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های اخير،  در سال. باشد  استان يزد می ای ترين محصول گلخانه مهم (Cucumis sativus) خيار

-Fusarium oxysporum f. sp. radicisبيماری پوسيدگی فوزاريومی ساقه و طوقه با عامل 

cucumerinum های اخير  سال در .بوده استای در استان يزد  ماری خيار گلخانهترين بي مهم 

 نواقص خاطر به. است ارايه شده F. oxysporumهای   های مختلفی برای شناسايی جدايه  روش

 یتحقيقات.Fusarium sp های زير جنس  ها و گروه خصوصيات مورفولوژيکی برای تشخيص گونه

از . انجام گرفتها  تشخيص روابط تکاملی تعدادی از گونهروی ابزارهای مولکولی برای تعيين و 

 .F. oxysporum f. spهای   برای شناسايی جدايه ForcR2و  ForcF1آغازگرهای اختصاصی

radicis-cucumerinum  مربوط به تکثير ناحيه ژنومیOPB-07  ها بعد از   جدايه همه . دشاستفاده

مطالعه در . نمودند bp477  هايی با وزن مولکولیاستفاده از آغازگرهای اختصاصی توليد باند

  فرماين مولکولی شناسايی  SCARآغازگرهای از با استفاده برای اولين بار در ايران  حاضر

 .دشانجام يافته  تخصص

 

 

 

 های کليدیواژه
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جازی  های خاکزاد و همه ترين قارچ از مهم F. oxysporumگونه 

