
تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی ام - بهار 1397 - امیر حسین بیکی

95

مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره هشتم، شماره بیست و نهم - زمستان 1396

در Streptomyces lincolenesis PTCC 1629 سازي توليد لينكومايسين توسط بهينه
 شرايط آزمايشگاهي

 خسرو عيسي زاده ، ،  محمد فائزي قاسمي*زهرا لزومي

 اسلامی واحد لاهیجان، لاهیجان، ایرانگروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد 
 

 چكيده 
آمینو اکتوز لینکوز  6اکسی دی 8و  6طور معمول دارای باشد که بهلینکوز آمید می هایترکیب لینکومایسین جزء :سابقه و هدف

با استفاده از روش PTCC 1629 استرپتومیسس لینکولنسیس هدف از این مطالعه بهینه سازی تولید لینکومایسین توسط . آمین است
 .بوده است آزمایشهاو طراحی  لاسیك یك فاکتور در یك زمان بودهک

توسط روش تغییر یك فاکتور در یك زمان در این تحقیق ابتدا بهینه سازی منابع کربن و نیتروژن آلی و معدنی : هامواد و روش
با استفاده از تولید شده  بیوتیکیآنتیفعالیت . انجام گرفت هایآزمایشسپس شرایط بهینه تولید توسط روش طراحی  .انجام پذیرفت

 .انجام شد های استانداردسویه
ترین منابع کربن و نیتروژن برای تولید لینکومایسین ترتیب مناسبکه گلوگز و نیترات پتاسیم به داد دست آمده نشانهنتایج ب :هایافته
استرپتومیسس های گرم مثبت به لینکومایسین تولید شده توسط باکتری .هستند PTCC 1629 استرپتومیسس لینکولنسیس توسط

 .باشندبیوتیك مقاوم میهای گرم منفی مورد آزمایش به این آنتیاند، ولی سویهحساس PTCC 1629 لینکولنسیس
بیوتیك بهترین اثر تولید آنتیدست آمده، منبع کربن گلوکز و منبع نیتروژن نیترات پتاسیم در میزان بهبراساس نتایج  :گیرینتیجه

 .گذارندرا دارند، اما سایر منابع کربن و نیتروژن مورد آزمایش اثر مهمی بر میزان تولید نمی
 ، یك فاکتور در یك زمانStreptomyces lincolenesis PTCC 1629سازی، لینکومایسین، بهینه :كليدي هايواژه

 
 مقدمه

ها از ترین گروه اکتینومیستعنوان مهمها بهاسترپتومیسس
ها و بیوتیك، آنتیهای ثانویهتولیدکننده متابولیتمنابع مهم 

درصد  09بیش از  .شوندمحسوب می ز کنندههای لیآنزیم
ها استخراج شده که بیولوژیکی فعال از این باکتری هایترکیب
کشاورزی و محیط صنعت، های اساسی در داروسازی، کاربرد

ها قادر به تولید درصد استرپتومیسس 57بیش از . زیست دارند

ارای ها داز آن مواد استخراج شده. (1،33) بیوتیك هستند آنتی
، ضدویروسی و خواص ضدباکتریایی، ضدقارچی، ضد انگلی

 . (42) ضدسرطانی هستند

ها زیرا اثر آن ؛ها خاصیت ضد سرطانی دارندبعضی از آن
که در حال تقسیم سریع هستند هایی است تر روی سلولبیش
های مغز استخوان که سازنده ها و سلولهمین دلیل باکتریو به

باشند و  های قرمز خون میهای سفید خون و گویچهگویچه
ها بیوتیك های سرطانی در مقابل آنتیچنین سلولهم

 .(31،48) تری دارندحساسیت بیش
لینکومایسین به لحاظ شیمیایی به عنوان عضوی از گروه 

ویژگی یك . شودلینکوزآمید در نظر گرفته می هایبیوتیكآنتی
دی  -8و 6بیوتیکی حضور های آنتیاین مولکول معمول در

با نام ) گالاکتواکتوپیرانوزید -a-D-اریترو -D-تیو-3-دئوکسی

 : مسئول سندهينو
گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

 لاهیجان
 z-lozomi@yahoo.com: یکیالکترون پست

 49/0/3106: تاریخ دریافت
 9/21/2991: تاریخ پذیرش
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جداسازی شده جنس  های جهت شناسایی گونه ITSژن تجزیه و تحلیل توالی مولکولی 
 فوزاریم از مناطق مختلف ایران

 
 *2، 1امیر حسین بیکی

 
 دانشکده علوم پایه، دانشگاه قم -1
 پژوهشکده محیط زیست، دانشگاه قم -2

 
 چکیده

هدف  .اپیدیمیولوژی و پاتولوژیکی ضروری استفوزاریم در سطح گونه، برای مقاصد  جنس شناسایی و تمایز :و هدف هسابق
های  اسایی گونهشن منظوربه  ITSمشخص در ناحیه  شده تکراری کلاسترهای  یافتن الگوبررسی روابط فیلوژنتیکی و از این مطالعه 

 .استفوزاریم جنس متفاوت 
ناحیه فاصله انداز  .جمع آوری شدند ایراننواحی مختلف های متفاوت جنس فوزاریم و از  جدایه از گونه 11 :ها مواد و روش

