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Aim: The aim of this study was to collect and identify Fusarium of Elegans and 

Martiella-Ventricosum sections related to cucurbits plant in Tehran province and 

evaluation the efficiency of ITS-RDNA RFLP polymorphisms as a molecular 

marker in assessment of relationships between these Fusaria. Materials and 

Methods: During the cropping season, sampling from cucurbit field was done 

from the root, crown, stem up to height of 15 cm, as well as the soil (rhizosphere). 
Fungal isolates were cultured on PPA culture medium, purified by single 

sporulation method, and then identified based on morphological characteristics. 

Genomic DNA of fungi was extracted. The genomic DNA of Fusarium isolates 

was extracted and ITS-rDNA region was amplified with ITS1 and ITS4 primers. 

PCR products were digested with SmaI, BglΠ and MboI restriction enzymes and 

then loaded on 2.5% agarose gel. Data analyses were performed by NTSYS-PC 

V2.02 software. At first, a data matrix of the presence (1) or absence (0) of each 

band was drawn for each isolate. Then using the SM similarity coefficient, the 

genetic distance matrix was produced and the similarity dendogram of isolates 
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was drawn based on the SAHN coefficient and the UPGMA method. Results: A 

total of 95 Fusarium isolates belonging to species of Fusarium solani and 

Fusarium oxysporum were identified. Of which, 45 isolates belonging to F. solani 

and 50 isolates were identified as F. oxysporum. In this research, based on 

morphological characteristics, F. redolens isolates were not differentiated from F. 

oxysporum isolates and both were placed under F. oxysporum group. PCR 

reproduction of ITS region result in fragments in size of 550±25 bp in F. 

oxysporum isolates, and 575±25 bp in F. solani isolates. Bgl Π enzyme had no 

cleavage site in ITS products in both species, neither in F. solani nor in F. 

oxysporum. SmaI enzyme had one cleavage site in F. solani isolates and produced 

two fragments (350bp and 230bp) but had no cleavage site in F. oxysporum 

isolates. The MboI enzyme in some F. oxysporum isolates produced four 

fragments (180bp, 160bp, 130 bp and 90 bp), so these isolates called as Fusarium 

redolens. MboI enzyme in others Fusarium oxysporum isolates produced two 

bands (320 bp and 190 bp). MboI enzyme had no restriction site in F. solani 

isolates. Conclusion: It seems that the use of rDNA-ITS RFLP marker is a 

suitable method to differentiate Fusarium species belonging to section Elegance 

from those of Martiella-Ventricosum sections. It is more efficient method for 

studying diversity within and between species in section Elegans. 
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Ventricosum  مرتبط با کدوییان با استفاده از مارکرRFLP در استان تهران 
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های مرتبط با گیاهان تیره کدوئیان در آوری و شناسایی فوزاریومهدف از این تحقیق جمع: هدف 

به عنوان یک  ITS-rDNA RFLPران و ارزیابی چندشکلی مناطق کشت این محصولات در استان ته

در  ها:مواد و روشباشد. ها مینشانگر مولکولی در بررسی روابط خویشاوندی این گروه از فوزاریوم

ی کشت محصولات جالیزی استان تهران، از محل ریشه، طوقه، طول فصل زراعی از مناطق عمده

عمل آمد. برداری ها بهن خاک اطراف گیاه )ریزوسفر(، نمونهمتری و همچنیسانتی 15ساقه تا ارتفاع 

کشت، و به روش تک اسپور کردن خالص سازی شده و  PPAکشت های قارچی بر روی محیطجدایه

شد. ناحیه ها استخراجژنومی قارچ DNAشناسی شناسایی شدند. های ریختسپس بر اساس ویژگی

، تکثیر شد. محصولاتITS4و  ITS1استفاده از پرایمرهای های فوزاریوم با جدایه rDNA ITSژنومی 

PCR های با استفاده از آنزیمSma Ι ،Bgl ΙΙ  وMbo Ι  مورد هضم قرار گرفتند و سپس بر روی ژل

 NTSYS-PC V2.02افزار ها با استفاده از نرمشدند. تجزیه و تحلیل دادهدرصد بارگذاری 5/2آگارز 

( هر باند برای هر 0( یا عدم وجود )1ا یک ماتریکس داده از وجود )انجام شد. بدین نحو که ابتد

، ماتریکس فاصله ژنتیکی تولید و بر اساس SMجدایه ترسیم شد. سپس با استفاده از ضریب شباهت 

در مجموع تعداد : نتایج. شدها ترسیمدندوگرام شباهت جدایه UPGMAو روش  SAHNمقیاس 

شناسایی شد که از این  F. oxysporumو  Fusarium solaniهای نهجدایه فوزاریوم متعلق به گو 95

تشخیص داده شد. از  F. oxysporumجدایه به عنوان  50و  F. solaniجدایه متعلق به  45تعداد، 

