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  چکیده

هاي همراه قارچباشد. به منظور شناسایی رف دارویی و صنعتی در استان یزد می) یکی از محصولات مهم زراعی با مصاRubia tinctorum( روناس
از بذور روناس در مناطق مهم کاشت آن در استان یزد شامل اردکان و بـافق   93لغایت  91هاي زراعی طی سال با بذور روناس و تولید کننده توکسین،

برگ میخـک  و  (PDA) سیب زمینی دکستروز آگارهاي هاي کشتهاي قارچی در محیطسازي جدایهبرداري به عمل آمد. پس از کشت و خالصنمونه
هاي داراي پتانسیل اي پلیمراز صورت گرفت. ردیابی قارچآغازگرهاي اختصاصی هر گونه با استفاده از واکنش زنجیره ، شناسایی تکمیلی با(CLA)آگار 

یید پتانسیل انجام شد. جهت تأ Tri13) از طریق آغازگرهاي اختصاصی ژن DONیوالنول (کتوتریکوتسین از جمله دي اکسی ن-8تولید مایکوتوکسین 
جدایـه قـارچی از بـذور     249) استفاده شد. در مجموع HPLCهاي فوزاریوم از کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا (در جدایه DONتولید مایکوتوکسین 

فوزاریوم، آسپرژیلوس، پنیسلیوم، آلترناریا، رایزوکتونیا و رایزوپوس بودند که بیشترین فراوانی روناس جداسازي شد که متعلق به شش جنس قارچی شامل 
 F.oxysporumجدایه) و  F.solani )55هاي هاي فوزاریوم، گونهها بود. در بین قارچدرصد کل جدایه 71هاي جداسازي شده مربوط به فوزاریوم با قارچ

 ژن توانایی تولیـد دي اکسـی نیوالنـول را دارا بودنـد.      F. equiseti و  F. poae ،F. semitectumهاي داشتند. گونهجدایه) بیشترین فراوانی را  41(
Tri13دي اکسی نیوالنول نیز در این سه گونه ردیابی گردید و در آزمایش ثر در تولید ؤم HPLCهاي فوزاریوم مورد بررسی پتانسـیل تولیـد   همه قارچ

  ر را داشتند. مایکوتوکسین مورد نظ
  

  ، مایکوتوکسین، یزدRubia tinctorum  :کلیدي هايواژه
  

     1 مقدمه
ــام رونــاس ــا ن ــاهی  Rubia tinctorumعلمــی ب ــره گی  از تی
Rubiaceae در صنایع رنگرزي کاربرد زیـادي   آن ریشهباشد که می

 نو در زمـا  بـوده  در اروپا و آسیا بیشتر معمـول  گیاه این . کشتدارد
می و یزد کشت ، فارس، اراكتبریز، ارومیه در مناطق در ایران قدیم
 هـاي شهرسـتان  در "عمـدتا  و کار آن حاضر کشت در حالولی  شده
عوامل متعددي از جمله  .)20(است  یزد رایج در استان و اردکان بافق

 هاي قارچی در حین کاشت، داشت و برداشت این محصـول را بیماري
کنند که علاوه بر کاهش عملکرد محصول از کیفیـت رنـگ   آلوده می

ها همراه با بذور . بسیاري از این قارچ)29 و 28(کاهند تولیدي نیز می
                                                        

رکز تحقیقات زیست فناوري پزشکی، واحد اشکذر، ممی اعضاي هیآت عل -3و  2، 1
  ایراندانشگاه آزاد اسلامی، اشکذر، یزد، 
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کنند و ي روناس را آلوده میروناس بوده که در حین کاشت، گیاهچه
هاي هوایی از جمله برگ و ساقه حمله کـرده و آنهـا را   برخی به اندام

ها از جملـه فوزاریـوم، آسـپرژیلوس و    کند. برخی از این قارچیآلوده م
پنیسلیوم همراه با بذر بوده که عـلاوه بـر آلـوده کـردن گیـاه تولیـد       

کنند که براي سلامتی انسان و دام مضـر  هاي خطرناکی میتوکسین
  .)29(باشند می

هاي هوایی این گیاه از جمله برگ و ساقه قارچتاکنون از قسمت
و  Septoria rubiae هايقارچ .)28(ددي گزارش شده است هاي متع

Sporonema punctiforme      به عنوان عوامـل لکـه برگـی رونـاس
 Pleospora هاي قـارچی  گونه همچنین. )28 و 27(اند گزارش شده

chlamydosporaوSporonea punctiforme   از روي گونهRubia 
sp.  هاي همـراه بـا بـذور    ارچدر رابطه با ق. )28( است شدهجداسازي