 .های مختلف مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند توالی یابی و با ابزار مراز تکثیر، ای پلی ریبوزومی توسط واکنش زنجیره DNAداخلی 

 مقایسه .ها بود جفت باز در تمام جدایه 555 یقریبتطوربهطول ی بههاه، قطعمرازای پلی محصول واکنش زنجیره :هایافته
  .داددر ده گروه مختلف قرار  را فوزاریم جنس های ، گونهITSفیلوگرام حاصل از تجزیه و تحلیل ناحیه  ها و الیتو

ناشی از حذف یا ناحیه فاصله انداز داخلی سطح بالای تنوع بین . ثبات و تغییر پذیر هستندناحیه فاصله انداز داخلی بی :بحث
 .اضافه شدن واحدهای تکراری در ناحیه فوق است

-وجود موتیف .متفاوتی هستنددارای الگوی  هاآنبعضی از  .شوندشناسایی میطور قطعی هها ب بعضی از جدایه :گیرینتیجه

زار شناسایی گونه مورد عنوان یک ابتوانند بهمی ها موتیف دهد که این یک گونه خاص نشان می ITSهمتا در ناحیه  شده بی های خوشه
 .روند  کار هنظر ب

 
 ITSژن  ،سازیردیفهم، فیلوژنتیکیروابط  :کلیدی هایواژه

 
 

  مقدمه
های  های مهم قارچ فوزاریوم یکی از جنسجنس 

ر وسیعی در خاک و گیاهان طو های است که ب رشته
شود و دارای گسترش جهانی است که  دیده می

های مختلفی در  موجب بیماری ها آنبسیاری از 
جنس جانبه  گسترش همه .(25) شوند گیاهان می
حاصل علت سازگاری در شرایط مختلف فوزاریم به

 (.22) شودمی
فوزاریم دارای تنوع بسیار جنس که وجه به اینتبا 

 هایبر اساس صفت هاآنزیادی است، شناسایی 
. مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی بسیار دشوار است

میشه چالش بزرگی برای فوزاریوم هجنس تاکسونومی 
 .(12) است های مورفولوژیکی بوده تعیین گونه

، DNA مولکولی مبتنی بر آنالیز هایابزار و ها نشانگر
های  کار مناسب در مقابل شیوهیک راهن عنواهب

 
استادیار، گروه زیست شناسی، : مسئول  سندهینوآدرس *

 دانشکده علوم پایه، دانشگاه قم
  amirbeiki@gmail.com: یکیالکترون پست

 51/52/1311: تاریخ دریافت مقاله
 11/51/1311: تاریخ پذیرش
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های  های گونه منظور بررسی واریته کلاسیک و به
اکنون (. 1،1،11) است ها مورد استفاده مختلف قارچ

مولکولی بر اساس مفاهیم فیلوژنتیک  هایر این ابزا
کار  های برای تاکسونومی مولکولی فوزاریوم ب گونه
  (.12،15،1) روند می

های  ترین دسته عنوان کوچکفیلوژنتیک بههای  گونه
قابل تشخیص موجوداتی که دارای جد مشترک 

های  استفاده از روش. (1 ،11) اند توصیف شدههستند 
مولکولی برای مطالعه اجداد خویشاوند جهت تشخیص 

نظر مورفولوژیکی  های غیر مرتبط ولی مشابه از قارچ
لکولی، اطلاعات مو (.11،12،1)است کمک زیادی کرده

مورفولوژیکی برای  هایخصوص زمانی که خصوصیت هب
ها کافی نیست، بسیار  بندی گروه تشخیص دقیق رده

 هایبرخلاف خصوصیت(. 21،1،15،3) سودمند است
روابط  هایمطالهدر  DNAهای  فوق، استفاده از توالی

خویشاوندی، اطلاعات زیادی را برای موجودات مورد 
های ژن)ژنی  شناسی چندنسب .نماید مقایسه فراهم می

ابزار قدرتمندی را برای ( ای میتوکندریایی و هسته
های فیلوژنتیکی فراهم کرده  گونه تشخیص

، ITS  ،rRNAهای توالی(. 11،1،12،19،9)است
MAT ،EF1-α ، Histone H3  وβ-tubulin رایج

کار رفته برای بررسی فیلوژنی ههای ب ترین نشانگر
طور بهفوق های  ژن(. 11،1،11،2) مولکولی هستند

ای و برون  برای مطالعه گوناگونی درون گونه لمعمو
ای و تجزیه وتحلیل روابط خویشاوندی، در گستره  گونه

 رود کار می هها ب ها از جمله قارچ وسیعی از یوکاریوت
(11،19،11،2،15،12.)  

