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  دهيكچ
 يمـار يبجادکننـده  ين جـنس بـه عنـوان عوامـل ا    ي ايها  گونهي که برخاستMucorales  راسته وAbsidiaceae  خانواده ازAbsidia جنس 

 استان يها  خاکي از برخيبردار مونه نAbsidia جنس يکيلوژنتي روابط فيمنظور بررس هب.  مهم هستنداتواني در انسان و حيسکوزيموکوروم
 براساس  . شد ين جنس جداساز  يه مربوط به ا   ي جدا ستيب رزبنگال   يط اختصاص يون خاک در مح   يبا کشت سوسپانس  . مل آمد مازندارن به ع  

 ـ به. بودندAbsidia repens ها متعلق به گونه هيه جداي کليکيفولوژرص مويتشخ  ـيتنـوع ژنت  يمنظور بررس  ـ و تجزيک  ـه تحلي  ـلوژنتيل في ک ي
،  Chromas Proيافزارهـا  بـا نـرم    و شـد يتـوال ن يي تعrDNAاز  )S ۸/۵ شامل (ITSه يو ناح ستخراج شد اDNAه يها از شش جدا هيجدا

MEGA5گونـه  .  قرار گرفتنـد يابيمورد ارزگر که از بانک ژن به دست آمده بودند ي ديها  از گونهيندگاني همراه با نماAbsidia repens در 
  .گرفتقرار  هار گونهيسا جداگانه از  کلاد حاصل، دريکيلوژنتيدرخت ف

  
  
  
  
  
  
  
  

  Absidiaceae ،، مازندرانيستي، تنوع زيلوژنيف:  يدي كل يها واژه
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  مقدمه
رشاخه ي به زقلمتعAbsidia (van Tieghem 1876) جنس 

 Mucoromycotina)2007. Hibbett et al( ــته  و راسـ

Mucorales ن جــنس بــه عنــوان يــ اياکثــر اعــضا. اســت

ــوده ــت پــ ــا رســ ــاک و  ي هــ ــاکن خــ ــيســ    از يکــ

ــل موکوروم ــوزيعوامــــ   در  (Mucormycosis) يسکــــ

  دنباشـــــ يوانـــــات مطـــــرح مــــ ـ يانـــــسان و ح

)Ribes et al. 2000, Thirion-Delalande et al. 2005(. 

