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  چکيده

شود. اين مايکوتوکسين محصولات کشاورزي و  توليد مي فوزاريوم اسپوروتريکيوئيدسترين تريکوتسن است و اغلب توسط  سمي -۲Tسم  :اهداف

ترانسفرازي را  سيلا ،۱۶Triژن  -۲T. در مسير بيوسنتز سم شودهاي شديد و حتي مرگ در انسان  تواند سبب بيماري مي و ويژه غلات را آلوده نموده به

 ۱۶Triطراحي روش مولکولي براساس ژن  ،ند. هدف اصلي اين مطالعهک کاتاليز مي ۸ماره کند که تشکيل گروه جانبي استر را در کربن ش کد مي

  . بود -۲T هاي مولد سممنظور شناسايي فوزاريوم به

از ايزوله فوزاريوم) مورد بررسي قرار گرفت. پس  ۸۹سويه استاندارد و  ۲۲سويه فوزاريوم (شامل  ۱۱۱تعداد از نوع تجربي در اين مطالعه  :ها روش

آنها با استفاده از نيتروژن مايع و با كمك بافرهاي  DNA، استخراج (PDB) پتيتودكستروزبراثها و تهيه كشت انبوه در محيط  سازي سويه خالص

و  ۱۶Triشده و انتخابي براساس ژن  صورت گرفت. با استفاده از پرايمرهاي طراحي (PCI)الکل  ايزوآميل - کلروفرم -هاي فنل ليزکننده و محلول

   شد.رديابي  -۲T هاي مولد و غيرمولد سماين ژن در تمام سويه PCRنمودن  بهينه

 فوزاريوم لانگستيهو يک گونه  فوزاريوم پوئه، يک گونه فوزاريوم اسپوروتريکوئيدسايزوله  ۴شامل  -۲Tسم هاي فوزاريوم مولد  تمام ايزوله :ها يافته

  ) بودند. جفت باز ۱۶Tri )۱۳۸۰ محتوي قطعه ژن

فوزاريوم و  فوزاريوم اسپوروتريكيوئيدسمانند  T- ۲ هاي مهم مولد سم توان گونه ، مي۱۶Triشده براساس ژن  با پروتکل مولکولی طراحی :گيري نتيجه

   هستند را نيز شناسايي نمود. T- ۲ طور ضعيف مولد هايي از فوزاريوم كه به توان گونه را شناسايي کرد. همچنين مي لانگستيه

  (PCR)اي پليمراز  ، واكنش زنجيره۱۶Triتريکوتسن، ژن  ،-۲Tفوزاريوم، مايكوتوكسين  :هاکليدواژه
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Abstract 

Aims: T-2 mycotoxin is the most toxic trichothecene produced by Fusarium species especially Fusarium 

sporotrichioides. This species is the contaminant of cereal grains that can cause severe diseases among humans 

and animals and it may lead to death. Tri16 gene encodes an acyltransferase that catalyzes the formation of ester 

side groups at C-8 in biosynthesis pathway of T-2 toxin. The aim of the present study was to design a molecular 

method for identification of Fusarium species based on Tri16 gene, capable of producing T-2 toxin. 

Methods: In this experimental study, the DNA of 111 T-2 producing and nonproducing Fusarium strains 

(including 89 Fusarium isolates and 22 standard Fusarium spp.) were evaluated. After purifying the strains and 

preparing the cultures in Potato Dextrose Broth (PDB), the DNA was extracted using liquid Nitrogen and lysing 

buffers and by Phenol, Chloroform and Isoamyl alcohol (PCI) solutions. The gene was detected in all T-2 

producing and nonproducing strains using the designed and selected primers based on Tri16 gene and PCR 

optimization.  
Results: All T-2 toxin producing Fusarium strains including Fusarium sporotrichioides (4 species), Fusarium 

langsethiae (1 species) and Fusarium Poae (1 species) contained the Tri16 gene fragment (1380 bp).  

Conclusion: Important T-2 toxin producing species such as Fusarium sporotrichioides and Fusarium 

langsethiae could be identified with the designed molecular protocol designed based on Tri16 gene. In addition, 

weakly T-2 producing species can be identified with this method.  
Keywords: Fusarium, T-2 Mycotoxin, Trichothecene, Tri16, Polymerase Chain Reaction (PCR) 
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 مقدمه