تـرین  قارچ فوزاریوم یکی از فـروان روناس اطلاعات کمی وجود دارد. 
هایی است که در طی رشد و تکامـل گیاهـان اثـرات مخـرب و     قارچ
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هـاي  سازد. این قارچ تولید متابولیـت ناپذیري را به آنها وارد میبرانج
انسـان و  کند که براي سـلامتی  ثانوي مهلکی بنام مایکوتوکسین می

هــاي تریکوتســین، بــه دلیــل مصــرف توکســیندام مضــر هســتند. 
دهد و از علایم مایکوتوکسیکوزهاي شدید در انسان و حیوانات رخ می

هـا اشـاره کـرد    اشتهایی، تهوع و گرفتگی ماهیچهتوان به بیآنها می
هـاي  ها، سـرطان . همچنین در صورت مصرف زیاد این توکسین)30(

هـا بـه دو   . تریکوتسـین )26 و 16(شـود  د مـی گوارشی مختلفی ایجا
هاي قارچی توکسین Bشوند که در کلاس تقسیم می Bو  Aکلاس 

هـاي  قـرار دارنـد. تریکوتسـین    Aمهم و خطرناکی نسبت به کلاس 
حلقه تریکوتسین مـی  8داراي گروه کتو در موقعیت کربن  Bکلاس 

 و 7(نیز معروفند  1هاکتوتریکوتسین -8باشند و به این دلیل بنام گروه 
، دي )NIV(تـوان بـه نیوالنـول    مـی  Bهاي نـوع  . از تریکوتسین)12

اسـتیل   -4و مشـتقات اسـتیلی آنهـا ماننـد      )DON(اکسی نیوالنول 
) AcDON-3(استیل دي اکسی نیوالنـول   -3 )،AcNIV-4(نیوالنول 

. )15(اشـاره کـرد    )AcDON-15(استیل دي اکسی نیوالنول  -15و 
هاي بیمارگر آلوده شود که ست توسط بسیاري از قارچروناس  ممکن ا

منجر به خسارت کمی و کیفی به این محصول شوند. خسارت کمی از 
طریق کاهش وزن خشک ریشه و خسارت کیفی نیز به دلیـل تولیـد   

باشد که به دلیل هاي آلوده کننده میهاي مختلف توسط قارچتوکسین
د براي مصرف کننده خطرناك توانها میتجمع مایکوتوکسین در ریشه

ي مایکوفلور بذور گیاه روناس تا کنون مطالعات زیادي در زمینهباشد. 
هاي همراه بـا بـذور   شود قارچورت نگرفته است و احتمال داده میص

ي نامیه، آلودگی گیاهچه و در نهایت خسـارت  روناس در کاهش قوه
منظور بررسی  ثر باشند. لذا این تحقیق بهؤکمی و کیفی به محصول م

-هاي همراه بذور روناس و همچنین شناسایی قـارچ و شناسایی قارچ
  انجام شد.  ي توکسین از جمله فوزاریومهاي تولید کننده

  
  هاموارد و روش

  هاي قارچیبرداري و کشت جدایهنمونه
از بذور روناس در مناطق مهم  93تا  91هاي زراعی در طی سال

بـرداري بـه   ه اردکان و بافق نمونهز جملکاشت روناس در استان یزد ا
مزرعـه بـه طـور تصـادفی      5عمل آمد. براي این کار در هر منطقـه  

هـاي  داخل پاکـت آوري و کیلوگرم بذر جمع 1انتخاب و از هر مزرعه 
استریل به آزمایشگاه منتقل گردید. در آزمایشگاه بذور با هیپوکلریـت  

شدند. بعد از قرار  به مدت یک دقیقه ضد عفونی سطحی %5/0سدیم 
دادن در هیپوکلریت سدیم، بذور دو مرتبه داخـل آب مقطـر شستشـو    
شده و سپس با کاغذ صافی خشک گردیدنـد. سـپس داخـل محـیط     

) قرار داده شدند و براي مدت PDAکشت سیب زمینی دکستروز آگار (
گراد انکوباسیون گردیدند. جدایـه درجه سانتی 25یک هفته در دماي 

                                                        
1- 8-Ketotrichothecens 

وم و آسپرژیلوس توسط تک اسپور کردن خالص گردیده و هاي فوزاری
و  WA، (CLA، آب آگـار ( PDAهـاي  تک اسپورها در محیط کشت

CY20S (Czapek Yeast Extract Agar with 20 sucrose)  در
هـاي  ه مدت ده روز انکوبه شدند. جدایـه گراد بدرجه سانتی 25دماي 

یات مرفولـوژي  فوزاریوم و آسپرژیلوس به ترتیـب از طریـق خصوص ـ  
ها توسط کلیدهاي معتبر نلسون و همکـاران  ها و شکل پرگنهکنیدي