شناسی های معمول ریخت با استفاده از روش
توان تعیین نمود، ولی  را می ای های بین گونه تفاوت

ای  گر تفاوت درون گونهد بیاننتوان ها نمی این روش
ریبوزومی را  RNAکه  DNAهایی از  توالی. دنباش

کنند، نواحی مناسبی جهت بررسی روابط  رمز می
های ژنتیکی بین  خویشاوندی، تاکسونومیک و قرابت

 rDNAکلاستر ژنی (. 11) شوند ها محسوب می قارچ
و  18s، 5.8s های متوالی سه ناحیه اگزونی تکرار شامل
28s  و دو ناحیه اینترونیITS  وIGS در . (15) است

انداز دو قطعه فاصله 28s و 18sحد فاصل بین ناحیه 

 ITS2و  ITS1داخلی رونوشت برداری شده به اسامی 
لیل نداشتن فشار دتکثیر این نواحی به. وجود دارد

فیلوژنتیکی، تاکسونومیکی و های تکاملی در بررسی
 تبار شناسی مولکولی از اهمیت بالایی برخوردار است

شدت حفاظت شده به rRNAهای گر چه ژن .(11)
و دارای متغیر بوده  ITSباشند، ولی توالی ناحیه می

بندی فیلوژنی محسوب اطلاعات مفیدی برای دسته
گیری از تجزیه و  در این بررسی با بهره. شوند می

های تکراری کلاستر  و الگو ITSتحلیل توالی ناحیه 
های مختلف  شده در این ناحیه، تنوع فیلوژنتیکی گونه

 .فوزاریم مورد ارزیابی و مطالعه قرار گرفتجنس 
 

 هامواد و روش
 

 :جمع آوری نمونه

فوزاریم از نمونه  جنس گونه مختلف 11جدایه از  11
هار استان خوزستان، چهای جمع آوری شده از  خاک

 جداهای متفاوت با اقلیمگیلان، اصفهان و زنجان 
  (.1جدول ) شدند سازی

 
 هاسازی جدایهخالص

خالص  هاگها با استفاده از کشت تک  کلیه نمونه
ابتدا با استفاده از برگ میخک سترون شده با . گردید

آگار اقدام به تهیه محیط  -اشعه گاما و محیط آب
 CLA (Carnation Leaf Agar)کشت اختصاصی 

 PDA (Potato Dextroseیک بلوک از محیط . شد
Agar)  حاوی نمونه قارچی را نزدیک برگ میخک

های فوق به  کشت. روی محیط کشت قرار داده شد
 بنفشماوراء روز در انکوباتور زیر نور 1تا  5مدت 

(T136w/80RsF40 BLB Philips)  12با فتوپریود 
 25ساعت تاریکی در دمای  12ساعت روشنایی و 

محیط فوق سبب . گراد قرار گرفتنددرجه سانتی
سپس یک لوله . شود دهی قارچ می تحریک هاگ

لیتر آب مقطر که توسط میلی 5آزمایش کوچک حاوی 
با . کلاو سترون شده بود، مورد استفاده قرار گرفتاتو

ها  استفاده از یک لوپ روی سطح محیط حاوی هاگ
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کشیده و نمونه به آب مقطر داخل لوله آزمایش اضافه 
در مرحله بعد زیر هود و در شرایط سترون با . گردید

استفاده از لوپ محتویات لوله آزمایش روی محیط آب 
. آگار در امتداد خطوط فرضی پخش شدند –

های فوق یک شبانه روز در داخل دستگاه  محیط
ها با میکروسکوپ  سپس تشتک. گرفتندانکوباتور قرار 

های تکی جوانه زده با دقت به  بررسی شدند و هاگ
 3تا  2بعد از گذشت . منتقل گردیدند PDA محیط 

در سطح  روز توده قارچی حاصل از کشت تک هاگ
 .مشاهده شد PDAحیط م
 

 DNA تهیه توده میسلیومی و استخراج

روزه  1های کوچک حاوی نمونه قارچی از کشت  بلوک
های به فلاسک PDAهای قارچ روی محیط  جدایه

 لیتر محیط مایع  میلی 55لیتری حاوی  میلی 155
PDB (Potato Dextrose Broth) منتقل گردید .
اتاق با سرعت ها روی دستگاه شیکر در دمای  کشت
. داری شدند روز نگه 1تا  3دور در دقیقه به مدت  155

ها با فیلتر کردن محیط کشت به  جمع آوری میسلیوم
کمک کاغذ صافی، پمپ خلاء و شستشو با آب مقطر 

دست آمده برای  همیسلیوم ب. سترون صورت گرفت
که مورد استفاده قرار گرفت و یا این DNAاستخراج 

. گراد نگهداری گردیده سانتیدرج -15در دمای 
با استفاده از روش محلول نمکی  DNAاستخراج 

DNA (11) انجام گرفت. 

