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به Fusariumهاي تعدادي از گونهو فيلوژنتيكي مورفولوژيكيمطالعه  گونه مركبمتعلق
Gibberella fujikuroi در ايران 

 29/8/1392/ پذيرش: 20/3/1392دريافت:

و منابع طبيعي دانشگاه تهرانپزشكي گياهكارشناسي ارشد گروه آموخته دانش زينب حيدريان: ، كرج، پرديس كشاورزي
و منابع طبيعي دانشگاه تهرانپزشكي گياهگروه استاد:�محمد جوان نيكخواه  (jnikkhah@ut.ac.ir)، كرج، پرديس كشاورزي
تپزشكي گياهگروه استاديار فر:خليل بردي فتوحي و منابع طبيعي دانشگاه ، كرجهران، پرديس كشاورزي

و منابع طبيعي دانشگاه تهرانپزشكي گياهدانشجوي دكتري گروه عبداله احمدپور:  كرج،، پرديس كشاورزي
 چكيده

ميعامل تعدادي از بيماري .Fusarium sppبا فرم غيرجنسي Gibberella fujikuroiكب گونه مر هاي شناسايي گونهو باشدهاي گياهي مهم
ميشده در اين گونه مركب متابوليت درهاي ثانويه متعددي توليد م تحقيق كنند. هاي جدايه به دست آمده از ميزبان46رفولوژيكيوحاضر، ارزيابي

ذ و مطالعه فيلوژنتيكي برنج، و پياز ژن ITS1-5.8S-ITS2يابي نوكلئوتيدي نواحي ها براساس تواليجدايه منتخب از اين گونه22رت، نيشكر و
EF-1αجدايه از جنس46 مورفولوژيكيهاي انجام گرديد. با ارزيابي ويژگيFusarium پنج گونه ،F. fujikuroi ،F. proliferatum،F. sacchari ،

F. verticillioides وF. thapsinum گونهبه مورفولوژيكي از نظر. دو جدايه به دست آمده از نيشكر شدندشناسايي F. verticillioides بسيار شبيه
 صليا كلاد ششEF-1αژن يابيتوالي باشند. براساسمي F. andiyaziها متعلق به گونه نشان داد كه جدايهEF-1αيابي ژن اما توالي، بودند

كه. نمايد تفكيك يكديگراز خوبيبهراي مورد بررسي در اين تحقيقهاگونه تمامي توانستژن اينوشد مشخص  نواحياين در حالي است
ITS1-5.8S-ITS2 نواحي.نمود مشخصرا اصلي كلاد پنج ITS1-5.8S-ITS2 هايگونه F. proliferatum وF. verticillioides را از يكديگر متمايز

از يكديگر F. verticillioidesو F. andiyaziو همچنين دو گونه F. fujikuroiو F. proliferatumهاي نمود، اما اين نواحي قادر به تمايز گونه
ژنمي در مجموع.نبودند ميبراي شناسايي سريع گونهEF-1αتوان بيان كرد كه  باشد.هاي فوزاريوم بسيار مناسب
 DNA ،EF-1α،ITS، قارچ،يابي، تاكسونومي، تواليارگربيم هاي كليدي:واژه

Morphological and phylogenetic investigation on selected Fusarium species belong to  
Gibberella fujikuroi species complex in Iran 
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Summary 
The Gibberella fujikuroi species complex with Fusarium anamorphs is the causal of diverse diseases of many important plants. Many of 

the known species in this species complex produce a wide range of secondary metabolites. In this study, morphological characteristics of 46 

isolates from rice, maize, sugarcane and onion and phylogenetic relationships of 22 isolates on the basis of ITS1-5.8S-ITS2 region and EF-1α

gene sequences were investigated. According to the morphological characteristics of 46 isolates, five species including F. fujikuroi,

F. proliferatum, F. sacchari, F. thapsinum, and F. verticillioides were identified. Moreover, earlier morphologically two isolates obtained from 

sugarcane were very similar to F. verticillioides but, using EF-1α gene sequence were identified as F. andiyazi. On the basis of EF-1α sequence, 

six clades were identified and differentiated all of six species (F. andiyazi, F. fujikuroi, F. proliferatum, F. sacchari, F. thapsinum and 

F. verticillioides) from one another. Moreover, sequencing of ITS1-5.8S-ITS2 region identified five clades and differentiated F. proliferatum 

and F. verticillioides from each other but this region could not differentiate F. proliferatum and F. fujikuroi or F. andiyazi and 

F. verticillioides from each other. Generally, EF-1α gene was appropriate for differentiation of Gibberella fujikuroi species complex. 

Keywords: DNA sequencing, EF-1α, fungus, ITS, pathogen, taxonomy 
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 مقدمه
با complex  Gibberella fujikuroi (GFC)مركبگونه

هاي عامل تعدادي از بيماري .Fusarium sppفرم غيرجنسي 
گياهي مهم از نظر اقتصادي از جمله پوسيدگي طوقه برنج، 
و طبق  و بلال ذرت، پوسيدگي ريشه پوسيدگي فوزاريومي خوشه

ب و ميپياز و ... وباشيماري چاقو بريدگي نيشكر هاي گونهد
هاي ثانويه سمي متابوليت مركبشناسايي شده در اين گونه 

و بووريسين را توليد  زيادي از جمله فومونيزين، مونيليفورمين
 (Marasas et al. 1984, Leslie 1995, Gupta et al. 1991)كنند مي

گ ونه مركب به طور اساسي طي سالهاي اخير مفهوم گونه در اين
 & Nirenberg) مورفولوژيكيهايو با استفاده از روش

O’Donnell 1998, Nirenberg et al. 1998)هاي جنسي، تلاقي 
(Leslie 1995) و تحليل ازو تجزيه هاي فيلوژنتيكي حاصل

 (DNA O’Donnell & Cigelnik 1997 & O’Donnell يابيتوالي

(et al. 1998 ه قرار گرفته است. گونه مركبمورد مطالع
G. fujikuroi ميتك آرايهيك و شامل گروهي از نيايي باشد