24/11/1400: افتیدر خیتار  

5/04/1140: یبازنگر خیتار  

 02/05/1401: رشیپذ خیتار
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و در  bp 25±550 ی یک ناحیه F. oxysporumهای در جدایه ITS4و  ITS1تکثیر ناحیه بین 

فاقد جایگاه  Bgl ΙΙدست آمد.آنزیم به bp 25±575ی به اندازه ای، ناحیه F. solaniهای جدایه

بدون جایگاه برشی، ولی در  F. oxysporumهای در گونه Sma Ιبود. آنزیم  ITSی برشی در ناحیه

شد. جفت بازی تولید 230و  350ی د و دو قطعهدارای یک جایگاه برشی بو F. solaniهای گونه

 bp 180،bpچهار باند ) F. oxysporumشده به نام دادههای تشخیصدر برخی جدایه Mbo Ιآنزیم 

160 ،bp 130 وbp 90 ها به عنوان (تولید کرد که این جدایهF. redolens شدند و در تشخیص داده

های در جدایه Mbo Ιتولید شد. آنزیم  bp 190و  bp 320دو باند  F. oxysporumهای دیگر جدایه

F. solani رسد، استفاده از به نظر می: گیرینتیجه چند جدایه فاقد جایگاه برشی بود. به استثنای

تواند روش مناسبی برای می Mbo Iو  Sma Iهای برشی با استفاده از آنزیم rDNA-RFLPروش 

از همدیگر و  Martiella-Ventricosumو  Elegansهای فوزاریوم متعلق به دو بخش تفکیک گونه

 باشد. Elegansای در بخش اخل یا بین گونههمچنین بررسی تنوع د

 

 مقدمه -1

های گیاهی هستند که در ایران و یا گیاهان جالیزی، یکی از مهمترین گروه (Cucurbitaceae) گیاهان خانواده کدوییان

 .Citrullus lunatus L))توان به هندوانه های اقتصادی این خانواده میشوند. از مهمترین گونهیخصوص استان تهران کشت مهب

اشاره کرد. استان  (C. melo var. inodorus)و خربزه  ( C. melo var. cantalupenses) ، طالبی( .Cucumis sativus L) خیار

(. 1باشد )های مهم در تولید این محصولات مییز، یکی از استانهکتار زمین زیر کشت جال 5000بودن بیش از تهران با دارا

ها در ها و پژمردگیزاد و همچنین بذرزاد هستند که باعث پوسیدگیهای مختلف فوزاریوم مهمترین عوامل بیماریزای خاکگونه

 Fusarium oxysporumتوان به می زااین عوامل بیماری مهمترین(. از 2شوند )گیاهی و از جمله کدوییان میگونه 80بیش از 

f.sp. melonis, ها( )بیمارگر گروه ملون F. proliferatum وF. solani f.sp. cucurbitae ی )عامل پوسیدگی طوقه و ریشه

 (. 4،3کرد )ی کدو حلوایی( اشارهها، کدو خورشتی، کدو حلوایی و میوهملون

Wollenweber  وReinking  بندی، بخش های فوزاریوم موجود را در شانزده بخش قرار دادند. در این تقسیمگونه 1935در سال

Elegans های شامل گونهF. oxysporum  وF. redolens  و بخشMartierella ی شامل تک گونهF. solani ا بود. بعدSnyder 

منتقل  F. solaniبه  Ventricosumو  Martiellaهای ها را از بخشها، نژادها و فرم مخصوصی گونه(، همه1941) Hansenو 

 (. 5گرفت )کردند و این چیدمان به طور وسیعی مورد استفاده قرار

( و 6)شناسی موجود و توسعه راهکارهای کنترل بیماری های بیمارگر در جهت دانستن زیستتشخیص ساختار جمعیتی قارچ

 (.7باشند بسیار مهم است )جمعیتی می همچنین مطالعات مولکولی بین افراد که جزیی از این ساختار

(. هر چند که سیستم 8شناسی است )دارای دامنه میزبانی گسترده و تنوع بالایی در بیماریزایی و ریخت F. solaniگروه مرکب 

این گروه های و یا فهم روابط بین جدایه F. solaniشناسی تنها، ابزار دقیقی در جهت شناسایی گروه بندی بر مبنای ریخترده
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(. وجود تنوع 10،9تواند امیدوارکننده باشد )کند. لذا داشتن یک دستاورد مولکولی در جهت نیل به این هدف، میرا فراهم نمی

های خاص دارای بندی را بر آن داشته است تا ویژگیها، خصوصاَ درشرایط محیطی مختلف، دانشمندان علم ردهزیاد در گونه

ها ارائه سایی گونهها و کلیدهای مختلفی برای شناهمین دلیل، روشها مورد توجه قرار دهند. بهونهبندی گاهمیت را در رده

ها، ی ماکرو و میکروکنیدیی شکل و اندازههای متمایز کنندهبر اساس ویژگی اهای فوزاریوم عمدتشناسایی گونه .(5است )شده

های کشت ها و سرعت رشد بر روی محیطها، رنگدانهاهری پرگنهوجود یا عدم وجود کلامیدوسپور و همچنین خصوصیات ظ