 
 GenBankدر  آن هاشماره دسترسی   و های مختلف شناسایی شده جدایه -1جدول 

محل  گونه شماره دسترسی محل برداشت گونه شماره دسترسی
 برداشت

HM629958 acuminatum اصفهان HM629966 moniliforme گیلان 

HM629959 anthophilum زنجان HM629967 oxysporum گیلان 

HM629960 compactum خوزستان HM629968 oxysporum اصفهان 

HM629961 moniliforme زنجان HM629969 poape خوزستان 

HM629962 equiseti زنجان HM629970 proliferatum خوزستان 

HM629963 longipes خوزستان HM629971 solani خوزستان 

HM629964 moniliforme اصفهان HM629972 solani اصفهان 

HM629965 moniliforme خوزستان HM629973 solani گیلان 

و  DNAبرای اطمینان از موفقیت عمل استخراج 
استحصالی، پنج  DNAبررسی کمیت و کیفیت 

با یک میکرولیتر بافر رنگ  DNAمیکرولیتر از محلول 
(Loading buffer)  شش برابر مخلوط گردید و در

 DNAغلظت . درصد بار گذاری گردید 9/5ژل آگارز 
استخراج شده با کمک دستگاه اسپکتروفوتومتر تعیین 

 . گردید
 

 

 
 

-هتعیین توالی قطعتکثیر، خالص سازی و 
 DNA های
از  هبا استفاد ITS1-5.8SrDNA-ITS2 ناحیه تکثیر
-ITS-4)رو  و آغازگر پس (ITS-1-F) رو پیش  رآغازگ

R) ( 2جدول )(.11 ، 19) انجام گرفت 
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 ITSتوالی آغازگر ها برای تکثیر ناحیه  -2جدول 

 توالی آغازگر آغازگر
ITS-1-F 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' 
ITS-4-R 5'-GCATCGATGAAGAAGAACGCAGC-3' 

 

 25در حجم  (PCR) مرازای پلی واکنش های زنجیره
میکرولیتر بافر  5/2میکرولیتر برای هر تیوب شامل 

10X PCR+MgSO4،  یک میکرولیتر از هر یک از
میکرولیتر از  5/5، (پیکومول 15با غلظت ) ها آغازگر

، یک ( مولارمیلی 2/5با غلظت )ها  dNTPمخلوط 
و یک میکرولیتر از  Pfuمراز پلی  DNAواحد از 

DNA تهیه گردید( نانوگرم155با غلظت ) قارچ 
 .(3جدول )
 

  PCRمواد لازم برای انجام واکنش-3جدول 
µl ( غلظت نهایی ) حجم واکنش  مواد 

01 pmol 0   آغازگرF 

01 pmol 0  آغازگرR 

0x 5/01  PCR Master Mix 

011 Ng 0 DNA 

-  5/9  H2O 

 
 .گردیدها از شرکت سیناژن تهیه  تمام واکنش 

درجه  11ثانیه در دمای  15شامل PCRهای چرخه
چرخه در  15عنوان شروع واکنش، گراد به سانتی

 15ثانیه،  35مدت به گراددرجه سانتی 11های  ادم
درجه  19ثانیه و  35مدت بهگراد  درجه سانتی

دقیقه و در آخر واکنش یک مدت دو گراد به سانتی
 19ه مدت ده دقیقه در مرحله طویل سازی رشته ب

. (1جدول ) گراد در نظر گرفته شد درجه سانتی
ژل آگارز یک درصد الکتروفورز  روی PCRمحصول 

 (.2شکل ) شد
 

 PCRچرخه دمایی واکنش  -1جدول
تعداد  (˚c)دما زمان

 چرخه
 مرحله

 واسرشت سازي ابتدایی  0 99  91˝
 واسرشت سازي   99  01˝

 اتصال  91 01  01˝

˝
01 

 تکثیر    06

 تکثیر نهایی  0 06  01´

 
سازی با استفاده از کیت خالص PCRمحصول واکنش 

سازی یافت و خالص باز( کیاژنشرکت ) PCRمحصول 
 TAGشرکتمحصول بازیافت شده توسط سپس . شد

Copenhagen  (Denmark )پس از و   تعیین توالی
در  (BLAST)سازی موضعی  ردیفهم

 . ثبت گردیدند  GenBankپایگاه
 

 هاتوالی بررسی
افزار ها با استفاده از نرم سازی اولیه توالی ردیفهم

ClustalW  انجام گرفت و سپس با استفاده از روش
Maximum Likelihood  افزارنرمبا  Mega4  تجزیه

درخت فیلوژنتیکی با استفاده از . و تحلیل گردیدند
با  bootstrapطراحی شد و با کاربرد  Mega4برنامه 
 .تکرار استحکام یافت 1555

 
 های خوشه شده  تکرار

های تکراری خوشه شده در توالی  برای یافتن موتیف
ITS   از ابزارRepfind (https://zlab.bu.edu)  

-pای مبتنی بر  های خوشه یافتن الگو. استفاده گردید

value که این دهد احتمال این باشد که نشان می می
موتیف تکراری بر حسب تصادف یافت شده است، 

های  که الگودر این بررسی احتمال این. چقدر است
بندی شده بر حسب تصادف بوجود آمده باشند،  خوشه

 .کثر یک در هزار انتخاب شده استاحد
 

 هایافته
قادر به شناسایی کار رفته در این بررسی  ههای ب گر آغاز

 هایگونه در ITS1-5.8SrDNA-ITS2  ناحیه دقیق 
ای  واکنش زنجیره استفاده از .ندهست فوزاریم جنس

مراز جهت تکثیر ناحیه فوق منجر به ایجاد پلی
 جفت باز گردید 555تقریبی به اندازه ای قطعه

 (.1شکل)
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 از یابی با شماره دست به ترتیب از چپ به راست جدایه مورد بررسی 11برای  ITSناحیه حاصل از تکثیر  PCRمحصول -1شکل 

HM629958   تاHM629973. 
 

