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۱۹۵

فيمولکوليبررس منطقهRhizopusجنسيهاهيجدايکيلوژنتيو اساس ITSبر
مناطق * يبوزوميرDNAازD1-D2و

MOLECULAR AND PHYLOGENETIC ANALYSIS OF Rhizopus
ISOLATES BASED ON IT’S REGION 

AND D1-D2 REGIONS OF rDNA

حسن**۱يمحمدسايپر اعتبار، زا۱انيرضا رسول ابراه۲رع، محسن ۳يميو

دريتار( تار۲۴/۷/۱۳۸۹: افتيخ پذي؛ )۱/۴/۱۳۹۰:رشيخ

دهيچك
جدا  ويس جنسيهفت از مRhizopusه از آمده دست استانيهازبانيبه در آذربايهـامختلف غربـيتهـران، جهـتيـ،يجـان کردسـتان و زد

تاکسونوم بررسيکيمطالعات گرفتنديمورد ژITSمنطقه. قرار مناطق5.8Sنشامل بهD1-D2و جفـتيبوزوميرDNAمربوط از استفاده با
شدنديتکثITS1/NL4يآغازگرها تکث. ر توسطيمحصولات شده آنزPCRر از استفاده موردMspIوHaeIII،RsaI،HinfIيبرشيهاميبا
آنز جدايميهضم هفت و گرفتند نمايقرار تواليه و شده انتخاب مقايسهيتوال۲۳باآمدهدستبهيهايالتو. شدنديابيينده، ژن بانک . شدنداز

آناليز ژنتمحاسبهوفيلوژنتيکبراساس گرفتندRhizopusهاي   جدايهيکيفاصله قرار گروه سه نتـا. در اساس گونـهيبر سـه آمـده، دسـت بـه ج
اينخـستيبـراR. lyococcusگونـه.R. oryzaeوR. lyococcus،R. stolonifer var. stolonifer : شـدييشناسا از بـار گـزارشيـن ران

شناسا. شوديم گونه سه براييهر مياوليشده از بار شليهازبانين توتيهلو، زردآلو، طالبيفرنگل، آفتابي، خرمالو، گوجه    ، و ازيفرنگـگردان
گونه  شدهيجداسازرانيا و روياوليبراR. stolonifer var. stoloniferاند از بار دنيشلين از ميل گزارش ا. شوديا تحقيدر دادهين نشان ق

مناطق که بخشD2-D1شد منطقهيبوزوميرDNAدرLSUاز به فITSنسبت مناسبيايلوژنيدر جنس .استتر  ن

ردهيلوژنيف : يديكليهاواژه گونه، تاکسونوميبند، يبوزومير DNAوي،

پايبخش :* کارشناسانياز پرداينامه به شده ارائه اول نگارنده تهرانحان،يابورسيرشد دانشگاه
الكترون:** پست مكاتبات، mohammadi_par@yahoo.com :يكيمسئول
ترت .١ کارشناسيدانشجوبيبه بيسابق استاد و تهرانحان،يابورسيپرد،ياهيگيشناسيماريارشد دانشگاه
تحق .۲ بخش تحقؤمها،يرستنقاتياستاد تهرانيپزشکاهيگقاتيسسه کشور،
پردارياستاد. ۳ نباتات، اصلاح و تهرانحان،يابورسيزراعت دانشگاه

شـاخهRhizopusجنسمقدمه به راسـتهZygomycotaمتعلق ،
Mucoralesت اســـــــــتAbsidiaceaeرهيـــــــــو
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۱۹۶

)Alexopoulos et al. 1996 .(ــض ــهيبع ــاگون يه
بير برداشـتيمارگرهايزوپوس از باعـثهـستندبعد کـه

 .)Vágvölgyi et al. 2004(شـونديميزوپوسيريدگيپوس
ايکي گونهياز ت(Rhizopus stoloniferهان ) پيـگونـه

پوساست باعث هستهيدگيکه مدر ازيب. شوديداران مارگر
زخميطر م    ق وارد آبکـشدهوهيها و نـرم باعـث شـدنيو

ا  يم ـ  آلـودهيهـابافت بيـشـود سـطحين در چـون مـارگر
بنـابرايم اسـت مستقر مـيوه سـرعت بـه پخـشين توانـد

م اکثـر روز چنـد عـرض در و کنـدوهيـشود آلـوده را هـا
)Abdalla et al. 2008 .(برايشرا مطلوب ايط ني ـ رشـد
دمـــايب هـــواC۳۰-۲۰˚يمـــارگر اســـتمرطـــوبيو
)Schwartz & Gent 2005 .(يهـــــاگونـــــه

R. stolonifer،R. oryzae،R. lyococcusوR. sexualis 

هـسته بر فرنگـعلاوه تـوت در خـسارت باعـث ويداران
ــشک ــ)Dennis 1979(تمـ سـ زمي، ــيب ــينـ نيريشـ