از Fusariumهايي از جنس گونه است كه از لحاظ بسياري
هميكبا مورفولوژيكيهاي ويژگي و همين ديگر پوشاني دارند

مياين گونه مورفولوژيكيويژگي تمايز  براي نمايد.ها را مشكل
، مفاهيم G. fujikuroiها در گونه مركبو تعريف گونهشناسايي 

و رود. ويژگيمختلف گونه به كار مي هاي بيولوژيكي، اكولوژيكي
 ,Rojas 1992)شود ژنتيكي براي اين منظور استفاده مي

Mayden 1997) مورفولوژيكيكه تنها شناسايي گونه 
(Morphological Species Recognition) شناسايي گونه ،

و شناسايي (Biological Species Recognition)يولوژيكيب
براي (Phylogenetic Species Recognition)گونه فيلوژنتيكي

مي GFCدر Fusariumهاي جنس بندي گونهطبقه رود به كار
(Taylor et al. 2000) در بين اين سه مفهوم، مفهوم .

جنبراي طبقه 1809گونه از سال مورفولوژيكي س بندي
Fusarium استفاده شده است(Kvas et al. 2009)اين . بر

از،اساس وويژگي شناسايي با استفاده  هايي مثل شكل
، آرايش هواييهاو ميكروكنيديومها اندازه ماكروكنيديوم

و عدم هاي كنيدي ياخته مورفولوژي،هاميكروكنيديوم و حضور زا
 نجاما Fusariumايهحضور كلاميدوسپورها براي شناسايي گونه

 مورفولوژيكيدر مفهوم،همچنين. (Kvas et al. 2009)دوشمي
هاي فيزيولوژيكي از جمله سرعت رشد گونه از تعدادي از ويژگي

و توليد زهرابه هاي پرگنه در دماهاي مختلف، ارتباط ميزباني
 .Nelson et al. 1983, Kvas et al)شود ثانويه استفاده مي

گونه34شامل GFCگونه، مورفولوژيكيمفهوم براساس.(2009
ميوم  به دليل اينكه صفات.(Kvas et al. 2009)باشد رفولوژيكي

و هاي خيلي مشابه نميقادر به تفكيك گونه مورفولوژيكي باشند
 هاي متعلق به گونه مركبهنوز تعدادي از گونه

G. fujikuroi كاربرد مفهوم،بنابراين.اندتوصيف نشده
گونه به تنهايي، به درستي تنوع درون جنس مورفولوژيكي

Fusarium مورفولوژيكيكند. با اين وجود مفهوم را تعيين نمي 
و توصيف نهايي گونه در Fusariumهاي گونه براي شناسايي

و فيلوژنتيكي گونه همچنان مورد كنار مفاهيم بيولوژيكي
 Leslie & Summerell 2006, Kvas et)گيرد استفاده قرار مي

al. 2009) بندي مولكولي هاي اخير در زمينه طبقهپيشرفت
50شامل حداقل G. fujikuroiآشكار كرده است كه گونه مركب 

و يا دودمان فيلوژنتيكي مي . (Kvas et al. 2009) باشدگونه مجزا
هاي گونه با استفاده از ويژگي34گونه،50كه از اين 
و داراي شرح كامل هستند.انتوصيف شده مورفولوژيكي دهد

و حداقل براساس باروري جنسي توصيف شده نيز گونه 20اند
و يا تعداد زيادي زهرابه توليد مي  .Kvas et al)كنند گونه، يك

هاي بيولوژي مولكولي، با پيشرفت روش 1990. در دهه (2009
گونه بنديبراي طبقه DNAيابي هاي مبتني بر تواليروش

ژن G. fujikuroiمركب  به عنوان نشانگريEF-1αاستفاده شد.
و بسيار مفيد است  كه در طول ژنوم تنها داراي يك نسخه است

و طبقه به Fusariumهاي جنس بندي گونهبراي شناسايي
,.Visentin et al)و همكاران ويسنتين گردد.فراواني استفاده مي

 مورفولوژيكي، دو گونهITSيابي ناحيه نيز با توالي (2009
F. verticillioides وF. proliferatum اندرا از هم تفكيك كرده.

جهت دستيابي زاي گياهي شناسايي دقيق عوامل بيماري
و هاي مناسب در مديريت بيماريروشبه  هاي گياهي مهم

بيمارگرهاي مورفولوژيكيشناسايي از طرفي،. باشدضروري مي
هاي رگرها از جمله برخي گونهقارچي در ارتباط با برخي بيما

و كم بودن Fusariumجنس  به دليل وجود برخي تشابهات
باشد. به تنهايي كافي نمي مورفولوژيكيهاي قدرت تمايز ويژگي

و ارتباط،لذا لازم است به لحاظ فيلوژنتيكي وضعيت هر گونه
آنبين گونه و جايگاه تاكسونوميكي ها تعيين ها معلوم شود

اگردد.  در،يراندر  با فيلوژني ارتباطهنوز مطالعه جامعي
 G. fujikuroiمركب گونه هاي بيولوژيكي شناخته شده گونه

ما. انجام نشده است رفولوژيكي انجاموگرچه برخي مطالعات
و مطالعه ها كاملاگونه مرز بينولي هنوز،شده مشخص نيست

آن براي تعيين روابط فيلوژني و تاييد فيلوژنتيكي ها لازم گونهها
م،بنابراين است. رفولوژيكيواين پژوهش با هدف مطالعه
 G. fujikuroiهاي بيولوژيكي شناسايي شده در گونه مركب گونه

و مطالعه فيلوژنتيكي و پياز به دست آمده از برنج، ذرت، نيشكر
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يابي نوكلئوتيدي ها براساس تواليهاي منتخب از اين گونه جدايه
ژن ITS1- 5.8S- ITS2نواحي   انجام گرديده است.EF-1αو

 روش بررسي
 هاي قارچيجدايهتهيه-

از جدايه46،در اين تحقيق  برنج، ميزبان چهار قارچي

و پياز بهذرت، نيشكر از G. fujikuroiگونه مركب متعلق
و شناسي گروه گياه كلكسيون قارچ پزشكي، پرديس كشاورزي

