالي يكسان نوكلئوتيدي اين دو نمونه و مقاومت آن

  



٨١ 

 

  

M6 FULL    ATT AAA AAT GTT GCA TGC AAG CTA CGC ACG ATT GAT TTT ATT CAA AAG 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ... ... 

 

M6 FULL    ATT CCT CAC AAT ATA GGT CAA CTG ACA TTC TTT GAT GTG AAG ATA AGA 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    AAT TTT GTT TGT TTG CGT ATT TTA AAG ATA TCG AAG ATG TCT AGT GAG 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    AAG TTA CCG AAG TCA ATA GAT CAA TTG AAA CAC TTG AGA TAT CTA GAA 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    ATT GCA AGT TAT TCA ACG AGA TTA AAA TTT CCA GAG TCT ATT GTT TCG. 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    CTT CAT AAT TTG CAA CCA TTA AAG TTC CTA TAC TCC TTT GTT GAA GAA 

Darungo    ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TTT CCA ATG AAC TTT TCA AAT TTG GTA AAT TTA AGG CAC TTG AAA TTA 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TGG GGA AAT GTT GAC CAA ACG CCT CCA CAT TTA AGT CAA TTG ATT CAA 

Darungo    ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... 

Vedrantais ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... 

Ananas     ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... 

PI161375   ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... 

 

M6 FULL    CTC CAA ACA TTG TCT CAT TTT GTA ATT GGG TTT GAA GAA GGT CGT AAG 

Darungo    ..T ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... T.. ... 

Vedrantais ..T ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... T.. ... 

Ananas     ..T ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... T.. ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    ATT ATT GAA TTG GGA CCA TTG AAA AAC TTG CAA GAT AGT TTG AAT CTT 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TTG TGT TTG GAG AAA GTT GAA AGT AAA GAG GAA GCC AAA GGA GCA AAC 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
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PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TTG GCA GAA AAG GAG AAT TTA AAA GAG CTA AAC TTA AGT TGG TCC ATG 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    AAA AGA AAA GAT AAC GAT AGT TAC AAT GAT TTG GAA GTG TTG GAA GGA 

Darungo    ... ... ... ... ... ..C .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ..C .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ..C .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    CTT CAA CCA AAC CAA AAT CTC CAA ATA TTA AGA ATC CAC GAC TTT ACA 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    GAA AGG CGT TTG CCT AAC AAG ATT TTT GTT GAG AAT TTA ATA GAG ATA 

Darungo    ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    GGT TTA TAT GGT TGT GAT AAT TGT GAA AAG CTT CCA ATG CTT GGA CAG 

Darungo    ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A 

Vedrantais ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A 

Ananas     ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    CTA AAC AAC TTA AAG AAA CTT GAG ATT TGC AGC TTC GAT GGC GTT CAA 

Darungo    T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    ATT ATA GAC AAC GAG TTC TAT GGT AAT GAT CCA AAC CAA AGA AGG TTC 

Darungo    ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TTC CCA AAG CTT GAG AAA TTT GCA ATG GGT GGT ATG ATG AAC TTA GAG 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... .T. ... CAG AA. ... ..C ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... .T. ... CAG AA. ... ..C ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... .T. ... CAG AA. ... ..C ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    CAA TGG GAA GAG GTA ATG ACA AAT GAT GCA TCA TCA AAT GTT ACA ATT 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TTT CCC AAT CTT AGA AGC TTG GAG ATA AGG GGA TGT CCC AAA TTA ACA 

Darungo    ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    AAA ATT CCA AAC GGA TTA CAC TTT TGT AGT TCC ATT CGA CGA GTG AAA 

Darungo    ... ... ... ... ..G ... ..A ... ... ... ... ... ... ..T ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ..G ... ..A ... ... ... ... ... ... ..T ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ..G ... ..A ... ... ... ... ... ... ..T ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
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M6 FULL    ATA TAC AAA TGT TCA AAT TTG AGC ATA AAT ATG AGA AAT AAG CTG GAA 

Darungo    ... ... C.. ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... .C. ... 

Vedrantais ... ... C.. ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... .C. ... 