در ع  ي وس ـ يا توجه به کاربردها   ن جنس ب  يدر حال حاضر ا   

، يکيولـوژ يکروبيمانتقـال   ت در   ي، همانند اهم  يوتکنولوژيب

 ـ ي ـ ي و اقتـصاد   يياهداف دارو   ـ تجز يا حت  يهـا  نـده يلاآه ي

   قــرار گرفتـه اســت مــورد توجـه  ار يبـس ، يطــيست محي ـز

)(Guiraud et al. 2008; Chen et al. 2007.  يگـذار نـام 

 ـاز ر(Absidia جنس   ـاوا) absis, arcus:شه ي  بـا  ١٨٧٦ل ي

 ـ ونن جنس توسـط يف ايتوص  ؛شـروع شـد  ) ١٨٧٦( مگيت

اسـتولون   )١:  هماننـد ييهـا يژگيبا ون جنس را يا مگيتون

 ـ وفورياسـپورانژ  قرار گـرفتن     )٢د،  يزوئي با ر  يکمان ن دو  ي ب

 يي هـوا  يهـا  قـسمت  دروفور  ياسپورانژ وجود   )٣،  ديزوئير

 ـ   ي گلاب وميز و اسپورانژ  يآپوف) ٤استولون،    ـا د شـکل ب ه اروي

ه يــپا از يگوســپور احاطــه شــده بــا زوائــديز) ٥ و ايــناپا

توسـط  فات يدر ادامـه، توص ـ  کـه  کـرد ف ي توصنگهدارنده

  لنــــدنر ماننــــد ي مــــشهوريهــــاستيــــتاکسونوم

(Lendner 1924) ،ريــنيب (Bainier 1889)  هــاجمو  

)Hagem 1908 (ــتکم ــديـ ــصوص. ل شـ ــليخـ   يت اصـ

Absidia ــاس توصــ ـ ــاران فات يبراسـ ــوفمن و همکـ  هـ

)Hoffmann et al. 2007( ع الرشـد  ي سـر يهـا  يکلن شامل

 ـبا ر ه بـه  ي شـب يي هـوا يهـا اسـتولون   مرکـب از ييهـا  سهي

 ـ   ي ـوفورها راسـت، سـاده      يد، اسپورانژ يزوئير ه ا منـشعب، ب

 شـکل و  يف ـي قيهـا  زي در قاعـده بـا آپـوف   يا صورت دسته 

ــيوســپورها تــک ياسپورانژ ــه، ب ــدون خــار،  ياخت ــگ، ب رن

 ـ   ومياسپورانژ  بـا   يي، انتهـا  ي شـکل، چنـد اسـپور      يها گلاب

در  .باشد  ي م ي رأس ي برآمدگ ي شکل دارا  يستونک مخروط 

 ـ ايکيلوژنتيارتباط با منشا ف  همکـاران  و نـل ادوا ن جـنس ي

)O’Donnell et al. 2001( ــ ــتيليه منوفيفرضـ   ک يـ

 وA. corymbifera  يهـا   با مطالعه گونـه  راAbsidia بودن

A. repens شـــواهد ريـــ اخيهـــا در ســـال، رد کردنـــد 

 يلـوژن يز فيآنـال  حاصـل از  يکيولـوژ يزيو ف يکيمورفولوژ

 ـتيليف يپل  هيرش فرضيمنجر به پذ ه شـد  Absidia بـودن  کي

 .)Voigt & Wo¨stemeyer 2001, Kwas´na et al. 2006( سـت ا

 يهـــا يژگـــي براســـاس و)۲۰۰۷ ( همکـــارانوهـــوفمن 

م ي ترس ـيکيتلـوژن ي و درخت ف  يکي، مورفولوژ يکيولوژيزيف

را به دو Absidia جنس   ITS2و ITS1 يآغازگرها شده با

پـژوهش   .م کردنـد يو گرمادوسـت تقـس  دوست  انهيمگروه 

ي کيلـوژنت ي و ف  يز مولکول ي، آنال ين توال ييمنظور تع   حاضر به 

 يآغازگرهــا اســتفاده از بــا repens Absidia يهــاهيــجدا

 . انجام شدrDNA ينواح

 

 يروش بررس

هـاي مـورد    ونـه خـاك   هاي موكورال از نم     قارچ يجداساز

 و نگــرايدمطالعــه بــا تهيــه سوسپانــسيون خــاك بــه روش 

ط يدر محــ )Dhingra & Sinclair 1995( نکلريســ

 گـرم ٥/٠ ،MgSO4گـرم   ٥/٠ يحـاو ( رزبنگـال    ياختصاص

KH2PO4 ،ــرم٥/٠ ــرم٥/٠ ،K2HPO4 گ  ،Yeast extract گ

 گـــرم٠٥/٠ ،Rosbangal گـــرم٠٥/٠ ،Peptoneگـــرم ٥/٠

Streptomycin بـا  ) تـر آب مقطـر    يک ل يآگار در     گرم ۱۷و

ــت   ــورت گرف ــرات ص ــال تغيي ــا .اعم ــاسييشناس   براس

ات يط کــشت و خــصوص ي در محــپرگنــه يمورفولــوژ

 ـبراسـاس کل   ،يکروسکوپيم  موجـود   يشناس ـ قـارچ  يدهاي

 .)Ellis & Hesseltine 1966, Schipper 1990( انجام شد

ات يخـــصوص  وييايـــت جغرافيبـــا توجـــه بـــه وضـــع
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 ـ ي ـ جدا ي تعـداد  ها پرگنه يکيمورفولوژ نـده  يعنـوان نما  هه ب

