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   ITS بر اساس منطقه Rhizopus جنس يها هي جدايکيلوژنتي و في مولکوليبررس

  * يبوزومي رDNA از D1-D2و مناطق 
  

  

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

AND D1-D2 REGIONS OF rDNA 
  
  

 
   ۳يمي و محسن ابراه۲رع، رسول زا۱انيرضا اعتبار، حسن**۱ي محمدسايپر

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

  

  دهيچك

 ـ  ي تهـران، آذربا   يهـا    مختلف در استان   يها  زباني به دست آمده از م     Rhizopusه از جنس    يهفت جدا  و يس  ـ،  يجـان غرب زد و کردسـتان جهـت     ي

 با استفاده از جفـت      يبوزومي ر DNA مربوط به    D1-D2 و مناطق    5.8Sن   شامل ژ  ITSمنطقه  .  قرار گرفتند  ي مورد بررس  يکيمطالعات تاکسونوم 

 مورد MspI و HaeIII ،RsaI ،HinfI ي برشيهامي با استفاده از آنزPCRر شده توسط يمحصولات تکث. ر شدندي تکثITS1/NL4 يآغازگرها

. شدند از بانک ژن مقايسه يتوال ۲۳ با آمده دست  بهيهايالتو.  شدنديابيينده، انتخاب شده و تواليه نماي قرار گرفتند و هفت جدايميهضم آنز

ج بـه دسـت آمـده، سـه گونـه      يبر اساس نتـا .  در سه گروه قرار گرفتندRhizopusهاي   جدايهيکيفاصله ژنت محاسبه و فيلوژنتيک براساس آناليز

ران گـزارش  ي ـن بـار از ا ي نخـست يبـرا  R. lyococcus گونـه  .R. oryzaeو  R. lyococcus ،R. stolonifer var. stolonifer :  شـد ييشناسا

 از  يفرنگ ـگردان و گوجه    ، خرمالو، آفتاب  ي، طالب يفرنگ  ل، زردآلو، توت  ي هلو، شل  يهازبانين بار از م   ي اول ي شده برا  ييهر سه گونه شناسا   . شود  يم

ق نشان داده ين تحقيدر ا. شود يا گزارش ميل از دني شلين بار از روي اولي براR. stolonifer var. stoloniferاند و گونه  شدهيجداساز رانيا

  .استتر  ن جنس مناسبي ايلوژني در فITS نسبت به منطقه يبوزومي رDNA در LSU از بخش D2‐D1شد که مناطق 
  

  

  

  

  يبوزومي ر DNAو ي، تاکسونوميبند ، گونه، ردهيلوژنيف : يدي كل يها واژه
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   دانشگاه تهرانحان،ي ابورسي زراعت و اصلاح نباتات، پردارياستاد. ۳

، راسـته   Zygomycota متعلق به شـاخه      Rhizopusجنس    مقدمه

Mucoralesره يـــــــــ و تAbsidiaceae اســـــــــت 
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)Alexopoulos et al. 1996 .(ــض ــهيبع ــا گون  يه