Ananas     ... ... C.. ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... .C. ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TTA TGG TAT TTA CAC ATT GGT CCG TTA GAC AAG CTA CCA GAA GAT TTA 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

M6 FULL    TGT CAT CTC ATG AAT TTG GGG GTA ATG ACA ATT GTT GGA AAT ATA CAG 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    AAT TAT GAT TTT GGC ATC CTT CAG CAC CTT CCT TCC CTT AAA AAA ATT 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    ACT TTA GTC GAG GGT AAG TTG AGC AAT AAT AGT GTA AAA CAA ATT CCT 

Darungo    ... ... ... ... .A. G.. ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... .A. G.. ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... .A. G.. ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    CAA CAA CTT CAA CAC CTC ACT TCC TTG GAA TTT CTG TCA ATT GAA AAT 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TTT GGA GGC ATC GAA GCT TTG CCA GAA TGG CTA GGA AAC TTG GTA TGT 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TTG CAA ACA CTC TGT TTT CTT TGT TGC AGA AAT TTG AAA AAA CTA CCT 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TCT ACA GAA GCA ATG CTA CGT CTC ACT AAA TTA AAT AAA TTG TAT GCT 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    TGC GAA TGT CCA ATG CTA CTA CTC GAA GAA GGT GAC CCA GAG CGA GCA 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

 

M6 FULL    AAA CTT TCC CAC TTT CCA AAC GTG TTG GCT CAC CGC AAC ACG TTC GAG 

Darungo    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Vedrantais ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

Ananas     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 

PI161375   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 



٨۴ 

 

  

  

  

  

  

        منابعمنابعمنابعمنابع
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



٨۵ 

 

  

  

سازمان تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي، موسسه بررسي  "هاي ايران.قارچ"). 1356ارشاد، ج. (

  صفحه. 277هاي گياهي.آفات و بيماري

 

و  Streptomycesهاي ارزيابي جدايه"). 1381زاده، ح. ر. (زاده، آ.، اعتباريان، ح. ر. و زمانياشرفي

Trichoderma .كنگره پانزدهمين "براي كنترل بيماري پژمردگي فوزاريومي خربزه و طالبي

  . كرمانشاه.گياهپزشكي ايران

 

انتشارات  چاپ اول. "ها.هاي مبارزه با آنهاي سبزي و صيفي و روشبيماري"). 1376اعتباريان، ح. (

  صفحه. 544دانشگاه تهران. 

  

نشر "هاي هرز.ها و علفالمعارف گياهپزشكي ايران، آفات، بيماريدائره"). 1375. (1بهداد، 

  صفحه. 3200 يادبوداصفهان.

  

انتشارات خانه زيست ويرايش ششم.   ".DNAها و آناليز سازي ژنكلون"). 2010براون، ت. آ.(

  صفحه. 439 شناسي.

  

 Fusarium oxysporumهاي به نژاد Cucumis meloواكنش اكوتيپ هاي"). 2009هاشمي، ض. (بني

f.sp. melonis .11، ص 1، شماره 46. جلد گياهيهاي نشريه بيماري"عامل پژمردگي فوزاريومي-

22 .  

  

پايان نامه  "بررسي پوسيدگي طوقه و ريشه خربزه در استان خراسان."). 1376جهانبخش، و. (

  صفحه. 120كارشناسي ارشد. دانشكده كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد. 

  

  صفحه. 224 انتشارات پرتو دانش تهران."پرورش سبزي در باغ و خانه."). 1379زاده، ح. (حقي

  

بررسي مقاومت ارقام مختلف كاهو نسبت به بيماري "). 2001دهقاني، ع. اعتباريان، ح. ر. عليزاده، ع. (

  .351- 357، ص 2، شماره 33جلد  مجله علوم كشاورزي ايران.. "پژمردگي فوزاريومي

  

امكان شناسايي عامل بيماري كمر سفيد خربزه و بررسي "). 1382رستگار، ژ. و لادن مقدم، ع. (

  صفحه. 5اعضاي هيئت علمي دانشگاه آزاد واحد گرمسار.  "مبارزه بيولوژيك با آن در دشت گرمسار.