پوسيدگی  پژمردگی آوندی، هايی نظير زردی، است و عامل بيماری

 با وجود .های گياهی مختلف است ريشه و بوته ميری در گونه

يا  های منحصر به فرد معمولا يک و دامنه وسيع ميزبانی سويه

با توجه به  .کنند گياهی را آلوده میهای  تعداد کمی از گونه

نيز ايجاد  خسارات عمده اين بيمارگر به محصولات اقتصادی و

شناسايی سريع  ، بيماری در انسان و دام به سبب توليد زهرابه

 .بيمارگر جهت مديريت به موقع و مناسب بيماری الزامی است

از  زا نيز غيربيماری زا و های سودمند، بيماری استرينشناسايی 

پذيری ژنتيکی و قابليت تغيير شکل  دليل انعطاف لحاظ ظاهری به

در گذشته  .باشد پذير نمی ظاهری در برابر عوامل محيطی امکان

سری معيارهای  های بيمارگر گياهی از يک برای شناسايی قارچ

کشت و نيز   خصوصيات کشت روی محيط مورفولوژيکی نظير

حضور قارچ در بافت  تشخيص علائم در گياه ميزبان در طول

های قديمی به سبب  امروزه اين روش .شد آلوده استفاده می

های شناسايی  ها و اشتباهات بسيار توسط روش محدوديت

 Cerkauskas et al. 2001; Rose et al) اند مولکولی جايگزين شده

های مختلفی برای شناسايی   های اخير روش  در سال .(2003

 نواقص به خاطر. است ارايه شده F. oxysporumهای   جدايه

های زير  ها و گروه خصوصيات مورفولوژيکی برای تشخيص گونه

تحقيقات روی ابزارهای مولکولی برای  .Fusarium sp جنس 

ها تغيير کرده  تعيين و تشخيص روابط تکاملی تعدادی از گونه

 F. oxysporumهای مخصوص در  متاسفانه تشخيص فرم. است

ها روی  زايی قارچ گير آزمون بيماری روش وقتهنوز بر اساس 

 ;Rose et al. 2003) باشد   های مختلف گياه استوار می گونه

Vakalounakis et al. 2004; Leslie et al. 2006.) های فن آوری 

سبب تسريع شناسايی و تفکيک بيمارگرهای گياهی  جديد

از  های کامل ژنوم بسياری توالی های اخير در سال .است شده

کاوشگرهای  .ه استزا در دسترس قرار گرفت های بيماری استرين

ر با استفاده از نواحی تکثير های بيمارگ استريناختصاصی برای 

SCAR شده با توالی مشخص
 
شناسايی و تفکيک بيمارگرها را  

کمک  يابی به اين آغازگرها، ابتدا به برای دست. کند آسان می

اختصاصی برای  الکتروفورزینوارهای  RAPDهايی مانند  روش

                                                           
1
 Sequence Characterized Amplified Region 

سپس آن بند از روی ژل استخراج شده و . شود يک گونه پيدا می

در نهايت براساس توالی اين قطعه از ژنوم . شود يابی می توالی

 .(Roberts et al. 2003)آغازگرهای اختصاصی ساخته خواهد شد 

 و بودهی قطعات کوچک ژنوم اطلاعاتشامل SCAR  ینشانگرها

گری  بنابراين در غربال. مختلف ژنوم قرار دارندای در قسمت ه

 مفيدها، استفاده از اين نشانگرهای معتبر و قوی  گسترده جدايه

غالبا  F. oxysporum برای شناسايی  SCAR نشانگرهای . باشد می

مربوط به SCAR نشانگر .باشند مرتبط می 2با عناصر متحرک ژنوم

Forcشناسايی 
بسيار شبيه  Lievens( 2007) وسيله هشده ب معرفی 3

Folyt ترانسپوزون
4
OPB-07_277 نشانگر. بود 

مام در ت 5

بدون توجه به گروه سازگار رويشی يا منطقه  Forcهای  جدايه

که در اين حالت  اين استجغرافيايی وجود دارد و پيشنهاد 

اگرچه نقش اين ترانسپوزون . باشد غيرفعال  Folyt1ترانسپوزون 

هنوز مشخص نشده است، در بعضی  اختصاصی ميزبان تعييندر 

با حضور  مرتبط  F. oxysporumهای زايی جدايه موارد بيماری

 ,Jiménez-Gasco and Jiménez-Díaz)باشد  ها می ترانسپوزون

OPZ-12-865 نشانگر (. 2003
Foc  های در تمام جدايه 

 بدون2

ی بند توجه به گروه سازگار رويشی يا منطقه جغرافيايی و گروه

وجود  EF-1(Elongation factor 1 alpha) های  براساس توالی

های موجود  گونه هومولوگی با توالی برای اين نشانگر هيچ. دارد

(. Lievens et al. 2005) های عمومی وجود نداشت در پايگاه داده

هدف از انجام اين تحقيق معرفی راهکاری ساده جهت شناسايی 

 .باشد اين فرم مخصوص می

کيفيت . شد انجام CTABبا استفاده از روش  DNAراج استخ

DNA درصد  8/0وسيله الکتروفورز روی ژل آگارز  ها به  نمونه

مطلوب و مناسب  DNAبررسی و حضور تک باند شفاف نشانه 

 290استخراج شده با طول موج  DNAکميت و غلظت . شد   تلقی 

گاه با دست 280/290نانومتر و خلوص آن با کمک جذب نوری 

                                                           
2
 mobile elements 

3
 F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum 

4
 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Folyt1 

transposable 
5
 Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum RAPD 

marker OPB-07_277 genomic sequence 
6
 Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum RAPD marker 

OPZ-12_865 genomic sequence 
7
 F. oxysporum f. sp. cucumerinum 
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آغازگرهای از . دشبررسی ( نانودراپ)وتومتری اسپکتروف

 .Fهای  برای شناسايی جدايه ForcR2و  ForcF1 اختصاصی

oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum  مربوط به تکثير ناحيه

مربوط به تکثير  FocR2و  FocF1و آغازگرهای  OPB-07ژنومی 

 .F. oxysporum f. spهای   برای شناسايی جدايه OPZ-12ناحيه 

cucumerinum  استفاده شد پليمراز ای زنجيره واکنشجهت انجام 

ميکروليتر از مواد مورد  20حجم  (.Lievens 2007( )7جدول)

برای هرجدايه قارچ تهيه شد  ای پليمراز نجيرهزواکنش  نياز برای

های بدون ژنوم الگو به عنوان کنترل منفی در   واکنش(. 2جدول)

 Quantaدستگاه ترموسايکلر واکنش در. ها قرار گرفت  کنار نمونه

Biotech S-96 شناسی پرديس علوم  واقع در آزمايشگاه ميکروب

 .شدانجام(3 جدول)ويژه  شرايطبادانشگاه يزد  پزشکی

و در کنار نشانگر، درصد يکآگارزژلواکنش رویمحصولات

ست آمده با از ژل به د. ارزيابی قرار گرفتموردالکتروفورز و 

نمايندگانی از . دستگاه ژل داک عکسبرداری شداستفاده از 

يابی به شرکت روبين طب ارسال  های مشابه جهت توالی  جدايه

 NCBI GenBank دست آمده در پايگاه اطلاعاتی ههای ب  توالی. دش

 .سازی شدند مقايسه و مرتب

 يک باند شفافاستخراج شده روی ژل آگارز،  DNAالکتروفورز 

ها بعد از استفاده از   جدايه همه . با وزن مولکولی بالا را نشان داد

-F. oxysporum f. sp. radicisآغازگرهای اختصاصی 

cucumerinum توليد باندهايی با وزن مولکولی bp222  نمودند

ها بعد از استفاده از   جدايه  همه PCRمحصول (. 7شکل)