 F. solaniهای های تبارشناسی گونههایی که توسط محققین در جهت تجزیه و تحلیل(. از میان روش5آگار بنا شده است )

برداری شده های نسخه(، ناحیهrDNA-IGSریبوزومی ) DNAهای بین ژنی در ناحیه توان به مواردی مانندشود، میاستفاده می

 (. 11( اشاره کرد )tef-αشدن ترجمه )( و فاکتور آلفای طویلLSU) RNA، ژن زیر واحد بزرگ (rDNA-ITS)ژنی میان

باشند. هر واحد تکراری ها میهای ژنی و غیر ژنی یا فاصله( شامل توالیrDNAریبوزومی ) DNAی واحدهای تکرار شونده 

 Internal)(ITS1و ITS2برداری شونده )ی بین نواحی نسخهو دو فاصله، یعنی فاصله 18S, 5.8S, 28Sشامل یک کپی از ژنهای 

Transcribed Spacer) ی بین دو ژن و فاصله(IGS)( Intergenic spacer) های باشد. ژنمیrDNA دلیل اینکه از حفاظت به

-که فاصلهگیرند. در حالیسطوح بالا مورد استفاده قرار میشدگی خیلی بالایی برخوردار هستند، در جهت مطالعات تکاملی در 

 ها جهت مطالعه روابط خویشاوندی در بسیار متغیر هستند و لذا در بررسی ITS1) و  (ITS2برداری شده های بین نواحی نسخه

بندی دیگر می، در ردهکسونودر علم سیستماتیک و تا ITSدلیل سودمندی ناحیه شود. بنابراین بهسطح گونه از آنها استفاده می

 DNAای است که از رین ناحیهاحتمالا بیشت rDNA-ITS(. ناحیه 13،12گیرد )های قارچی نیز مورد استفاده قرار میگونه

تنوع را در مقایسه با دیگر نواحی ژنومی مانند  یبیشترین درجه rDNA-IGSو  rDNA-ITSاست. نواحی یابی شدهها، توالیقارچ

LSU  وSSU (. آغازگرهای مختلفی از جمله آغازگرهای 14اند )از خود نشان دادهITS1  وITS4  ین قارچها اجهت مطالعه

-از آنزیم تکثیر شده با استفاده ITSی های فوزاریوم، ناحیهبرای بررسی میزان شباهت ژنومی بین گونه .(15اند )شده استفاده

ارند ها دقارچ هایی که کاربرد بیشتر در مطالعات ژنتیکیی آنزیمرند. از جملهگیهای برشی متعددی مورد برش )هضم( قرار می

شاره و ... ا SmaΙ, HinfΙ, ,SphΙ, HaeΙΙΙ, BglΙΙ, HindΙΙΙ, MspΙ, MobΙ, SacΙ, SalΙI, HincI, XhoΙ, EcoRIIPstΙ ,توان بهمی

استفاده شد.  ITSهای جهت هضم توالی Mbo Ιو  Sma Ι ،Bgl ΙΙ(. در این پژوهش نیز از سه آنزیم برشی 11، 16، 17کرد )

ت در ین محصولااهای مرتبط با گیاهان تیره کدوئیان در مناطق کشت آوری و شناسایی فوزاریومپژوهش حاضر با هدف جمع

ی این ررسی روابط خویشاوندعنوان یک نشانگر مولکولی در ببه ITSی ژنومی استان تهران و همچنین ارزیابی کارایی ناحیه

 انجام گرفت. ها،گروه از فوزاریوم

 هاو روش مواد  -2

ی کشت محصولات جالیزی استان ق عمدهاز مناط 1396-97در طول فصل زراعی  ها:آوری و جداسازی قارچجمع

ریزوسفر تا اف گیاه )متری و همچنین از خاک اطرسانتی 15عمل آمد. از ریشه، طوقه و ساقه تا ارتفاع برداری ها بهتهران، نمونه

 (. 1آوری شد )جدول عنوان نمونه جمعسانتی متری از گیاه(، به 15متری و فاصله سانتی 20تا  10عمق 
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 آوری آنهاها، میزبان و محل جمعی جدایه: شماره 1جدول   

 

، در ppm 500تیک سیپروفلوکساسین در آب مقطر استریل حاوی آنتی بیو g1: ml50های آماده شده به نسبت ز خاکا

پانسیون قارچی در سوس یشد و سپس جهت آزاد شدن بهتر اجزایک سوسپانسیون تهیه لیترمیلی 100های با حجم ارلن

ی ریشه و ساقه نیز، هاقرار داده شدند. در مورد نمونه rpm  150ساعت بر روی دستگاه شیکر با دور  2مدت ها بهحاصله، ارلن

ز این ار یک گرم لا مقدامتری برش داده و سپس مانند مرحله باها را به با چاقو یا اسکالپل به قطعات ریز چند میلیابتدا آن

متری حاوی انتیس 10های ها بر روی پلیتلیتر از این سوسپانسیونلیتر آب اضافه شد. مقدار یک میلیمیلی 50قطعات به 

 (Ciprofloxacin 500 mg) بیوتیک سیپروفلوکساسینآنتی ppm 500حاوی PPA  (Peptone PCNB Agar )محیط کشت

 پخش شد. 