تـوده  .  قـرار گرفـت    ي و مـورد بررس ـ    )۱ جـدول (انتخاب  

 PDBع  يط کـشت مـا    ي قـارچ در مح ـ    يها  هي جدا يوميسليم

 گـرم دکـستروز در      ۵ همـراه    ينيب زم ي گرم س  ۵۰عصاره  (

ب ي ـتخرDNA جهـت اسـتخراج   . ه شـد يته) تر آبيک لي

 يلــراپع و بــه روش يله ازت مــايوســه  بــيواره ســلوليــد

)Rapley 2000 (ت ي ـت و کميفيک. ديانجام گرد DNA  بـه

آگـارز  ن الکتروفورز بـا ژل      يچن همروش اسپکتروفتومتر و    

ــافر۸/۰ ــي مTBE 1X)  ۲ درصــد در ب   ،EDTA مــولار يل

مـورد   )Boric acidمـولار   يل ـي م۹۰ و Trisمولار  يلي م۹۰

 ـناحر کامل يتکث . قرار گرفتيابيارز  ITS1-5.8 S-ITS2 هي

ــتفاده از   rDNAاز  ــا اســ ــازگر بــ ــت آغــ  ITS5 جفــ

)5
´
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3

  ITS4 و)´
)5΄TCCTCCGCTTATTGATATGC3 �() White et al. 1990( 

 µl ۲۵ )1X PCR در مخلـوط  PCRواکـنش   .شـد  انجـام 

buffer  ، mM MgCl2٥/٢،mM dNTP۲/۰،Primers 

mM۲/۰، U Taq-polymerase۵/۲ (ر ي ـ و تکثديگرد انجام

 يبرنامــه حرارتــبــا ) BioRAD( کلريدســتگاه ترموســادر 

Cقه در   ي دق ۴ ي مقدمات يواسرشتگشامل  
 چرخه با   ۳۵،  °۹۴

Cقه در   ي دق ۱ يواسرشتگ
Cقـه در    ي دق کي، اتصال   °۹۴

°۶۰، 

Cقه در   ي دق کي گسترش
قـه در   ي دق ۱۰ يي، گسترش نها  °۷۲

C
 ٥/١ز  ودر ژل آگـار    PCR محـصول    . صورت گرفت  °۷۲

   . الكتروفورز شد٨٠ Vلتاژ با و TBE 1X درصد بافر

 ـبا کسپس   ,QiagenIncValencia, CA (يسـاز  ت خـالص ي

USA PCR  (          مطابق با دستور عمل شـرکت سـازنده خـالص

 توسـط   ميمـستق محصولات خالص شده در جهت       .ديگرد

در بعـضي  امـا    شـدند يابي ـيکره توال BIONEER شرکت

بودند كه با مراجعـه بـه       ) ناشناخته (Nنواحي داراي حرف    

 Chromas Pro با كمك نرم افـزار ،منحني مربوطه به نوكلئوتيد

ــد  ــصحيح ش ــوژت ــپس همول ــواليو س ــک ژن   دري ت بان

)NCBI ( ـ م يلـوژن يروابـط ف  .  قرار گرفت  يمورد بررس  ان ي

 يگـر ي د ي تعداد ي شده همراه با توال    يآور جمع يها هيجدا

   گرفتـــه شـــده از بانـــک ژن بـــه روشيهـــا هيـــاز جدا

Neighbor-Joining وParsimony  ل ي ـه و تحليمورد تجز

  شاخه بـا اعتبار.  رسم شديکيلوژنتيقرار گرفت و درخت ف 

ــورد تکــرار  ۱۰۰۰ در (Bootstrap) يانجــام اعتبارســنج م

 درخـت  ي در رو٥٠شتر از يب ارزش سنجش قرار گرفت و

 انجـام   MEGA5 در نـرم افـزار    هـا   يابيارز .نشان داده شد  

 .ديگرد

 

  و بحث جينتا

 Absidiaه مربوط بـه جـنس       يست جدا يبق حاضر   يدر تحق 

مشخـصات   . شـد ي استان مازنـدران جداسـاز  يها از خاک

 منــاطق يهــا خــاک شــده از يجداســاز A. repensگونـه  

بهشهر، جنگل   ،يآباد، سار  ير، اوج ي دام يرزراعي و غ  يزراع

 سيالــ و نيهـسلت فات ي بـا توص ـ کـلا و جنگـل نکـا    دارب

ــخو )١٩٦٦( ــت دارد) ۱۹۹۰(پر ي اس ــت ت. مطابق ــداد هف ع

 قـرار  يابي مورد ارز ITS با   ي مولکول يمنظور بررس ه به يجدا

 يروITS5 و ITS4 جفت آغـازگر  PCR محصول . گرفت

 در DNA بانـد  تـک  از متـشکل  درصـد  ۵/۱ آگـارز  ژل

 يتـوال  .بـود  هـا هي ـجدا يبـرا  يبـاز  جفت ۶۰۰  محدوده

 در يمولکول ييشناسا منظور به آمده دست هب يدينوکلئوت

  با گونه ٪۹۹- ۱۰۰ يهمولوژ و شدند فيدهمربانک ژن 

A. repens  کي ـلوژنيف درخـت  ي توپولـوژ .نشان دادنـد 

 شـده  يآور  جمعA. repens يها هين جدايم شده بيترس

  روش  گرفتـه شـده از بانـک ژن بـا          يهـا  هي ـ جدا يو توال 

Neighbor-Joining وParsimony      در نرم افـزارMEGA5 

م شده بـا    يک ترس يلوژنتي درخت ف  )۱( شکلدر  . مشابه بود 

ش داده شـده  ي نمـا  Neighbor-JJoiningاستفاده از روش 

  .است
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گـروه    وي به همراه تواليبررس نيا دست آمده درهبAbsidia  يها هيجدا rDNA ITS1-ITS2 هي ناحي بر اساس توالي درخت تکامل.١شکل 