٨۶ 

 

  

دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي  انتشارات "اصلاح نباتات پيشرفته. ". .2011سينگ، ف. 

  صفحه.  218 گرگان.

  

به پژمردگي فوزاريومي خربزه  اي پيوسته به ژن مقاومتانتعيين نشانگر دي"). 1383شجاعيان، ع. (

نامه دكتري. دانشكده كشاورزي تربيت مدرس. پايان "به منظور استفاده در انتخاب به كمك نشانگر.

  صفحه. 140

  

انتشارات جهاد دانشگاهي "بيماريهاي گياهي ناشي از گونه هاي فوزاريوم."). 1379صارمي، ح. (

  صفحه. 160مشهد.

  

 انتشارات جهاد دانشگاهي مشهد."هاي فوزاريوم.و تاكسونومي گونهاكولوژي "). 1377صارمي، ح. (

  صفحه. 131

  

جلد  "اصلاح نباتات تكميلي (بيوتكنولوژي گياهي).". 1377نجات بوشهري، ع. عبدميشاني، س. و شاه

  صفحه. 352 انتشارات دانشگاه تهران.دوم، 

  

 .Cucumis melo Lتراريختي خربزه ". 1389نداف خيرآبادي، م. لطفي، م. توحيدفر، م. و نادري، د. 

پايان نامه كارشناسي ارشد در رشته باغباني،  "هاي قارچي.به منظور افزايش مقاومت به بيماري

  دانشگاه تهران پرديس ابوريحان.

Andersen, J. R. and Lubberstedt, T. (2003)."Functional markers in plants."Trends 
Plant Science.(8):554–560. 
 
Anonymous. (2006). "Statistics for crop year 2004-2005."  Department of statistical 
information technology, Ministry of Jahad Aagriculture, Tehran, Iran. 
 
Banihashemi, Z. (1968a). "The biology and ecology of Fusarium oxysporum f.sp. 
melonis in soil and the root zone of host and non-host plants." PhD. Thesis, Michigan 
State University 114pp. 
 
Banihashemi, Z. (1968b). "The existence of Fusarium wilt of melon in Iran." Proc. First. 
Nat. Congress, Plant Medicine. 47-48. 
 
Banihashemi, Z. (1969). "Cucurbit wilt and root rot diseases in Iran." Proc. 2nd Plant 
Med. Congress, Shiraz, Iran.97-98. 
 



٨٧ 

 

Banihashemi, Z. (1982). "A new physiologic race of Fusarium oxysporum f.sp. melonis 
in Irana." Iranian Journal Plant Pathology. (18):1-6. 
 
Banihashemi, Z. (1989). "The existence of race 1 of Fusarium oxysporum  f.sp. Melonis 
on long melon in Garmsar and its virulence to different cultivars of  Cucumis melo." 
Proc. 9th. Plant Protection. Congress, Mashhad, Iran. 88(Abst.). 
 
Banihashemi, Z. and Dezeeuw, J. D. (1975). "A new physiological race (Race 4) of 
Fusarium oxysporum f. sp. melonis."Iranian Journal of Agricultural. (3): 41- 
47. 
 
Blancard, D., Lecoq, H. and Pitrat, M. (1994). "A colour atlas of cucurbit 
diseasesobservation, identification and control ." Manson Publishing. London. 
 
Bora, T., Ozaktan, H., Gore, E. and Aslan, E. (2004). "Biological control of Fusarium 

oxysporum f.sp. melonis by wettable powder formulations of the two strains of 
pseudomonasputida." Phytopathology.(152):471-476. 
 
Burger, Y., Katzir, N., Tzuri, G., Portnoy, V., Saar, U., Shriber, S., Perl-Treves, N. and 
Cohen, R. (2003). "Variation in the response of melon genotypes to 
Fusariumoxysporum f.sp. melonis race 1 determined by inoculation tests and molecular 
markers." Plant Pathology. (52):204–211. 
 
Chen, X., Shang, J., Chen, D., Lei, C., Zou, Y., Zhai, W., Liu, G., Xu, J., Ling, Z., Cao, 
G., Ma, B., Wang, Y., Zhao, X., Li, S. and Zhu, L. (2006). "A B-lectin receptor kinase 
gene conferring rice blast resistance." Plant Journal. (46):794–804. 
 
