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 ام است:     آلام زمینی شان آرام بخشنمایم به آنان که مهر آسمانیاین پایان نامه را در کمال افتخار و امتنان تقدیم می

 گاهم، دستان پر مهر پدرمبه استوارترین تکیه

گاه زندگیم، چشمان سبز مادرم  به سبزترین ن

  باشد،مهربانیش سایه سار زندگیم می لطف الهی در زندگی من است و سایهبه زیباترین واژه زندگیم، همسر عزیزم حمیدرضا، که نشانه 

کلات را برایم تسهیل نمود. با همیاری و همدلی خود او که اسوه صبر و تحمل بوده و  مسیر مش
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 کنم، چرا که آغازش را نیز خود او رقم زده بود.پایانش را با نام او آغاز می

نشینی رهروان علم و دانش ام بخشید و به طریق علم و دانش رهنمونم ساخت و به همکران پروردگار یکتا را که هستیسپاس بی

 چینی از علم و معرفت چنان اساتید گرانقدری را روزیم ساخت.مفتخرم نمود و خوشه

گارش این پایانبر خود لازم می نامه مرا یاری رساندند، تشکر نمایم. سپاس وافر دانم از تمامی سرورانی که در مراحل پژوهش و ن

نظیر و نیز ابوالفضل سرپله که با تکیه بر درایت و دانایی علمی بیاز استادان راهنمای محترم جناب آقای دکتر ناصر فرخی و دکتر 

 شان بهرمند شوم.های ارزندهکرامات والای اخلاقی ایشان توانستم این مسیر را به مقصد برسانم و از راهنمایی

ام ل کارهای تحقیقاتیاز استادان مشاور ارجمندم، جناب آقای دکتر شاهرخ قرنجیک و دکتر مجتبی ممرآبادی که در تمام مراح 

 گزارم.نهایت سپاسمند شدم، بیهای مؤثر ایشان بهرههمواره از مشاوره

نامه، به پاس نقطه نظرات  از جناب آقای دکتر علی درخشان شادمهری و دکتر محمدرضا عامریان، استادان داور محترم این پایان

 گزارم.علمی ارزنده، صمیمانه سپاس

گاه صنعتی شاهرود به خاطر کمکا                     دریغشان قدردانی می کنم.های بیز اساتید و کارمندان محترم گروه زراعت دانش



 

 ه

 

از اساتید و کارمندان محترم مؤسسه گیاهپزشکی کشور بالأخص آقای مهندس قاسمی، خانم دکتر غائب زمهریر، و خانم مهندس 

 دریغشان صمیمانه سپاسگزارم.های بیچراغعلی به خاطر مشاوره های ارزنده و کمک

-آیم که لطفشان را همواره و بیها و ایثار پدر و مادر بزرگوار، همسر مهربانم و خواهر عزیزم برنمیتنها از عهده تشکر و جبران محبت

 داشت نثار من نمودند و با دلسوزی و محبت به من دلگرمی دادند.چشم

 سرشار از عشق و کوچه باغ دلهایتان جای پای بهار باد.لحظه هایتان همواره                       

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

 بهمن ماه یک هزار و سیصد و نود و دو -بهنوش حسینی
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 چکیده:

)با  Monosporascus cannonballusهای خربزه در این تحقیق، مواد مترشحه عامل پوسیدگی ریشه و زوال بوته

( با کشت قارچ روی محیط کشت مایع (HMWCs) کیلودالتون 01( و بالای LMWCsکیلودالتون ) 01وزن مولکولی زیر 

Czapeck’s ( استخراج گردیدند و به ترتیب با استفاده از الکتروفورز کاغذی با ولتاژ بالاHVPE و ) الکتروفورز ژل سدیم

پروتئینی کد  هایتوالی Mass spectrometryخالص سازی و با کمک ( SDS-PAGEآمید )آکریلپلی -سولفات دودسیل

، 92های مولکولی تقریبی کیلودالتون روی ژل تشکیل سه باند با وزن 01ی این مواد شناسایی گردید. مواد بالای کننده