ترين گروه از  ها از نظر تنوع و گستردگي، مهم تريکوتسن

نوع تريکوتسن  ۱۵۰طوری که بيش از ها هستند، به مايکوتوکسين

يك تريکوتسن با سميت بسيار  T-۲]. سم ۲، ۱شناسايي شده است [

 (DON)نيوالنول  اکسي برابر سميت دي۱۰بالاست که سميت آن 

بار بيشتر از خردل پوست را تحت تاثير قرار ۱۰۰است. اين توكسين 

آساني در اثر اتوکلاو از  دهد. همچنين مقاوم به حرارت بوده و به مي

  ].۳، ۱رود [ بين نمي

ن اثر سايتوتوکسيتي و دليل داشت اين مايکوتوکسين که به

كنندگي سيستم ايمني براي سلامت انسان و حيوانات مضر  سركوب

  است، از دو جنبه اصلي اهميت دارد: 

عنوان  ويژه غلات بوده و به کننده محصولات کشاورزي به آلوده -۱

مشکل جدي بهداشت مواد غذايي مطرح است و موجب مسموميت 

شود و حتي و حيوانات اهلي میصورت حاد يا مزمن در انسان  شديد به

هاي متعدد آن در  طوري که اپيدمي ممکن است منجر به مرگ شود، به

، ۴، ۲انسان و حيوانات گزارش شده و جان هزاران نفر را گرفته است [

]. اين سم، طيفي از علايم باليني را در بيمار مسموم ۹، ۸، ۷، ۶، ۵

است.  (ATA)ارشي ترين آن الوکياي سمي گو کند که مهم ايجاد مي

اين بيماري در انسان، بسيار وخيم و حاد و در اکثر موارد كشنده است. 

