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وجه به خاصیت با تها این نوع ویروس .باشند) میDouble Strand RNA,dsRNA( اياي دو رشته
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)F. semitectumشود.) براي اولین بار گزارش می 
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 مقدمه
اي رشتههاي اجباري مخمرها و قارچانگل اغلب  ،اياي دو رشتهآرانهاي داراي ژنوم ویروس

، تغییرات سیتولوژیکی ثانویه هايسبب تغییرات فنوتیپی و سنتز متابولیتمعمولاً هستند که 
شوند و یا اینکه بر می هاي آنزیمیها و تغییر فعالیتهاي سلولی، اسپورزایی، تولید پیگمانتاندام

    یاد  آني از آزارو به عنوان خاصیت کمکاهشی داشته زا اثر هاي بیماريزایی گونهبیماري
 Chu et( شود پایدار و بدون علائم استهایی که توسط آنها ایجاد میاغلب آلودگی و  شودمی

al., 2002, 2004; Refos et al., 2013; Pearson et al., 2009 (.  سه جنس معمول از
 تشناسایی شده اس Totivirusو Mycovirus(، Mitovirus، Partitivirus(هاي قارچی ویروس

)King et al., 2012( .جنس هاي گونهMitovirus و باشند اي بدون پوشش میداراي آران
اعضاي  و کیلو جفت باز است 5/3تا  3/2  آنها اندازه ژنومکه ي وجود دارند ردرون میتوکند

 7تا  6/4که داراي ژنوم خطی  هستند dsRNAحاوي  هاي ویروس Totiviridaeخانواده 
اي دو قطعه ژنومداراي    Partitivirusشند و همچنین اعضاي جنس باکیلوجفت باز می

dsRNA کیلوجفت باز است 3تا  4/1ها که اندازه آن هستند )Kwon et al., 2007; King et 

al., 2012.( 
 جو، گندم، جمله از اهانیگ انواع در عیوس اریبسی زبانیم فیط با Fusarium جنساز طرفی 

 لیقب از رای مختلفي هايماریب ،حبوبات وی فرنگگوجه ،ینیزمبیس ذرت، برنج، ولاف،ی
 & Leslie( کندیم جادیای پژمردگ انواع و طوقه و شهیری دگیپوس سنبله،ی سوختگ

Summerell, 2006.( هاي فوزاریوم زهرابههمچنین برخی از گونه) هاي قارچیMycotoxins (
بسیار مضر براي انسان، دام و گیاهان  د کهکننها تولید میخطرناك متعددي مانند تریکوتسین

) Fusarium Head Blight( سنبلهی سوختگي ماریب). Bottalico & Perrone, 2002( هستند
-نیمه و مرطوب مناطق در ریزدانه غلات سایر و گندم مهم هايبیماري از یکی جو و گندم

ي ماریب نیا دیشدي هایريگهمه، اخیر هايدر سال و رود می شمار به جهان و ایران مرطوب
در کشورهاي  بذوری آلودگ و عملکرد میمستق کاهش ازی ناش محصول دیشد افت به منجر

(فرم  Fusarium graminearum. گونه  است شده یقارچي هازهرابه بهمختلف از جمله ایران 
 ,.Zhang et al( ) گونه غالب در ایجاد این بیماري شناخته شده استGibberella zeaeجنسی 

2012; Davari et al., 2012( هاي دیگر از جمله و برخی گونهF. tricinctum، F.culmorum  و
F. proliferatum هاي غلات مانند پوسیدگی ریشه نیز در ایجاد این بیماري و نیز سایر بیماري

برخی  .)Leslie & Summerell, 2006( انددخیلو پوسیدگی بلال ذرت  گندم و جو و طوقه
د که در نکنها را تولید میهاي قارچی متعدد از جمله انواع تریکوتسینزهرابه هاي فوزاریومنهگو

که در منابع  F. incarnatum) اهمیت بیشتري دارد. گونه DONنیوالنول (بین آنها داکسی
هاي غالب روي غلات، معروف است، یکی از گونه F. semitectumفارسی اغلب به عنوان 
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نیز  لیاردب استان هرز يهاعلف يهانیآذگلبه عنوان گونه غالب در  وباشد زن میسورگوم و ار

هاي فوزاریوم به در چند دهه اخیر، برخی گونه). Davari et al., 2014( است شده شناخته
  ).Gorscak et al., 2007( اندعنوان بیمارگر انسان نیز شناخته شده

هاي مختلف گروهمتعلق به هاي متعدد قارچی هاي قارچی در گونهتاکنون وجود ویروس
 دو اي نا هاي مختلف داراي آرگونه Fusariumجنس از و  تاکسونومیکی گزارش شده است