 منطقه/ بخش گیاه میزبان شماره جدایه تعداد جدایه

3 F 791, F 779, F 781 پاکدشت خربزه 

13 F 670, F 654, F 72, F73, F 51, F 134, F 770, F 771, F 82, F 84, F 91, F 92, F 20 پیشوا خیار گلخانه 

5 F 736, F 36, F 1002, F 1004, F 1006  پیشوا خربزه 

2 F 800, F 805 پیشوا هندوانه 

20 F 718, F 696, F 698, F 756, F 725, F 727, F 731, F 753, F 623, F 624, F 626, F 627, F 
620, F 622, F 633, F 628, F 632, F 743, F 744, F 746 

 پیشوا کدو خورشتی

8 F 643, F 645, F 653, F 47, F 63, F 64, F 66, F 123 جوادآباد خیار گلخانه 

2 F 180, F 183 جوادآباد خیار زمینی 

12 F 710, F 708, F 175, F 176, F 177, F 178, F 174, F 184, F 185, F 186, F 188, F 234 جوادآباد خربزه 

6 F 662, F 678, F 679, F 199, F689, F677 جوادآباد هندوانه 

11 F 112, F 195, F 687, F 686, F 600, F 602, F 603, F 604, F 607, F 608, F611 جوادآباد طالبی 

1 F189 دماوند خیار زمینی 

2 F 615, F 852 دماوند کدو خورشتی 

1 F 141 کریمرباط خیار زمینی 

6 F 816, F 817, F 806, F 807, F 808, F 821 کریمرباط خیار گلخانه 

2 F 829, F 832 ورامین خیار زمینی 

1 FOM1 ورامین مرکز تحقیقات کشاورزی 

   هامجموع جدایه 95
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زیر میکروسکوپ تک  گذاری شدند و پس از این مدت درخانهگراد گرمدرجه سانتی 27±2ساعت در دمای  48مدت ها بهپلیت

های جدایه دند. خالص سازیشانتقال داده PPAهای فوزاریوم با سوزن جداسازی شده و به یک محیط کشت جدید کلونی

 روش تک اسپور کردن انجام شد.قارچی به

افت و بشناسی پرگنه )قطر، رنگ، سازی بر اساس خصوصیات ریختهای قارچی پس از خالص: جدایهناسایی قارچهاش

یکروکنیدی، ماکرو و م هایوللها و ...( و میکروسکوپی مانند تولید ماکرو و میکروکنیدیوم، نوع فیالیدها، شکل و تعداد سرنگدانه

 (. 18،5های کلامیدوسپورها مورد بررسی قرار گرفتند )شکل، نحوه تشکیل و تعداد سلول

شدند. بعد از گذشت گرادکشت دادهدرجه سانتی 25و دمای  PDAهای فوزاریوم بر روی محیط کشت جدایه: DNA استخراج

ها به آرامی ریل به سطح محیط کشت و با کمک یک قاشقک، میسیلیومآب مقطر استلیتر میلی 3روز، با اضافه کردن  10

( 2010ها بر اساس روش گونزالس و همکاران )ژنومی قارچ DNAآوری شدند. جمعمیلیلیتر  2شده و در یک ویال  ساییده

ژ شدند. سپس قسمت اد سانتریفیوگردرجه سانتی 4در دمای  rpm4000دقیقه در دور  5مدت ها بهشد. میکروتیوباستخراج

 ,SDS 3% w/v] از بافر استخراج  لیترمیلی 5/0نشین شده )پلت( مقدار رویی )سوپرناتانت( دور ریخته شد و به قسمت ته

EDTA 0.5 mM, NaCl 1 M, Tris-HCl 0.1 mM pH:8] SDS ( اضافه شد و با عمل برگرداندن گراددرجه سانتی 65داغ )

با آرام  اَشدند مجدد( قرار دادهگراددرجه سانتی 65گرم )دقیقه در حمام آب 10مدت سپس بهیکنواخت شدند.  متناوب کاملاَ

( به آنها v/v 1:1از مخلوط کلروفرم/فنول ) لیترمیلی 4/0برگرداندن متناوب )صد مرتبه( محتویات آنها مخلوط شده و سپس 

سانتریفیوژ شدند.  rpm 10000دقیقه در دور  5دت ماضافه شد. با عمل برگرداندن میکروتیوبها مخلوط شده و سپس به

( به یک ویال جدید انتقال داده شد و لیترمیلی 8/0باشد. فاز رویی )می DNAها سه فاز شده که فاز رویی حاوی محتویات ویال

مل برگرداندن ها با عشد. پس از یکنواخت کردن محتویات میکروتیوب پروپانول خنک در حد یخ به آن اضافه لیترمیلی8/0