  ) شناسایی گردیدند. 14) و کلیچ و پیت (22(
  

  ژنومی DNAاستخراج 
 DNAها براي استخراج هاي انبوه قارچبه منظور تولید میسلیوم 

هـا بـه   استفاده شد. به این منظور جدایـه  PDBاز محیط کشت مایع 
داده شدند و  کشتPDB هفته بر روي محیط کشت مایع مدت یک 

آوري شده و استخراج ها جمعسپس با استفاده از لوپ استریل میسلیوم
DNA  با استفاده از روشCTAB  کیفیت .)23(انجام گرفت DNA 

و کمیت آن با استفاده  گارزآالکتروفورز ژل استخراج شده با استفاده از 
  ردید.مشخص گ دستگاه بیوفتومتراز 

  
هـاي فوزاریـوم بـا آغازگرهـاي     تشخیص مولکولی جدایـه 

 اختصاصی گونه
ــه    ــی جدای ــراي شناســایی تکمیل  .F. equiesti ،Fهــاي ب

semitectum وF. poae      از جفـت آغازگرهــاي اختصاصـی گونــه
میکرولیتـر و بـا    25در حجـم   PCRواکـنش   .)1 استفاده شد (جدول

هــر  ) انجــام شــد.Ependrof, Germanyاســتفاده از ترموســایکلر (
ژنومی  DNAبا   PCRآزمایش شامل یک کنترل مثبت (یک واکنش

با همه  PCRید و یک کنترل منفی (یک واکنش یگونه قارچی مورد تأ
بـا اسـتفاده از    PCRژنومی) بود. واکـنش   DNAمواد واکنش بدون 

 5با یک برنامه حرارتی شامل یـک مرحلـه    SEM-1/2جفت آغازگر 
 C°چرخه متوالی شامل برنامه زمانی:  30و سپس  C 94°اي در دقیقه

ثانیـه و   60براي  C 72°ثانیه و 30براي  C 57°ثانیه،  30براي  94
دقیقـه انجـام    5بـراي   C 72°یک مرحله گسترش نهـایی در دمـاي  

بـا اسـتفاده از جفـت آغـازگر      PCRگرفت. برنامه حرارتـی واکـنش   
FeqF/R  اي در دقیقه 5شامل یک مرحله°C 94  چرخه  25و سپس

 5/1براي  C 64°دقیقه،  5/1براي  C 94°متوالی شامل برنامه زمانی: 
دقیقـه و یــک مرحلـه گســترش نهــایی در    2بــراي  C 72°دقیقـه و 

 PCRدقیقه انجام گرفت. برنامه دمایی واکنش  5براي  C 72°دماي
 5شـامل یــک مرحلــه   SEM-1/2و  FpoF/R بـراي جفــت آغــازگر 

 C°چرخه متوالی شامل برنامه زمانی:  40سپس  و C 94°اي در دقیقه
دقیقه و یک  2براي  C 72°دقیقه و 1براي  C 58°،دقیقه 1براي  94

دقیقه انجـام گرفـت.    5براي  C  72°مرحله گسترش نهایی در دماي
درصد آگارز  2/1به طور جداگانه بر روي ژل  PCRسپس محصولات 
 .F  هـاي ) گونـه رل مثبتهاي استاندارد (کنتجدایهالکتروفورز شدند. 
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equiesti ،F. semitectum وF. poae     براي انجام واکـنشPCR 
ــدهاي  ــا ک ــب ب ــه ترتی ــز  FPO110و  FQ021 ،FSM440ب از مرک

  تحقیقات و آموزش کشاورزي و منابع طبیعی استان یزد تهیه گردید. 

 
 DONموثر در تولید  آغازگرهاي اختصاصی گونه و ژن - 1جدول 

Table 1- Species-specific primers and gene involved in DON production   
  (Primer)آغازگر  )bpاندازه قطعه (  (Sequence)توالی   (Reference) منبع مورد استفاده
12 
 
  
12 
 
 
12 
  
 
30 
  

 F- GGCCTGCCGATGCGTC 
R- CGATACTGAAACCGACCTC 

 
F- CGCACGTATAGATGGACAAG 

R- CAGCGCACCCCTCAGAGC 
 

F-
TCTCTTCTCTCATCTCAGGCTTTCA 
R- TCGCGTGCTACCCTAAACTTTT 

 
F- TACGTGAAACATTGTTGGC 
R- GGTGTCCCAGGATCTGCG  

990  
 
  
400 
 
 
270 
 
  
240  

Feq-F 
Feq-R 

 
Fps-F 
Fpo-R 

 
SEM-1  
SEM2  

  
Tri13F 
Tri13R  

  
F ،آغازگر رفت :Rآغازگر برگشت :  