کیلودالتونی به دلیل شباهت بسیار آنها از  92و  92دو باند  یابیکیلودالتون را دادند که بر طبق نتایج توالی 72و  92

مانوزیداز شناخته  -کیلودالتونی به عنوان آنزیم آلفا 72های آنزیم سرین پروتئاز و باند ای، ایزوزیمنظر توالی اسید آمینه

-چگونگی مکانیسم بیماریشود ولی تا کنون شدند. آنزیم سرین پروتئاز باعث تجزیه کوتیکول دیواره سلولی میزبان می

در یک نقطه واکنش مثبت با رنگ  HVPEکیلودالتون در  01مانوزیداز شناخته نشده است. مواد زیر  -زایی آنزیم آلفا

هیدرین نشان دادند و پس از خالص سازی ماده به دلیل کوچک بودن بیش از حد آن شناسایی صورت نگرفت اما ناین

های بیولوژیکی از قبیل (، فعالیتmR = 0هیدرین، میزان حرکت نسبی آن در کاغذ )به دلیل واکنش رنگی آن با ناین

باشد. همچنین با تزریق ها )گروهی از ترکیبات فیتوتوکسینی( رسد که این ماده از ماراسمینآب سوختگی به نظر می

های خربزه، خاصیت فیتوتوکسینی آنها به اثبات رسید و این اولین گزارش از وجود ها به برگها و متابولیتاین پروتئین

شوند. زایی روی گیاهان خربزه میاست که باعث بیماری M. cannonballusترکیبات فیتوتوکسینی جداسازی شده از 

 Murashingeای کشت ههای متحمل خربزه، کشت بافت گیاهان خربزه در محیطیابی به پایهبه منظور دستهمچنین 

and Skoog (MS) 2,4های های متفاوت هورمونهمراه با غلظت-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) و Benzyl 

aminopurine (BA) هفته مشخص شد که در محیط  2پس از حدود  وهای متفاوت سکروتوم قارچی انجام و غلظت

توان در این و می زایی بیشتر استدرصد مقدار کالوس 2/1قارچ و عصاره  BA (mg/l)0/1 ،2,4-D (mg/l )7کشت با 

  دست یافت. M. cannonballusنوع محیط کشت به گیاهان مقاوم به قارچ 

های قارچی، ، فیتوتوکسینMonosporascus cannonballusها، واژگان کلیدی: خربزه، پوسیدگی ریشه و زوال بوته

 کشت بافت خربزه
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عامل پوسیدگی ریشه و  Monosporascus cannonballusهای قارچ ی توکسیناستخراج و شناسای

مرکز  -در تهران 0320خرداد ماه  3تا  0زوال خربزه را در دوازدهمین کنگره ژنتیک ایران که از تاریخ 

 نمودم. ارائه المللی دانشگاه شهید بهشتی برگزار شد، به صورت پوسترهای بینهمایش
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 ... Monosporascus cannonballusهای قارچ استخراج و شناسایی توکسین
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 مقدمه 

. ناحیه اصلی و باشدکشورهای جهان می بیشتردر با ارزش  یو محصول 9از خانواده کدوییان 0خربزه

های کشورهای همسایه ایران است. گونه و رقممنبع اولیه خربزه به شکل کنونی کشور ایران، قفقاز و 

به وجود  Cucumis trigonusاهلی خربزه از رقمی وحشی که در ایران نیز موجود است موسوم به 

 (.0384آمارنامه کشاورزی، آمده است )

 9117از نظر وضعیت تولید در جهان طبق آمار فائو کل سطح زیر کشت این محصول در سال 

باشد تن می 98،390،072تن در هکتار و تولید  2/90هکتار، با عملکرد متوسط  0،318،108میلادی، 

تن در  0/92میلیون تن با متوسط عملکرد  070بالاترین تولید متعلق به کشور چین با بیش از ه ک

کنندگان عمده )دارای رتبه سوم جهانی( میلیون تن از تولید 9/0هکتار است و ایران با تولید بیش از 