)Martin 1964( انگــور ،)Ben-Arie et al. 1991 (و
م) Wade & Morris 1982(يطالب ازيبعض. شونديهم
آلودگگونه باعث طريها از توليغذا مايق و  نيکوتوکسيد ها

ترکيد فعــــايگــــر ببــــات شــــوند  يمــــيکيولــــوژيل
)Jennessen et al. 2005 .(يهـا   گونهيبعضRhizopus

Schipper( بودهيانسانيزايماريب et al. 1996, Voigt 

et al. 1999, Zycha et al. 1969 (باعـــث و
ازيبعـض. شونديم) Mucormycosis(سيکوزيموکورما

بياياعضا جنس سنتهن تهيطور غذاهايدر يري ـ تخميه
آسد( راگـ) اير و پکـا تمپه، Liou(يمثل et al. 2007 (و

تولچنينهم استروئيدر اسيد ويآلـيدهايدها، بتاکـاروتن ،
تخم محصولات ) Hesseltine & Ellis 1973(يريـانواع

م توسـطياوليبراRhizopusجنس. شوندياستفاده بار ن
ســالاهرنبــرگ ــام۱۸۱۸در ن ــا ب Mucorو stolonifer

ســالشـــديمعرفــ در بـــه۱۸۲۰کـــه را آن اهرنبـــرگ

Rhizopus nigricansدادييتغ سال. ر ونيوولم۱۹۰۲در
سال .Rنـامنـديل۱۹۱۳در stoloniferبردنـد کـار بـه را

)Schipper 1984 .(اوليتوصــ بــراياهيــف جــنسيکــه
Rhizopusاســپورانژيــارا شــامل اســت، شــده يوفورهايه

رويتشک شده ص     استولونيل به که تکها اغلـبي ـ يورت ا
خوشه صورت غي،يابه گـاهيـا منـشعب، کي ـ نزديگـاه  ر

شدهأر منشعب اسپورس چند اسپورانژياند، انتهاومي، ،ييها
کولـوملايکرو آپـوفيبـا خاکـستريمـشخص، تـايزدار،
اسپورانژياقهوه بلوغ، هنگام کرويبه بيوسپورها ويضيتا
دارايز. هستنددارهيزاو زگيـغي ـ تيگوسپورها دريـا کـه ل
سوسپنــسورهايبــييهــوايهــاوميسليــم متقابــل،ين
زوايا ــدون ب و تزيــزوگــاموس ــييد ــيتــشکين م شــوند  يل
)Schipper 1984 .(گونه بـرRhizopusجـنسيهاقبلاً

خصوص رياساس از. شـدنديمـييشناسـايشناسختيات
معا روشيجمله عليشناسختيريهاب وقـتي، ريـگرغم

حــسا و دقــت از ــودن، تخــصصيسب و يکــافيافتگيــت
مـ. نيستندبرخوردار واقع ازيدر اسـتفاده کـه گفـت تـوان

بيتـشخيبـرايپيفنـوتيهايژگيو عوامـل يزايمـاريص
ولياهيگ تفکيلازم جدايجهت بيهـاهيک يمـاريعامـل

Maclean(ستندينيکاف et al. 1993.(
سالولي آراياخيهادر کنار در ازيکلاسيبندهير ک

RAPD)Vágvölgyiيمولکولياهروش et al. 2004( ،
PCR-RFLP)Park et al. 2003 (تع ــيو ــرادفي ت ن

)Liou et al. 2007, Abe et al. 2006, 2007, Saito et al.2004 (
طبقهييشناسايبرا اسـتفادهي ـ اياعـضايبنـدو جـنس ن

ــت اس ــده ــزارشدر. ش گ ــران ــدودياي مح ــاي ازه
دارگونـــه وجـــود ريزوپـــوس كـــههـــاي ارشـــادد

)Ershad 2009 (گنجانـدهايرانهايقارچكتابدرراآنها
نامموارد،ازبسياريدر.است هـاي  نوشـتهدرهاگونهفقط

دهشنـارايـهآنهـاازتوصـيفيگونههيچوشدهدرجمربوط
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اسـاسبـرهـا  گونـهشناسايينيز،مواردازبرخيدر. است
اسـتبودهاستوارآنهاميزباننوعوقارچاينجنسصفات

در. رسـندنمينظربهگونهتعيينبرايدقيقيمعيارهايكه
ــا ــهي گون دو ــط فق ازR. stoloniferوR. oryzaeران
قـارچيهازبانيم توسط بـرامختلف کوفلـوريميشناسـان
معرفيا اسـتيران بـه). Ershad 2009( شـده توجـه بـا

پوســياقتــصاديهــاخــسارت ويزوپوســيريدگيعامــل
شناسـام بـه مربـوط روشي ـ اييشکلات بـا قـارچ يهـان
کلاسيشناسختير روشيو از استفاده يمولکـوليهـا    ک،