  
ه ) با استفادDON( شیمیایی دي اکسی نیوالنول تعیین تیپ

 Tri13از ردیابی ژن 
) در گونـه DON( جهت تعیین تیپ شیمیایی دي اکسی نیوالنول

 از جفـت آغـازگر   F. PoaeوF. equiesti، F. semitectumهـاي  
Tri13F/Tri13R   .هـاي  ایـن جفـت آغـازگر در جدایـه    استفاده شـد

). 1 کند (جـدول جفت بازي می 240تولید قطعات  DONتولیدکننده 
شـامل:   PCRبراي انجام واکـنش   R/Tri13Fگر برنامه حرارتی آغاز

و  PCRبراي آغاز واکـنش    C 94°اي در دماي دقیقه 5یک مرحله 
سـازي در  چرخه که هر چرخه شامل سه مرحلـه واسرشـت   30سپس 
 30بـراي   C57° مرحله اتصال در دماي، ثانیه 30 براي C94° دماي

گرفـت. در   ثانیه انجـام  60براي  C72° ثانیه و مرحله بسط در دماي
دقیقـه در   5براي  C 72° پایان یک مرحله گسترش نهایی در دماي

به طور جداگانه  PCRمحصولات ، PCR. پس از انجام نظر گرفته شد
آمیزي محصولات درصد آگارز الکتروفورز شدند. رنگ 2/1بر روي ژل 

PCR بـرداري تحـت   با اتیدیوم بروماید صورت گرفت و سپس عکس
  ) انجام شد.Bio-RAD, USAژل داك (در دستگاه  UVنور 

 

) در DON( بررســی پتانســیل تولیــد دي اکســی نیوالنــول
  هاي فوزاریومگونه

هاي فوزاریوم کتوتریکوتسین تولیدي در گونه-8ع براي تعیین نو
 12، از PCRروش به  Tri13مورد نظر و ارتباط آنها با ژن تکثیر شده 

 .Fو F. equiesti،F. semitectumهاي جدایه به عنوان نماینده گونه
Poae ردیـابی و اسـتخراج مایکوتوکسـین بـه وسـیله دسـتگاه        براي

HPLC .استفاده شد  
  

نـالیز  آهـا جهـت   سازي، اسـتخراج و تصـفیه نمونـه   آماده 
  توکسین تریکوتسین

گـرم   50هاي مـورد بررسـی، ابتـدا    براي آنالیز توکسین در جدایه
لیتر آب میلی 30و سپس  شلتوك برنج به مدت دو ساعت خیسانده شد

 20ساعت دو بار و هر بار به مدت  24مقطر به آن اضافه و به فاصله 
متـري از  میلـی  5دقیقه اتوکلاو گردید. سپس به هر ارلن چند قـرص  

ها به مدت شش هفته کشت شش روزه جدایه قارچ منتقل شد و ارلن
مـدت   گراد نگهداري شدند. پـس از ایـن  درجه سانتی 25در انکوباتور 

سـاعت   24گراد به مدت درجه سانتی 70هاي آلوده در دماي شلتوك
هاي آلوده آسیاب شده و پودر حاصـله بـه   خشک شدند و سپس برنج

  . )10(منظور استخراج توکسین مورد استفاده قرار گرفت 
گرم پودر آسیاب شده  10براي استخراج عصاره، ابتدا از هر نمونه 

) به %84ر حلال استخراج (استونیتریل لیتمیلی 100توزین شد. سپس 
 3ها به مدت ها اضافه شد. براي اختلاط حلال استخراج با نمونهنمونه

دقیقه از دستگاه بلندر با سـرعت بـالا اسـتفاده گردیـد. پـس از ایـن       
اختلاط، براي صاف کردن عصاره از کاغذ صافی معمولی استفاده شد 

شده براي تخلیص بـا سـتون   لیتر از این عصاره صاف میلی 8و مقدار 
1SPE  برداشته شد.  