 ,.Chu et al., 2002, 2004; Hashemi et al., 2004; Sharzei et al( انداي گزارش نمودهرشته

2007(. Aminian et al. (2011)  جدایه  33با بررسیF. graminearum  آلودگیdsRNA  را
  جدایه به دست آوردند. 12در 

اي محلول از اي براي اولین بار به طریق جداسازي آراناي دو رشتههاي آرانمولکولجداسازي 
اي ریبوزومی روي یک ستون سلولزي با استفاده از بافرهاي مختلف و مقدار متنوع اتانول آران

اما معمولاً براي  ،هاي متنوعی وجود داردپروتکل dsRNAج براي استخرا .ه استانجام گرفت
استفاده  )Morris & Doddes 1979(اي و گیاهان از روش هاي رشتهاز قارچ dsRNAاستخراج 

شود که شامل استخراج اسید نوکلئیک با استفاده از فنول و کلروفورم و در پی آن جداسازي می
هاي با استفاده از غلظتکروماتوگرافی لز در ستون و تفکیک انواع اسید نوکلئیک توسط سلو

کلسیم و کلرید   استفاده از کلرید لیتیم ،هاي شناخته شدهباشد. سایر روشمختلف اتانول می
است که قادر به  توسعه یافتههستند. یک روش سریع دیگر با استفاده از گوانیدیوم تیوسیانات 

اغلب  ).Delye & Corio-Costet 1998( باشداز یک نمونه می DNAو dsRNAجداسازي 
بر هستند و علاوه براین موادي مانند فنول ممکن است بر و هزینهزمان ،هاي ذکر شدهروش

بدون  dsRNAتکنیک استخراج با این وجود د و یا مواد سمی داشته باشند. نزا باشسرطان
اما میزان بافت  ،)Tzanetakis & Martin 2008( استفاده از فنول و کلروفورم توصیف شده است

هاي گونهدر برخی از  dsRNAبررسی وجود  ،هدف از این تحقیق. باشداستفاده شده زیاد می
و همچنین بهینه نمودن روشی ساده و  شناخته شده از غلات به عنوان عامل بیوکنترل فوزاریوم

-میی کمتر و مقدار بافت قارچ مذکور  قارچیه هاي  یجدااز  dsRNAسریع براي استخراج 
 باشد.

 
 هامواد و روش

 ي قارچیهاجدایهتهیه 
 F. graminearum ،F. proliferatum، F. incarnatumهاي تعداد هشت جدایه متعلق به گونه

آذین گندمیان وحشی اطراف و گل FHBهاي مبتلا به بیماري که از سنبله F. culmorumو 
یابی (توالیشناختی و مولکولی ریخت هايبا روش جداسازي ومزارع گندم استان اردبیل 

شناسایی شده بود، براي این منظور مورد استفاده قرار ) Multilucus Genotypingچندژنی 
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ها جدایه اینآمده است.  1ها در جدول مشخصات این جدایه. )Davari et al., 2012( گرفت

شناسی آکادمی علوم ارچمرکز قبه مجموعه قارچی پس از شناسایی دقیق گونه در تحقیق قبلی 
هاي مذکور در جدایهاند. هاي استاندارد پذیرفته شده) اهدا شده و به عنوان جدایهCBSهلند (
سه قطعه محیط روز  5قرار داده شد و بعد از  PDAهاي پتري حاوي محیط کشت تشتک

مایع  متر مربع از هر جدایه انتخاب و به محیط کشتکشت حاوي قارچ به اندازه یک سانتی
همچنین . ندمنتقل شد) Potato Dextrose Broth, PDB(دکستروز زمینی عصاره سیبحاوي 

   ) تهیه شد.CNR( ) ازCryphonectria parasitica(نمونه مثبت آلوده 
 

 مورد استفاده Fusarium مشخصات جدایه هاي -1جدول شماره 
Table 1. Properties of Fusarium isolates 

 
ج  ستخرا سلیومی قارچی dsRNAا  از بافت می

بافت قارچی  انجام گرفت. مقداري PDBقارچ در محیط کشت برداشت بافت قارچی از کشت 
. یک درصد وزنی پلی وینیل پلی لیتري قرار داده شد و توزین گردیدمیلی 2درون یک لوله 

ه بافت قارچی ب ،اضافه شد و با استفاده از نیتروژن مایعلوله ه هر ) بPVPP-40( پیرولیدین
 800مقدار  میلی گرم بود. 400وزن نهایی بافت هموژنیزه  کهطوريه ب ،صورت پودر در آمد