 :ها توالی بررسی
، ITS ناحیههای به دست آمده از  توالی تعیینپس از 
ردیف نتایج هم. ردیف شدندهم  ClustalWتوسط
 جدول) هاماتریس شباهت و( ضمیمه 1شکل ) سازی

ترین شباهت بین دهد، بیش نشان می( ضمیمه 2
های   از استان اصفهان با جدایه acuminatumجدایه 

Equiseti و  anthophilum ترینکم. هستزنجان  از 
 و ازگیلان oxysporum های شباهت مربوط به جدایه

proliferatum  است خوزستاناز. 
. قابل رویت است 2دست آمده در شکل فیلوگرام به

های مورد تحقیق  دهد که جدایه این فیلوگرام نشان می

گروه اول شامل  سه جدایه . شوند تقسیم می گروه 1به 
 acuminatum ،equiseti متعلق به سه گونه مختلف 

از دو استان زنجان و گروه دوم  anthophilumو 
هر دو از استان  longipes و  compactumشامل 

گروه سوم شامل چهار جدایه از . خوزستان هستند
. هستند moniliformeچهار استان و همگی از گونه  

از دو استان solani و  poae گروه چهارم شامل
و  oxysporumگروه پنجم شامل  وخوزستان و گیلان 

 solani  دسته. ندهستاز دو استان اصفهان و گیلان 
-تیب با گونهترهفتم هر کدام با یک جدایه به ششم و
از  proliferatumو از گیلان oxysporum های 

 .هستندخوزستان 
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   Maximum Likelihoodبه روش ITSفوزاریم بر اساس توالی ناحیه  جنس های روابط خویشاوندی جدایه -2شکل 

 
 

 های خوشه شده  تکرار
های تکراری خوشه شده نشان  نتیجه بررسی الگو

ها  در همه گونه GAAT نسخه از موتیف 3دهد،  می
دیده  proliferatum و moniliformه گون ءجزبه

آوری جمع solani فقط در گونه TAGالگو . دشو می
در گونه فوق . شود خوزستان مشاهده می استانشده از 

موتیف  .نسخه از این الگو تکرار شده است 3نیز 
TGGTATT با خوشه سه تکراری، موتیف TTA  1با 

نسخه کلاستر  1با  GAAنسخه کلاستر شده ، الگوی 
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با دو نسخه تکراری فقط  TTTAATTA الگویشده و 
(. 1شکل )شود  مشاهده می proliferatumدر گونه 
فقط در گونه  GTGAAتکراری  3خوشه 

moniliforme موتیف . شود دیده میTGTTTTT  با

های  فقط گونه ITSتکرار خوشه شده در ناحیه  3
solani  وoxysporum  توالی . شود اصفهان دیده می

و   acuaminatumهای نیز در گونه TTGGتایی  1
equiseti  (.2جدول)وجود دارد 

 

 
بر اساس توالی ناحیه   GenBankهای منتخب از پایگاه  فوزاریم مورد بررسی و توالی جنس های درخت روابط خویشاوندی جدایه -3شکل

ITS  به روشMaximum Likelihood 
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 بحث
ها  جدایه قارچی حاصل از تک هاگ 15در این تحقیق 

 تشخیص جهت فوزاریومجنس  های هجدای. مدآبدست 
بر اساس  گرفتند و قرار تر دقیق بررسی مورد گونه

  گونه 11 ،(13)همکارانو  اوکوبوکلید شناسایی 
جدایه برای بررسی  11مختلف شناسایی و در مجموع 

 (. 1جدول) مولکولی انتخاب گردیدند
دهد که  نشان می (1و  3شکل )ها  فیلوگرام بررسی
که مختلف، علی رغم این یهای مناطق جغرافیای جدایه

های متفاوتی تعلق دارند، تا حدودی در کنار  به گونه
ید این نظر ؤد متوان این مطلب می. اند هم قرار گرفته
 ب وآی مختلف با توجه به شرایط هاناباشد که در است

ای متفاوتی امکان ظهور و بروز ه گونه هوایی مختلف زیر
تنها گروهی که همگی به یک گونه تعلق . یابندمی

دهد که گونه فوق  دارند گروه سوم است که نشان می
های مورد تری نسبت به سایر گونهای تنوع کمدار

تری ظهور و بروز های کم است و یا زیر گونه بررسی
کامل طور بههوایی ب و آبا توجه به شرایط . یافته است

های مورد بررسی وجود دارد متفاوتی که در استان
هوایی متفاوت سبب تنوع  و بآشرایط : توان گفت می

که با توجه به این. تواند باشدنمی moniliformeگونه 
های مختلف قرار  گیلان در گروههای استان  تمام نمونه
 و آبتوان چنین نتیجه گرفت که شرایط  دارند، می

غیر  هایهای مختلف سبب تغییر هوایی استان در گونه
با توجه به تهیه . شود یکسان و با دامنه وسیع تری می

نمونه از خاک، ممکن است بافت خاک نیز در ایجاد 
با توجه  proliferatumجدایه  .ثر باشدؤتر متنوع بیش