كه مشخصاتندتهيه گرديد)كرج( دانشگاه تهران،منابع طبيعي
نشان داده1جدايه منتخب از چهار ميزبان مذكور در جدول 22

.شده است

آن Gibberella fujikuroi هاي گونه مركبمشخصات جدايه-1جدول هااستفاده شده براي ارزيابي روابط فيلوژنتيكي
Table 1. Characterization of fungal isolates Gibberella fujikuroi species complex included in phylogenetic analyses 

GenBank No.
ITS

GenBank No. 
EF-1αLocation Isolate Host Species 

JQ363716 JQ432381 Khuzestan 81-2B Sugarcane Fusarium andiyazi 
JQ363717 JQ432382 Khuzestan 82-42 Sugarcane F. andiyazi 
JQ363718 JQ432383 Golestan 3Maize F. verticillioides 
JQ363719 JQ432384 Tehran-Karaj 75Maize F. verticillioides 
JQ363720 JQ432385 Mazandaran F13 Rice F. fujikuroi 
JQ363721 JQ432386 Mazandaran F18 Rice F. fujikuroi 
JQ363722 JQ432387 Mazandaran F34 Rice F. fujikuroi 
JQ363723 JQ432388 Mazandaran F45 Rice F. fujikuroi 
JQ363724 JQ432389 Mazandaran F4Rice F. fujikuroi 
JQ363725 JQ432390 Mazandaran F11 Rice F. fujikuroi 
JQ363726 JQ432391 Mazandaran F30 Rice F. fujikuroi 
JQ363727 JQ432392 Guilan 118 Rice F. fujikuroi 
JQ363728 JQ432393 Guilan 119 Rice F. fujikuroi 
JQ36372 JQ432394 Tehran-Karaj 76R Maize F. proliferatum 

JQ363730 JQ432395 Kermanshah 92R Maize F. proliferatum 
JQ363731 JQ432396 Khuzestan 19Su Sugarcane F. proliferatum 
JQ363732 JQ432397 Khuzestan 80-35 Sugarcane F. proliferatum 
JQ363733 JQ432398 Khorasan E2Onion F. proliferatum 
JQ363734 JQ432399 Khorasan E6′Onion F. proliferatum 
JQ363735 JQ432400 Khuzestan 79-8A Sugarcane F. sacchari 
JQ363736 JQ432401 Khuzestan 80-44 Sugarcane F. sacchari 
JQ363737 JQ432402 Tehran-Varamin TV196 Maize F. thapsinum 

–FN252407 Nepal 7ALH Rice F. fujikuroi 
–JF278609 France LMSA 1.09.149 Wheat F. proliferatum 
–JF278596 France LMSA 1.09.134 Wheat F. proliferatum 
–FN252396 China 34ALH Rice F. proliferatum 
–HM135532 South Africa –Maize F. subglutinans 
–FJ603497 India ASHCFsac2 Rice F. sacchari 
–GU116573 USA H03-11-9 Sorghum F. thapsinum 
–FN179345 China 31 ALH Rice F. verticillioides 
–FN252387 China 30ALH Rice F. andiyazi 

EF152433 –USA M-3790 Sorghum F. thapsinum 
HQ165925 –China PUF022 –F. fujikuroi 
EU151487 –Italy PO1 Maize F. proliferatum 
EF453121 –USA NRRL 43543 –F. sacchari 
EU151483 –Italy VP2 Maize F. verticillioides 
EU151476 –Italy NOVb1 Maize F. verticillioides 
GU205409 –Spain 4647 –F. andiyazi 

–FJ603494 India ASHCFo Rice F. oxysporum  
DQ093759 –Lithuania KP10 Pine F. oxysporum 
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هاهجداي مورفولوژيكي مطالعه-
اعم از صفات ماكروسكوپي نظير مورفولوژيكيهاي ويژگي

و سرعت رشد شعاعي پرگنه قارچ روي محيط غذايي  رنگ، نحوه
PDA درجه25پس از يك تا دو هفته نگهداري در دماي

و صفات ميكروسكوپي نظير وجود يا عدم  سلسيوس در تاريكي
و شكل  آنآنوجود ميكروكنيديوم و همچنين نحوه توليد ها ها

(مونوفياليد  و نوع فياليد و يا سرهاي دروغي به صورت زنجيري
در SNAفياليد) پس از دو هفته رشد روي محيط كشت يا پلي

و دماي شكل20-22شرايط تاريكي و و اندازه درجه سلسيوس
و يا عدم وجود كلاميدوسپور پس از و وجود  ماكروكنيديوم

درجه20در دماي CLAروي محيط كشت روز10-5
شناسايي براساس منابع علمي معتبر سلسيوس بررسي شد.

 ,Gerlach & Nirenberg 1982)هاموجود براي شناسايي گونه

Nelson et al. 1983, Leslie & Summerell 2006) انجام
 گرديد.

 آناليزهاي فيلوژنتيك مولكولي-
استخراج جهت نيازدمور ميسليوم توده تهيه منظور به

DNA از دكستروز-زمينيمايع سيب غذايي محيط ژنومي
)PDB: potato dextrose broth (شد و.استفاده بعد از رشد

كن خشك دستگاه توسطتشكيل ميسليوم قارچي، توده ميسليوم 
( با  DNAبه منظور استخراج. خشك شدند)freeze dryerسرما

 استفاده)كره جنوبي (DNA Corebioژنومي از كيت استخراج
هاي بررسي شده به منظور ارزيابي روابط فيلوژنتيكي جدايه. شد

ژن ITS1- 5.8S- ITS2در تحقيق حاضر، نواحي  برايEF-1αو
شدمنتخب جدايه 22 و تعيين توالي كه مشخصات اين تكثير

براي تكثير نواحي است. نشان داده شده1 ها در جدولجدايه
ITS1-5.8S-ITS2 rDNA اي از تركيب آغازگرهاي هسته 

ITS1 )5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3' و (ITS4 
)5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' (عنوانبه ترتيببه 

 استفاده) reverse( معكوسو) forward( مستقيم هايآغازگر
.White et al( گرديد 20با حجم PCR). مخلوط واكنش 1990