کـه باعـث     هـستند  بعد از برداشـت      يمارگرهايزوپوس ب ير

 .)Vágvölgyi et al. 2004(شـوند   ي ميزوپوسي ريدگيپوس

) پي ـگونـه ت   (Rhizopus stoloniferها ن گونهي از ايکي

مارگر از  يب. شود  يداران م    در هسته  يدگي که باعث پوس   است

 شـدن   ي و باعـث نـرم و آبک ـ       شدهوه  يها وارد م    ق زخم يطر

  مـارگر چـون در سـطح    ين بي ـشـود ا  يم ـ  آلـوده    يهـا بافت

  توانـد پخـش    ين بـه سـرعت م ـ     يوه مستقر اسـت بنـابرا     يم

هـا را آلـوده کنـد       وهي ـشود و در عـرض چنـد روز اکثـر م          

)Abdalla et al. 2008 .(ن ي ـ رشـد ا يط مطلوب برايشرا

 اســـت مرطـــوب ي و هـــواC۳۰‐۲۰˚ يمـــارگر دمـــايب

)Schwartz & Gent 2005 .(يهـــــا گونـــــه  

R. stolonifer ،R. oryzae ،R. lyococcus وR. sexualis  

 و  يداران باعـث خـسارت در تـوت فرنگ ـ          علاوه بر هـسته   

ــشک  ــ)Dennis 1979(تمـ ــيب زمي، سـ ــينـ   نيري شـ

)Martin 1964( انگــور ،)Ben-Arie et al. 1991 ( و

 از يبعض. شوند يهم م) Wade & Morris 1982 (يطالب

ها و  نيکوتوکسيد مايق تولي غذا از طريها باعث آلودگ گونه

  شــــوند  ي مــــيکيولــــوژيل ببــــات فعــــايگــــر ترکيد

)Jennessen et al. 2005 .(يهـا   گونهيبعض Rhizopus 

 Schipper et al. 1996, Voigt( بوده ي انسانيزا يماريب

et al. 1999, Zycha et al. 1969 ( ــث و باعـ

 از  يبعـض . شوند  يم) Mucormycosis(س  يکوزيموکورما

 يري ـ تخم يه غذاها ي در ته  يطور سنت ه  ن جنس ب  ي ا ياعضا

و ) Liou et al. 2007 (يمثل تمپه، پکـا و راگ ـ ) اير آسد(

 ـ يدهايدها، اس يد استروئ ي در تول  چنين  هم ، بتاکـاروتن و    ي آل

 ـانواع محصولات تخم ) Hesseltine & Ellis 1973 (يري

ن بار توسـط    ي اول ي برا Rhizopusجنس  . شوندياستفاده م 

ــام ۱۸۱۸ در ســال اهرنبــرگ ــا ن  Mucor stolonifer و ب

   اهرنبـــرگ آن را بـــه۱۸۲۰کـــه در ســال   شـــد يمعرفـ ـ

Rhizopus nigricansو نيوولم ۱۹۰۲در سال . ر داديي تغ 

 را بـه کـار بردنـد    R. stolonifer نـام  نـد يل ۱۹۱۳در سال 

)Schipper 1984 .(جــنس ي کــه بــراياهيــف اوليتوصــ 

Rhizopus يوفورهايه شــده اســت، شــامل اســپورانژيــارا 

ا اغلـب   ي ـ يورت تک ها که به ص      استولون يل شده رو  يتشک

 ـ نزد يگـاه  ر منـشعب، گـاه    ي ـا غ ي،  يابه صورت خوشه   ک ي

، ييها انتها  ومي، اسپورانژ ياند، چند اسپور  س منشعب شده  أر

 تـا   يزدار، خاکـستر  ي مـشخص، آپـوف    ي بـا کولـوملا    يکرو

 و  يضي تا ب  يوسپورها کرو ي به هنگام بلوغ، اسپورانژ    يا  قهوه

ل کـه در    ي ـا زگ ي ـغ  ي ـ ت يگوسپورها دارا يز. هستنددار   هيزاو

 متقابــل، ين سوسپنــسورهاي بــيي هــوايهــا وميسليــم

ــدون زوايا ــييد تزيــزوگــاموس و ب ــي تــشکين شــوند  يل م

)Schipper 1984 .(جـنس  يها قبلاً گونه Rhizopus  بـر 

از . شـدند ي م ـ يي شناسـا  يشناس  ختيات ر ياساس خصوص 

ر ي ـگرغم وقـت  ي، عل يشناس  ختي ر يها  ب روش يجمله معا 

ــودن، از دقــت و حــسا  ي کــافيافتگيــت و تخــصص يسب