دل به امروزه حـساسيـکه طـوريل بـه دقـت و سـرعت ت،
تاکسونوم مطالعات در فيکيگسترده هـاقـارچيکيلوژنتيو

مشودمياستفاده شناسا    ي، در بييتواند عامل ويماريقارچ
کاهشيتيريمديهاروشاعمالچنينهم جهت در خاص
باشــدييبــسزا  نقــشيمــاريب ا. داشــته تحقيــهــدف قيــن

شناسايجداساز جنسيهاگونهييو Rhizopusمختلف

مولکــول نــشانگر از اســتفاده تعPCR-RFLPsيبــا نيــيو
جدايتوال آناليچند و فيه .ستآنهايکيلوژنتيز

بررس يروش
جداسازيبردارنمونه بيو يارميعامل

شل ( آلودهيهاوهيم فرنگيهلو، توت خرمـالو،يل، زردآلو، ،
گوجــهيطــالب آفتــابگردانيفرنگــ، اســتان) و تهــران،يهــااز
غربيآذربا جمعي،يجان کردستان و  )۱جدول( شدنديآورزد

پاکـت در آنهـا دادن قرار با بـهيکاغـذيهـاو جداگانـه ،
شدنديآزما منتقل زيهابخش. شگاه در توسطريآلوده هود

تشتک به و شده برداشته سترون WAيحـاويهـاسوزن

)Water Agar (وPDA)Potato Dextrose Agar (
شدند انکوباتور      تشتک. منتقل در شـدندC۲۵˚ها داده . قرار

ويهاپرگنه اسپور تک روش به کرده ريرشد نـوک سهيـا
شدند لولهيهاقارچ. خالص در شده شيآزمـايهاخالص

دمـاPDA يحاو در و شـده داده ينگهـدارC۴˚يرشـد
.شدند

يرشديدماهايبررس
منظور دماهايبررسبه اساس بـهييهـا  قـرصيرشديبر
م پنج حاش    يليقطر از پرگنهيمتر رشد حال در مربـوطيهاه

جدا ــر ه ــه ــب ــشتکي ت ــه ب و ــته برداش ــاه ــاويه يح
 MA)Malt Agar (دماهـــا در و شـــد ،C۵˚يمنتقـــل
˚C۱۰،˚C۱۵،˚C۲۰،˚C۲۵،˚C۳۰،˚C۳۳،˚C۳۵،
˚C۴۰،˚C۴۵کل از اسـتفاده بـا و گرفتنـد پرياسـخديـقرار

)Schipper 1984 (شدندييشناسا .

مولکول يمطالعات
قارچDNAاستخراج بافت از

فلاسک مقـداريتـريليليم۱۰۰يهاداخل تـريليلـيم۳۰،
کــشتيمحـ ايــو) PDB)Potato Dextrose Brothط
کشتيمح و) MY)Malt Yeast Extract ط شـد اضافه

مدت دريدق۲۰به شدندC۱۲۱˚قه از. سترون کدام هر در
مفلاسک پنج قطر به قرص چند کـشتيلـيها از ۳-۷متـر

در سپس و شد اضافه قارچ مدتC۲۵˚روزه روز۴-۵به
محتو    وميسلي ـ ميجداسـازيبـرا. شدندينگهدار اتيـهـا،
روفلاسک صافيها ازير  سترونيکاغذ بعـد و شدند خته
گ ميريآب فووميسلي، داخل آلوميها شدنديومينيل گذاشته

جداساز هنگام تا فرDNAيو ينگهـدار-C۸۰˚زريدر
اسـتخراج. شدند منظور روشDNAبه از قـارچ بافـت از

جمعهيجدا.۱جدول رهای شده استانيآوری از آذربازوپوس تهران، غربی،يهای کرديجان و ستانزد
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۱۹۸

Table 1. Isolates of Rhizopus obtained from Tehran, West Azarbaijan provinces, Yazd and Kordestan Provinces

م زبانينوع جمع آوریمحل هيجدا
peach Pakdasht P1, P3, P5, P11, P12, P13, P14, P15, P16

peach Urmia- 
Emamzade P2

peach Urmia P4, P6
peach Urmia-Nazloo P7, P8, P9, P10

strawberry Urmia S1, S2, S3

strawberry Urmia- 
Emamzade S4

strawberry Urmia-Nazloo S5
strawberry Urmia-Lashenloo S6
strawberry Sanandaj S7
sunflower Pakdasht SUN1
sunflower Urmia-Arnesa SUN2

sunflower Urmia-
Sheikhsarmast SUN3

apricot Pakdasht A1, A2
tomato Pakdasht T1, T2, T3
melon Pakdaht M1
melon Yazd-Roknabad M2

nectarine Pakdasht N1, N2, N3
persimmon Pakdasht KH

شد) Dellaporta 1983(دلاپورتا اتمـام. استفاده از پـس
کيعمل استخراج، کميفيات و بهDNAتيت آمده دست به