) NaCl ،pH 8مولار  EDTA ،1/0مولار  Tris-HCl ،05/0مولار  05/0( استخراج بافر تریکرولیم
به منظور هموژنیزه کردن  بتا مرکاپتواتانول)-2میکرولیتر  80ده درصد،  SDSمیکرولیتر  80و 

به  لسیوسدرجه س 4سوسپانسیون به دست آمده در دماي  شد.ها اضافه به هر کدام از لوله
% به 100سانتریفوژ شد. سپس فاز رویی جدا شد و اتانول  g16000دقیقه در دور  15مدت 

محلول به دست آمده براي ستون % رسید. 5/16میزانی اضافه شد تا حجم نهایی اتانول به 
 حاوي سلولز استفاده شد.

 

ز  آماده سازي ستون سلول
لیتري انجام گرفت. انتهاي میلی 2لیتري و یک لوله میلی 5/1تهیه ستون با استفاده از یک لوله 

 .که نفوذ مایعات انجام گیردطوريه ب ،لیتري یک شیار ضربدر مانند ایجاد شدمیلی 5/1لوله 
مولار تریس میلی 1X STE )10متعادل شده با بافر   CF-11میکرولیتر سلولز 600مقدار 

Isolate dsRNA CBS number Species Host Location 
Fco2 + CBS 131267 F. graminearum Tritichum aestivum Parsabad Moghan 
F47 + - F. culmorum Tritichum aestivum Parsabad Moghan 
W61 + CBS 131151 F. incarnatum Agropyrone sp. Parsabad Moghan 
W98 + CBS 131441 F. proliferatum Cynodon dactylon Parsabad Moghan 
T151 - CBS 131006 F. graminearum Tritichum aestivum Parsabad Moghan 
fg3 - CBS 131265 F. graminearum Tritichum aestivum Parsabad Moghan 

w116 - CBS 131193 F. tricinctum Dactylis glomereta Ahar 
T35 - CBS 130608 F. graminearum Tritichum aestivum Bilesavar Moghan 
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% 5/16) حاوي EDTA pH 8مولار ، یک میلیNaCl pH 8میلی مولار  pH 8 ،100اسیدي 

میلی لیتري  2 لیتري درون لولهمیلی 5/1 لیتري ریخته شد. لولهمیلی 5/1اتانول درون لوله 
. پس از اینکه فاز مایع ستون از قسمت بالایی لوله شوداستفاده ستون آماده  قرار داده شد تا

ژنیزه شدن بافت قارچی که حاوي اتانول نیز وآوري شده حاصل از همخارج شد، فاز رویی جمع
 g100درون قسمت بالایی ستون ریخته شد. پس از گذشت دو دقیقه، سانتریفوژ کوتاه در  ،بود

% اتانول 5/16حاوي 1X STE شد و ستون دو بار با استفاده از بافر به مدت دو دقیقه انجام
تاه همانند مرحله قبل انجام گرفت و فاز مایع سانتریفوژ کو ،شسته شد و پس از هر بار شستشو

لیتري تعویض میلی 2لیتري دور ریخته شد. لوله میلی 2آوري شده در لوله خارج شده و جمع
بدون اتانول شسته شد  1X STEتون دو بار با استفاده از بافر ، سdsRNAشد و براي آزادسازي 
به مدت دو دقیقه انجام شد و پس از هر بار شستشو محلول خارج  g100و سانتریفوژ کوتاه در 

، هم حجم فاز مایع خارج شده از ستون dsRNAبه منظور رسوب دادن  آوري شد.شده جمع
و  به هر لوله اضافه شد  pH)2/5( سه مولار حجم آن استات سدیم 1/0ایزوپروپانول سرد و 

دقیقه قرار داده شدند. سپس سانتریفوژ به  30درجه سانتیگراد به مدت  -20ها در دماي لوله
حاصل شده با رسوب فاز رویی دور ریخته شد و  انجام گرفت. g  16800دقیقه در 20مدت 
 30از خشکانیده شدن در  بعد رسوب تشکیل شده ،. در نهایتداده شد% شستشو 70اتانول 

 میکرولیتر آب دیونیزه سوسپانسون شد.
 DNaseاستخراج شده با استفاده از  dsRNA ،احتمالی RNAو یا  DNAبه منظور حذف 

 تیمار شد. RNaseو
 

کولی  دازه مول ج شده dsRNAتعیین ان ستخرا  ا
فورز افقی در ژل از الکترو dsRNAبه منظور بررسی وجود یا عدم وجود، کیفیت و وزن مولکولی 