به اینکه به تنهایی در یک گروه واقع شده، شباهت 
های  داده. تواند داشته باشد ها میتری با سایر گونهکم

 .کندیید میأشناسی نیز این موضوع را ت ختیر
 

ها یافت  دار و تعداد خوشه های بسیار معنی موتیف-5جدول
 P-Valueهای مختلف جنس فوزاریم همراه با  شده در گونه

p-Value  تعداد
 خوشه

 موتیف گونه

555351/5  1 Proliferatum* GAAT 
555231/5  1 Moniliforme* GAAT 
555591/5  3 moniliforme GTGAA 
555512/5  3 solani TAG 
555192/5  3 proliferatum TGGTATT 

553115/5  2 solani TGTTTTT 
555351/5  2 oxysporum TGTTTTT 
553125/5  1 proliferatum TTA 
553125/5  1 equiseti TTGG 
555312/5  1 accuminatum TTGG 
555151/5  2 proliferatum TTTAATTA 

 در سایر گونه ها به جز این دو گونه مشاهده می شود* 

 
ی اصفهان ها ناشده از است استخراج solani های جدایه

شده از  استخراج oxyspromو خوزستان با جدایه 
 د تا جدایه نتری دار ی نزدیکخویشاوند استان اصفهان
 oxysporumاتحاد . شده از استان گیلان استخراج

های  با گونه moniliforme های گونه  جدایه
longipes  و  compactum  نشانه خویشاوندی این

 و رابطه هاتشابهوجود . تواند باشد سه گونه می
تواند  های مورد بررسی می خویشاوندی بین جدایه

تاب  های مختلف را باز زایی فوزاریمنشانگر رفتار بیماری
فوزاریم،  جنس دهد و با توجه به گسترش جهانی

های گیاهی خاص نیز  تواند با گونه می ها آنپراکنش 
 .مرتبط باشد

آزمایش با های مورد  جهت بررسی این نکته که جدایه
های ثبت شده در پایگاه  توالی)کدام گونه منتخب 

GenBank )تری دارند، اقدام به همشباهت بیش-
های استاندارد های فوق با توالی سازی توالیردیف

سازی فوق  ردیفهم. انجام شدموجود در داده پایگاه 
جدول ضمیمه )ها  ماتریس شباهت و( 2شکل ضمیمه )
ترین های مورد بررسی کم دهد جدایه نشان می (2

از گونه  AB753169های شباهت را با توالی
intermedia  ،JX171450 از گونه  longipes و
AY452895  از گونهpseudograminearum  و

گونه از  JX114790ترین شباهت را با بیش
acuminatum و  JX897002 از گونهoxysporum 

ناشی از حذف یا  ITSسطح بالای تنوع بین . دارند
اضافه شدن واحدهای تکراری در ناحیه فوق است که 

 هایدست آمده از تحقیقهاز نظر وجود تنوع با نتایج ب
اما از نظر تمایز  (22،12،13،11) قبلی یکسان است

های مورفولوژیک  ها با نتایج حاصل از بررسی بین گونه
 .مطابقت ندارد

بررسی و های مورد  روابط خویشاوندی بین جدایه
این . قابل رویت است 1در شکل های منتخب  نمونه
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به جز . کند گروه را مشخص می 11وجود فیلوگرام 
تعلق دارند،  moniliformeگروه سوم که همه به گونه 

های متفاوت تشکیل  ها از گونه عناصر بقیه گروه
گیری کرد که گونه فوق  می توان چنین نتیجه. اند شده

های مورد بررسی  ولی سایر گونهتری داشته تنوع کم
در این تحقیق هم در داخل و هم در سطح جهانی 

های مربوط به  همه نمونه. تری هستنددارای تنوع بیش
 های جدایههمراه با گروه اول در acuminatumگونه 

 anthophilumو  equisetiگونه مختلف  دومتعلق به 
 ه ازدو جدای گروه دوم شامل دوباره. اند قرار گرفته

compactum و  longipes گروه چهارم . هستند
، anthophilumهای متفاوت  گونه شامل

oxysporum ،equiseti، poae  و solani دو . هستند
همراه با یک گروه پنجم در  solaniاز گونه  جدایه

های  دسته. شونددیده می oxysporum گونه جدایه از
بندی گروهششم تا یازدهم نیز هر کدام با یک جدایه 

های  های داخلی در مقایسه با جدایه جدایه. اند شده
تری دارند تا در یک گروه قرار خارجی تمایل بیش

  .گیرند
 

 دار در توالی گونه های مختلف معنی موتیف -1شکل  
proliferatum 

 
  گیرینتیجه

سبب  توانند میو خاک هوایی  و بآ متفاوت شرایط
ها مثل گیلان،  از استان در بعضی. ها شوند تنوع گونه

یکسان و با  شرایط آب و هوایی، سبب تغییرهای غیر
 .شود تر می دامنه وسیع

های بسیار گسترده و پیچیده  فوزاریم یکی از جنس
توان فقط با  های آن را نمی قارچی است که اکثر جدایه

درستی سیستم تشخیص کلاسیک و مرسوم به
ل معموطور بهدر شیوه کلاسیک (. 22،5) تشخیص داد