با ایجاد فشار مثبـت بـراي    FSPEDONسازي ستون ابتدا آماده
لیتـر از عصـاره   میلـی  5فشرده شدن بهتر ستون انجام گرفت. سپس 

لیتـر در  میلـی  2-3قطره در ثانیه یا  SPE )2-1شده از ستون  صاف
صـاره، سـتون   داده شد. به محض ورود آخرین قسمت ع دقیقه) عبور

SPE  شستشو داده شد و سپس درصد  84لیتر از استونیتریل میلی 2با
                                                        
1- Solid phase extraction clean- up 
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هـا در  آوري گردیـد. ویـال  عصاره تخلیص شده در داخل تیوب جمـع 
(خشک/مرطوب) خشک شـدند. پـس از خشـک کـردن      ºC40 دماي

o:MeOH= 2Hلیتــر حــلال فــاز متحــرك (میلــی 500هــا، تیــوب
و سپس با دستگاه ورتکـس بـه    ها اضافه گردید) به تیوب90.5:9.5

ها ). بعد از این مرحله در صورت لزوم عصاره19( خوبی مخلوط شدند
 25 میکرومتـر صـاف گردیدنـد و در نهایـت      45/0 با کاغـذ صـافی  

 ,HPLC )Waterمیکرولیتر از این عصاره تلخیص شده به دسـتگاه  
USA .تزریق گردید (  
  

  HPLCها با دستگاه آنالیز عصاره 
 HPLCهـا از دسـتگاه   یین حضور تریکوتسین در عصـاره براي تع

)Water, USA با ستون (C18  طول)5/4متر، قطر ذرات سانتی 15 
 )، سـرعت جریـان  95بـه   5آب ( -میکرومتر) و فاز متحـرك متـانول  

ml/min 5/0     و در دماي اتاق استفاده شد. در ایـن خصـوص ردیـاب
U.V ار گرفـت. از عصـاره   نانومتر مورد استفاده قـر  220 با طول موج

استخراج شده هر نمونه توسـط لـوپ تزریـق بـا سـرنگ مخصـوص       
HPLC ،25  میکرولیتر تزریق گردید و نتایج به دست آمده و اطلاعات

هاي نمونه و زمان ماندگاري هر یک ثبت مربوط به سطح زیر منحنی
هاي استاندارد هر با توجه به منحنی DONهاي شد. نوع تریکوتسین

) و زمان ماندگاري هـر اسـتاندارد مشـخص    ppm 25لظت یک (با غ
  گردید.
  

  نتایج 
  هاي همراه بذور روناسشناسایی قارچ

روناس جداسـازي شـد    جدایه قارچی که از بذور 249مجموع  در 
ــارچ   ــه ق ــق ب ، .Fusarium spp.،Aspergillus sppهــاي متعل

Penicillium spp. ،Alternaria spp. ،Rhizoctonia solani  و
Rhizpous spp. هاي قارچی مربوط به بودند. بیشترین فراوانی جدایه

هاي قارچی را درصد جدایه 71جدایه) بود که  177هاي فوزاریوم (گونه
هاي فوزاریـوم  دادند. با استفاده از کلیدهاي شناسایی گونهتشکیل می

)22 ،(F.solani ،F.oxysporum  ،F.poae ،F. semitectum  وF. 
equiseti هاي مهم فوزاریوم جداسـازي شـدند کـه در    به عنوان گونه

ــین   ــن ب جدایــه)  41( F.oxysporumجدایــه) و  F.solani )55ای
، جدایـه)  F. equiseti )37هاي ین فراوانی را دارا بودند و گونهبیشتر

F. semitectum )24  و (جدایهF. poae )20  جدایه) کمترین فراوانی
  را داشتند. 

)، 11هاي شناسـایی گونـه هـاي آسـپرژیلوس (    لیدبا استفاده از ک
Aspergillusflavus،A.niger  وfumigatus .A هاي مهـم  از گونه

هاي قـارچی  درصد کل گونه 18آسپرژیلوس شناسایی شده بودند که 
دادند. بیشترین فراوانی مربوط جداسازي از بذور روناس را تشکیل می

جدایه)  10(A.flavus  هايجدایه) بود و گونه A.flavus )28به گونه 
هاي جدایه) کمترین فراوانی را داشتند. بقیه گونه A. fumigatus )7و 

،  .Penicillium spp. ،Alternaria sppجداســازي شــده شــامل 
Rhizoctonia solani  وRhizpous spp.  بودند که کمترین فراوانی

 10ها رچشده داشتند که در واقع این قا هاي جداسازيرا در بین قارچ
  دادند. ها را تشکیل میقارچدرصد از کل 

  
ــه  ــولی جدای ــخیص مولک ــده  تش ــوم تولیدکنن ــاي فوزاری ه

  مایکوتوکسین دي اکسی نیوالنول
 .F کتوتریکوتسـین از جملـه   -8سه گونه فوزاریوم تولید کننـده  

poae ،F. semitectum وF. equiseti  تشـخیص تکمیلـی و    جهت
یی مورفولوژیکی با استفاده از آغازگرهـاي  یید نتایج حاصل از شناساتأ

اختصاصی هر گونه انتخاب گردیدند. نتایج حاصل از واکنش زنجیـره 
هاي مورد انتظار براي هر ) و تولید محصول و باندPCRاي پلی مراز (