هاي متعدد  ترين علايم اين بيماري شامل لکوپني شديد، خونريزي مهم

زيرپوستي، ضايعات نکروتيک، تحليل و تخليه مغز استخوان، نکروز 

، پوستي، آلودگي خون به توكسين و علايم گوارشي اعم از تهوع

  ]. ۹استفراغ، درد شکم، اسهال و غيره است [

عنوان عامل و سلاح بيولوژيک مطرح است. گزارشات  اين سم به -۲

صورت سلاح بيولوژيک  مستندي مبني بر استفاده از اين عامل به

در  ۱۹۸۱تا  ۱۹۷۴هاي  (باران زرد) توسط شوروي سابق طي سال

ند جنگ ايالات متحده ها مان لائوس، کامبوج و افغانستان و ديگر جنگ

المللي شده است. گزارشات  و ويتنام وجود دارد که باعث توجه بين

اي نيز در استفاده از اين سم در جنگ تحميلي ايران و عراق  نشده تاييد

  ].۱۰، ۳ها وجود دارد که حايز اهميت است [ و ديگر جنگ

زي دليل اهميتشان در پزشکي، بهداشت و کشاور هاي فوزاريوم به گونه

شوند. آنها طيفي از  هاي قارچي محسوب مي ترين گروه از مهم

کنند که سبب آلودگي مواد غذايي  ها را توليد مي مايکوتوکسين

ترين گونه فوزاريوم  مهم . فوزاريوم اسپوروتريكيوئيدس]۱۱شوند [ مي

. فوزاريوم ]۱۱است [ T-۲ويژه سم  به Aهاي گروه  مولد تريكوتسن

هاي  است كه  طي سال T-۲مهم مولد سم  ، ديگر گونهلانگستيه

، ۱۵، ۱۴، ۱۳، ۱۲اخير از شمال، مركز و شرق اروپا گزارش شده است [

نيز اخيراً از ايران معرفي شده  فوزاريوم لانگستيه]. ايزوله آتيپيك ۱۶

هاي  ندرت توسط ديگر گونه ]. اين مايكوتوكسين به۱۸، ۱۷است [

است  فوزاريوم پوئهها  ن گونهفوزاريوم گزارش شده است. از جمله اي

  ].۱۹، ۱۱است [ T-۲طور ضعيف مولد سم  كه به

شناسان مشکل بوده  هاي فوزاريوم هميشه برای قارچ شناسايي گونه

ها  هاي معمول که برای تشخيص و شناسايي فوزاريوم است. روش

رود، براساس خصوصيات مورفولوژيکی قارچ (چه از نظر  کار مي به

هاي کشت آگاردار و چه از جهت خصوصيات  حيطشکل کلني روي م

ميکروسکوپي اعم از شکل و اندازه ماکروکونيدي و وجود يا عدم وجود 

ميکروکونيدي و کلاميدوسپورها) است که نياز به صرف زمان، زحمت 

شناسان اغلب برای تشخيص زياد و نيروي متخصص دارد و قارچ

]. ۱۱لاتي مواجه هستند [هايي که مورفولوژي مشابه دارند با مشک گونه

هاي مولد توكسين، كاری بسيار  همچنين شناسايي مورفولوژيكي گونه

سخت و احتمالاً نشدني است. از طرفي در حال حاضر برای شناسايي 

توان به  هاي مختلفي وجود دارد که از آن جمله مي اين سم روش

 ،(TLC)هاي بيوشيميايي مانند کروماتوگرافي با لايه نازک  روش

، روش کروماتوگرافي مايع GC-MS) ،(GC-FIDگازکروماتوگرافي 

و بيواَسي (الايزا) اشاره  MS-HPLC، (HPLC)با کارکرد عالي 

گير دارد  بر و وقت ها، تجهيزات و امکانات هزينه کرد که نياز به تکنيک

]۳ ،۲۰ ،۲۱ ،۲۲ ،۲۳ ،۲۴ ،۲۵ ،۲۶ .[  

زا را سريعاً شناسايي نمايد،  استفاده از روشي که بتواند قارچ توکسين

هاي  روش PCRهاي مولکولي مثل  اهميت بسزايي دارد. روش

].  ۲۷حساس، سريع، دقيق و مطمئن در تشخيص گونه هستند [

هاي  هاي مولكولي، از جهات مختلفي مانند شناسايي فوزاريوم روش

هاي عامل پاتوژن گياه يا سيستماتيك  زا، شناسايي فوزاريوم توكسين

  ].۲۹، ۲۸اند [قارچي مورد استفاده قرار گرفته

ها مشابه بسياري از  ها در فوزاريوم هاي مسير بيوسنتز تريكوتسن ژن

ها، خوشه ژني را  ها و ديگر توكسين بيوتيك هاي مسير بيوسنتز آنتي ژن

در اين دهند كه اين خوشه ژني در حال شناسايي است.  تشكيل مي

فوزاريوم در  T-۲ويژه در مورد مسير بيوسنتز  خصوص و به

طور گسترده صورت گرفته است و  ، مطالعاتی بهاسپوروتريكيوئيدس

، ۵Tri ،۴Tri ،۶Tri ،۱۱Tri ،۱۲Tri ،۱۵Triهاي متعددي شامل  ژن

۱۰۱Tri ،۳Tri  و غيره كه هر كدام مسئول سنتز گروه عامل يا

اند  هستند، مورد مطالعه قرار گرفته T-۲كننده در ساختمان سم  تنظيم

 ۱۶Tri، ژن T-۲]. در مسير بيوسنتز سم ۳۴، ۳۳، ۳۲، ۳۱، ۳۰، ۱۱[

 ۸شدن کربن شماره  کند که موجب استريفيه ترانسفرازي را کد مي اسيل

ضروري  T-۲شود که وجود آن در ساختار ساختمان تريکوتسني می

  ]. ۳۵است [

براساس ژن  (PCR)مولکولي  هدف از مطالعه حاضر، طراحي روش

۱۶Tri ۲هاي مولد سم  به منظور شناسايي فوزاريوم-T  .بود  

  

 ها روش

سويه فوزاريوم مولد و  ۱۱۱تعداد هاي مورد استفاده:  سويه

ايزوله) مورد  ۸۹سويه استاندارد و  ۲۲(شامل  T-۲غيرمولد سم 

هاي مورد مطالعه از غلات مناطق مختلف  بررسي قرار گرفت. ايزوله

 T-۲هاي مولد سم  ]. سويه۱۷ايران در مطالعات قبلي جدا شده بود [

هاي منتشرنشده) مورد  و همكاران، داده كچوييكه در مطالعات قبلي (
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 فوزاريوم اسپوروتريكيوئيدسهای سويهآناليز قرار گرفته بودند، شامل 

فوزاريوم (يک ايزوله) و فوزاريوم لانگستيه  سويه)، گونه آتيپيك ۴(

  ).۱(يك سويه) بودند (جدول  پوئه

  
  T-۲هاي مولد سم  ها و ايزوله سويه )۱جدول 

  محل جداسازي  نام گونه  رديف

  آلمان (BBA 10329)فوزاريوم اسپوروتريكيوئيدس   ۱

  فنلاند   (VTT D-72014)اسپوروتريكيوئيدسفوزاريوم   ۲

  آفريقاي جنوبي  (MCR 4333)فوزاريوم اسپوروتريكيوئيدس   ۳

  آفريقاي جنوبي  (MCR 0043)فوزاريوم اسپوروتريكيوئيدس   ۴

  ايران  فوزاريوم لانگستيه (ايزوله آتيپيك)  ۵

  آفريقاي جنوبي (MCR 8486)فوزاريوم پوئه  ۶

  