. خربزه گیاهی حساس به (0384)آمارنامه کشاورزی،  باشداین خانواده و به ویژه خربزه می گیاهان

-های بسیار مهم این محصول، پوسیدگی ریشه و زوال بوتههای گوناگون است و یکی از بیماریبیماری

مانده به هفته  9تا  0باشد که معمولاً می Monosporascus cannonballus است که عامل آن قارچ ها

)توماس و  آورددرصد به وجود می 011برداشت محصول ظاهر شده و خسارت زیادی بعضاً تا 

 .(0222همکاران، 

جایی که کنترل شیمیایی در این بیماری رضایت بخش نبوده است و استفاده از طیف وسیعی از از آن

-زا میقاومت به عوامل بیماریها و مواد شیمیایی پایدار منجر به آلودگی آب، خاك و بروز مکشقارچ

ها به محصولات زراعی و سعی در کاهش میزان استفاده شود، و به لحاظ خسارت رو به افزایش بیماری

ترین اهداف اصلاح کنندگان گیاهان طی چندین های مقاوم از اصلیاز سموم شیمیایی، انتخاب ژنوتیپ

نباتات مولکولی به عنوان ابزاری برای اصلاح  های نوین اصلاحسال گذشته بوده است. استفاده از روش

سازد تا با استفاده از تنوع ژنتیکی ایجاد و انتخاب گیاهان مقاوم به بیماری فرصت مناسبی را فراهم می

                                                 
1 - Cucumis melo  
2 - Cucurbitaceae  
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ای بتوان گیری از مهندسی ژنتیک و گزینش درون شیشهشده در اثر تغییرات سوماکلونی و نیز بهره

 ها مقاوم باشند. ای از بیماریش و تولید نمود که در مقابل پارههای گیاهی را به سرعت گزینرقم

زایی هستند که با توجه به فعالیت بیولوژیکی ها گروهی از مواد مؤثر در فرآیند بیماریفیتوتوکسین

آنها و نقششان در توسعه بیماری، اخیراً از این مواد به عنوان کاوشگری مناسب برای تشخیص سریع 

های حاصل از تلاقی گیاهان مقاوم با سایر گیاهان استفاده شده م گیاهان و یا نسلهای مقاوکلون

 است.

دخیل در های های نهایی ژناستخراج و شناسایی برخی فرآوردهدر این بررسی، هدف اصلی تحقیق 

-باشد. با شناسایی ژنمی Monosporascus cannonballus قارچ هایفیتوتوکسین مانند ییزابیماری

توان خصوصیات آنها را مورد ارزیابی قرار داد و در ها و کلون کردن آنها میی کد کننده فیتوتوکسینها

هایی که تولید توکسین را کنترل استفاده کرد. در حقیقت اگر همان ژن یا ژن مطالعات مولکولی پایه

-توان نقش معنیمی ،دنباش مرتبطزایی بیمارگر و شدت علایم ایجاد شده در گیاه کنند، با بیماریمی

 حتمی دانست. زاییها را در بیماریدار فیتوتوکسین

 خربزه گیاه شناسیاکولوژی و مشخصات   -0-0

-میخربزه به لحاظ نیازهای دمایی و نوری بالا معمولاً در مناطق گرم و نیمه خشک ایران کشت     

(. 0371)پوستچی،  باشدهای گرم تابستان می( و عمده مراحل رشدی آن در ماه0-0)شکلشود 

هاست که طعم دهند و در این اقلیمبهترین نتیجه را در آب و هوای گرم و خشک میی خربزه و طالب

 آنها شیرین شده و محصول عطری دلپذیر خواهد یافت.