یید کرد و ثابت هاي فوزاریوم را تأولوژیکی جدایهگونه، شناسایی مورف
از طریق خصوصیات مرفولوژیکی هاي شناسایی شده گردید که جدایه

باشـند  مـی    F. Equisetiو F.poae ،F. semitectumهـاي  گونـه 
اي پلی مراز بـا  در واکنش زنجیره F. equiesti ). گونهa-c1 :(شکل 

)، a1-جفت بـاز (شـکل    990آغازگرهاي اختصاصی قطعاتی به طول 
 )، و گونـه b1-جفت باز (شکل  400قطعاتی به طول  F. poae گونه 

F. semitectum شکل  جفت باز 270 قطعاتی به طول)-c1 را تولید (
 کردند. 
  

  هاي فوزاریومدر جدایه DONردیابی تیپ شیمیایی 
براي ردیـابی ژن   Tri13F/Tri13Rدر این بررسی جفت آغازگر 

Tri13 تیپ شیمیایی   وDON هايدر بین جمعیت جدایه  F. poae ،
F. semitectum  وF. equiseti واکنشفاده شد. نتایج است PCR با 

هـاي مـورد   در جدایـه   DONاین آغازگر نشان داد که تیپ شیمیایی
هاي تیپ هاي تولیدکنندهدر جدایه  PCRمحصولبررسی وجود دارد. 

جدایه  33). از 2 جفت بازي بود (شکل 240، باندهاي DON شیمیایی
ایـه) و  جد 10( F. semitectumجدایـه)،   F. poae )13بررسی شده 

F. equiseti )10 با این جفت آغازگر، همگی به عنوان جدایهجدایه (
دهد که این شناخته شدند. این نتایج نشان می DONهاي تولیدکننده 
در  DONها وجود دارد و احتمال تولید مایکوتوکسین ژن در این گونه

 F. equisetiو  F. poae ،F. semitectumهـاي  جدایه بین جمعیت
پـس از  ، DON مایکوتوکسـین رد. براي اثبات پتانسیل تولید داوجود 

هاي فوزاریوم مذکور بر روي بستر شلتوك برنج، نههاي گوکشت گونه
میزان تولید این نوع مایکوتوکسین با استفاده از کروماتوگرافی مایع با 

  کارایی بالا مورد بررسی قرار گرفت.
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) و کنترل منفی (چاهک 10 )، جدایه استاندارد (چاهک1-10(چاهک  Feq-F/Rبا آغازگر  F. equiseti) aاختصاصی گونه:  PCRش واکن - 1شکل 

1 ،(b (F. poae  آغازگرباFpoF/R  چاهک)چاهک1- 10) 1) و کنترل منفی (چاهک 10 ) و جدایه استاندارد ،(c (F. semitectum  با آغازگرFEF1/2 
  )100bp( نشانگر  M)، 1) و کنترل منفی (چاهک 10یه استاندارد (چاهک ) و جدا1- 10 (چاهک

Figure 1- Species-specific PCR, a:F. equiseti  with Feq-F/R primer (lanes 1-10), standard isolate (lane 10) and negative 
control (lane 1), b: F. poae with FpoF (lanes 1-10), standard isolate (lane 10) and negative control (lane 1), c: F. semitectum 

with FEF1/2 (lanes 1-10), standard isolate(lane 10) and negative control (lane 1), M: Size marker (100 bp) 
  

  
 F. equisetiو   F. poae  ،F. semitectum هايدر جدایه Tri13F/Tri13R با استفاده از جفت آغازگر PCRجفت بازي حاصل از  240باند  - 2شکل 

 bp 100: نشانگر M) 1باشند، کنترل منفی (چاهک می DONهاي تولیدکننده تیپ شیمیاییجفت بازي بعنوان جدایه 240هاي داراي باند جدایه.
Figure 2- Amplify of 240 base pairs obtained from Tri13F/Tri13R primer in F. poae, F. semitectum and F. equiseti isolates. 