، بهتر است قبل از انجام این  DNAمنظور رسوب بیشتر سانتریفیوژ شدند. ) به rpm 10000دقیقه در دور  10مدت متناوب، به

نگهداری شوند(. پس از سانتریفیوژ، ایزوپروپانول رویی با دقت و میلیلیتر  -20دقیقه در دمای  30مدت ها بهسانتریفیوژ، ویال

ها اضافه شد و با عمل برگرداندن رسوب شده در ته ویال DNAبه  درصد 75اتانول  لیترمیلی 1شد و سپس  آرامی کشیدهبه

سانتریفیوژ شد. محلول رویی با دقت  rpm 10000دقیقه در دور  5مدت شسته شد. سپس به رسوب شده کاملا DNAمتناوب 

دقیقه( خشک  30یوب باقی بماند. سپس در معرض هوا )حدود در ته ت DNAها دور ریخته شد تا پلت و با کج کردن آرام تیوب

 w/v Tris-Base pH:8 10mM, %0.02 w/v EDTA 0.122%]از بافر  میکرولیتر 50ی کاملا خشک شده DNAد. به پلت ش

1mM]  TE شد تا  شد و اجازه داده اضافهDNA  د. از شداریگراد نگهدرجه سانتی -20کاملا در آن حل شده و سپس در دمای

 (. 19ی ژنومی استفاده شد )DNAدستگاه اسپکتروفوتومتر جهت بررسی کیفیت و غلظت 



 در استان تهران  RFLPط با کدوییان با استفاده از مارکر مرتب Martiella-Ventricosumو  Elegansهای اریوم بخشفوز ITS-rDNAبررسی چند شکلی ناحیه 
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( از bp 600 ابا طول تقریب DNAهای فوزاریوم )یک قطعه مربوط به گونه ITSجهت تکثیر ناحیه ژنومی  :PCR هایواکنش

 ITS4 (5ʹ-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3ʹ)و  ITS1 (5ʹ-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3ʹ)آغازگرهای 

از هر  میکرولیتر 1، (2X)میکس مسترمیکرولیتر  5/12، حاوی میکرولیتر 25 (. تکثیرها در یک واکنش با حجم 5شد )استفاده

های حاوی مخلوط واکنش انجام شد. ویال PCRآب مقطر مخصوص میکرولیتر  8الگو و  DNAاز  µL 5/2( ، µM 5/0پرایمر )

دقیقه در  5سازی اول به مدت بدین نحو انجام شد: واسرشته PCRشدند. مراحل واکنش قرار داده PCR (Bioer®)اه در دستگ

درجه  94دقیقه در دمای  1مدت ی واسرشته سازی دوم بهچرخه از سه مرحله 35، سپس گراددرجه سانتی 94دمای 

درجه  72دقیقه در دمای  1مدت ها بهو بسط رشتهگراد رجه سانتید 58دقیقه در دمای  1مدت ، اتصال پرایمرها بهگراد سانتی

(. جهت بررسی قطعات ژنومی 16انجام شد )گراد درجه سانتی 72دقیقه در بسط نهایی در دمای  10و در نهایت  گرادسانتی

 mLدر میکرولیتر  DNA Safe Stain (Sinaclon™) (5/1درصد حاوی  1در ژل آگارز  PCRتکثیری احتمالی، محصول نهایی 

دقیقه بارگذاری شد. سپس جهت  60مدت آمپر بهمیلی 80ولت و مقاومت  80ژل( در دستگاه الکتروفورز با ولتاژ  میلیلیتر100

 قرار داده شدند.  320و شدت نور  UVها بر روی دستگاه ژل داکیومنت با نور آشکارسازی باندها، ژل

های واحد آنزیمی از آنزیم 5 -10با استفاده از  PCRاز محصول میکرولیتر 15تا  12دار مق :مخلوط واکنش هضم آنزیمی

Sma Ι ،Bgl ΙΙ  وMbo Ι از بافر عمومی همراه آنزیم، بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده )میکرولیتر  5همراه بهJena 

Bioscienceآمیزی ی رنگدرصد حاوی ماده 5/2رز گرفتند. در پایان، این محصولات بر روی ژل آگا( مورد هضم قرارDNA 

Safe Stainی آمپر بارگذاری شدند. قطعات برش خوردهمیلی 200ولت و  80دقیقه در  30مدت ، بهDNA کش همراه خطبه

1Kb DNA  در زیر نورUV 320 nm شکارسازی شدند.آ 

، بر اساس ®Digimizerافزار ، با استفاده از نرمی مولکولی قطعات تکثیر شدهجهت بررسی اندازه ها:تجزیه و تحلیل داده

، طول 1Kbکش مولکولی دست آمده از حرکت هر باند در مقابل لگاریتم اندازه مولکولی آن باند از خطهمنحنی استاندارد ب

عنوان یک باند مشترک بودند به قطعات ژنی تکثیر شده، محاسبه شد. قطعاتی که بر روی ژل آگارز، فاصله یکسانی را طی کرده