کند ولی میوه آن مرغوب و در شرایط آب و هوایی گرم و مرطوب گیاه رشد و نمو بهتری می

خربزه، گیاهی حساس به گیرد. یشتر مورد حمله امراض قارچی قرار میمطبوع نخواهد شد و گیاه ب

زای تواند از زمان کاشت تا برداشت مورد حمله عوامل بیماریکه میت های گوناگون اسبیماری

 یابد. ولی بهترین خاك شنی ها پرورش میاین گیاه بر روی تمام خاك .(0-0)جدول مختلف قرار گیرد
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 (0388: سطح زیر کشت خربزه در ایران )آمارنامه سال 0-0شکل                      

 (0222های مهم خربزه )توماس و همکاران، : بیماری0-0جدول 

 میزان خسارت نام علمی بیمارگر                                                                                    بیماری          نوع بیمارگر

   قارچ

 بسیار بالا Pseudoperonospora cubensis                                                                 سفیدك کرکی 

  Sphaerotheca fuliginea                                                                     سفیدك سطحی 

   

 بسیار بالا

 بسیار بالا Monosporascus cannonballus                                           پوسیدگی ریشه و زوال بوته 

 متوسط Didymella bryoniae                                                                          سوختگی ساقه 

 متوسط Cladosporium cucumerinum                                                                       اسکب 

 متوسط Phytophthora drechsleri                                                          میری فایتوفتوراییبوته 

 متوسط Fusarium oxysporum f.sp. melonis                                             پژمردگی فوزاریومی 

   باکتری

 بالا Erwinia tracheiphila                                                                    پژمردگی باکتریایی 

 متوسط Pseudomonas syringae pv. lachrymans                                         ای برگلکه زاویه 

 متوسط Xanthomonas campestris pv. cucurbitae                                    لکه برگی باکتریایی 

   ویروس

 بالا Cucumber Mosaic Virus                                                       ویروس موزائیک کدوئیان 

 بالا Cucurbit Aphid-Borne Yellow Virus                                      ویروس زردی کدوئیان 
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یا لوم سیلتی است. هر چه مواد معدنی خاك مثل پتاسیم و فسفر بیشتر باشد، مزه طالبی و خربزه 

درجه سلسیوس شروع به جوانه زنی  07تا  09عموماً در درجه حرارت شود. بذر خربزه تر میشیرین

باشد و درجه سلسیوس می 97-37ترین درجه حرارت برای رشد رویشی خربزه کند و مناسبمی

ترین اسیدیته برای کاشت . مناسباستروز  81-001فاصله بین زمان کاشت و اولین برداشت حدود 

ها به رنگ زرد مایل به های اسیدی رشد آن کاهش یافته و برگخاكباشد. در می 2تا  2خربزه بین 

 (.0329 مبلی و پیراسته،آیند )سبز در می

 های خربزهبیماری پوسیدگی ریشه و زوال بوته  -0-9

متعلق باشد که می M. cannonballus قارچ ی خربزههاپوسیدگی ریشه و زوال بوتهعامل بیماری 

به طور معمول در شرایط گرم و خشک و به  (. این بیمارگر9-0شکلها است )به شاخه آسکومایست

هفته مانده به برداشت محصول  9-0گیر در مزرعه ظاهر و های کم آب به صورت همهویژه در سال

کوهن و همکاران،  ؛0228هولمز و استَنگلینی،  ؛0222شود )مارتین و میلر، ها میبوته مرگباعث 

اند است آلودگی وجود داشته باشد ولی تا زمانی که گیاهان بالغ نشده(. در گیاهان جوان ممکن 9111

در اثر ایجاد این بیماری درصد . شوندظاهر نمیمشخصه بیماری ها ایجاد نشده باشند علایم و میوه

شوند، چرا که اندازه آنها کوچک و شیرینی آنها کم و ها غیر قابل عرضه به بازار میزیادی از میوه

شوند و به تدریج به رنگ ها ظاهر می(. علایم نکروزه در ریشه0220شوند )مرتلِی، ه میآفتاب سوخت

ها نمایان های سیاه رنگ پریتسیوم بر روی ریشهآیند و در شرایط حاد دانهای مایل به قرمز در میقهوه