مورد استفاده، از نظر فوزاريوم لانگستيه لازم به ذكر است كه گونه 

بود، اما از نظر  فوزاريوم لانگستيهمشابه  ITSمورفولوژي و توالي ژن 

بود، به  فوزاريوم اسپوروتريكيوئيدسمشابه  EF1αتوالي قطعه ژن 

  كار برده شده است.  همين دليل در مورد آن لفظ آتيپيك به

روش مورفولوژي و  هاي مورد بررسي به سويه: ها شناسايي گونه

  ]. ۱۷مولكولي در مطالعات قبلي مورد شناسايي قرار گرفته بودند [

كلروفرم  -روش فنل به DNAاستخراج  :DNAروش استخراج 

] البته ۳۷و همكاران [ رضايي] و ۳۶و همكاران [ چوئيمطابق با روش 

طور خلاصه به اين صورت بود؛ ابتدا از  با كمي تغيير انجام شد كه به

 ۶تا  ۴مدت  به (PDB)فوزاريوم در محيط كشت پتيتودكستروزبراث 

شستشو داده شد. بعد از  PBSروز کشت انبوه تهيه شد و سپس با بافر 

د و آن، ميسليوم قارچ توسط نيتروژن مايع، فريز و پودر ش

تهيه شد.  DNAسوسپانسيونی از ميسليوم پودرشده با بافر ليزکننده 

 ۶۵ماري  % افزوده شد و در بنSDS ۱۰و  kسپس به آن پروتئيناز 

 -كلروفرم -گراد نگهداري شد. در مرحله بعد، فنل درجه سانتي

و همچنين  ۱:۲۴:۲۵ترتيب به نسبت  به (PCI)الكل  ايزوآميل

افزوده شد و سانتريفيوژ  ۱:۲۴به نسبت  (CI)الكل  ايزوآميل -كلروفرم

دقيقه صورت گرفت و محلول رويي  ۱۰مدت  هزار دور بر دقيقه به۱۲

ميكروليتر) و  ۳ميزان مولار (به ۳سديم  جدا شد. سپس محلول استات

گراد انتقال درجه سانتی -۲۰الكل مطلق سرد افزوده شد و به فريزر 

ميكروليتر) اضافه شد و  ۲۰۰ميزان % (به۷۰يافت. بعد از آن، اتانول 

DNA ميكروليتر بافر  ۲۰نموده در رسوبTE  حل شد. در مرحله آخر

آميزي با  % برده شد و با رنگ۱روي ژل آگاروز  DNAنيز 

  روي ژل مشاهده شد. DNAبرومايد،  اتيديوم

PCR :واکنش  و تعيين تواليPCR  ۲۵در حجم نهايي 

ميكروليتر مستر ميكس  ۵/۱۲امل ميكروليتر انجام گرفت. واكنش ش

و  Taq DNA polymerase، آنزيم dNTP(محتوي بافر، 

۲MgCl ،(۵/۰  ميكروليترDNA  ،ميكروليتر از هر كدام از  ۵/۱الگو

مطابق جدول  R۱۶Triو  F۱۶Triشده و انتخابي پرايمرهاي طراحي

  ميكروليتر آب مقطر تزريقي بود.  ۹] و ۳۵[ ۲

گراد  درجه سانتي ۹۴واسرشت ابتدايي در  :PCRنحوه انجام 

 ۳۰مدت گراد به درجه سانتي ۹۴دور از واسرشت ( ۳۵دقيقه،  ۵مدت  به

 ۷۲ثانيه) و گسترش ( ۴۵مدت گراد به درجه سانتي ۶۰ثانيه)، اتصال (

ثانيه) و در ادامه، گسترش  ۲۰مدت يك دقيقه و گراد به درجه سانتي

منظور دقيقه) انجام شد. به ۷دت مگراد به درجه سانتي ۷۲نهائي (

درجه  ۵۵صورت گراديانت از  به PCRپيداکردن بهترين دماي اتصال، 

درجه  ۶۰گراد گذاشته شد و نتيجتاً دماي  درجه سانتي ۶۵گراد تا  سانتي

  گراد انتخاب شد.  سانتي
  

 R۱۶Triو  F۱۶Tri توالي پرايمرهاي) ۲جدول 

  توالي  پرايمر

F۱۶Tri  5'-GCCCTTTCTAGATGCCTGAG-3' 

R۱۶Tri  5'-TTGGTTGCCTCCGTCTTGG-3'  
  

در تمام  ۱۶Tri، قطعه ژن PCRمطابق با واكنش و نحوه انجام 

هاي استاندارد فوزاريوم رديابي شد. سپس محصول  ها و سويه ايزوله

PCR فوزاريوم هاي  جفت باز) در مورد گونه ۱۳۸۰آمده (تقريباً  دست به

(آتيپيك) از روي ژل،  فوزاريوم لانگستيهو  (MCR 8486)پوئه 

آمده با استفاده از  دست هاي به استخراج و تعيين توالي شد. توالي

شده در بانك  و روش دستي در كنار ركوردهاي ثبت Mega 5افزار  نرم

فوزاريوم مربوط به  ۱۶Triدر خصوص ژن  (NCBI)اطلاعات ژني 

  ، همرديف شدند.اسپوروتريكيوئيدس
  

فوزاريوم : ۴تا  ۱: مارکر. چاهک Mهاي فوزاريوم مورد بررسي.  هاي استاندارد و ايزوله جفت باز) در تعدادي از سويه ۱۳۸۰( ۱۶Tri رديابي قطعه ژن )۱شکل 