Correll, J. C. (1991). "The relationship between formae speciales, races, and vegetative 
compatibility groups in Fusariumoxysporum."Phytopathology. (81): 1061-1064. 

 
Daneshvar, M. H. (2000). "Vegetable growing (Principles and Applied)." Shahid 
chamran university. 461 p. 
 
Dong, J. X., Dong, H.T. and Li, D. B. (2001). "Recent advances in plant disease 
resistance genes." Acta Phytopathol Sinica. (31):1–9. 
 
Ficcadenti, N., Setele, S., Annibali, S. and Campanelli, G. (2002). "Resistance to 
Fusariumoxysporum f.sp. melonis race 1,2 in muskmelon lines." Plant Disease. (86): 
897-900. 
 
Ford, R. R. and Taylor, P. W. J. (2003). "Construction of an intraspecific linkage map 
of lentil (Lensculinaris ssp. Culinaris)."Theoretical and Applied Genetics. (107): 910-
916. 
 
Garcia-Mas, J., van Leeuwen, H., Monfort, A., de Vicente, M.C., Puigdomènech, P. and 
Arús, P. (2001). "Cloning and mapping of resistance gene homologues in melon." Plant 
Science. (161): 165–172. 
 



٨٨ 

 

Glowacki, S. Macioszek, V. and Kononowics, A. (2010) "R protein as fundamentals of 
plant innate immunity."Molecular Breed. (16): 1-24. 
 
Gordon, T. R. and Martyn, R. D. (1997)."The evolutionary biology of 
Fusariumoxysporum."Annual Review Phyopathology. (35): 111-128. 
 
Hang, Y. D. and Woodams, E. E. (2003). "Control of Fusarium oxysporum by baking 
soda. labensmittle- wiss enschftund." Technologye. (36): 803-805. 
 
Herman, R. and Perl-Treves, R. (2007). "Characterization and inheritance of a new 
source of resistance to Fusariumoxysporum f.sp. melonis race 1,2 in Cucumismelo." 
Plant Disease. 91(9):1180-1186.  
 
Ingvardsen, C. R., Schejbel, B. and Lubberstedt, T. (2008). "Functional markers in 
resistance breeding."Progress Botany. (69):62–87. 
 
Jacobson, D. J. and Gordon, T. R. (1990). "Further investigation of vegetative 
compatibility with in Fusarium oxysporum f.sp. melonis." Canadian Journal of 
Botany. (68): 1245-1248. 
 
Joobeur, T., King, J. J., Nolin, S., J. Thomas, C. E. and Dean, R. A. (2004).  
"The Fusarium wilt resistance locus Fom-2 of melon contains a single resistance gene 
with complex features." Plant Journal. 39(3):283–297. 
 
Kohpayegani, j. A. (2004). "Study of diversity of some Iranian Melons and effects of 
seed production on genetic ersion." Ph.D. thesis, Tehran University, Iran. 
Languasco, L., Giosue, S., Rossi, V. and Gualazzi, M. (2000). "Influence of soil and 
cultural variables on Fusarium wilt of melon." EPPO Bulletin.(30): 185-190. 
 
Lavi, U., Cregan, P., Schaap, T. and Hillel, J. (1994). "Application of DNA markers for 
identification and breeding of perennial fruit crops."Plant Breeding. (12): 195-226. 
 
Leach, JGCT. (1938). "Fusarium wilt of muskmelons in Minnesota". Minnesota 
Agriculture Express Station Technology Bull. 129:32. 
 
Lee, J. M. (1994)."Cultivation of grafted vegetables I. Current status, grafting methods, 
and benefits."Horticulture Science. (29): 235-239. 
 
Martyn, R. L. and Amador, J. (1987). "Fusarium wilt (F.oxysporum f.sp. melonis race 0) 
of muskmelon in Texas." Plant Disease. (70):233-236. 
 
Martin, G.B., Bogdanove, A. J. and Sessa, G. (2003). "Understanding the functions of 
plant disease resistance proteins." Annu. Review Plant Biology. (54): 23–61. 
 