ساعت استفاده گردید. سپس عکسبرداري زیر  5/1به مدت  90در ولتاژ  TBE% با بافر 1آگارز 
 .شدانجام  Gel documentationنور ماورابنفش با استفاده از دستگاه 

 
 نتایج و بحث

هاي گندم و گونه فوزاریوم که از سنبلهپنج متعلق به جدایه قارچی  هشت ،تحقیقدر این 
با استفاده از روش ذکر شده  ،)1(شکل  دمیان وحشی استان اردبیل جداسازي شده بودندگن

با  dsRNAوجود  ،در چهار جدایه فوزاریوم مورد آزمایش قرار گرفته و dsRNAاستخراج براي 
 ). 2 (شکل محرز شد در مقایسه با نمونه شاهد مثبت کیلو جفت باز 2اي حدود اندازه
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شخصات جدایه آرانهام ج گردیداي دو رشتهیی که  ستخرا آنها ا  اي از 

معروف است، یکی از  F. semitectumکه در منابع فارسی اغلب به عنوان  F. incarnatumگونه 
اي که وجود آران (Wilson et al., 2002)باشد می ارزن و سورگوم غلات، روي غالب هايگونه

    به عنوان گونه غالب در  F. incarnatum  اي با روش مذکور در آن مشخص شددو رشته
همانطور ). Davari et al., 2012( است شده شناخته اردبیل استان هرز هايعلف هايآذینگل

که در تصویر مشخص است مشخصات مرفولوژیکی، شکل و رنگ کلونی در گونه مورد نظر 
 .)1شکل  ( اي نداشته استتغییرات قابل ملاحظه

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

هاي : میکروکنیديhو fها : ماکروکنیديgوe پس از هفت روز،  PDAهاي رشد یافته روي : پرگنهa-d -1شکل 
 زنجیري (اصلی)

Figure 1. a-d) Fungi clonies on PDA medium after 7 days, e-g) macroconidies f and h) 
microconidies  

 
همانطور که قبلاً نیز ذکر شد در روش مذکور از میزان بافت قارچی کمتري نسبت به سایر 

هاي تواند در مدیریت استخراج و رشد جدایههاي رایج استفاده شد که این امر میپروتوکل
قارچی تسهیل کننده باشد. شستشوي ستون سلولز با استفاده از میزان مشخص و معین از 

نماید که سایر محققین نیز از این اي را از ستون حذف میهاي تک رشتهايان%) آر5/16اتانول (
-اند. علاوه بر استفاده از غلظتاي استفاده نمودهرشته اي تکاتانول براي شستن و حذف آران

اي ناخواسته در نهایت فاز خارج شده از ستون اي تک رشتههاي مختلف اتانول براي حذف آران
اي ایز تیمار شد تا اسیدنوکلیئیک نا مطلوب (آرانایز و دي انرز با استفاده از آرانقبل از الکترفو

 اي) حذف شوند.اناي و ديتک رشته
اي، استفاده از اي دو رشتههاي استخراج آراني پروتکلکه یکی از مشکلات عمدهاز آنجایی

عی شد از مواد جایگزین باشد در بافرهاي تهیه شده در این پژوهش سفنول و کلروفورم می
در بافر استخراج براي حذف مواد ملانینی در قارچ در طی هموژنیزه  PVP-40استفاده شود. 
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نمودن بافت قارچی استفاده شد. همچنین بتامرکاپتواتانول براي برهم زدن ساختارهاي 

 ). Balijja et al., 2008پروتئینی مزاحم در استخراج اسید نوکلئیک اضافه شد (
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

استخراج مطابق روش  )A%: 1اي دورشته اي استخراج شده روي ژل آگارز نتایج الکتروفوز آران -2شکل 
نمونه فاقد  )GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder  1مارکر  )Mبهینه شده بدون استفاده از سولفیت سدیم، 

dsRNA 2 نمونه هاي داراي  )5تاdsRNA  به ترتیبFco2  ،W98 ،W61،F47 6(  شاهد مثبتC. parasiticae 
 اياي دو رشتهداراي آران

B(  ،استخراج مطابق روش بهینه شده بدون استفاده از سولفیت سدیمM(  مارکرGeneRuler 100bp Plus 

DNA Ladder  1 به ترتیب،  )4تاFco2 ،W61 ،W98  وF47 5(  نمونه فاقدdsRNA  C(  استخراج با استفاده از
 فنول کلروفورم