فوزاريوم : ايزوله ۶چاهک  .MCR 8486 فوزاريوم پوئه: ۵. چاهک MCR 0043و  BBA 10329 ،VTT D-72014 ،MCR 4333ترتيب  به اسپوروتريکيوئيدس

فوزاريوم : ۱۲ها. چاهک  و ايزوله MCR 4712 ،MCR 6010ترتيب  به فوزاريوم گرامينه آروم: ۱۱تا  ۸. چاهک MCR 8485 فوزاريوم پوئه: ۷. چاهک لانگستيه آتيپيک

  : کنترل منفي.۱۴. چاهک MCR 8560 فوزاريوم ورتيسيليوئيدس: ۱۳، چاهک MCR 8549 پروليفراتوم
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  ۱۳۹۱ بهار، ۱، شماره ۱۴دوره      مجله طب نظامي

فوزاريوم (بالا)،  AY187275به شماره دسترسي شده از بانک ژني  گرفتهفوزاريوم اسپوروتريکيوئيدس جفت باز) حاصل از  ۱۳۸۰( ۱۶Triاز ژن  توالي بخشي )۳جدول 

  (پايين)فوزاريوم لانگستيه آتيپيک (وسط) و  MCR 8486 پوئه

  ۱۶Triتوالي ژن   گونه فوزاريوم

فوزاريوم 

 اسپوروتريکيوئيدس

 به شماره دسترسي

AY187275  

ATGGCCCTTTCTAGATGCCTGAGAACTAGAACAGCGTTCCTCTCTCCCCTTGACCAATTAAACTCT

TCATTTTACATTCGCTGGTCCTTAGTGTTACATGCCAAGGATCGTGACAAAGCTGTCAATCGCCTG
TCGAAAGGGTTAAATGCTGTTACATCAAAGCTGCCATTCCTCAAAGGGCGAATCAACTACCATAC
GGACACCGCCAACAACAAGATAGCCTCTGCTTCACGGGCTGTTATTTCCATGTCAGACGATAGTCC

GAATCTATCATTACGAGAACTACGCCCAGCAAAGGAACTACCCAGCTTAGCAAGGATCAAGCAAC
AGGGTGCACCATCCCACCTTTTCACAGACGATCTATACTCGTTGCCTATCTTTATAGATACCACAT

CGAAGCAATCTCACCCAGTATTAAAAACAACCTATGCTCCTATCGAGGGAGGCCTGATACTTAAC
ATATGCGTTCACCATGGTGTTATGGACGGCCAAGGACTTGCGACGTTGACTGATCTATGGGCCTCG

TTCACCCGTCAGCAAGACCAAAACGAAAACGAGGTGCAGCAGCCGAAGAACCTTCCCGATCCCGA
TGAGCCTCTTACACGAACGGCCAGACTTGCTACAGCTATAAATGCCACAGCAGACCCTGAGATTA
CCGATATCGAAACAAGTCTCCAGCGTTATCGAAACGATAGGATACTCGAACAAAACATCGCTGCA

TCGACAGGGGACAGCAGGAAAAAGACAAGCAGGATATTCGCATTTTCAAGCAACAAGCTCAAGG
ACGCGAAAGAAGTTTTGGCAAATAACGGCTGCCATGTCACGACAAACTCGATCTTAAATGCTGCG

GTCTGGTCTAATCTTACACGTGTACGTCTATCACGCCGGACGCAGCTGCCACCAACACCATTCGCG
CGATTTACCCAAATGGTAGATGGTAGACGACAATTACTTCCAAAAATCAACAAGCCGGGGCCTTA
TATGGGTAATGTCGTGCTTACATCGTCGGCTGATGTTTCACTTGATACATTGGTGGCGACTGGCTTT

TTCAACTATCTGTCAGTCTCTCTGATGGCCCCAGTAGCGCAGGCCATATACGATGCATCAAGAAAA
GTTACTACGGAATACATTGATGGCTTCTTGAAAACCCTGCAAAAAGTAGATGACCCCGCAAGCCT

CGGCATAGGGAGTATGAGTCAGCATGGGGTCGACTTCATTTCAACAAGTGTTGCAAATGCACCAT
TCTACGAATGTGACTTTGGGCCATCGCTTAGCGAAGATTCTGCTGGCGGAAAGGAGGGCAAGCCA
GTCTTTGTGCGGTATCCGTATATTGATTGGGCCGATGGCAACATGATATTGCTGCCAAGACGGAGG