 (.0222شوند )مارتین و میلر، می

 تاریخچه و اهمیت بیماری  -0-3

برای نخستین بار از ایالت آریزونا توسط تروتمن و  های خربزهزوال بوتهدگی ریشه و بیماری پوسی

از آن زمان به بعد، این بیماری در نقاط مختلف جهان شناسایی شد و  .( گزارش شد0221ماتجکا )

(، پژمردگی 0224جیمنز و همکاران،  -و گارسیا 0283مرگ خربزه )رونی و همکاران،  عناوین تحت
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ادلستین و  و 0222؛ پیونیا و همکاران، 0222ن، ؛ کوهن و همکارا0282وهن، )ایال و ک  ناگهانی

(، 0222(، زوال بوته )بروتن و میلر، 0227(، پوسیدگی ریشه )کیم و همکاران، 0222همکاران، 

و ولف و میلر،  0224؛ مارتین و همکاران، 0220پوسیدگی ریشه و زوال بوته )مرِتلی و همکاران، 

ک جهان مانند در حال حاضر این بیماری از بسیاری از مناطق گرم و نیمه خش ( معرفی گردید.0228

غربی آمریکا )مرتلِی و همکاران، (، جنوب0287امُاتسو و همکاران، و  0222ژاپن )واتاناب و همکاران، 

(، تونس )مارتین و همکاران، 0224جیمنِز و همکاران، -(، جنوب اسپانیا )گارسیا0223و  0220

عربستان سعودی )کارلاتی  (،0222و میلر، (، هندوستان )مارتین0227(، تایوان )تسای و تانگ، 0224

( گزارش شده است. در ایران این بیماری 0222( و آمریکای مرکزی )بروتن و میلر، 0222و همکاران، 

 سرپله و سنبل کار،) های طالبی و خربزه از مناطق گرمسار و ایوانکی گزارش شداولین بار از روی بوته

درحال حاضر شواهدی دال  .باشندهندوانه می های این بیماری خربزه، طالبی، خیار و(. میزبان0380

های آخر فصل خربزه و طالبی در مناطق گرم و نیمه خشک میریگیری این عامل در بروز بوتهبر همه

کاران و در نتیجه هایی با مالچ پلاستیک وجود دارد که باعث خسارت زیاد به صیفیایران و یا زراعت

(. به 9118و  9109کشت این محصول شده است )سرپله، در بسیاری از نقاط، باعث کاهش شدید 

د بروز نباشکه از مناطق بومی کشت خربزه در ایران می و گرمسار عنوان مثال در منطقه ایوانکی

سطح زیر کشت شده شدید باعث کاهش  M. cannonballusبر اثر میری پایان فصل گسترده بوته

 است.

 M. cannonballusچرخه زندگی و اپیدمیولوژی   -0-4

آورده شده است. آسکوسپورها از پریتسیوم رها  3-0شکل  در M. cannonballsچرخه زندگی قارچ    

زنند و در لایه های خربزه جوانه میهای جوان بوتهشوند، پس از قرار گرفتن در مجاورت ریشهمی

های نکروز و لکه( و باعث بروز Aکنند )های اول و دوم اپیدرم ریشه نفوذ میو گاهی لایه 0بیرونی

 هایهای هوایی به صورت کلروز و نکروز برگ(. علایم بیماری در بخشBشود )ای روی ریشه میقهوه
                                                 

1 - cortex 
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 9تا  0 رود و گیاه را درستهای بالایی بوته پیش میگردد که به سمت برگبه طوقه ظاهر می نزدیک

ها روی ریشه مکن است پریتسیوم(. در این مرحله مCآورد )هفته قبل از برداشت محصول از پا در می

درجه  77(، آسکوسپورها مجدداً رها شده و در خاك تا دمای E( و پس از بلوغ آنها )Dتشکیل )

های بعدی بروز آلودگی در کشت احتمالاً در( که 9119( )مارتین، Fگراد زنده باقی بمانند )سانتی

 نقش دارند.