انجام شد. بدین نحو که ابتدا یک  NTSYS-PC V2.02افزار ها با استفاده از نرمتجزیه و تحلیل دادهشدند.  در نظر گرفته

، SM( هر باند برای هر جدایه ترسیم شد. سپس با استفاده از ضریب شباهت 0( یا عدم وجود )1ماتریکس داده از وجود )

  شد.ها ترسیمدندوگرام شباهت جدایه UPGMAو روش  SAHNکی تولید و بر اساس مقیاس ماتریکس فاصله ژنتی

 جینتا-3

  هاآوری و شناسایی مورفولوژیک قارچجمع

ین تعداد، اشناسایی شد که از  F. oxysporumو  Fusarium solaniهای جدایه فوزاریوم متعلق به گونه 95در مجموع تعداد 

 .(1)شکل  تشخیص داده شد F. oxysporumعنوان جدایه به 50و  F. solaniجدایه متعلق به  45

 

کلامیدوسپور.  -C، ومو میکروکنیدی ومماکروکنیدی -Bکنیدیوفور،  -A: ردیف بالا Fusarium solani: خصوصیات ظاهری 1شکل 

Fusarium oxysporum ردیف پایین :D-  ،کنیدیوفورE- ومو میکروکنیدی ومماکروکنیدی ،F- .کلامیدوسپور 
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 PCRهای واکنش

 .Fهای را تولید کرد و در جدایه bp 25±550 ی یک ناحیه F. oxysporumهای در جدایه ITS4و  ITS1تکثیر ناحیه بین 

solani ی ای به اندازه، ناحیهbp 25±575  (.2تکثیر شد )شکل 

 

و  Fusarium oxysporum (F654, F180)های فوزاریوم. ر جدایهد  ITS (ITS1, 5.8S, ITS2)یشده از ناحیه: باندهای تکثیر2شکل 

Fusarium solani (F623, F73, F678, F679, F743, F624)  

 

  RFLPهضم آنزیمی و تجزیه و تحلیل های باندهای 

 Bgl ΙΙ نزیممورد هضم قرار گرفت. آ Mbo Ιو  ,Sma Ι Bgl ΙΙهای توسط آنزیم PCR، این محصول ITSی پس از تکثیر ناحیه

ی هاین دو گون ITSی دهد این آنزیم فاقد جایگاه برشی در ناحیهانجام نداد که نشان می PCRگونه برشی در محصول هیچ

ی ایجاد دو قطعه F. solaniهای فاقد جایگاه برشی بود. ولی در گونه F. oxysporumی در گونه Sma Ιباشد. آنزیم فوزاریوم می

 (.3)شکل  جفت بازی کرد 230و  350

 

 Fusarium solaniهای در برخی جدایه Sma Ιتوسط آنزیم  ITSی شده از ناحیه: الگوی قطعات هضم3شکل 



 در استان تهران  RFLPط با کدوییان با استفاده از مارکر مرتب Martiella-Ventricosumو  Elegansهای اریوم بخشفوز ITS-rDNAبررسی چند شکلی ناحیه 
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 .Fهای استثنای چند جدایه فاقد جایگاه برشی بود. این آنزیم در برخی جدایهبه F. solaniهای در جدایه Mbo Ιآنزیم 

oxysporum جفت بازی  190و  320ی ها دو قطغهجفت باز، و در دیگر جدایه 90و 130، 160، 180های چهار باند به اندازه

 (.4رویت نشدند )شکل  هاشوند که در این آزمایشباندهایی با اندازه کوچکتری نیز تولید می تولید کرد. احتمالاَ

 

 ,Mbo Ι .Fusarium oxysporum (F756, F188, F177, F134, F180)توسط آنزیم  ITSی شده از ناحیه: الگوی قطعات هضم4شکل شماره 

F. solani (F817), F.redolens (F770, F829, F36, F20, F808, F806) 

 .Fدر گروهی جدا از  F. redolensهای . جدایه،دادنشان زاریوم بر اساس نتایج هضم آنزیمیهای فوواره تشابه جدایهرسم درخت

oxysporum (5تایج برخی محققین مطابقت داشت )شکل قرار گرفتند که این نتایج با ن 

 

ریبوزومی، بر  ITSی آنزیمی از ناحیه های فوزاریوم، حاصل از قطعات برش خورده: دندوگرام شباهت بین جدایه5شکل 

 .SMو ضریب تشابه  UPGMAاساس روش 

 حثب -3

 Martiella-Ventricosumهایبخشو  F. redolensو  F. oxysporumی شامل دو گونه Elegansبا توجه به اینکه بخش    
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شناسی و استفاده از نشانگرهای مولکولی بر روی تفکیک و تمایز (، لذا مراحل ریخت20باشد )می F. solaniشامل تک جنس 

ها بر اساس صفات ظاهری مانند رنگ پرگنه، داشتن سر دروغین، مونوفیالید ها از همدیگر استوار شد. شناسایی جدایهاین گونه