Mas, P., Molot, P. M. and Risser, G. (1981). "Fusarium wilt of muskmelon. In: Nelson, 
PE. Toussen, TA. Cook, RJ. eds. Fusarium: Disease, Biology and Taxonomy." 
University Park, PA, USA: Pennsylvania State University Press.169–77. 
 



٨٩ 

 

Meyers, B.C., Dickerman, A.W., Michelmore, R.W., Sivaramakrish-nan, S., Sobral, 
B.W. and Young, N.D. (1999). "Plant disease resistance genes encode members of an 
ancient and diverse protein family within the nucleotide-binding superfamily." Plant 
Journal. (20):317-332. 
 
McCreight, J. D., Nerson, H. and Grumet, R. (1993). "Melon, Cucumismelo L. In: 
Genetic  Improvement of Vegetabl e Crops, (eds.) G. Kalloo and B.O. Bergh.". 
Pregamon Press, Great Britainian. PP 267-294.  
 
Mliki, A., Staub, J. E., Zhangyong, S. and Ghorbel, A. (2001). "Geneic diversity in 
melon (Cucumis melo L. ) :an evaluation of African germplasm Genet." Resources 
Crop Evolution. (48): 587-597. 

 
Nakazumi, H., Yagi, R. and Nakano, M. (2002)."Fusarium wilt (RACE 1.2Y)resistant 
melon rootstock cultivars DoDAI No.1 and DoDAI No.2."Acta Horticulture (ISHS). 
(588):155-160.  
 
Nelson, P. E., Toussoun, T. A. and Cook, R. J. (1981). "Fusarium : Disease, Biology 
and Taxonomy." The Pennsylvania State University Press. Press Park and London. 
 
Nieto, C., Morales, M., Orjeda, G., Clepet, C., Monfort, A., Sturbois, B., 
Puigdomenech, P., Pitrat, M., Caboche, M., Dogimont, C., Garcia-Mas, J., Aranda, M. 
A. and Bendahmane, A. (2006). "An eIF4E allele confers resistance to an uncapped and 
nonpolydenylated RNA virus in melon." Plant Journal. (48):452–462. 
 
Nisini, P.T., Colla, G., Granati, E., Temperini, O., Crino, P. and Saccardo, F. (2002). 
"Rootstock resistance to fusarium wilt and effect on fruit yield and quality of two 
muskmelon cultivars."Scientia Horticulture. (93): 281-28. 
 
Oumouloud, A., Arnedo-Andres, M. S., Gonza´lez-Torres, R. and Alvarez, J. M. 
(2009)."Morphological and molecular char-acterization of melon accessions resistant to 
Fusarium wilts." Euphytica. (169):69–79. 
 
Oumouloud, A., Mokhtari, M., Chikh-Rouhou, H., Arnedo-Andres, M. S., Gonzalez-
Torres, R. and Alvarez, J. M. (2011). "Characterization of the Fusarium wilt resistance 
Fom-2 gene in melon." Molecular Breed. 
 
Perchepied, L., Dogimont, C. and Pitrat, M. (2005). "Strain-specific and recessive QTLs 
involved in the control of partial to resistance Fusarium oxysporum f. sp. melonis race 
1.2 in a recombinant inbred line population of melon." Theoretical and Applied 
Genetics. (111): 65-74. 
 
Poostchi, I. (1972)."Cucurbit and Cucurbit Cultivation". Franklin Publication. 330 p. 
(In Farsi). 
 
Robinson, R. W. and Decker-Walters, D. S. (1999). "Cucurbits." CBA International.  
 
Robinson, R. W., Munger, H. M., Whitaker, T. W. and Bohn, G. W. (1976). "Genes of  
Cucurbitaceae."Horticulture Science. (11):554–568. 



٩٠ 

 

 
Rubatzky, V. E. and Yamaguchi, M. (1997). "World vegetable: principles, productionm 
and nutritive values." 2nd ed. Chapman & Hall , New York, USA. 
 
Rudich, J. (1985). "Cucumismelo. In: CRC Handbook of Flowering Vol.II, A.H. Halevy 
(ed.). Florida, USA. 
 