Isolates contain 240 base pair are as DON producers. Negative control (Lane 1) M: Size marker (100 bp) 
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) bدقیقه) ،  48/5ماندگاري ان (در زمDON ) کروماتوگرام نمونه استاندارد DON  .aکروماتوگرام بدست آمده از مایکوتوکسین  - 3شکل 

  دقیقه) در سه گونه فوزاریوم 59/5ماندگاري ردیابی شده (در زمان  DONآمده از کروماتوگرام بدست 
Figure 3- Chromatogram of DON mycotoxin. a) Chromatogram of standard sample of DON (retention time 5.48 min), b) 

chromatogram of DON detected (retention time 5.59 min) in tree Fusarium species  
 

هـاي  از جدایـه   DONارزیابی پتانسیل تولیـد تریکوتسـین  
 HPLC فوزاریوم مورد نظر با استفاده از روش

و بررسی ارتباط بـین   DONها در تولید براي تأیید توانایی جدایه
 12د. اسـتفاده ش ـ  HPLCاز روش  DON، و تولید Tri13 حضور ژن

و  F. poae ،F. semitectumنماینده از سه گونه فوزاریـوم مـذکور (  
F. equiseti    به منظور ارزیابی پتانسیل تولیـد تریکوتسـین انتخـاب (

 شدند.
 DONنشان داد که تیپ شـیمیایی   HPLCنتایج بدست آمده از 

هاي بررسی شده وجود دارد. زمان ماندگاري براي مشـاهده  در عصاره
). a3  دقیقه ثبت شد (شکل DON ،48/5حنی استاندارد نقطه اوج من

هاي فوزاریوم مورد بررسی، توکسین دي اکسی نیوالنـول بـا   در جدایه
نتایج بدست آمده  ).b3  شکل( ردیابی شددقیقه  59/5زمان ماندگاري 

گونـه  را در هر سـه   DONهاي استخراج شده توانایی تولید از عصاره
هـاي  و در واقع این نتایج با ردیـابی تیـپ  قارچی فوزاریوم تأیید کرد 

، مطابقت داشت. Tri13شیمیایی تریکوتسین با استفاده از ردیابی ژن 
هاي مورد هاي مذکور در جدایهکند که ژنبنابراین این نتایج ثابت می

 DONهـاي شـیمیایی   بررسی بیان شده و نقش مهمی در تولید تیپ
 دارند. 
 

  گیريبحث و نتیجه

و  F. poae ،F. semitectumررسی سه گونه فوزاریوم در این ب 
F. equiseti     از بذور روناس جداسازي و شناسایی گردیـد کـه نتـایج

ها با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی با نتایج شناسایی مولکولی گونه
  شناسایی مرفولوژي با استفاده از کلیدهاي شناسایی مطابقت داشت. 

 F. poae ،F. semitectum هايگونهدر  Tri13نتایج تکثیر ژن 
تولید ها را در این گونه به اثبات رساند و وجود این ژن F.equisetiو 

با نتایج محققین دیگر مطابقت داشـت   Tri13 ژنباندهاي حاصل از 
توانـایی   وTri13 دهنده حضـور ژن  ). تکثیر این قطعه ژنی نشان17(

ــزیم   ــردن آن ــد ک ــی ک ــام  calonectrin-4-oxygenaseژنتیک در تم
در سـاختار   4. این آنزیم، اکسیژن را بـه کـربن   )6(باشد ها میجدایه

تـر شـدن   کند و این فرآیند براي سمی) اضافه میCALکالونکترین (
 Tri13. ژن )4( گیردمحصولات در مراحل بعدي بیوسنتز صورت می

باشد می NIVبه   DONازکلاستر بیوسنتز تریکوتسین مسئول تبدیل
و  3(دارد  DON-NIVاي در آغـاز شـدن تولیـد    تعیین کنندهو نقش 

17( .  
 HPLCنتایج بررسی پتانسیل تولید مایکوتوکسین بـا اسـتفاده از   

هاي فوزاریوم جداسازي شده همگی پتانسیل تولید نشان داد که گونه
هـاي  در سـلول  DONرا دارند. مایکوتوکسـین   DONمایکوتوکسین 
شود و از سـنتز پـروتئین   متصل میي ریبوزمی  DNAیوکاریوتی به 
). 13گـردد ( کند که سبب سرکوب سیسـتم ایمنـی مـی   جلوگیري می

بـر بـذور    F.equisetiو  F. poae ،F. semitectumوجود سه گونه 
تواند اثرات مخربی بـر  می DONروناس و تولید بالقوه مایکوتوکسین 

) قـارچ 9سلامتی انسان و دام داشته باشد. حسینی نژاد و همکـاران ( 
را از بذور روناس جداسازي کردند و پی  F.equisetiو  F. poaeهاي 

 هاي فوزاریوم توانایی تولید مایکوتوکسین نیوالنولبردند که این گونه
)NIVهـاي قـارچی مختلفـی از جملـه     ) گونـه 29( ) را دارند. شاکري

rubiae Septoria ،alternata Alternatia  وniger Aspergillus 
گیـاه رونـاس در منـاطق مختلـف اسـتان یـزد جداسـازي و         از ریشه

 Leveillulaهـاي  طی تحقیقات گذشته قارچشناسایی کرد. همچنین 
tauricae وسفیدك پودري  عاملSeptoria sp.   عامل لکه برگـی از