شکل آن انجام شد. رنگ  و همچنین تشکیل کلامیدوسپور و وم، شکل و تعداد سلول ماکروکنیدیوم، نوع میکروکنیدیبودن

های سولانی گاهی به رنگ نخودی با تجمع قطرات ریز آب بر روی ای است و در گونهها در هر دو گونه عمدتا سفید پنبهپرگنه

ی سولانی های پتری در گونهباشد. پشت تشتکها است، مییا میکروکنیدیها که حاوی انبوهی از ماکروکنیدی و میسیلیوم

های اکسیسپوروم پشت تشتک محیط کشت دارای تنوع رنگ از باشد. در گونهای میزرد نخودی گاهی متمایل به قهوه اَعمدت

 کنند.متحدالمرکز رشد میهای صورت دایره ها بهشود. در هر دو گونه برخی جدایهمیسفید، صورتی تا سیاهرنگ دیده

ی اندازه و شکل و هی سولانی و اکسیسپوروم از همدیگر، طول فیالیدهاوجه تمایز گونه مهمترینها شاید در این بررسی

ر همدیگر و تولید حالت ها د( و ادغام میسیلوم11تر بوده )ی اکسیسپوروم، طول فیالید کوتاهها بود. در گونهوممیکروکنیدی

ست. امرغی شکل تخم و یک سلولی اَی اکسیسپوروم نیز عمدتهای گونهومشدن بیشتر است. میکروکنیدی بندکفشی

ر ولی بسیا رغی شکلمتخم بیضی یا دو سلولی و در گروه دیگر نیز، یک سلولی اَی سولانی عمدتدر برخی گونه وممیکروکنیدی

دیواره سلولی و کمی  3 ی اکسیسپوروم عمدتا باها در گونهوموکنیدیماکر(. 16های اکسیسپوروم است )بزرگتر از میکروکنیدیوم

- دیواره 3-4-5ا بی سولانی صاف تا کمی خمیده ها در گونهوممشخص، ولی ماکروکنیدی خمیده و دارای سلول پاشنه کاملاَ

 واضح نیست. عرضی و پاشنه اسپور کاملا

نظر  شد. به( و زنجیر سه تایی دیدهرت تکی، جفت سلول )عمدتاَصو کلامیدوسپورهای هر دو قارچ تقریبا مشابه هم، به

در رسد تنها تفاوت جزیی بین آنها در این باشد که سطح کلامیدوسپورهای گونهی سولانی کمی خاردار میباشد. می

های ریختشناسی گونههای F. oxysporum و گونهی F. redolens، از همدیگر تمایز دادهنشدند. و این امر قابل پیش-بررسی

بینی بود. زیرا برخی محققین نیز در آزمایشات خود قادر به تفکیک این دو گونه از همدیگر نشدهبودند )17(.  در تکثیر ناحیهی 

ITS ریبوزومی توالیهایی به طول حدود bp 500-630 تکثیر شد. با توجه به اینکه در گونههای F. oxysporum و همچنین 

برخی فرم مخصوصهایی از مجموعهی F. solani مانند F.s. f.sp. piperis طول rDNA-ITS حدود bp 550 است و مضافاَ 

اینکه در مجموعهی F. solani برخی گونهها bp 570 و برخی دیگر bp 620 است، لذا تفکیک قطعی گونههای این دو بخش 

مهم و پیچیده از همدیگر بر اساس طول توالی ناحیهی ITS ریبوزومی کار آسانی نخواهد بود )8(. در این آزمایشات نیز این 

موضوع کاملاَ صدق میکرد و تنها جدیههای از F. solani که باند حدود bp 600 تولید کردند به راحتی و با اطمینان از گونه-

های بخش Elegans قابل شناسایی بودند.این نتایج امکان وجود چندشکلی را در ناحیهی rDNA-ITS در میان جدایههای 

مختلف این گونهها، تقویت کرد که این موضوع در ادامه با هضم این توالیها توسط آنزیمهای برشی بررسی شد. با توجه به 

شباهتهای بسیار نزدیک ظاهری و مولکولی گونههای F. oxysporum و F. redolens به همدیگر و عدم تفکیک آنها در مراحل 

قبل، تلاش شد، از آنزیمهایی که در تفکیک این دو گونه از همدیگر و همچنین این دو گونه از F. solani کارایی داشته باشند 

F.  فاقد جایگاه برشی بود. در جدایههایی که تحت نام Elegans در جدایههای متعلق به بخش Sma I استفاده شود . آنزیم

solani  شناسایی شده بودند داری یک جایگاه برشی بود که منجر به تولید دو قطعهی حدود bp 350 و bp 230 شد. )به 

استثنای شش جدایهی F123, F234, F602, F608, F662 و F718 که هیچگونه باندی مشاهدهنشد(. این آنزیم برشی در 

تفکیک این دو گروه قارچی از همدیگر کارایی مناسبی دارد. این نتایج با نتایج سایر محققان نیز مطابقت داشت )16،11(. بهنظر 

F.  باشند که از لحاظ ظاهری به F.s. f.sp. piperis مانند F. solani میرسد، شش گونهی ذکر شده در بالا جزو جدایههایی از

 solani شباهت دارند ولی از لحاظ الگوی rDNA-RFLP-ITS به F. oxysporum شبیه هستند.