Risser, G. and Mas, P. (1965). "Putting obviousness of several races of 
Fusariumoxysporum f.sp. melonis." Annual Amelior Plant. (15):405-408. 

 
Risser, G. and Rode, J. C. (1973). "Breeding for resistance to Fusarium oxysporum f.sp. 
melonis In: Risser G (ed) Eucarpia: La selection du melon." INRA, Montfavet-Avignon, 
France, pp 37–39.  
 
Risser, G., Banihashemi, Z. and Davis, D. W. (1976). "Proposed nomenclature of 
Fusarium oxysporum f.sp. melonis races and resistance genes in Cucumismelo." 
Phytopatology. (66):1105-1106. 

 
Risser, G. (1987). "Controversy on resistance to Fusarium wilt in Perlita (Cucumismelo 
L.)." Cucurbit Genetic Croop Representative. (10):60-63. 
 
Riveros, F. B., Munoz, G., Gonzalez, L., Rojas, P. L., Alvarez, A. M. and Hinrichsen, 
R. P. (2001). "Comparision between DNA and morphological analysis for identification 
of fusarium species isolated from muskmelon (Cucumismelo L.)." Agriculture. 
Tecnica. (61):281-293. 
 
Sarami, H. (1998). "Ecology and taxonomy of Fusarium species." Jihad-e-Daneshgahi 
of Mashhad University, Mashhad, Iran. 132 pp. (in Farsi). 
 
Sinqh, N. P., Bhardwaj, A. K. and Kumar, Aandsingh, K. M. (2004). "Modern 
technology on vegetable production." International Book Distribating CO.INDIA. 
 
Song, J., Bradeen, J. M., Naess, S. K., Raasch, J. A., Wielgus, S. M., Haberlach, G. T., 
Liu, J., Kuang, H., Austin-Phillips, S., Buell, C. R., Helgeson, J. P. and Jiang, J. 
(2003)."GeneRBcloned from Solanumbulbocastanum confers broad spectrum resis-
tance to potato late blight." Proceedings National Academic Science USA. 
(100):9128-9133. 
 
Staub, J. E., Danin-Poleg, Y., Fazio, G., Horejsi, T., Reis, N., Katzir, N. 
(2000)."Comparative analysis of cultivated melon groups (Cucumismelo L.) using 
random amplified polymorphic DNA and simple sequence repeat markers." Euphytica. 
(115): 225-241. 
 
Suarez-Estrella, F., Vargas-Garcia, M. C., Loprez, M. J. and Moreno, J. (2004). 
"Survival of Fusariumoxysporum f.sp. melonis on plant waste." Crop protection. (23): 
127-133. 
 
Thompson, C. and Homer. (1957). "Vegeteble crops. McGraw. " Hill Book Company 
New York. Toronto. London. 



٩١ 

 

 
Trionfetti Nisini, P., Colla, G., Granati, E., Temperini, D., Crino P. and Saocardo F. 
(2002). "Rootstock resistance to Fusarium wilt and effect on fruit yield and quality two 
muskmelon cultivars."Scientia Horticulturae. (93):281-288. 
 
Wang, Y. H., Thomas, C. E. and Ralph, A. D. (2000). "Genetic mapping of a fusarium 
wilt resistance gene (Fom-2) in melon (Cucumis melo L.)". Molecular Breed.(6): 379–
389. 
 
Wang, S., Yang, J. and Zhang, M. (2011). "Developments of functional markers for  
Fom-2-mediated fusarium wilt resistance based on single nucleotide polymorphism in 
melon. (Cucumismelo L.)."Molecular Breed. 27(3):385–393. 
 
Xing, Y., Andreasen, B. S., Frei, U. and Lubberstedt, T. (2007).  "Development of 
ryegrass allele-specific markers (GRASP) for rust resistance in Loliumperenne. In: 
Perugia, D. Rosselini D. (eds) Proceedings of the 26th EUCARPIA fodder crops and 
amenity grasses section and 16th

Medicago spp group joint meeting." Universita 
degliStudi di Perugia/Facolta diAgraria, Perugia, PP 373–377. 
 