و یا در خاك، بدون وجود میزبان در حالت کمون تا  توانند در بقایای گیاهی آلودهآسکوسپورها می

مانند، مشخص ها در خاك باقی میکه تا چه مدت میسلیومفصل بعدی کشت باقی بمانند ولی این

هایی که بتوانند خاك یا بقایای گیاهان آلوده را به جای دیگر منتقل نیست. این بیماری توسط روش

فرسایش، کشت و...(. هیچ مدرکی در مورد انتقال این بیماری از کند )باد، سیل، کنند سرایت می

ها به طور کند و میوهها را آلوده میطریق بذر یا به طور سیستمیک وجود ندارد. این بیماری ریشه

زایی این قارچ بین (. دمای بهینه برای رشد و بیماری0222شوند )مارتین و میلر، مستقیم آلوده نمی

باشد )بروتنُ و همکاران، زنی آسکوسپورها مناسب میباشد که برای جوانهوس میدرجه سلسی 97–38

( مشاهده کردند که آسکوسپورها هم به صورت افقی و هم به 0222(. استَنگلینی و همکاران )9111

لوله تندش در  3یابند. هر آسکوسپور از طریق بیش از صورت عمودی در خاك مزارع آلوده انتشار می

شود. نتایج این تحقیقات نقش بان نفوذ و منجر به بروز حالت فرورفته روی ریشه میریشه میز

 آسکوسپورها را به عنوان اینوکولوم اولیه تأیید کرد.
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 (0224)پولاك و اکر،  Monosporascus cannonballus: جایگاه تاکسونومی قارچ 9-0شکل              

 

 

 

 

 

 

 

 

: آسکوسپورهای Bآسکوسپورهای بالغ در خاك.  Monosporascus cannonballs :A.قارچ  : چرخه زندگی3-0شکل

های روی ریشه: پریتسیومE: پژمردگی و زوال بوته. D: نواحی نکروزه شده در ریشه. C .ریشهجوانه زده و چسبیده به 

 .(9111ران، )کوهن و همکا های بالغ و آماده برای خارج شدن آسکوسپور: پریتسیومFهای آلوده. 

 

http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/fungi/ascomycetes/Article Images/Monosporascusdiscycle.jpg


 فصل اول: کلیات

 

2 

 

 .cannonballus Mبیولوژی قارچ   -0-7

کند. این آسکوسپورها خیلی این بیماری با ایجاد آسکوسپورها خود را در داخل خاك تثبیت می

باشند که به شدت در مقابل خشکی مقاوم قوی هستند و در حقیقت اسپورهایی با چند دیواره می

رشد درجه حرارت مناسب برای افتد. ندرت اتفاق میهستند. جوانه زدن آنها در داخل آزمایشگاه به 

 pH = 7-2باشد. میسلیوم قارچ در درجه سلسیوس می 97-37آزمایشگاه بین رویشی این قارچ در 

-است و شرایط اسیدیته چهار به پایین مانع رشد می pH = 2-2کند ولی شرایط بهینه بین رشد می

کشت مناسب  هایطملایم سازگاری بهتری دارد. محیهای قلیایی و نمکی شود. این قارچ در خاك

باشند. پریتسیوم این قارچ ( میb ،4-0)شکل  CMA9و ( a ،4-0)شکل  PDA0برای رشد این قارچ 

شوند. در رنگ روی آنها ظاهر می های سیاهها به صورت دانهشود. پریتسیومهفته ظاهر می 3 -9بین 

شوند )کوهن ای تیره دیده میهائی به رنگ زرد تا نارنجی یا قهوهها با ایجاد رنگدانهبعضی شرایط کلنی

 (.9111و همکاران، 

 

 

 

 

بعد از   PDAمحیط کشت  و (a)ها حاوی پریتسیوم CMAدر محیط کشت  M. cannonballusقارچ  پرگنه: 4-0شکل

 .(0321)حسینی،  (b)گراد درجه سانتی 94 - 38در دمای روز  04گذشت 

 

                                                 

1 - potato dextrose agar  

2 -  corn meal agar 