CAACCAACTGAAAACGATGAGACCATTGAAGCATATATTATGTTAGCAGAGGATGATTTGGTAGC
TTTGGCGGAGGATCCTGGGTTTTGTAGTTGGCTGAAAGAGTAA 

  فوزاريوم پوئه
MCR 8486  

TGACNATTNAACTCTTCATTTTACATTCGCTGGTCCTTGGTGTTACACGCCAAGGATCGTGACAAA

GCTGTCAATCGCCTATCGAAAGGGTTAAATGCTGTTACATCAACGCTGCCATTCCTCAAAGGGCGA
ATCAACTACCATACGGACAACGCCAACAACAAGATAGCCTCTGCTTCACGGGCTGTTATTTCCATG

TCAGACGATAGTCCGAATCTATCATTACGAGAACTACGCCCAGCAAAGGAACTACCCAGCCTAGC
AAGGATCAAGCAACAGGGTGCACCATCCCACCTTTTCACAGACGATCTATACTCGTTGCCTATCTT

TATAGATACCACATCGAAGCAATCTCACCCAGTATTAAAAACAACCTATGCTCCTATCGAGGGAG
GCCTGATACTCAACATATGCGTTCACCATGGTGTTATGGACGGCCAAGGACTTGCGACGTTGACTG

ATCTATGGGCCTCGTTCACCCGTCAGCAAGACCAAAACGAAAACGAGGTGCAGCAGCCGAAGAA
CCTTCCCGATCCCGATGAGCCTCTTACACGAACGGCCAGACTTGCTACAGCTATAAATGCCACAGC

AGACCCTGAGATTACCGATATCGAAACAAGTCTCCAGCGTTATCGAAACGATAGGATACTCGAAC

AAAACATCGCTGCATCGACAGGGGACAGCAGGAAAAAGACAAGCAGGATATTCGCATTTTCAAG
CAACAAGCTCAAGGACGCGAAAGAAGTTTTGGCAAATAACGGCTGCCATGTCACGACAAACTCGA

TCTTAAATGCTGCGGTCTGGTCTAATCTTACACGTGTACGTCTATCACGCCGGACACAGCTACCAC
CAACACCATTCGCGAGATTTACCCAAATGGTAGATGGTAGACGACAATTACTTCCAAAAATCAAC
AAGCCCGGGGCCCTTATATGGGTAATGTCGTGCTTACATCGTCGGCTGATGTTTCACTTGATACAT

TGGTGGCGACTGGCTTTTTCAACTATCTGTCAGTCTCTCTGATGGCCCCAGTAGCGCAGGCCATAT
ACGATGCATCCANAAAAGTTACTACGNATACATTGATGGCTTCTTGAAAACCCTGCGAAAAGTAG

ATGACCCCGCAAGCCTTGGCATAGGGAGTATGAGCCAGCATGGGGTCGACTTCATTTCAACAAGT
GTTGCAAATGCACCATTC 

فوزاريوم لانگستيه 

  آتيپيک

TTGACNATTAAACTCTTCATTTTACATTCGCTGGTCCTTGGTGTTACACGCCAAGGATCGTGACAA

AGCTGTCAATCGCCTGTCGAAAGGGTTAAATGCTGTTACATCAAAGCTACCATTCCTCAAAGGGC
GAATCAACTACCATACGGACAACGCCAACAACAAGATAGCCTCTGCTTCACGGGCTGTTATTTCC

ATGTCAGACGATAGTCCGAATGTATCATTACGAGAACTACGCCCAGCAAAGGAATTACCCAGCCT
AGCAAGGATCAAGCAACAGGGTGCACCATCCCACCTTTTCACAGACGATCTATACTCGTTGCCTAT
CTTTATAGATACCACATCGAAGCAATCTCACCCAGTATTAAAAACAACCTATGCTCCTATCGAGGG

AGGCCTGATACTCAACATATGCGTTCACCATGGTGTTATGGACGGCCAAGGACTTGCGACGTTGA
CTGATCTATGGGCCTCGTTCACCCGTCAGCAAGACCAAAACGAAAACGAGGTGCAGCAGCCGAAG

AACCTTCCCGATCCCGATGAGCCTCTTACACGAACGGCCAGACTTGCTACAGCTATAAATGCCACA
GCAGACCCTGAGATTACCGATATCGAAACAAGTCTCCAGCGTTATCGAAACGATAGGATACTCGA
ACAAAACATCGCTGCATCGACAGGGGACAGCAGGAAAAAGACAAGCAGGATATTCGCATTTTCA