تـوان گفـت کـه اسـتفاده از          يدر واقع م ـ  . نيستندبرخوردار  

 يزا يمـار يص عوامـل ب   ي تـشخ  ي بـرا  يپي فنـوت  يهايژگيو

 يمـار ي عامـل ب   يهـا هيک جدا ي جهت تفک  ي لازم ول  ياهيگ

  ).Maclean et al. 1993(ستند ي نيکاف

ک از  ي کلاس يبند  هير در کنار آرا   ي اخ يها در سال  ولي

، )RAPD) Vágvölgyi et al. 2004 ي مولکولياه روش

PCR-RFLP) Park et al. 2003 (ــيو تع ــرادفي   ن ت

)Liou et al. 2007, Abe et al. 2006, 2007, Saito et al.2004 (  

 ـ ا ي اعـضا  يبنـد    و طبقه  يي شناسا يبرا   ن جـنس اسـتفاده     ي

ــت  ــده اس ــزارش  در. ش ــران گ ــدودي  اي ــاي مح    از ه

    ارشـــادد كـــههـــاي ريزوپـــوس وجـــود دار  گونـــه

)Ershad 2009 (گنجانـده  ايران هايقارچ كتاب در را آنها 

 هـاي  نوشـته  در ها گونه فقط نام موارد، از بسياري در .است

 ـ ارايـه  آنهـا  از توصـيفي  گونههيچ و شده درج مربوط ده شن
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 اسـاس  بـر  هـا  گونـه  شناسايي نيز، موارد از برخي در. است

 اسـت  بوده  استوارآنها ميزبان نوع و قارچ اين جنس صفات

در . رسـند نمي نظر به گونه تعيين براي دقيقي معيارهاي كه

ــا ــه ي ــط دو گون  از R. stolonifer و R. oryzae ران فق

کوفلـور  ي م يشناسـان بـرا    مختلف توسط قـارچ    يها  زبانيم

بـا توجـه بـه    ). Ershad 2009( شـده اسـت   يران معرفيا

 و يزوپوســي ريدگي عامــل پوســي اقتــصاديهــاخــسارت

 ـ ا ييشکلات مربـوط بـه شناسـا      م  يهـا ن قـارچ بـا روش     ي

 ي مولکـول  يهـا     ک، استفاده از روش   ي و کلاس  يشناسختير

ت، سـرعت و دقـت بـه طـور          يل حـساس  ي ـکه امروزه به دل   

هـا   قـارچ  يکيلوژنتي و ف  يکيگسترده در مطالعات تاکسونوم   

 و  يماري قارچ عامل ب   ييتواند در شناسا    ي، م شود  مياستفاده  

 خاص در جهت کاهش     يتيري مد يهاروش اعمال   چنين  هم

ق يــن تحقيــهــدف ا.  داشــته باشــدييبــسزا  نقــش يمــاريب

 Rhizopus مختلف جنس    يها گونه يي و شناسا  يجداساز

ن يــي و تعPCR-RFLPs يبــا اســتفاده از نــشانگر مولکــول

  .ست آنهايکيلوژنتيز فيه و آنالي چند جدايتوال

  

  يروش بررس

  يارمي عامل بي و جداسازيبردار نمونه

، زردآلو، خرمـالو،    يل، توت فرنگ  يهلو، شل ( آلوده   يها  وهيم

 تهــران، يهــا از اســتان)  و آفتــابگردانيفرنگــ، گوجــهيطــالب

 )۱ جدول( شدند   يآور  زد و کردستان جمع   ي،  يجان غرب يآذربا

، جداگانـه بـه     ي کاغـذ  يهـا   و با قرار دادن آنهـا در پاکـت        

هود توسط  ر  ي آلوده در ز   يها  بخش. شگاه منتقل شدند  يآزما

 WA ي حـاو  يهـا   سوزن سترون برداشته شده و به تشتک      

)Water Agar ( وPDA) Potato Dextrose Agar (

.  قرار داده شـدند   C۲۵˚ها در انکوباتور      تشتک. منتقل شدند 

 ـا نـوک ر   ي رشد کرده به روش تک اسپور و         يها  پرگنه سه ي

ش ي آزمـا  يها   خالص شده در لوله    يها  قارچ. خالص شدند 

 ي نگهـدار C۴˚ يرشـد داده شـده و در دمـا   PDA  يحاو

  .شدند

  