ــپکتروفتومتر اس ــارزيروش آگ ژل ــورد۸/۰و م ــد درص
گرفت قرار .سنجش

rDNAريتکث

ــرا ــتکثيب ــاrDNAري آغازگره ITS1: 5ياز -TCC-

GTA-GGT-GAA-CCT-GCG-<G>-3)White et

al. 1990 (وNL4: 5'- GGT-CCG-TGT-TTC-

AAG-ACG-<G>-3')O'Donnell 1992( ســـاخت ،
سـ شـديشرکت اسـتفاده حجـمDNAريـتکث. ناژن ۲۰در

واکنشيکروليم مخلوط از بـافريکروليم۲شاملPCRتر تر
PCR)PCR buffer 10X( ،۸/۰ــريکروليم تــــ

MgCl2 (10X))50 mM(،۶/۱تـريکروليمdNTPs (2.5 mM)،

آغـازگريکروليم۵/۰ هـر از تـريکروليمmM( ،۲/۰ 10(تر
ميـ، )Taq)5 U/μlميآنـز ng)(DNA 50تـريکروليک

و ديکروليم۴/۱۳الگو آب گرفتيونيتر صورت سترون . زه
حرارت دقC۹۵˚شـاملPCRيبـرايبرنامه ۳۴قـه،يپـنج

دقيC۹۵˚(چرخه دقيC۵۵˚قه،يک ويک وکيC۷۲˚قه
دقين پا) قهيم مرحله دقC۷۲˚شامليانيو شـديده انجام قه
)Purkayastha et al. 2006.(

محصولات PCRبرش

جداPCRمحصول آنزيهر چهار با مختلـفيه ،HaeIIIم
HinfI،RsaIوMspIشـد داده تع. برش منظـور نيـيبـه

جدايم تشابه دادههيزان ابتدا آنزيهاها هضم از يميحاصل
صورت بانـد(۱به بانـدعـدم(۰و) حـضور در) حـضور

گردExcelبرنامه ضـريوارد از اسـتفاده بـا و تـشابهيد ب
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برنامه) Jaccard's coefficient(جاکارد SIMQUALدر

افزار نرم تشابهيماتر) NTSYS-pc)version 2.02در س
برنامـهشدمحاسبه از اسـتفاده با سپس روشSAHNو و

UPGMAبررســ آنيمــورد دنــدروگرام و گرفــت قــرار
گرديرست .ديم

توالييتع ردين توالي، کردن فيف مطالعات و يکيلوژنتيها
جداPCRمحصول نمايهفت تعيه جهـت تـواليـينـده ين

)Sequencing (شـرکت  Eurofins MWG Operonبه

شــدند فرســتاده آلمــان کــشور ويتـــصحبــراي. در ح
ــردهــم ــاوليســازفي ــوالي ت برنامــهيه از GeneDocهــا

Nicholas and Nicholas 1997) (شـد يتـوال. اسـتفاده
بررسيهاهيجدا بايمورد ديتـوال   همراه ازيگـريتعـداد
تجزيهاهيجدا جهت ژن بانک از شده تحليـگرفته و ليـه

ژنITSمنطقه ، 5.8S مناطق صـورتD1-D2و بـه ابتدا
دســتيــاتومات صــورت بــه ســپس و اصــلاحيتنظــيک و م
فا. شدند ماتريسپس تـواليل بـايکس Clustalفرمـتهـا

ترس فيجهت شجره نرميکيلوژنتيم CLUSTALافزار  در

X (ver. 1.81))Thompson et al. 1997 (داده انتقـال
تحليتجز. شدند و فيه فاصـلهيکيلوژنتيل محاسبه روش با

شد ن. انجام روشيشجره بـا ) NJ)Neighbor-Joiningز
ــرار۱۰۰۰و تکــ ــار روشBootstrapبــ ــا بــ ــم هــ و

Maximmum Parsimonyــرار۲۰۰۰و تکــ ــار بــ
Bootstrapشديترس ژنت. م طرهيجدايکيفاصله از قيـهـا

تواليمقا نـرمي ـ نوکلئوتيسه توسـط  .PAUP verافـزار  دها

4.0b10)Swofford 2003 (شد .انجام

وينتا بحثج
ا تحقيدر استانيجدا۳۷قين از که آذربايهاه جـانيتهران،
جمعي،يغرب کردستان و بودنديآورزد ييشناسابرايشده

دماهـا اسـاس روشيرشـديبر ماننـد  يمولکـوليهـاو
RFLPsمقا ــواليــو ت مــوردD1-D2وITSمنــاطقيسه