AGCAACAAGCTCAAGGACGCGAAAGAAGTTTTGGCAAATAACGGCTGCCATGTCACGACAAACTC
GATCTTAAATGCTGCGGTCTGGTCTAATCTTACACGTGTACGTCTATCACGCCGGACACAGCTACC

ACCAACACCATTCGCGAGATTTACCCAAATGGTAGATGGTAGACGACAATTACTTCCAAAAATCA

ACAAGCCCGGGGCCTTATATGGGTAATGTCGTGCTTACATCGTCGGCTGATGTTTCACTTGATACA
TTGGTGGCGACTGGCTTTTTCAACTATCTGTCAGTCTCTCTGATGGCCCCAGTAGCGCAGGCCATA

TACGATGCATCAAGAAAAGTTACTACGGAATACATTGATGGCTTCTTGAAAACCCTGCGAAAAGT
AGATGACCCCGCAAGCCTTGGCATAGGGAGTATGAGCCAGCATGGGGTCGACTTCATTTCAACAA

GTGTTGCAAATGCACCATTCTACGAATGTGACTTTGGGCCATCGCTTAGCGAAGATTCTGCTAGCG
GAAAGGAGGGCAAGCCAGTCTTTGTGCGGTATCCGTATATG 
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  نتايج

جفت باز) را در  ۱۳۸۰(تقريباً  ۱۶Tri، رديابي قطعه ژن ۱شکل 

هاي فوزاريوم مورد مطالعه نشان  هاي استاندارد و ايزوله تعدادي از سويه

 فوزاريوم لانگستيه آتيپيکايزوله فوزاريوم فقط  ۸۹دهد. از تعداد  مي

 ۴سويه شامل  ۵سويه استاندارد،  ۲۲بود. از  ۱۶Tri واجد قطعه ژن

واجد ژن  فوزاريوم پوئهو يک سويه  وزاريوم اسپوروتريکيوئيدسفسويه 

۱۶Tri  ۲بودند که سم-T کردند. توليد می  

، فوزاريوم اسپوروتريکيوئيدسمربوط به  ۱۶Triتوالي قطعه ژن 

، همچنين AY187275شده از بانک ژني به شماره دسترسي  گرفته

م لانگستيه فوزاريومربوط به ايزوله  ۱۶Triنتيجه توالي قطعه ژن 

آورده  ۳در  جدول  (MCR 8486) فوزاريوم پوئهو سويه  آتيپيک

  شده است. 

  