  ي رشدي دماهايبررس

 بـه   ييهـا  قـرص  ي رشد ي بر اساس دماها   ي بررس به منظور 

 مربـوط   يها  ه در حال رشد پرگنه    يمتر از حاش    يليقطر پنج م  

ــر جدا  ــه ه ــب ــشتک  ي ــه ت ــته و ب ــا ه برداش ــاويه   ي ح

 MA)Malt Agar (يمنتقـــل شـــد و در دماهـــا ˚C۵ ،

˚C۱۰،˚C ۱۵،˚C ۲۰،˚C ۲۵،˚C ۳۰،˚C ۳۳،˚C ۳۵ ،

˚C۴۰،˚C ۴۵   پر ياسـخ  دي ـ قرار گرفتنـد و بـا اسـتفاده از کل  

)Schipper 1984 (شدندييشناسا  .  

  

  يمطالعات مولکول

   از بافت قارچDNA  استخراج

تـر  يل يل ـي م۳۰ ، مقـدار يتـر ي ليلي م۱۰۰ يهاداخل فلاسک

ا يــو ) PDB) Potato Dextrose Brothط کــشت يمح ـ

اضافه شـد و  ) MY) Malt Yeast Extract ط کشت يمح

در هر کدام از .  سترون شدندC ۱۲۱˚قه در ي دق۲۰به مدت 

 ۳‐۷متـر از کـشت      يل ـيها چند قرص به قطر پنج م        فلاسک

 روز  ۴‐۵ به مدت    C۲۵˚روزه قارچ اضافه شد و سپس در        

ات ي ـهـا، محتو    وميسلي ـ م ي جداسـاز  يبـرا .  شدند ينگهدار

خته شدند و بعـد از      ي ر  سترون ي کاغذ صاف  يها رو   فلاسک

 گذاشته شدند يومينيل آلوميها داخل فو وميسلي، ميريآب گ 

 ي  نگهـدار   ‐C۸۰˚زر  ي  در فر   DNA يو تا هنگام جداساز   

   از بافـت قـارچ از روش        DNAبه منظور اسـتخراج     . شدند

  

  ستانزد و کرديجان غربی، يهای تهران، آذربا زوپوس از استانيآوری شده رهای جمعهي جدا.۱جدول 
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Table 1. Isolates of Rhizopus obtained from Tehran, West Azarbaijan provinces, Yazd and Kordestan Provinces  

   هيجدا آوریمحل جمع زبانينوع م 
 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   

  

پـس از اتمـام   . استفاده شد) Dellaporta 1983 (دلاپورتا

 به دست آمده به     DNAت  يت و کم  يفيات استخراج، ک  يعمل

ــپکتروفتومتر ــارز يروش اس ــورد  ۸/۰ و ژل آگ ــد م  درص

  .سنجش قرار گرفت

  