-درصد خطای تشخیص وجود دارد، به 55تا  33بین 
های فوزاریم  تا اواخر قرن بیستم، اکثر جدایهطوری که 

ها اشتباه تشخیص  مطالعه شده توسط پاتولوژیست
-حال استفاده از خصوصیت هر به .(15) شدند داده می

بر بوده و تنها  مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی زمان های
های جنس  ماهر قادر به شناسایی گونهمتخصصین 

با توجه خطای بالای شناسایی و (. 5) فوزاریم هستند
نتایج بررسی فوق، به نظر  و با ملاحظه ها تمایز گونه

های جنس فوزاریم بر اساس رسد نحوه تعیین گونه می
به . های کلاسیک نیازمند تجدید نظر جدی است شیوه

ها از طریق  ی گونهشود، شناسای عبارت بهتر توصیه می
در  .سیستم توامان مولکولی و کلاسیک انجام پذیرد

های پیشرفته، نیاز به  رغم وجود روش سالهای اخیر علی
های سریع، قابل اعتماد و دقیق مولکولی مبتنی  روش

  .شود احساس می DNAبر 
 ITSهای خوشه شده بی همتا در ناحیه  وجود موتیف

ها  این موتیفدهد که  یک گونه خاص نشان می
زار شناسایی گونه مورد نظر بعنوان یک اتوانند به می
-PCR تواند مکمل روش این شیوه می. کار روند به

RFLP های جنس فوزاریم  برای شناسایی گونه
های  با آنزیم PCRاستفاده شود که در آن محصول 

محدود کننده برش یافته و روی ژل تفاوت باند ایجاد 
  .سازد هم متمایز میها را از  شده گونه

های جنس  در حال حاضر تمایز و شناسایی گونه
فوزاریم بر اساس خصوصیات مورفولوژیکی انجام می 

تعیین یک گونه ممکن است بر اساس تفاوت . گیرد
کاری مطالعه راه در این(. 2) تنها یک خصوصیت باشد

شود که بتوان با دقت و حساسیت بسیار  پیشنهاد می
برای . فوزاریم را شناسایی نمودجنس  های بالا گونه

،  ITSشود که با تکثیر ناحیه  این منظور پیشنهاد می
های ردیف سازی آن با توالیتوالی یابی آن و سپس هم

ترین توالی را با توالی مورد نظر شناخته شده، نزدیک
آسانی تفاوت تواند به سازی می ردیفهم. بازیابی نمود

چنین فرصتی هم. را نشان دهدهم دو توالی نزدیک به
را برای برگشتن و بررسی مجدد هر ناحیه چند شکلی 

سازد و استنتاجاتی را های بازی فراهم می را برای خطا
های رایج  تر از آنالیز آورد که بسیار قوی وجود میهب
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ها به میزان توالی قابل  قدرت این استنباط. است
اگر  .ارددسترس و میزان محتوی اطلاعات سودمند د

توالی مورد بررسی با یک توالی استاندارد ثبت شده 
مطابقت کامل داشته باشد یا تطابق بسیار بالایی داشته 

در چنین . است باشد، جدایه مورد نظر شناسایی شده
. شود مورفیسم نوکلئوتیدی اندکی دیده میحالتی پلی

های  سازی و کلید ردیفدر این موارد، با هم
فوزاریم را  جنس  توان شناسایی گونه مورفولوژیکی می

یید گونه شناسایی شده آنالیز أبرای ت. انجام داد
های رمز  زمان با توالی ژنهم  ITSفیلوژنتیکی توالی 

. شود کننده پروتئین غنی از اینترون توصیه می
علت نداشتن پایگاه اطلاعاتی دقیق و متأسفانه به

مولکولی بعضی کمبود یا نبود اطلاعات مورفولوژیکی و 
فوزاریم با  جنس های ها، امکان شناسایی گونه از گونه

 .چالش بزرگی روبرو است
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 همریف سازی جدایه های مورد بررسی -ضمیمه  1شکل 
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 همردیف سازی جدایه های مورد بررسی همراه با توالی های منتخب -ضمیمه 2شکل 
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 همردیف سازی جدایه های مورد بررسی همراه با توالی های منتخب -ضمیمه 2شکل 

 
 
 

 ها یرای جدایه های مورد بررسی یس شباهتماتر  -ضمیمه 1جدول
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HM629958  100 100 92 92 91 92 92 91 84 84 86 87 87 74 64 
HM629962 100  100 92 92 91 92 92 91 84 84 86 87 87 74 64 
HM629959 100 100  91 91 91 92 92 91 85 85 86 88 87 74 64 
HM629960 92 92 91  99 93 94 94 93 86 86 87 89 87 75 63 
HM629963 92 92 91 99  93 94 94 93 86 86 87 89 87 75 63 
HM629961 91 91 91 93 93  99 98 98 86 84 86 90 90 76 63 
HM629964 92 92 92 94 94 99  99 98 86 86 88 90 91 76 63 
HM629965 92 92 92 94 94 98 99  97 86 86 88 90 91 77 63 
HM629966 91 91 91 93 93 98 98 97  88 86 88 90 91 78 63 
HM629968 84 84 85 86 86 86 86 86 88  97 96 86 83 81 62 
HM629972 84 84 85 86 86 84 86 86 86 97  97 84 81 81 62 
HM629973 86 86 86 87 87 86 88 88 88 96 97  86 83 82 62 
HM629969 87 87 88 89 89 90 90 90 90 86 84 86  92 75 62 
HM629971 87 87 87 87 87 90 91 91 91 83 81 83 92  72 65 
HM629967 74 74 74 75 75 76 76 77 78 81 81 82 75 72  53 
HM629970 64 64 64 63 63 63 63 63 63 62 62 62 62 65 53  
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ها یرای جدایه های مورد بررسی و جدایه های منتخب ماتریس شباهت  -ضمیمه 2جدول  
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HM629958 100 100 100 94 94 99 88 87 93 94 89 88 94 92 93 87 87 88 88 85 76 70 69 45 41 45 