Figure 2. The result of electrophoresis dsRNA extracted on agarose gel 1%: a) dsRNA extraction 
based on optimized method without sulfite sodium, M GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder 1: 
dsRNA isolate free  2-5: isolates contain dsRNA, Fco2, W98, W61 and F47  6: Positive control (C. 
parasiticae infected by dsRNA) 
B) dsRNA extraction based on optimized method with sulfite sodium, M GeneRuler 100bp Plus 
DNA Ladder 1-4: Fco2, W61,W98 and F47 5: dsRNA isolate free C) dsRNA extraction by phenol 
and chlorophorm    

 
 اي استخراج شده اي حاصل شد. از آراناي دو رشتهاین روش جدید، مقدار مناسب آران در
توان براي سایر تحقیقات مولکولی استفاده نمود. روش معرفی شده در این تحقیق، روشی می

اي از تعداد زیادي نمونه قارچی به طور همزمان و استفاده اي دو رشتهسریع براي استخراج آران
 تواند از نظر زمان، هزینه و کارایی مناسب باشد.ذکور میاز روش م

از نظر شکل و مشخصات مرفولوژیکی کلونی مورد بررسی اي دو رشته هاي داراي آرانجدایه
ها و مشخصات مرفولوژیکی در مقایسه با اي از رشد کلونیقرار گرفتند و تغییرات قابل ملاحظه

که البته برخی از گزارشات نیز  )2 اهده نشد (شکلاي مشاي دو رشتههاي فاقد آراننمونه
باشد اما باید توجه ها میحاکی از تغییرات نا مشخص و نامعین این عوامل بیوکنترل روي قارچ

 dsRNA باند

 dsRNA باند

 M           4       3      2      1  5      6             M          4     3      2     1  5       6            

 4       3      2      1        5       6       7          

A 

B 

C 
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زا روي انواع محصولات علی الخصوص هاي فوزاریوم یکی از عوامل مهم و خسارتداشت که گونه

اي شناسایی هاي دو رشتهمل قارچی توسط ویروسباشد و با توجه به سابقه کنترل عواغلات می
اي و بررسی رفتار آنها به اي دو رشتههاي داراي آرانهاي فوزاریوم و جدایهتر و سریع گونهدقیق

 مدیریت و کنترل بیماري کمک شایانی خواهد نمود. 
کنیدي شناختی پرگنه، تولید رنگدانه و مشخصات هاي ریختمعمولاً تفاوت مشخصی در ویژگی

شود اما شدت بیماریزایی  و هاي فاقد آن دیده نمیو جدایه dsRNAهاي فوزاریوم داراي جدایه
همچنانکه در یابد هاي ویروسی کاهش میهاي آلوده به این ژنومدر جدایه DONمیزان تولید 

. عدم وجود تفاوت )Aminian et al., 2011(ثابت شده است  F. graminearumخصوص 
نیز نشان داده شده  F. proliferatumگونه  dsRNAهاي همراه و فاقد تی در جدایهشناخریخت
 ,.Chu et al( F. graminearum هاياز گونه dsRNAوجود  ).Heaton & Leslie, 2004است (

2002 ،( F. poae)Fekete et al. 1995; Compel et al. 1999،(F. oxysporum )Kilic and 

Griffin 1998 ،(F. solani )Nogawa et al., 1996( ،F. culmorum )Toth et al., 2005 ( و
F. subglutinans )Gupta, 1991 .اما در این تحقیق وجود آر ) نیز تاکنون گزارش شده است

 شود.) براي اولین بار گزارش میF. incarnatum )F. semitectumاي در گونه ان اي دو رشته
هاي بیماریزاي فوزاریوم، روش ی در کنترل بیولوژیک گونههاي قارچبا توجه به اهمیت ویروس

ها و توسعه تحقیقات تواند کمک شایانی در استخراج این ژنوممعرفی شده در این مطالعه می
 مربوطه نماید. 
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Abstract 

The majority of viruses infected fungi which have been reported contain 
double-strand RNA (dsRNA) genomes. Mycoviruses are introducing as agent of 
the biological control of fungi according to hypersensitive properties. In this 
research, eight isolates belong to Fusariumgenus include ofF. graminearum, F. 
culmorum, F. tricinctum, F. proliferatum and F. incarnatum survived to dsRNA 
infection. Due to using of hazardous material such as phenol and complicated 
procedure in different dsRNA extraction protocols in mentioned research phenol 
and chlorophorm was removed , using less tissue and dsRNA extraction time was 
reduced compared to other methods. Result showed that four isolates infected by 
dsRNA also, mentioned method has sufficient efficiency and convenient for 
dsRNA extraction from fungi tissue. Also, dsRNA was reported fromF. 
incarnatum (F. semitectum) for first time. 
 

KeyWords: Biological Control, Hypersensitive, Fusarium Head Blight, dsRNA 
Extraction  
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