 يعـدد اعتبارسـنج  . م شده اسـت يرس تMEGA5 نرم افزار درNeighbor-Joining  درخت با روش NCBI. گرفته شده از يخارج

(bootstrap)ها نشان داده شده است شاخهير بالا د۵۰ ي تکرار و بالا۱۰۰۰ ي برا .  
Fig. 1. A phylogenetic tree based on rDNA ITS1- ITS2 sequences showing the relationships among Absidia spp. isolated in 

this study, out group and sequences extracted from NCBI. The tree was constructed by Neighbor-Joining method, 

using MEGA5. Bootstrap support (1000 replications; >50%) are shown above the branches 

   ITS-rDNA و شماره دسترسي آنها براي توالي  مطالعه شده Absidia هاي ايراني جدايه.١جدول 

Table1. Iranian isolate of  studied Absidia and their asseccion numbers for rDNA-ITS sequence 

 ي دسترسشماره

( Accession ITS) 

(Locality ( منطقه   
استان 

Province)( 
 )Species (گونه  )Isolate (ه يشماره جدا

JQ683214 ماه فروز محله ) Mahfrozmahale( Mazandaran A-7 Absidia sp. 

JQ683213 ر يدام)Damir( Mazandaran A-4 Absidia repens 

JQ683215 آباد ياوج )Uojiabad( Mazandaran A-14 Absidia repens 

JQ683216 يسار) Sari( Mazandaran A-33 Absidia repens 

JQ683217 يسار) Sari( Mazandaran A-310 Absidia repens 

JQ683218  بهشهر)Behshahr( Mazandaran A-318 Absidia repens 

JQ683219  نکا)Neka( Mazandaran A-327 Absidia repens 



  ... براساسAbsidia هاي  هيجدامولکولي بررسي :  و همكارانده بويد

۴۵۱  

ــارانادوا ــل و همک ــال  )۲۰۰۱( ن ــر اســاس آن ــوژني فزيب   يل

S rDNA١٨،S ــزون و ٢٨ ــا اگ ــراه   tefژن يه ــه هم ب

ــ مورفولوژيهــا يژگــيو ــ  هيک فرضــي ــتيليف يپل ــودن ي ک ب

Absidia ـراً ا ي ـاخمطرح کردنـد کـه       را  ه توسـط   ين فرض ـ ي

ز يآنال  لهيوسه ب) (Kwasna et al. 2006 واسنا و همکاران ک

 PCR-RFLPپژوهش حاضر گـروه   در. است         ت شده   يحما

  بـه  )A. repens  )Hoffmann et al. 2007 دوسـت  انـه يم

. مطالعه قـرار گرفـت   مورد يو مولکول يکيمورفولوژ لحاظ

 به همراه ITS هيز ناحي حاصل از آناليکيلوژنتيدر درخت ف

 متفـــاوت ماننـــد وجـــود يکيات مورفولـــوژيخـــصوص

ــپورانژ ــ ثانوومياســ ــشتيــ ــا ه در کــ ــديهــ ، يمي قــ

  گونــه و صــاف،شــکل  يمرغــ  تخــميوســپورهاياسپورانژ

 A. repensـ ايها  گونهري سااز يبه خوب  ز ين جـنس متمـا  ي

 يدارا دوسـت  انـه يم يهـا گونـه  همانند A. repens. ديگرد

 يرو زوائـد  بـه همـراه   ميضـخ  وارهي ـد بـا  ييگوسپورهايز

 يهـا  يژگ ـيو از کـه  اسـت  گوسـپور يز  نگهدارندهيها هيپا

ــصر ــرد منح ــه بف ــا گون ــهيم يه ــتان ــ دوس ــد يم   باش

)Zycha et al. 1969 .(ز ي از آنــالدســت آمــدهبــهج ينتــا

 ـ در ادست آمـده ه بي بوميها هيک جدا يلوژنتيف  ين بررس ـي

ک يتيليف يه پل يضفر گرفته شده از بانک ژن،       يهمراه توال ه  ب

د ييــن در تأيچنــهــم. بخــشد ي قــوت مــ راAbsidia بــودن

 ـبا توجه به قابل   ،  ITSه  ي در استفاده از ناح    ي قبل يکارها ت ي

 ـن  آ تـوان از   يم ـ يبنـد    و رده  ي مولکـول  يي در شناسا  بالا ه ب

ــوان  ــناحعن ــسي ــسه مناســب اريه ب ــت ت ــايجه  ييل شناس

  .ره برد بهيکيتلوژني فزيو آنالدر سطح گونه ک يمورفولوژ
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