Zakeri, A. and Banihashemi, Z. (1996). "The role of weeds in cultivated and virgin on 
activity and  perpetuation of Fusariumoxysporum f.sp.melonis in Fars province." Iran 
Journal Plant Pathology. (32): 28-24. (In Farsi With English Summary). 
 
Zink, F. W. (1983). "Reaction of muskmelon germ plarm to inoculation with Fusarium 

oxysporum B.Y. Mar race 2". Plant Disease. (67): 1251-1255. 
 
Zink, F. W. and Gubler, W. D.  (1985). "Inheritance of resistance in muskmelon to 
fusarium-wilt."Journal American Society Horticulture Science.(110):600-604. 
 
Zink, F.W. and Thomas, C.E. (1988). "Resistance to fusarium wilt in muskmelon 
breeding line MR-1". (Abstr.) Phytopatology. 78:630.  
 
Zink, F.W. and Thomas, C.E. (1990). "Genetics of resistance in muskmelon to 
Fusariumoxysporum f.sp.melonis race 0, 1, and 2 in muskmelon line MR-I." 
Phytopathology. (80): 1230–1232. 
 
Zitter, T. A. (1999). "Fusarium wilt of melon a worldwide problem in temprate and 
tropical regions". Acta Horticulture. (492): 157-162. 
 
Zoniga, T. L., Zitter, T. A., Gardon, T. R., Shroeder, D. T. and Okamoto, D. (1977). 
"Characterization of pathogenic race of Fusarium oxysporum f.sp.melonis causing 
Fusarium wilt of melon in New York." Plant Disease. (81): 592-5. 

  

  

 



٩٢ 

 

Abstract  

Yellowing disease and vascular wilt are one of the most important disease of melon that 

Fusarium oxysporum f.sp. melonis fungu is the cause of the disease and in term of 

pathogenesis is classified in four strainzer 0,1, 2 and 1.2. Gene Fom2 as a resistance 

agent is known against zero and 1 strain of Fom fungus. In this study, due to the 

sensitivity of iranian melon cultivars against 1 strain, the presence of Fom2 gene as a 

resistance agent in genomic level were studied in cultivars such as Shiraz Shahd 

cantaloupe, Mashhadi melon, Khatun melon, Khaghani melon, Charentais Fom1 and 

Charentais Fom2. Fom2 gene sequence was retrieved from Gene Bank. And by doing 

bioinformatics analyzes determined the protected areas and were used for design of 

general primer (PSh20-F/R). The results of PCR with using primers (PSh20-F/R) 

confirmed the presence of Fom2 gene in studied cultivars and caused single band 

proliferation in expected size. Internal fragment of Fom2 gene was cloned for 

sequencing in pTG19 vector and by PCR colony technique with using internal primers 

of Fom2 gene and universal primers of PSh10.2-F/R was confirmed. Sequencing 

analysis revealed that susceptible varieties such as Mashhadi melon, Khaghani melon, 

Charentais Fom1 showed different nucleotide and protein diversity compared to 

resistant varieties that this diversity changed the protein structure of susceptible 

varieties and make them sensitive against zero and 1 strain. Identify different levels of 

resistance in cultivars is due to variation in gene sequence and protein expression levels 

of Fom2 gene.Then for complete sequence analysis of the gene Fom2 and the cloning 

specific primer pair (PSh20.2-F / R) was designed based on the beginning and end of 

the gene. According to the resistance reported of Shiraz Shahd cantaloupe (M6), 

genome of this cultivar after DNA extraction was used as template. In electrophoretic 

pattern of the PCR product observed a single bandin size 3.3kb. After the fragment was 

cloned into the vector pTG19 and sequencing analysis the results showed the mutation 

in Shiraz Shahd cantaloupe cultivarhas no effect on function of Fom2 gene. In general 

the aim of cloned the fully complete fragmentin this study was Fom2 gene transfer into 

expression vector and after that transfer gene in to plant which in complementary 

studies will bestudied. 

key words: Melon, Fusarium oxysporum f.sp. melonis, Gene Fom2, Fusarium wilt  
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