نتا. شدنديبررس اساس بهيبر اج از آمده بررسـيـدست ين
ــه ــاگونـ ــو،R. stoloniferيهـ هلـ از ــده شـ ــدا جـ
ــل ــوتيشـ تـ ــل، ــهيفرنگـ گوجـ و ــو زردآلـ ــ، ،يفرنگـ

R. lyococcusــ ــوتج ت و ــو هل از ــده ش ــدا ويفرنگ
R. oryzaeــوت ت ــو، هل از ــده ش ــدا ــج ــليفرنگ ش ل،ي،

گوجــه طــالبيفرنگــزردآلــو، آفتــابي، خرمــالو، و گــردان
. شدندييشناسا

دماهاهيجداييشناسا اساس بر يرشديها
وRhizopusيهــاهيــجدا بــوده حــساس دمــا بــه نــسبت
دماهـايايهاگونه در جـنس تين هـم از کيـفکمختلـف

ايطوربه. شونديم در بررسيکه بـهيجدا۱۸ين مربـوط ه
R. stoloniferدمــا دامنــه جداC۳۳-۵˚ييدر ســه هيــو
R. lyococcusدما دامنه کردنـدC۳۵-۵˚ييدر ۱۶. رشد

ــجدا ــهي گون ــه ب ــوط مرب ــاR. oryzaeه دم ــه دامن ييدر
˚C۴۵-۱۰بودنــــد رشــــد بــــه پرياســــخ. قــــادر

)Schipper 1984 (ــداکث ــاح دم ــراير ب ــد ــروهيرش گ
R. stoloniferرا˚C۳۳و˚C۳۵ــرا بــ ــهيو گونــ

R. oryzaeيدمـا˚C۴۵اسـت کـرده گـزارش ويـل. را و
Liou(همکاران et al. 2007 (دما بـرايحداکثر يرشـد

براC۳۳˚راR. stoloniferگونه R. lyococcusگونهي،

ــا ــراC۳۵˚يدم ب ــهيو ــاR. oryzaeگون راC۴۵˚يدم
کردهگزار .اندش

بخشيتکث rDNAمختلفيهار

آغازگرها از استفاده شاملITSمنطقهNL4وITS1يبا
مناطق5.8Sژن بـهD1-D2و يبـوزوميرDNAمربـوط
جدايتکث هر در و شد طـوليفقطهير بـه قطعـه ،۱۵۸۰ک
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تـشک۱۳۳۰و۱۴۶۰ بـاز شـديجفت هيـتجز). ۱شـکل (ل
روشيريهاهيجداياخوشه اساس بر UPGMAزوپوس

گرفت) ۲شکل( ا. صورت جدايدر روش مـورديهـاهين
اصليبررس گروه سه . قرارگرفتنديدر

محصول آنزPCRهضم تجزيهاميتوسط و هيمحدودگر
هاداده

تکث ــايــمحــصول ب شــده ازNL4وITS1آغازگرهــاير
آنزيهاهيجدا چهار با برشـيمختلف ،HinfI،HaeIIIيم

MspIوRsaIشرا برايدر مناسب جدايط تيهر ويه مـار
رو آگارزيمحصول سـپس۵/۱ژل و الکتروفـورز درصـد

ات برومايديبا رنگيوم ت. شديزيآمد قطعات شدهياندازه مار
ا آنزيبا درمين است۲جدولها . آمده

تکثيباندها از آغازگرهـايـحاصـل از اسـتفاده بـا ير
ITS1وNL4طـول بـاز۱۳۳۰و۱۵۸۰،۱۴۶۰به جفـت
محـصولات. بودند آنـزPCRهضم گونـهHinfIميبـا در

R. oryzaeآنز با گونهHaeIIIمي، وR. oryzaeيهـا  در
R. lyococcusآنز گونهRsaIمي، R. stoloniferيهـا  در

آنـــزR. lyococcusو بـــا گونـــهMspIميو يهـــادر
R. oryzaeوR. lyococcusتوليقطعـات کـهي ـ را کـرد د

اندازهمج محـصولاتيهـاموع معـادل هـضمPCRآنهـا
باق و نبــود قابــلينــشده هــضم از حاصــل قطعــات مانــده

باند. نبوديآشکارساز هضم مورد باز۱۵۸۰در دريجفت
R. stoloniferتوسـطHaeIIIبـاز۱۴۶۰و دريجفـت
R. lyococcusتوسطRsaIچنـي ـ ن اتفـاقيز . داديروين

بـاR. stoloniferدريبـاز  جفت۱۵۸۰باند هـضم قابـل
آنال. نبودMspIميآنز گروهيدر از حاصل ياخوشـهيبندز
گروهي گروهي،يعضو۱۸ک گـروهي ـ ويعضو۱۶ک ک