HM629962 100 100 100 94 94 99 88 87 93 94 89 88 94 92 93 87 87 88 88 85 76 70 69 45 41 45 

HM629959 100 100 100 94 94 98 88 87 93 94 89 89 94 92 93 87 87 88 88 85 76 70 69 45 41 45 

HM629960 94 94 94 100 100 93 89 89 94 95 90 90 94 94 93 87 87 88 88 87 78 69 69 44 42 44 

HM629963 94 94 94 100 100 93 89 89 94 95 90 90 94 94 93 87 87 88 88 87 78 69 69 44 42 45 

JX114790 99 99 98 93 93 100 86 86 92 92 87 87 93 91 91 86 86 87 86 84 75 68 67 43 40 44 

FAU61671 88 88 88 89 89 86 100 99 92 92 94 95 92 93 91 85 84 85 95 91 75 65 65 42 40 44 

JX897002 87 87 87 89 89 86 99 100 92 91 95 95 91 92 91 86 84 85 96 91 75 65 65 41 39 44 

HM629961 93 93 93 94 94 92 92 92 100 99 91 90 98 98 99 89 87 88 91 87 78 68 68 43 42 45 

HM629964 94 94 94 95 95 92 92 91 99 100 91 90 99 98 98 88 88 89 90 87 78 69 68 44 42 45 

HM629969 89 89 89 90 90 87 94 95 91 91 100 98 90 89 91 87 85 86 92 93 76 68 64 43 39 45 

JX205167 88 88 89 90 90 87 95 95 90 90 98 100 90 90 90 85 84 86 92 92 76 67 65 42 39 44 

HM629965 94 94 94 94 94 93 92 91 98 99 90 100 100 97 97 88 88 90 90 87 79 69 68 43 42 45 

JX897003 92 92 92 94 94 91 93 92 98 98 89 90 97 100 97 87 85 87 89 87 77 67 66 42 40 44 

HM629966 93 93 93 93 93 91 91 91 99 98 91 90 97 97 100 90 88 90 90 87 80 69 68 44 42 45 

HM629968 87 87 87 87 87 86 85 86 89 88 87 85 88 87 90 100 97 96 85 82 82 70 64 44 41 45 

HM629972 87 87 87 87 87 86 84 84 87 88 85 84 88 85 88 97 100 97 83 81 82 69 64 44 41 44 

HM629973 88 88 88 88 88 87 85 85 88 89 86 86 90 87 90 96 97 100 84 83 82 70 64 43 41 44 

HM629971 88 88 88 88 88 86 95 96 91 90 92 92 90 89 90 85 83 84 100 88 74 68 69 42 40 46 

JQ912669 85 85 85 87 87 84 91 91 87 87 93 92 87 87 87 82 81 83 88 100 73 65 64 44 38 43 

HM629967 76 76 76 78 78 75 75 75 78 78 76 76 79 77 80 82 82 82 74 73 100 59 57 40 38 41 

KC142125 70 70 70 69 69 68 65 65 68 69 68 67 69 67 69 70 69 70 68 65 59 100 60 37 37 37 

HM629970 69 69 69 69 69 67 65 65 68 68 64 65 68 66 68 64 64 64 69 64 57 60 100 38 38 39 

AY452895 45 45 45 44 44 43 42 41 43 44 43 42 43 42 44 44 44 43 42 44 40 37 38 100 31 29 

AB753169 41 41 41 42 42 40 40 39 42 42 39 39 42 40 42 41 41 41 40 38 38 37 38 31 100 32 

JX171450 45 45 45 44 45 44 44 44 45 45 45 44 45 44 45 45 44 44 46 43 41 37 39 29 32 100 
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 فوزاریم جنس در گونه های مختلف ITSدر توالی  ها آنو تعداد تکرار  دار الگو های بسیار معنی– 3جدول ضمیمه
یف
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 AAC 6 6 0 0 6 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 
AAT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 6 6 
CAA 5 5 0 5 5 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 
GAA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 8 0 7 0 8 8 
GAAT 4 4 4 4 4 4 4 4 4 0 4 4 0 4 4 4 
GTA 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 3 0 0 3 0 0 
GTGAA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 
TAG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 
TGGTATT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 
TGTTTTT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 0 
TTA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 0 
TTGG 4 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
TTTAATTA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 
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