  بحث

که  شده علاوه بر اين در اين مطالعه، پرايمرهاي انتخابي و طراحي

فوزاريوم گونه استاندارد  ۴را در  ۱۶Triتوانستند قطعه ژن 

  رديابي کنند، همچنين توانستند در گونه آتيپيک  اسپوروتريکيوئيدس

را شناسايي نمايند. اين ايزوله،  ۱۶Triنيز ژن  فوزاريوم لانگستيه

اي از فوزاريوم بود که در مطالعات قبلي از غلات انباري  گونه

 T-۲] و مولد سم ۱۸کريم استان تهران جدا شده بود [ شهرستان رباط

هاي مهم مولد  استفاده توانستند گونه بود. در حقيقت، پرايمرهاي مورد

] نيز با استفاده از ۳۸و همکاران [ کچوييرا رديابي نمايند.  T-۲سم 

هاي مهم  توانستند گونه ۳Triشده براساس ژن  پرايمرهاي طراحي

را شناسايي و رديابي نمايند. در اين بررسي، تمامي  T-۲مولد سم 

هاي  و فوزاريوم ۱۶Triواجد قطعه ژن  T-۲هاي مولد سم  فوزاريوم

در  ۱۶Triبودند. عدم وجود قطعه ژن  ۱۶Triغيرمولد فاقد قطعه ژن 

نيست و وجود اين  T-۲که مولد سم  (MCR 8485) فوزاريوم پوئه

طور  به T-۲که مولد سم  (MCR 8486) فوزاريوم پوئهژن در گونه 

شده در  ضعيف است، معرف اين مطلب است که پرايمرهاي استفاده

هاي  ، گونهT-۲هاي مهم مولد سم   العه توانستند علاوه بر گونهاين مط

را نيز شناسايي نمايند. پرايمرهاي  T-۲با توليد ضعيف سم 

] ۳۸و همکاران [ کچوئيتوسط  ۳Triشده براساس ژن  طراحي

هاي با توليد ضعيف را شناسايي نمايند و مطالعه حاضر  نتوانستند گونه

اي است  گونه فوزاريوم پوئهتري دارد. از اين جهت به بررسي قبلي بر

و همکاران در  پترسوناست. در بررسي  T-۲ندرت مولد سم  که به

کشور از نظر  ۱۰جداشده از  فوزاريوم پوئهايزوله  ۷۴روي  ۱۹۹۵سال 

ايزوله از دانمارک قادر به  ۲، فقط يک ايزوله از هلند و T-۲توليد سم 

 ۲۲روي  ۱۹۹۸]. در مطالعه ديگر در سال ۳۹بودند [ T-۲توليد سم 

قادر به توليد سم  فوزاريوم پوئههاي  کدام از ايزوله ايزوله از نروژ، هيچ

۲-T ] تحت بررسي  فوزاريوم پوئهايزوله  ۱۲]. همچنين ۴۰نبودند

]. ۲۳کردند [را توليد نمی T-۲، سم ۱۹۹۹در سال  لانگستو  تورپ

فوزاريوم و همکاران روي دو ايزوله  ماراسسط در مطالعه ديگر که توس

ميزان ها به روي ذرت انجام گرفت، نشان داده شد که اين ايزوله پوئه

  ]. ۴۱هستند [ T-۲کمي مولد سم 

دهد که فقط يک مطالعه، مشابه مطالعه حاضر روي  ها نشان مي بررسي

] صورت گرفته است که در ۳۸و همکاران [ کچوئيتوسط  ۳Triژن 

هاي مسير بيوسنتز  به آن اشاره شد. مطالعات ديگر روي ديگر ژنبالا 

و  نايسنهاي مختلف صورت گرفته است.  ها، در فوزاريوم تريکوتسن

هاي مولد تريکوتسن  بندي گونه منظور طبقهبه ۲۰۰۴همکاران در سال 

استفاده کردند. آنها مشاهده  ۵Triدر دسته اسپوروتريکيلا از ژن 

 فوزاريوم اسپوروتريکيوئيدسدر دو گونه  ۵Triن نمودند که سکانس ژ

توان پرايمري براساس  بسيار مشابه است و نمي فوزاريوم لانگستيهو 

]. در بررسي حاضر ۴۲اين ژن برای افتراق اين دو گونه طراحي نمود [

، فوزاريوم اسپوروتريکيوئيدسگونه  ۳در  ۱۶Triنيز سکانس ژن 

بودند،  T-۲که مولد سم  يوم پوئهفوزارآتيپيک و  فوزاريوم لانگستيه

و  هراتيانبسيار شبيه همديگر بود. مطالعه ديگري در ايران توسط 

هاي جداشده از  در ايزوله ۱۳Triروي ژن  ۲۰۰۸همکاران در سال 

نيوالنول بودند، صورت  هاي نيوالنول و داکسي ايران که مولد تريکوتسن

  ].۴۳گرفته است [

-۲برای شناسايي و رديابي سم  PCRدر اين مطالعه، روش مولکولي 

T  مورد استفاده قرار گرفت که هم مقرون به صرفه و هم آسان و

طور کلي اين بررسي نشان داد که با استفاده از ژن  سريع است. به

۱۶Tri هاي مهم و  توان فوزاريوم و پرايمرهاي مورد استفاده مي

را شناسايي و رديابي نمود. در  T-۲هاي نادر مولد سم  گونه

هاي مولد  هاي بيشتري از گونه شود ايزوله هاي بعدي توصيه مي بررسي

مورد استفاده واقع شود. همچنين وجود اين ژن در مواد  T-۲ضعيف 

مورد بررسي قرار  T-۲غذايي و غلات مشکوک به آلودگي به سم 

  گيرد.

  

  گيري  نتيجه

توان مي ۱۶Triاساس ژن  شده بربا پروتکل مولکولی طراحی

و  فوزاريوم اسپوروتريكيوئيدسمانند  T-۲ هاي مهم مولد سم گونه

هايي از توان گونهرا شناسايي کرد. همچنين مي فوزاريوم لانگستيه

  هستند را نيز شناسايي نمود.  T-۲ طور ضعيف مولدفوزاريوم كه به

 

پژوهشي مركز شده از طرح  اين مقاله، استخراجتشکر و قدرداني: 

تحقيقات بيولوژي مولكولي است که با حمايت مالي معاونت تحقيقات 

های علوم پزشکي نظامی شهر تهران در و فناوري يکی از دانشگاه

انجام گرفته است. بر اين اساس از کليه مسئولان امر،  ۱۳۸۹-۹۰سال 

 كه اكثر امير غياثيانکمال تشکر را داريم. همچنين از آقاي دكتر سيد 

هاي استاندارد را در اختيار اين تحقيق قرار دادند، متشكريم. از  سويه

ويژه از آقاي دكتر  همكاران در مركز تحقيقات بيولوژي مولكولي به
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  ۱۳۹۱ بهار، ۱، شماره ۱۴دوره      مجله طب نظامي

كه در بحث بيوانفورماتيك اين بررسي همكاري داشتند نيز  علي نجفي
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