عضو اعضايسه که شد گروهيهريمشخص از در     ک هـا
خود داشتند% ۱۰۰درون تـشابه. تشابه سطح گـروه% ۶در
به د)Cگروه (R. lyococcusمربوط گروه دو جداياز گر

ــد ــشابه. شـ تـ ــطح سـ ــه% ۱۵در بـ ــوط مربـ ــروه گـ دو
R. stoloniferوR. oryzae) گروهAوB(جدا هم از

.شدند

توالييتع تواليرد،ين کردن فيف مطالعات و کيلوژنتيها
خوشــه از ــدبعــد اســاسيبن ــر جداRFLPsب ــهفــت هي

سه) S5وP1،P2،P4،SUN2،M1،S4يهاهيجدا( از
شد مشخص توالييتعبرايهگروه گردين فيرد. ديارسال

جدا نمونـههيکردن همـراه بـه ازيهـاهـا شـده اسـتخراج
GenBankا در گرفـــت، تـــواليـــصـــورت مطالعـــه ين

گونـهيهـاهيجدا بـه جداR. oryzaeمربـوط يهـاهي ـ بـا
ازيدر شده جدايردGenBankافت اما شدند، يهـاهيـف

گونـه به بـاR. lyococcusوR. stoloniferيهـامربوط
نمونهيبق رده ايها به و نشدند دليف آنـاليـن از منطقـهيل   ز

ITSا ــدر تحقي ــن صــرفي شــدق ــل. نظــر همکــارانوي و
)Liou et al. 2007 (ف ــط رواب ــه مطالع ــا ــوژنتيب يکيل

ريمختلفيهاهيجدا تـوالياز اسـاس بـر منطقـهيزوپوس
D1-D2ايدر که تواليافتند به نسبت منطقه ITSمنطقهين

زيپتانس فيبراياديل ني ـ ايهـاهيجدايکيلوژنتيمطالعات
دارد منطقـه. قارچ که دادند نشان دلITS  آنها تنـوعي ـ بـه ل

برايز فياد ريکيلوژنتيمطالعات مناسـبيجـنس زوپـوس
ــست ــمقا. ني ــوالي ت ــاز۶۰۰حــدوديسه ب ــناحيجفــت هي

D1-D2گونهيا توالن با ازيدريهاگونهيهايها شده افت
GenBankگرفــت ا. صــورت بررســيــدر گونــهيــين ک

indicusMucorخارج گروه عنوان گرديبه . دي ـ منظـور
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جدايريتکثD1-D2   وITSمنطقه .۱شکل در آغازگرهای.Rhizopus sppهای  هيافته مولکولیNL4)MوITS1 توسط وزن با نشانگر

باز۱۰۰۰ ) جفت
Fig. 1. ITS and D1-D2 regions amplified using ITS1 and NL4 primers (M, size  marker with 1000 bp 

molecular weight)

  
تشابه. ۲شکل جنسيجدا۳۷دندروگرام به متعلق روشRhizopusه از استفاده ضرUPGMA با تشابهيو Jaccardب

Fig. 2. Dendrogram of 37 isolates of  Rhizopus genus created by UPGMA method with Jaccard coefficient

فيآنال روشيريهاهيجدايکيلوژنتيز براساس يهـازوپوس
NJوMaximum Parsimony۴و۳يهــاشــکلدر

است شده داده طور. نشان تجزينتايکلبه ازيج اسـتفاده با ه
گو روش دو جـداي ـ تفکيايهر و گونـهييک يهـا  کامـل

بررسير مورد هـر. بوديزوپوس جدادر روش يهـاهيـدو
تجز گروهيمورد سه در و) CوA،Bگروه(ه گرفتند قرار

گروهيا روش  ن در روشBootsrap% ۶۵بـاNJها در و
Maximum Parsimonyــا ــحماBootsrap% ۵۶ب تي

ــ بقش و ــد ــهي نمون ــاه ــوالييه ت ــه ژنيک ــک بان از ــا آنه
ا داخل در بودند شده گـروهيـاستخراج گرفتنـدن قـرار هـا

ژنت). ۳کلشــ( فاصــله محاســبه از توســطيکــيبعــد
ميزانشدديده PAUP ver. 4.0b10افزارنرم شـباهتکه

بين جدايهژنتيکي جدا  اين و ازيدريهـا  هيـهـا شـده افـت
GenBankــس زيب ــار ــدود (ادي ــت%) ۱۰۰و% ۹۹ح . اس

ژنتيشتريب فاصله جدايبيکين گونـهيهاهين يهـامربـوط
R. stoloniferوR. lyococcusجدا بهمربوطيهاهيبا

ــه ــودR. oryzaeگون ــر. ب ژنتيکمت ــله فاص ــين ــيک نيب
ــجدا ــاهي ــهيه گون ــه ب ــوط ــامرب وR. stoloniferيه

R. lyococcusشديد اصل. ده زAيگروه دو گـروهي ـ به ر
ــتفک زي در ــه ک ــد ش جدايک اول ــروه ــرگ ــاهي ــهيه گون

A 

B 

C
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شـده(قطعـاتانـدازه. ۲جـدول بـايت) NL4وITS1آغازگرهـايبـاتكثيـر شـده دربرشـيهـايآنـزيممـار مختلـفهـای  هيـجدامختلـف
Rhizopus spp.