 Alternaria alternata ،Rhizopus هايقارچهاي هوایی و قسمت
stolonifer ،Fusarium sp. و Aspergillus niger ــه ي از ریش

  . )29و  28(روناس جدا گردیده است 
خانواده روناس (روبیاسه) داراي چندین جنس و گونه متنوع مـی  

هــاي متعــددي از آنهــا گــزارش شــده اســت. گونــه شــود کــه قــارچ
F.equiseti    ) از خــاك و ریشــه گیــاه صــلیبکCrucianella 
maritima  و شـیوانا  ). پاراشـورما  11( ) جداسازي گردیده شـده اسـت
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را به عنوان بیماري  Cladosporium cladosporioides)، گونه 24(
) جداسـازي و  Rubia cordifoliaبلایت برگـی از رونـاس هنـدي (   

  شناسایی کردند.
ــه  ــه گون ــت ک ــان داده اس ــات نش ــاي مطالع  .F. poae ،Fه

semitectum  وF.equiseti هاي مختلفی از جمله گندم و در میزبان
پوسیدگی طوقه و ریشه و بلایت خوشه را ایجاد مـی  هايجو بیماري

هاي فوزاریـوم عـلاوه بـر تولیـد مایکوتوکسـین      ). این گونه18کنند (
DON) قادر به تولید زرالنون، نیوالنول، بیووریسین ،beauvericin و (

باشـند کــه  ) مــیdiacetoxyscirpenolدي استوکسـی اسـکریپنول (  
). آلـودگی  18باشـند ( مـی همگی براي سـلامت انسـان و دام مضـر    

هاي مختلف قارچی تـا  محصولات زراعی جهان توسط مایکوتوکسین
تاکنون مایکوتوکسین. )6(درصد سالانه گزارش شده است  25حدود 
ها مکررا در غلات مخصوصا گندم در مناطق کتوتریکوتسین -8هاي 

-ها حاکی از آن است که تیـپ مختلف ایران گزراش شده اند. گزارش
و مشتقات استیلی دي  NIV  ،DONیمیایی مختلفی از جمله هاي ش

هـاي  در گنـدم  AcDON-15و  AcDON-3اکسی نیوالنول از جمله 
زایی ها در بیماريکتوتریکوتسین -8 .)2و  1(شمال کشور وجود دارند 

ثرند و همچنین کاهش قدرت جوانهؤم قارچ هاي فوزاریوم در گیاهان
هاي نشاسته و تأثیر در تخریب گرانولزنی بذر، کاهش پروتئین دانه، 

هـاي  هاي تولید شده توسـط قـارچ  کیفیت دانه به دلیل مایکوتوکسین
. قابـل توجـه اسـت کـه ایـن      )25 و 23( فوزاریوم گزارش شده اسـت 

ها به صورت پایـدار بـاقی مـی   هاي انبار شده سالها در دانهتوکسین

هـاي  زاریـوم، گونـه  هاي فودر این بررسی علاوه بر گونه. )21(مانند 
هاي قارچی آسپرژیلوس نیز جداسازي گردید که بررسی مایکوتوکسین

رسـد.  هاي دیگر قارچی از جمله آسپرژیلوس ضروري به نظر میگونه
هاي همراه بذور روناس از جمله قـارچ این اولین گزارش جامع از قارچ

 ـ هاي تولید کننده مایکوتوکسین می ن باشد که نتایج نشان دهنـده ای
هاي تولید کننده توکسین مانند است که بیشترین آلودگی بذور به قارچ

ها در بذور روناس که توانایی تولیـد  باشد. وجود این قارچفوزاریوم می
توانـد بطـور مسـتقیم و غیـر     هاي مختلف را دارند مـی مایکوتوکسین

مستقیم بر روي سـلامتی و بهداشـت مـواد غـذایی اثـر بگـذارد. لـذا        
ین عوامل قارچی تولید کننـده مایکوتوکسـین بـا اسـتفاده     شناسایی ا

تواند کمک شایانی در ردیابی، هاي مولکولی و بیو شیمیایی میروش
هاي آن ها در این گیاه صنعتی و فراودهکنترل و کاهش مایکوتوکسین

  کند.
  

  سپاسگزاري
این مقاله قسمتی از نتایج طرح تحقیقـاتی مصـوب دانشـگاه آزاد    

پزشـکی  باشد که با همکاري بخش تحقیقات گیـاه ر میاسلامی اشکذ
مرکز تحقیقات و آموزش کشاورزي و منابع طبیعی استان یزد وابسته 
به سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج وزارت جهاد کشـاورزي انجـام   

  گردیده است. 
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