 F. oxysporum f. sp. cucumerinumآغازگرهای اختصاصی 
 .Fشناسايی مولکولی گونه(. 2شکل)توليد نکرد  گونه باندی هيچ

oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum  ايران و يزد برای  در

 NCBIژنبانکدر ها  گونه های دستيابی  شماره .شد  اولين بار انجام 

GenBank  باندهای ايجاد شده  (.4جدول)باشد  می  به شرح ذيل

   ج ميزبان افتراقی انجام شده در گلخانه همخوانی داشتبا نتاي

 

 
 F. oxysporumهای مخصوص  مشخصات آغازگرهای مورد استفاده برای تفکيک فرم -7جدول 

Amplicon size (bp) origin Target organism Sequence (5′→3′) Primer 

277 OPB-07_277 
 

F. oxysporum f. sp. radicis-

cucumerinum 

GGTGACGCAGCAGTCTAGA ForcF1 (F) 

   GTGACGCAGGGTAGGCAT ForcR2 (R) 
868 OPZ-12_865 

 

F. oxysporum f. sp. 

cucumerinum 

TCAACGGGACACTTTATGTTC FocF1 (F) 

   TCAACGGGACTCCCTTCG FocR2 (R) 
 

ای پليمراز زنجيرهميزان مواد مورد استفاده در واکنش  -2جدول  
20µl Final concentration Primary concentration Material 
2 µl ---- ----- Water 

70µl 1x 2x Master Mix (Amplicon) 

7 µl 10 pmol/µl 100 pmol/µl Work Primer 

2 µl 100 ng/µl 400 ng/µl Template 

 

 
 .Fusarium spهای مخصوص  برای تفکيک مولکولی فرم PCRريزی مراحل واکنش  برنامه -3جدول

 مرحله (درجه سانتيگراد)درجه حرارت  (دقيقه)مان ز

 واسرشت اوليه 54 5

 سازی واسرشت 54 7

 اتصال آغازگر 58 7

 بسط 25 7

 بسط نهايی 22 5
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 Mb 5/57 تا Mb 7/78 در حدود F. oxysporum اندازه ژنوم

 2های متغيير بين  که شامل پلاسميد خطی با تعداد کروموزومبوده 

نشان  F. oxysporumمطالعات روی فيلوژنی . باشد   یم 74تا 

های مخصوص  که فرم با اين. دهنده تک نيايی بودن آن است

زايی  شود که بيماری   بسياری در اين گونه وجود دارد، پيشنهاد می

 .Fمدارک چند نيايی بودن. پاتوژن و ميزبان تکامل همگرای دارند

oxysporum f. sp. cubense  وF. oxysporum f. sp. melonis 

 برای سيستم نامگذاری فرم مخصوص مشکلاتی را ايجاد کرد

(O'Donnel et al. 2000).  شناسايی مورفولوژيکی گونهForc 

 یها با روش مولکولی فرم. بر است گير و هزينه بسيار وقت

شناسايی مولکولی . راحتی شناسايی کرد توان به می  را    مخصوص

نتايج . ايران انجام شد اولين بار در  اين فرم مخصوص برای 

های جداسازی و شناسايی عامل و علايم بيماری در مورد   بررسی

 Vakalounakis)ها، با نتايج ساير گزارشات مطابقت داشت   جدايه

et al. 2005.) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
-F. oxysporum f. sp. radicisبرای تفکيک فرم تخصص يافته ForcR2و  ForcF1بعد از استفاده از آغازگرهای  ای پليمراز نجيرهزواکنش محصولات نهايی  -7شکل

cucumerinum.: رديف   L :100-bp DNA ladder marker های   جدايه 78تا  7های   و رديفF1  تاF18 مربوط به قارچ F. oxysporum f. sp. radicis-

cucumerinum  که توليد باندی به وزن تقريبیbp 222 ها به شرح ذيل  مشخصات رديف.بار تکرار بدست آمد 3نتايج مشابه از . باشد می  کنترل منفی : 75يف رد. کردند