Table 2. Restriction fragments obtained after digestion of  PCR products with various enzymes  
  

  MspI  RsaIHaeIII  HinfIهاهيجدا
P11580700,450,430750,430,220,80  490,430,250  
P21580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P31580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P41580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P51580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P61580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P71580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P8860,350,250580,420,310,150  700,320,240,100,100  500,410,90  
P9730,600  400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90

P10730,600400,300,200,130700,350,200,80  490,430,210,110,90
P111580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P121580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P131580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P141580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P151580700,450,430750,430,220,80490,430,250
P161580700,450,430750,430,220,80490,430,250
S1730,600  400,300,200,130  700,350,200,80  490,430,210,110,90  
S21580700,450,430  750,430,220,80  490,430,250  
S3730,600  400,300,200,130  700,350,200,80  490,430,210,110,90  
S4860,350,250  580,420,310,150700,320,240,100,100  500,410,90
S5860,350,250580,420,310,150700,320,240,100,100  500,410,90
S6730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90
S7730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90

SUN1730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90
SUN2730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90
SUN3730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90

A11580700,450,430  750,430,220,80  490,430,250  
A2730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90
T1730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90
T2730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90  
T31580700,450,430750,430,220,80490,430,250  
M1730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90
M2730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90
N1730,600400,300,200,130700,350,200,80490,430,210,110,90
N21580700,450,430750,430,220,80490,430,250
N31580700,450,430750,430,220,80490,430,250
KH730,600400,300,200,130700,350,200,80  490,430,210,110,90  
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آنا.۳شکل از حاصل توالیيلکلادوگرام روشD1-D2 ز گروهBootstrap .AF113469تکرار۱۰۰۰باNeighbor-joiningبه عنوان به
شده استفاده شاخه. استخارجی بالای نتعدد آزمونيها میBootstrapجه نشان .دهند  را

Fig. 3. Cladogram based on D1-D2 sequences with Neighbor-joining  method and 1000 bootstrap repeats. 
AF113469 used as an outgroup.   

  
  

  
آنال.۴شکل از حاصل توالیيکلادوگرام روشD1-D2ز عنوان Bootstrap.AF113469تکرار۲۰۰۰باMaximum Parsimonyبه به

شده استفاده خارجی شاخه. استگروه بالای نتعدد آزمونيها میBootstrapجه نشان .دهند  را
Fig. 4. Cladogram based on D1-D2 sequences with Maximum Parsimony  method and 2000 bootstrap repeats. 

AF113469 used as an outgroup.
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R. stoloniferسـه و بودند شده استخراج ژن بانک از که
بـاP4وP1،P2هيجدا هلو از شده تيـحما% ۱۰۰جدا

Bootstrapز در و ــد گرفتنـ ــرار ــريقـ ــامرگـ تمـ دوم وه
بهيهاهيجدا گرفتـهR. sexualisمربوط ژن بانـک از که

با بودند گرفتندBootstrapتيحما%  ۹۹شده گروه. قرار
جداBياصل ژنR. oryzaeازييهاهيشامل بانـک از کـه

جدا دو و بودند شده شدهM1وSUN2هياستخراج جدا
آفتاب طـالب      از و Bootstrapتيـحما%  ۱۰۰بـايگردان

گرفتنـــد ــرار ــل. قـ اصـ ــروه گـ ــاهيـــجداCيدر ازييهـ
R. lyococcusدر ژن بانک از دويکه و بودنـد شـده افت

بهS5وS4هيجدا ازR. lyococcusمربوط شـده جـدا
گرفتنـدBootstrapتيـحما% ۱۰۰بـايفرنگـتوت . قـرار
کلبه اينتايطور از حاصل تحقيج کـهين نمـود مشخص ق

کـاD1-D2مناطق قبـولييرآ، تعيقابـل موقعيـي  در تيـن
جدايکيتاکسونوم داشتهيتمام .ها
تواليمقا جداD1-D2يسه گونـهيهاهيدر به مربوط

R. stoloniferا که داد جداينشان توالهين با ني ـ ايکاملاً
گونـه در در% R. stolonifer۱۰۰منطقه و دارد مـشابهت

فيآنال ني ـ اMaximum ParsimonyوNJبـايکيلوژنتيز
گروه در گرفتR. stoloniferگونه همکـارانوويل. قرار

)Liou et al. 2007 (نـــاميـــا بـــا را گونـــه ن
R. stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Vuill. var. stolonifer