5/2تر آب ديونيزه استريل، ميكرولي3/8ميكروليتر شامل
 MgCl2،200مولار، پنج ميلي10X PCR Bufferميكروليتر

پيكومول از هر آغازگر، يك واحد10مولار از هر نوكلئوتيد، ميلي
Taq DNA و سه ميكروليتر 50-10با غلظت DNAپليمراز

و واكنش ترموسايكلر در دستگاه PCRنانوگرم تهيه شد
)thermal cycler (CG1-96 Palm cycler )Corbett Research, 

Australia سازي اوليه چرخه تحت شرايط واسرشت35) با
)primary denaturation ( دو سلسيوسدرجه94در به مدت

يك سلسيوسدرجه94سازي در دقيقه، واسرشت به مدت
به سلسيوسدرجه50در) hybridization( چسبيدندقيقه، 

(70مدت به مدت سلسيوسدرجهextension (72ثانيه، بسط
و بسط نهايي 90  به مدت سلسيوسدرجه72ثانيه

ژن انجام گرديد. هفت دقيقه  درEF-1αبراي تكثير
 هاي مورد بررسي، از تركيب آغازگرهاينمونه

EF1T (5'-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3') وEF2T 
(5'-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3') به به ترتيب

( هايعنوان آغازگر (forwardمستقيم و معكوس (reverse (
با PCR. مخلوط واكنش (Geiser et. al 2004) استفاده شد

ميكروليتر آب ديونيزه استريل،3/9ميكروليتر شامل20حجم
 MgCl2،200مولار، پنج ميلي10X PCR Bufferميكروليتر5/2

يك واحد پيكومول از هر آغازگر،10مولار از هر نوكلئوتيد، ميلي
Taq DNA و سه ميكروليتر 50-10با غلظت DNAپليمراز

و واكنش 35با ترموسايكلردر دستگاه PCRنانوگرم تهيه شد
 سلسيوسدرجه94در سازي اوليهتحت شرايط واسرشتچرخه

به سلسيوسدرجه95سازي در ثانيه، واسرشت85به مدت
65به مدت سلسيوسدرجه57در سازيثانيه، دورگه35مدت

و بسط90به مدت سلسيوسدرجه72در ثانيه، بسط ثانيه
.انجام گرديد دقيقه10به مدت سلسيوسدرجه72نهايي 

-ITS1نواحي سازي محصولات حاصل از تكثير به منظور خالص

5.8S-ITS2 ژن  AccuPrep® PCR & Gelاز كيتEF-1αو

Purification Kit (Bioneer, South Korea) ازپس اده شد.استف
 ارزيابي%2/1 آگارزژلدر خالص شده محصولات سازي،خالص
تعيين توالي محصولات خالص شده توسط شركت.شدند

Bioneer .براي اطمينان از صحت كره جنوبي صورت گرفت
ها با هاي به دست آمده از هر نمونه، هر يك از تواليتوالي

 BLAST (basic local alignmentاستفاده از ابزار جستجوي 

search tool) (Altschul et al. 1997) در با توالي هاي موجود
 FUSARIUM-ID v. 1.0 )Geiser etو پايگاه اطلاعاتي بانك ژن 

al. 2004 (شد توالي جديد22فيلوژنتيكي مقايسه.مقايسه
به همراه هاي ايراني مورد بررسي در اين تحقيقمربوط به جدايه

ب نه ازهاه اين گروه از قارچتوالي مربوط ( كه ) NCBIبانك ژن
 آرايهنيز به عنوان F. oxysporumو گونه انجام گرفت اخذ شد 

)  .Kvas et al()1جدول(دشانتخاب ) outgroupگروه خارجي

 ClustalX ver 2.0.12افزار ها با استفاده از نرم. توالي)2009
هاي مرتب شده توالي. (Thompson et al. 1997)ندشدرديف هم

و تغييرات اندكي در آن  ها ايجاد گرديد. به دقت رويت
ها هاي مرتب شده از روش مقايسه تواليدر ارزيابي توالي

استفاده maximum-parsimonyفيلوژنتيكي درختو ترسيم 
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 فيلوژنتيكي درخت. (Eck & Dayhoff 1966) گرديد
maximum-parsimony با الگوريتمClose-Neighbor-

Interchange algorithm (Nei & Kumar 2000) از و با استفاده
 MEGA4.0 فزارانرم)default(الگوي از پيش تعيين شده

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis, ver. 4.0) 
ها مانند گيري . ساير اندازه)Tamura et al. 2007(دشترسيم
 شجرهو هماهنگي، مقياس استحكام)tree length( شجرهطول 

(consistency index)،شاخص بازداري (retention index) و
 در اين نرم (rescaled consistency index)ها شاخص ثبات واحد

شد اندازه افزار هاي موجود در . براي اطمينان از ثبات شاخهگيري
و تحليل اعتبارسنجيشجره  هاي حاصل، از تجزيه

(bootstrapping) تكرار استفاده گرديد 1000م با انجا 
(Felsenstein 1985).به22هاي مربوط به توالي  NCBIجدايه

و شماره دستيابي اخذ شد هاي دستيابي شماره.فرستاده شد
ژن ITS1-5.8S-ITS2براي ناحيه ژني  به ترتيب ازEF-1αو

JQ363716 تاJQ363737 وJQ432381 تاJQ432402 
.)1(جدول باشند مي

و بحثجهينت
 Gibberella fujikuroi مركبگونههاجدايه مورفولوژيكيارزيابي-

46 مورفولوژيكيهاي با ارزيابي ويژگي،در اين تحقيق
(سه F. sacchariپنج گونه، G. fujikuroiجدايه گونه مركب

از A-D،(F. thapsinum-1(شكل جدايه از نيشكر) (يك جدايه
ازششE-H ،(F. verticillioides )-1(شكل ذرت)  ذرت جدايه

جدايهI-K ،(F. fujikuroi )18-1(شكل)و دو جدايه از نيشكر
از F. proliferatumواز برنج)  (پنج جدايه از پياز، پنج جدايه