 در استان تهران  RFLPط با کدوییان با استفاده از مارکر مرتب Martiella-Ventricosumو  Elegansهای اریوم بخشفوز ITS-rDNAبررسی چند شکلی ناحیه 
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نهایت شناسایی  و در Bgl Πتوسط آنزیم  rDNA-ITSی شکلی در ناحیهمورد ایجاد چند با توجه به اینکه اطلاعاتی در

عنوان یک آنزیم جدید در به Bgl Πبود، از آنزیم  توسط نگارندگان یافت نشده Martiellaو  Elegansهای های بخشفوزاریوم

بر روی  Bgl Πمک کند. نتایج نشان داد که آنزیم ها استفاده شد تا شاید نتایج احتمالی آن به حل این موضوع کاین بررسی

های مورد مطالعه در این تحقیق از این دو بخش فوزاریوم، فاقد هر گونه جایگاه برشی است و هیچگونه باند تمایز جدایه

 شود.باشد تولید نمی کنندههای فوزاریوم تعیینای که در تقسیم بندی این گونهکننده

از  F. redolensو  F. oxysporumی های مختلف، در تفکیک دو گونهوانایی تولید باندهایی با اندازهدلیل تبه Mbo Ιآنزیم 

نتایج حاصل از این تحقیق نیز این موضوع راتایید کرد. این آنزیم در برخی  (.17همدیگر،کارایی خوبی از خود نشان داده بود )

 Waalwijkتولید کرد که با نتایج  bp 90و bp 180،bp 160 ،bp 130دود هایی حچهار باند به اندازه F. oxysporumهای جدایه

های شدند. در برخی دیگر از جدایه تشخیص داده F. redolensعنوان ها بهمشابهت داشت و این جدایه 1996و همکاران 

تشخیص  F. oxysporumنوان عشد که این گروه بهتولید bp 190و  bp 320دو باند  نیز F. oxysporumنام شناسایی شده به

 (.17) رویت نشدند هاشوند که در این آزمایشهای کوچکتر نیز تولید میباندهایی با اندازه شدند. در هر دو گروه احتمالاَ داده

تشخیص داده شده  F. oxysporumعنوان شناسی به( که از لحاظ ریخت F72و  F183, F184, F185, F186در پنج جدایه )

 F. solaniه از گروه یهای بسیار شبگونه چند شکلی مشاهده نشد. که علت این امر شاید شناسایی اشتباه برخی گونهچبودند هی

 (.5باشد ) F. oxysporumجای به F. subglutinansیا 

جایگاه برشی  فاقد Mbo Ιآنزیم  F817و  F626 ,F770, F725, F756به استثنای پنج جدایه  F. solaniهای تحت نام در جدایه

 bpو  bp 320دو باند  F. oxysporumهای مانند جدایه F817و  F756های نشد. در جدایه بود و هیچگونه چندشکلی مشاهده

 bp 180یک تک باند  F770و  F626ی ، و در دو جدایهbp 130و  bp 180،bp 160سه باند  F725و در جدایه  190

 شد. مشاهده

ها بینابینی در ماکروکنیدی، و یا وجود گونه خصوصاَ F. solaniو  F. redolensهای یاد برخی ویژگیبا توجه به شباهت بسیار ز

 (.5حصول این نتایج دور از انتظار نبود ) F. oxysporumو  F. redolensدر میان 

لق به بخش های متعای بیشتری نسبت به جدایهتنوع داخل گونه Elegansهای متعلق به بخش در این تحقیق جدایه

Martiella های از خود نشان دادند. جدایهF. redolens  در گروهی جدا ازF. oxysporum  قرار گرفتند که این نتایج با نتایج

 (. 17برخی محققین مطابقت دارد )

 یریگجهینت -4

تواند روش می Mbo Iو  Sma Iشی های بربا استفاده از آنزیم rDNA-RFLPرسد که استفاده از روش نظر میدر پایان، به

های داخل نوعتبررسی  اَاز همدیگر و خصوص Martiellaو  Elegansهای فوزاریوم متعلق به دو بخش مناسبی برای تفکیک گونه

 باشد. Elegansای در بخش یا بین گونه

 و قدردانی تشکر -5

ی مکارپیشوا، جهت ه-ورامینشناسی گروه گیاهپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد از مسئولین آزمایشگاه بیماری 

شاورزی کت مرکز تحقیقا -ها و همچنین از جناب آقای مهندس داریوش شهریاریاشان در انجام گرفتن برخی آزمایشصمیمانه

 آید.عمل می ی ویژه بهتشکر و قدردان Fom1جهت دریافت جدایه  -ورامین
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