کـرده جـنسيمولکـوليلـوژنيفيبرقـراريبـرا. انـدذکر
Rhizopusمقا طبقهيو با آن همکاران،يفعليبندسه و ابه

)Abe et al. 2006 (منطقــــه و18S،ITSســــه
28S D1/D2ازDNAتـواليبـوزومير . کردنـديابيـيرا
گروه سه گـروهCوA،Bآنها سـه بـا مطـابق پرياسـخرا

)Schipper 1984; Schipper & Stalpers 1984 (
)microsporus-group،stolonifer-groupوR.oryzae (

کردند ا. مشخص دريدر آنهـا مطالعه شـباهتين کـه افتنـد

ــوال واريت ــهيدو وR. stolonifer var. lyococcusت
R. stolonifer var. stoloniferنيز بنـابراياد دريست، ن

طبقه جداگانه گروه . شدنديبنددو
د ايگرينمونه در بررسيکه قـرارين مطالعـه مـورد
گونـه تـواليـمقا. بـودR. lyococcusگرفت منطقـهيسه

D1-D2که داد جدايا  نشان توالهين با منطقـهيايکاملاً ن
گونه آنـال% R. lyococcus۱۰۰در در و دارد زيمـشابهت

گونـهي ـ اMaximum ParsimonyوNJبـايکيلوژنتيف ن
گــروه گرفــتR. lyococcusدر همکــاران. قــرار و ابــه

)Abe et al. 2006 (مقا تــواليــبــا وD1-D2يسه
18Sــه گون ــه ک ــد کردن ــشاهده ــاR. lyococcus م ب

R. stolonifer var. stoloniferــدر ــراري ق ــروه گ ک
ژنتيگينم فاصله و زيايکيرد هم از گروه دو بودين ويل. اد

همکاران فو روابط مطالعه يمختلفيهاهيجدايکيلوژنتيبا
ر تـوالياز اســاس بــر افتنــديدرD1-D2منطقــهيزوپـوس
داراR. lyococcusگونه دهي ـ خميوفورهاياسـپورانژيکه

واريم جزو قبلاً و يبنـد   طبقهR. stoloniferيهاتهيباشد
Abe(شـديم et al. 2006, Vágvölgyi et al. 2004, 

Liou et al. 2001, Schipper, 1984 (ــه گون خــود
.استييمجزا

دR. oryzaeگونه ايگرينمونه در که تحقيبود قين
اييهاهيجدا. شديبررس اياز در که گونه تحقين موردقين

ــ ــايبررســـ دمـــ ــاظ لحـــ از ــد گرفتنـــ ــرار يقـــ
ــد ــطيرش توس ــده ش ــه ارائ ــصات مشخ ــا ــخب پرياس

)Schipper 1984 (داشت تـواليمقا. مطابقت منطقـهيسه
D1-D2ا جدايدر تـوالين بـا کـاملاً کـه داد نشان ني ـ ايه

درگونه آنـال% R. oryzae۱۰۰منطقه در و دارد زيمشابهت
گونـهي ـ اMaximum ParsimonyوNJبايکيلوژنتيف ن

ــروه گ ــتR. oryzaeدر گرف ــرار ــل. ق ــارانوي همک و
)Liou et al. 2007 (ا که دادند فينشان در گونه لوگرامين
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آنــال از ژنتيحاصــل صــورتيکــيز مجــزايــبــه گــروه ک
. شوديميبندطبقه

نتــا اســاس ايبــر از آمــده دســت بــه تحقيــج ق،يــن
گونـه R. oryzae.،R. stolonifer var. stolonifer: سه

ــاR. lyococcusو ــدندييشناســ ــهشــ ــه  کــ گونــ
R. lyococcus. اينخستيبرا از بار مين گزارش شود  يران

برا ايميو جديکوفلور شناسـا. استديران گونه سه ييهر
برا مياوليشده از بار شـليهـازبـانين زردآلـو،يهلـو، ل،
طالبيفرنگتوت آفتابي، خرمالو، گوجه    ، و ازيفرنگگردان

.R. stolonifer varگونـه. انـد  شـدهيجداسـازرانيـا

stoloniferروياوليبرا از بار دنيشلين از گـزارشيـل ا
.شوديم

يارزسپاسگ
قـدردانيوسنيبد و تشکر مراتب نگارندگان ازيله را خـود

سرکاريصميهمکار محمدمانه مهرنوش مهندس فريخانم
آزما ــرم محت ــکارشــناس بي ــگيســشنايمــاريشگاه وياهي

محمـدسرکار نـرجس مهنـدس محتـرميخانم کارشـناس
مرکزيآزما ابوريپرديشگاه ميس ابراز .دارنديحان

منابع
صفحات به ملاحظه انگل) 57-55(جهت شوديسيمتن . مراجعه
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