و پنج جدايه از نيشكر) د.ششناسايي)L-O-1(شكل ذرت
 از نظر(جدا شده از نيشكر) 42-82و 2B-81هاي جدايه

 بسيار شبيه بودند F. verticillioides گونهبهيمورفولوژيك
ها نشان داد كه جدايهEF-1αيابي ژن . اما توالي)1(جدول

به بخش آناليزهاي( باشنديم F. andiyaziمتعلق به گونه 
.)شودفيلوژنتيكي مراجعه 

ها با استفاده از توالي ارزيابي روابط فيلوژنتيكي گونه-
EF-1αنوكلئوتيدي ژن 

 جدايه22در بينEF-1αل توالي نوكلئوتيدي ژن طو
در 690تا 663مورد بررسي از  شجرهجفت باز متغير بود.
، ضرايب مربوط)MP )Maximum-Parsimony حاصل از روش

و هماهنگي درختبه طول ، شاخص شجره، مقياس استحكام
و شاخص ثبات واحد و78/0،92/0، 106ها به ترتيب بازداري

(د. تعداد مكانبودن72/0  informative sites (203هاي مفيد
و تعداد مكان 701نوكلئوتيد از و حفاظت نوكلئوتيد هاي متغير

مي 462و 236شده به ترتيب  (شكل نوكلئوتيد ).2باشد
ژن MP شجرهبا توجه به ،EF-1αرسم شده براساس

 F. fujikuroiهاي مختلف گونه طول توالي نوكلئوتيدي در جدايه
(نه جدايه) بين جفت باز متغير بود 679-667جدا شده از برنج

 % تشكيل گروه مونوفيلتيك با گونه99و با مقدار اعتبارسنجي 
F. fujikuroi )FN252407و با هم گروه  بندي شدند ) دادند

هاي مورد . ميزان شباهت توالي نوكلئوتيدي جدايه)2(شكل
هاي % بود. در جدايه99 گونه مذكورمطالعه در اين تحقيق با 

(دو جدايه)، F. proliferatumمختلف گونه  جدا شده از نيشكر
(دو جدايه) طول توالي نوكلئوتيدي و پياز (دو جدايه)  ذرت

%98 سنجياعتبارحمايتو مقدار جفت باز) 663-690(
و در  هاي فوق با گونهصد تشابه ژنتيكي جدايهبود

F. proliferatum )JF278609, JF278596, FN252396(
با F. proliferatum% بود. كلاد98-99 تشكيل گروه خواهري

.)2(شكل % را داد94 حمايتبا مقدار F. fujikuroi كلاد
هاي از لحاظ ويژگي F. fujikuroiو F. proliferatum هاي گونه

شباهت زيادي با هم دارند. هر دو گونه در محيط مورفولوژيكي
و سرهاي دروغي را در زنجير ميكرو SNAكشت  كنيديومي

و پلي ميميكروكنيديوفورهاي مونوفياليد  كنندفياليد توليد
و)L-O-1(شكل شكل . ماكروكنيديوم نيز در هر دو گونه داسي

اما.)L-O-1(شكل باشدكشيده با سه تا پنج ديواره عرضي مي
و هاي كنيدي ياختهبا F. fujikuroiگونه   زاي مونوفياليد

و گونهفياليد تنها با دو مكان كنيدي¬درت پلينهب  زايي
F. proliferatum از زاي اغلب پليهاي كنيدي ياختهبا فياليد

(يكديگر تفكيك مي ). با اين Gerlach & Nirenberg 1982شوند
 مورفولوژيكيهاي اين دو گونه با استفاده از ويژگي حال

ويكاز به سادگي  مقايسه ديگر قابل تفكيك نيستند
ميآنشناسايي دقيق جهت DNAيابي توالي  باشد ها لازم

(Leslie & Summerell 2006).
 هاي گونهطول توالي نوكلئوتيدي در جدايه

F. sacchari (دو جدايه) بين  689- 674جدا شده از نيشكر
و با مقدار اعتبارسنجي % تشكيل گروه99جفت باز متغير بود

) دادند. ميزان F. sacchari )FJ603497مونوفيلتيك با گونه 
هاي مورد مطالعه در اين شباهت توالي نوكلئوتيدي جدايه

% بود. به علاوه، كلاد مذكور تشكيل99 گونه مذكورتحقيق با 
. دو گونه)2(شكل داد F. subglutinansگروه خواهري با گونه 

F. sacchari وF. subglutinans هاي از لحاظ ويژگي
براساس اما.باشندميبسيار شبيه به يكديگر مورفولوژيكي
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از هم متمايز را اين دو گونه توانميهاميكروكنيديوم مورفولوژي
توليدايياخته1-3هاي ميكروكنيديوم F. sacchariگونه. كرد
 F. subglutinansكه گونه در حالي)A-D-1(شكل كند مي

تكتنها ميكروكنيديوم  نمايدميتوليدايياخته هاي

(Leslie & Summerell 2006).از لحاظ اين دو گونه،با اين حال
مي مورفولوژيكيهاي ويژگي و تنها با بسيار شبيه به هم باشند

آن مورفولوژيكيهاي ويژگياز استفاده  ها تشخيص دقيق
.(Leslie & Summerell 2006)باشد پذير نمي امكان

و پلي.Cها، ماكروكنيديوم.Bها، ميكروكنيديوم.D–A.Fusarium sacchari :A-1شكل فياليد پلي.Dفياليد، سرهاي دروغي
و مونوفياليدها،.Gها، ماكروكنيديوم.Fها، . ميكروكنيديومH–E.Fusarium thapsinum :Eمنشعب،  زنجير.Hسرهاي دروغي

و مونوفياليد،.Kها، ماكروكنيديوم.Jها، ميكروكنيديوم.K–I.Fusarium verticillioides :I ميكروكنيدي،  زنجير ميكروكنيدي
L–O.Fusarium proliferatum :L.ها، ميكروكنيديومM.ها، ماكروكنيديومN.،و مونوفياليد و .Oسرهاي دروغي زنجير ميكروكنيدي