 .است
L: Ladder, 1: F1, 2: F2, 3: F3, 4: F4, 5: F5, 6: F6, 7: F7, 8: F8, 9: F9, 10: F10, 11: F11, 12: F12, 13: F13, 14: F14, 15: F15, 16: F16, 17: F17, 

18: F18, 19: Control- 
 

 

 
 .F. oxysporum f. spبرای تفکيک مولکولی فرم تخصص يافته FocR2و  FocF1  ای پليمراز بعد از استفاده از آغازگرهای نجيرهزواکنش محصولات نهايی  -2شکل

cucumerinum .رديف  L :100-bp DNA ladder marker های  جدايه78تا  7های  و رديفF1  تاF18  مربوط به جدايهF. oxysporum  کنترل منفی : 75و رديف

 .ها به شرح ذيل است مشخصات رديف .دست آمد هبار تکرار ب 3نتايج مشابه از . باشد می
L: Ladder, 1: F1, 2: F2, 3: F3, 4: F4, 5: F5, 6: F6, 7: F7, 8: F8, 9: F9, 10: F10, 11: F11, 12: F12, 13: F13, 14: F14, 15: F15, 16: F16, 17: F17, 

18: F18, 19: Control- 
 

 

3 2 
 1 

1 4 5 6 7 8 9 10 18 12 13 14 15 16 17 11 19  
 

500 
450 
400 
350 
300 
250 
200 

L 
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 ايران های زنده   و کلکسيون قارچ NCBI GenBankژن بانکدر Forcقارچ بيمارگر های   جدايه های دستيابی  شماره -4جدول
Isolate Accession Number Accession Number 

NCBI sample 

Identities Query 

coverage1 

 

Primer Isolate cod 

KP746403 EF056792.1 99% 95% Forf1+ forcr2 F1 
KP746407 EF056792.1 99% 93% Forf1+ forcr2 F17 

KP746408 (IRAN 2282C) EF056792.1 99% 96% Forf1+ forcr2 F23 
KP746409 EF056792.1 99% 92% Forf1+ forcr2 F26 

Query Coverage (percent of the query sequence that overlaps the subject sequence) 
 

شناسی، قارچ عامل بيماری وارد بافت کورتکس  از نظر علايم

ايجاد نموده و به سمت   ای رنگ ريشه شده و شانکرهای قهوه

در دمای  Forcفرم اختصاصی . کند می  سيستم آوندی پيشرفت 

شود و بر روی  گراد باعث توسعه بيماری می درجه سانتی25-72

کند در  ساقه ايجاد می شه ورقم افتراقی اشلی، پوسيدگی ري

بر روی رقم افتراقی اشلی پژمردگی  Focکه فرم اختصاصی  حالی

گونه شانکری در بافت کورتکس  وجود آورده و هيچ هآوندی ب

درجه  25کند و دمای مناسب گسترش بيماری حداقل  ايجاد نمی

 .Fقارچ .(Vakalounakisl et al. 2004) باشد گراد می سانتی

solani f. sp. Cucurbitae نيز يک قارچ عامل پوسيدگی 

اين دو  کند ولی  می   ايجاد Forcکورتکس است که علايم مشابه 

. قارچ از نظر مورفولوژی ميکروکنيديوفور تفاوت زيادی دارند

ها روی فياليدهای منفرد جانبی   ميکروکنيدی F. oxysporumدر

های روی ميسليوم يا از ميکروکنيديوفورهای کوتاه روی سر

ها   ميکروکنيدی F. solaniکه در  شود در صورتی می  دروغين، توليد 

باريک  از کنيديوفورهای جانبی و فياليدهای بلند که در انتها کمی 

 Forcقارچ . شود می  بوده و روی سرهای دروغين، توليد 

 .Alves-santos et al)کند  می  ميکروکنيديوفورهای کوتاه توليد 

2002; Vakalounakis et al. 2005; Zaccardelli et al. 2008 .) با

های  توجه به وقت گير بودن و هزينه بر بودن شناسايی با ويژگی

مرفولوژيکی و ميزبان افتراقی استفاده از اين مارکرها جهت 

 . دشو سهولت شناسايی پيشهاد می

نويسندگان مقاله از همکاری دانشگاه آزاد اسلامی واحد يزد و 

م و تحقيقات تهران و دانشگاه علوم پزشکی شهيد دانشگاه علو

 . نمايند   صدوقی يزد در انجام اين تحقيق تشکر و قدردانی می
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