(مقياس پلي  ميكرومتر).10= فياليد
Fig. 1. A–D. Fusarium sacchari: A. Microconidia, B. Macroconidia, C. False heads and polyphialide, D. Proliferation 
polyphialide, E–H. Fusarium thapsinum: E. Microconidia, F. Macroconidia, G. False heads & monophialides, H. Chain 
of microconidia, I–K. Fusarium verticillioides: I. Microconidia, J. Macroconidia, K. Chain of microconidia and 
monophialide, L–O. Fusarium proliferatum: L. Microconidia, M. Macroconidia, N. False heads and monophialide,  
O. Chain of microconidia and polyphialide (Bar = 10 µm). 
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ژن-2شكل  Gibberellaجدايه از گونه مركب32برايEF-1αدرخت فيلوژنتيكي ترسيم شده با استفاده از توالي نوكلئوتيدي

fujikuroi به روشMaximum-Parsimony مي 1000. اعداد بالاي هر شاخه مقدار حمايت بوتسترپ از دهند. طول تكرار را نشان
مي ها با تعداد تغييرات نوكلئوتيديشاخه  Fusarium oxysporumباشد. گونه كه به صورت مقياس بار نشان داده شده است، متناسب

(FJ603494) .و شماره ثبت از بانك ژن استخراج شده توالي به عنوان گروه خارجي انتخاب شده است  اند. هاي داراي نام گونه
MP )mating populationرهاي آميزشي يا گونه) جمعيت مي Gibberella fujikuroiا در گونه مركب هاي بيولوژيكي  دهد.نشان

Fig. 2. A Maximum-Parsimony tree inferred from EF-1α sequence from 32 taxa of Gibberella fujikuroi species 
complex. Numbers above branches show the bootstrap values in 1000 replicates. The length of branches is proportional 
to the number of base changes (scale bar). Fusarium oxysporum (FJ603494) is set as outgroup. MP=mating population 
or biological species in the Gibberella fujikuroi species complex. For sequences from GenBank species name and 
accession number have been mentioned. MP (mating population) indicates biological species or mating population in 
the Gibberella fujikuroi species complex. 

 
و F. thapsinum ،F. verticillioidesكلادهاي

F. andiyazi و99%،99به ترتيب با مقدار اعتبارسنجي %46%
ك هاي به دست آمده از با جدايه F. andiyaziلاد حمايت شدند.

و در كنار گونه (دو جدايه) از بقيه كلادها جدا  نيشكر
F. oxysporum شكل قرار گرفت درخت(گروه خارجي) در پايه)

به مورفولوژيكيدر شناسايي 42-82و (B)2-81هاي جدايه.)2
اما،)1(جدول شناسايي شدند F. verticillioidesعنوان گونه

 ها متعلق به گونهنشان داد كه جدايهEF-1αيابي ژن توالي
F. andiyazi باشند. گونهميF. andiyazi و توسط ماراساس

) هاي ) با استفاده از ويژگيMarasas et al. 2001همكاران
بهو مولكولي توصيف شد. اعضاي اين گونه قبلا مورفولوژيكي
گ مورفولوژيكيدليل شباهت قرار F. verticillioidesونه زياد در

 هايبه گونه مورفولوژيكياز لحاظ F. andiyaziگرفت. گونه مي

F. verticillioides ،F. thapsinum وF. musae خيلي شباهت
) ). Van Hove et al. 2011, Leslie & Summerell 2006دارد

 اين گونه با توليد كلاميدوسپور دروغي از دو گونه
F. verticillioides وF. thapsinum مي گردد. متمايز

به عنوان يك صفت F. andiyazi كلاميدوسپور دروغي در گونه
ميتدر نظر گرفتاكسونوميكي قابل قبول  (شوه  & Leslieد

Summerell 2006هاي ). با توجه به اينكه تمام ويژگي
 مورفولوژيكيهاي دو جدايه بررسي شده با ويژگي مورفولوژيكي
 مطابقت داشت F. verticillioidesبراي گونه توصيف شده

)Gerlach & Nirenberg 1982, Nelson et al. 1983, Leslie & 

Summerell 2006(و در محيط كشتCLA نيز كلاميدوسپور
دو مورفولوژيكياز لحاظ،بنابراين.دروغي توليد نكردند اين

. اما با شناسايي شدند F. verticillioidesجدايه به عنوان گونه 

EF1-α
701 nt 
CI= 0.78 
RI= 0.92 
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و جستجو در پايگاه اطلاعاتيEF-1αاستفاده از توالي يابي ژن
FUSARIUM-ID اين دو جدايه به عنوان گونهF. andiyazi 

 شناسايي شدند.
 به عنوان گونه قبلانيز F. thapsinumگونه

F. verticillioides مي .)Klittich et al. 1997(شدشناسايي
از گونه فوق شناسايي F. thapsinum تفكيكاصلي ويژگي

به عنوان جمعيت آميزشي G. thapsinaمرحله جنسي در گونه 
از ديگرهايو تعدادي از ويژگي)Fت آميزشيي(جمع جداگانه

و زهرابه  .Klittich et al( هاي اين گونه بودجمله ترجيح ميزباني

كه رنگدانه F. thapsinum هايي از گونهجدايه به علاوه،.)1997
 به عنوان گونه مورفولوژيكيكنند از لحاظد توليد نميزر

F. verticillioides مي (شناسايي  Leslie & Summerellشوند

(جدايه 2006 ) در اين تحقيق به TV196). جدايه بررسي شده
 به عنوان گونه PDAدليل توليد رنگدانه زرد در محيط كشت 

F. thapsinum ميبه،در نظر گرفته شد. با اين حال رسد نظر
از دقيق كه جهت تفكيك و دو گونه مذكور آزمون تلاقي جنسي

 Leslie & Summerell( بايستي استفاده گردد DNAيابي توالي

2006(.
داراي يك نسخه است Fusariumدر جنسEF-1α ژن

هاي نزديك در شكلي توالي را بين گونهو سطح زيادي از چند
پروتئين از جمله هاي كد كنندهمقايسه با ساير ژن

Calmodulin ،β-tubulin وH3 مي هاي دهد. نسخهنشان
و آغازگرهاي  غيرارتولوگ در سطح جنس شناسايي نشده است
عمومي طراحي شده براساس اين ژن اجازه مطالعات فيلوژنتيكي 

به همين (Geiser et al. 2004)دهد در موجودات مختلف را مي
اEF-1αژن دلايل  بزار شناسايي تك جايگاهي در به عنوان يك

مي Fusariumجنس  و به فراواني به كار برده شود. جيسر
)  463 ازEF-1α) براساس توالي Geiser et al. 2004همكاران

 FUSARIUM-IDپايگاه اطلاعاتي Fusariumجدايه از جنس

v. 1.0 توالي نماينده 175گذاري كردند. اين پايگاه شامل را پايه
باشد كه اجازهمي Fusariumوژنتيكي در جنس انتخابي فيل

مي Fusariumهاي جنس شناسايي سريع گونه دهد. برخي را
و F. oxysporum ،F. solaniهاي مركب ها از جمله گونهگروه

F. graminearum به خوبي توسط اين پايگاه اطلاعاتي پوشش
براي تفكيكااخير.)Geiser et al. 2004( داده شده است

 هايو گونه F. verticillioidesو F. musae هايهگون
F. temperatum وF. subglutinans يابي ژن از تواليEF-1αبه

استفاده شده است. اين β-tubulinو Calmodulinهاي همراه ژن

هاي مذكور را از هم تفكيك ژن به خوبي توانسته است گونه
و . (Van Hove et al. 2011, Scauflaire et al. 2011) نمايد ولف

هاي براي تفكيك گونهنيز (Wulff et al. 2010)همكاران 
از Fusariumمختلف جنس  در ارتباط با بيماري باكانه برنج

ژنتوالي و جدايهEF-1α يابي ها با هاي گونهاستفاده نمودند
 مطالعهمقدار اعتبارسنجي زيادي از يكديگر تفكيك گرديدند. 

) و همكاران مي) Hsuan et al. 2011هسوان كهنيز نشان  دهد
،F. andiyaziو F. verticillioidesهاي شناسايي گونه

F. proliferatum وF. fujikuroi،F. sacchari و
F. subglutinans تنها براساس خصوصيات از يكديگر

ميامكان مورفولوژيكي و همراه با اشتباهاتي  باشد. پذير نبوده
نيدر تحقيق  42-82و (B)2-81هاي شناسايي جدايهزحاضر

مقدور F. verticillioides گونه هاياز جدايه F. andiyaziگونه
ها با تمامي گونهEF-1αنبود. با اين حال، براساس توالي ژن 

و با جستجو در مقدار اعتبار سنجي زياد از يكديگر متمايز شدند
تاييدهاگونهشناسايي نيز FUSARIUM-IDپايگاه اطلاعاتي 

.گرديد

ــه- ــوژنتيكي گون ــط فيل ــابي رواب ــوالي ارزي ــتفاده از ت ــا اس ــا ب ه
 ITS1-5.8S-ITS2نوكلئوتيدي نواحي 

در ITS1-5.8S-ITS2طول توالي نوكلئوتيدي نواحي
در 534تا 519 بين هاي مورد بررسيجدايه جفت باز متغير بود.

ي موردهاها در تواليسازي، با وارد شدن فاصلهمرحله مرتب
در 549ها به بررسي، طول نهايي توالي  درختنوكلئوتيد رسيد.

و MPحاصل از روش ، ضرايب مربوط به مقياس استحكام
بهو شاخص ثبات واحد، شاخص بازداريدرختهماهنگي ها

(شكل96/0و97/0،99/0ترتيب  هاي تعداد مكان).3بودند
از61مفيد  و تعدا 549نوكلئوتيد ود مكاننوكلئوتيد هاي متغير

مي 469و72حفاظت شده به ترتيب  با توجه به باشد. نوكلئوتيد
ن MP درخت ، تمام ITS1-5.8S-ITS2 واحيرسم شده براساس
 F. proliferatumو F. fujikuroi هايهاي متعلق به گونهجدايه

هاي قرار گرفتند. جدايه%20حمايتدر يك كلاد با مقدار
با F. sacchariو F. thapsinumهاي مختلف گونه به ترتيب

و97مقدار اعتبارسنجي  % در كلادهاي مجزا قرار گرفتند.%65
نيز در يك كلاد F. verticillioidesهاي گونه همچنين جدايه

و 42-82 دو جدايهقرار گرفت. F. sacchariمجزا در كنار كلاد 
81-2B هاي با گونهG. moniliformis (EU151446) و

F. andiyazi (GU205409) 3(شكل در يك كلاد قرار گرفتند(.
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جدايه از گونه مركب32براي ITS1-5.8S-ITS2درخت فيلوژنتيكي ترسيم شده با استفاده از توالي نوكلئوتيدي نواحي-3شكل
Gibberella fujikuroi به روشMaximum-Parsimonyاز . اعداد بالاي هر مي 1000شاخه مقدار حمايت بوتسترپ دهند. تكرار را نشان

ميطول شاخه و باشد. تواليها با تعداد تغييرات نوكلئوتيدي كه به صورت مقياس بار نشان داده شده است، متناسب هاي داراي نام گونه
 عنوان گروه خارجي انتخاب شده است.به Fusarium oxysporum (DQ093759)اند. گونه شماره ثبت از بانك ژن استخراج شده

Fig. 3. A Maximum-Parsimony tree inferred from ITS1-5.8S-ITS2 sequences from 32 taxa of Gibberella fujikuroi 
species complex. Numbers of above branches show the bootstrap values in 1000 replicates. The length of branches is 
proportional to the number of base changes (scale bar). For sequences from GenBank species name and accession 
number have been mentioned. Fusarium oxysporum (DQ093759) is set as out-group. 

 
هـايي تـرين ژن ريبوزومي، متداول RNAهاي رمز كننده ژن

و فيلـوژنتيكي قـارچ هستند كـه در  هـا مطالعـات تاكسـونوميكي
ژناستفاده شده ها به دليل اينكه داراي چندين نسخه در اند. اين

و نسخهژنوم هستند، ژن هـاي هاي رمزكننده غيرپروتئين هستند
ميمتعدد آن يابند مورد توجه ها به صورت هماهنگ با هم تكامل
آناند. همچنين، بخشقرار گرفته هـا داراي سـرعت هاي مختلف

و اطلاعات حاصل از آن مي تكامل متفاوت از هم بوده در ها توانـد
 ,Graser et al. 1998).سطوح مختلف تاكسونوميكي استفاده شود

Guarro et al. 1999) هــاي بخــشITS و بســيار متغيــر بــوده
هـاي بـا ها فقط بين آرايهآن هايتواليتر مطمئن رديف كردن هم

ازميخويشاوندي بالا  هاي تواليتواند انجام شود. اطلاعات حاصل

و گونه ها هاي تعداد متنوعي از قارچاين بخش، در تفكيك جنس
 (Graser et al. 1998, Guarro et al. 1999).استفاده شده است 

هــا اســتفاده بــراي ســاير قــارچااكثــر ITS1-5.8S-ITS2نــواحي
 ITS2ولوگ ناحيه ارت هاي غيرولي به دليل وجود نسخه،گردد مي

، از Fusariumهـاي جـنس اين ژن در طول ژنوم بسياري از گونه
زيـاد Fusariumهـاي جـنس بنـدي گونـه اين ناحيه براي طبقه

ن   & Waalwijk et al. 1996, O’Donnell) شـده اسـت اسـتفاده

Cigelnik 1997)،و همكـاران  .Visentin et al)امـا ويسـنتين

به عنوان ابزار تاكسـونوميكي ITS1-5.8S-ITS2 از نواحي (2009
 F. proliferatumو F. verticillioidesهـاي بـراي تمــايز گونــه 

و توانستند اين دو گونه را از هـم متمـايز نماينـد. استفاده كردند

ITS
549 nt 
CI= 0.97
RI= 0.99 
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به علاوه آغازگرهاي اختصاصي براسـاس ناحيـه مـذكور طراحـي
شده است كه امكـان شناسـايي سـريع دو گونـه فـوق را فـراهم 

و F. proliferatumهــاي ازد. در ايــن تحقيــق نيــز گونــهســ مــي
F. verticillioides .براساس اين ناحيه از يكديگر متمـايز شـدند

 هـــايقــادر بـــه تمــايز گونــه ITS1-5.8S-ITS2 امــا ناحيــه 
F. proliferatum وF. fujikuroi و جدايـه هـاي از يكديگر نبـود

كـلاد قـرار در يـك%98حمايـت بـالاي اين دو گونه بـا مقـدار 
و جدايه در F. sacchariو F. thapsinumهـاي هاي گونهگرفتند

و 42-82 دو جدايـه بندي گرديدند. به علاوه، كلادهاي مجزا گروه
81-2B ــه ــا گونـ ــاي بـ و G. moniliformis (EU151446)هـ

F. andiyazi (GU205409) و دو گونـه با هم گروه بنـدي شـدند
ي ).3(شكلندنشدكديگر تفكيك مذكور براساس اين ناحيه از
 توان بيان كرد كه نواحيدر مجموع مي

ITS1-5.8S-ITS2 فوق قادر به تفكيك بنا به دلايل ذكر شده
باشد. نمي G. fujikuroiگونه مركب هاي موجود در كامل گونه

ها در تحقيق حاضر در كلادهاي مجزا هرچند كه برخي از گونه
مطابقت نيزنابا نتايج ساير محقق قرار گرفتند. نتايج اين تحقيق

.(Waalwijk et al. 1996, O’Donnell & Cigelnik 1997)رددا
 هاي مفيد نواحيبه علاوه، در تحقيق حاضر تعداد مكان

ITS1-5.8S-ITS2 وEF-1αاز61به ترتيب  549نوكلئوتيد
و از 203نوكلئوتيد  در مجموعنوكلئوتيد بود. 701نوكلئوتيد

ژن توانمي هاي براي شناسايي سريع گونهEF-1αبيان كرد كه
 باشد.فوزاريوم بسيار مناسب مي

اعضاي گونه مركبشدهمان طوري كه قبلا نيز اشاره
G. fujikuroi هم مورفولوژيكيهاي از لحاظ ويژگي بسيار به

آن شبيه مي و همين ويژگي تمايز ها را از همديگر پيچيده باشند
و سازد. بنابرايمي ن، براي حصول اطمينان از تشخيص صحيح

هاي ديگر از از روش مورفولوژيكيهاي دقيق گونه در كنار روش
و مطالعه روابط  جمله تلاقي جنسي با آزمايشگرهاي استاندارد

ها با استفاده از چندين ژن مهم در جنس فيلوژنتيكي گونه
Fusarium يك فازاستفاده گردد. در ايران مطالعه پلي بايستي

و در اغلب موارد G. fujikuroiگونه مركب  انجام نشده است
در يك ميزبان گياهي مورفولوژيكيچندين گونه مشابه از نظر 

شود كه شناسايي عامل يا عوامل اصلي بيماري را با ديده مي
سازد. به علاوه شناسايي دقيق عوامل مشكلاتي مواجه مي

درها زاي گياهي جهت دستيابي به روشبيماري ي مناسب
مي مديريت بيماري و ضروري ،باشد. لذا هاي گياهي مهم

هاي مهم برداري وسيعي از ميزبانشود كه نمونهپيشنهاد مي
و شناسايي گونه ها اقتصادي از مناطق مختلف كشور انجام گردد

، مورفولوژيكيخصوصيات مطالعهفازيك شامل به صورت پلي
توهاي ثانويه بيولوژيكي، متابوليت م چندين ژن بويژهأو كاربرد

و بتاتوبولين در مطالعات فيلوژنتيكي گونه مركبEF-1αهاي ژن
G. fujikuroi .مد نظر قرار گيرد 

 سپاسگزاري
 پژوهشي دانشگاه تهران نگارندگان از معاونت محترم

 سپاسگزاري اين تحقيق پژوهشيهم كردن اعتبارات به خاطر فرا
 نمايند. مي
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