  rDNAر يتکث

ــرا ــ تکثيب ــاrDNAر ي -ITS1: 5′-TCC ي از آغازگره

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 ،

 ۲۰ در حجـم  DNAر ي ـتکث. ناژن اسـتفاده شـد  يشرکت س ـ 

تر بـافر   يکرولي م ۲ شامل   PCRتر از مخلوط واکنش     يکروليم

PCR) PCR buffer 10X( ،۸/۰ــريکرولي م   تــــ

MgCl2 (10X)) 50 mM(، ۶/۱تـر  يکرولي مdNTPs (2.5 mM) ،

تـر  يکرولي مmM( ،۲/۰ 10(تر از هـر آغـازگر   يکرولي م۵/۰

 ـ، )Taq) 5 U/µlم يآنـز    ng)(DNA 50تـر  يکروليک مي

. زه سترون صورت گرفت   يونيتر آب د  يکرولي م ۴/۱۳الگو و   

 ۳۴قـه،   ي پـنج دق   C۹۵˚ شـامل    PCR ي بـرا  يبرنامه حرارت 

 وکي C۷۲˚قه و   يک دق ي C ۵۵˚قه،  يک دق ي C۹۵˚(چرخه  

قه انجام شـد    ي ده دق  C۷۲˚ شامل   يانيو مرحله پا  ) قهيم دق ين

)Purkayastha et al. 2006.(  

  

  PCRبرش محصولات 

، HaeIIIم مختلـف    يه با چهار آنز   ي هر جدا  PCRمحصول  

HinfI  ،RsaI   و MspI    ن يـي بـه منظـور تع    .  برش داده شـد

 يمي حاصل از هضم آنز    يهاها ابتدا داده  هيزان تشابه جدا  يم

در )  حـضور بانـد    عـدم  (۰و  ) حـضور بانـد    (۱به صورت   

ب تـشابه   يد و بـا اسـتفاده از ضـر        ي وارد گرد  Excelبرنامه  
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 SIMQUALدر برنامه ) Jaccard's coefficient(جاکارد 

س تشابه يماتر) NTSYS-pc) version 2.02در نرم افزار 

 و روش SAHN و سپس با اسـتفاده از برنامـه     شدمحاسبه  

UPGMAقــرار گرفــت و دنــدروگرام آن ي مــورد بررســ 

  .ديم گرديرست

  

  يکيلوژنتيها و مطالعات فيف کردن توالي، ردين توالييتع

 ين تـوال  يـي نـده جهـت تع    يه نما ي هفت جدا  PCRمحصول  

)Sequencing (  به شـرکتEurofins MWG Operon  

ح و ي تـــصحبــراي . در کــشور آلمــان فرســتاده شــدند    

ــرد هــم ــ اوليســاز في ــوالي  GeneDocهــا از برنامــه يه ت

Nicholas and Nicholas 1997) (  يتـوال . اسـتفاده شـد 

 از  يگـر ي تعـداد د   يتـوال   همراه با  ي مورد بررس  يهاهيجدا

ل ي ـه و تحل  ي ـ گرفته شده از بانک ژن جهت تجز       يهاهيجدا

 ابتدا بـه صـورت   D1-D2 و مناطق  5.8S ، ژنITSمنطقه 

  م و اصــلاح ي تنظــيک و ســپس بــه صــورت دســتيــاتومات

 Clustalفرمـت   هـا بـا     يکس تـوال  يل ماتر يسپس فا . شدند

 CLUSTALافزار  در نرميکيلوژنتيم شجره فيجهت ترس

X (ver. 1.81)) Thompson et al. 1997 (  انتقـال داده

 با روش محاسبه فاصـله      يکيلوژنتيل ف يه و تحل  يتجز. شدند

) NJ) Neighbor-Joiningز بـا روش     يشجره ن . انجام شد 

ــرار ۱۰۰۰و  ــار تکــ ــا روش Bootstrap بــ ــم بــ  و هــ

Maximmum Parsimony ــرار ۲۰۰۰  و ــار تکــ   بــ

Bootstrap ق ي ـهـا از طر   هي جدا يکيفاصله ژنت . م شد ي ترس

 ـ نوکلئوتيسه تواليمقا  .PAUP verافـزار  دها توسـط نـرم  ي

4.0b10 ) Swofford 2003 (انجام شد.  

  

  بحث ج وينتا

جـان  ي تهران، آذربا  يها ه که از استان   ي جدا ۳۷قين تحق يدر ا 

 يي شناسا براي شده بودند    يآورزد و کردستان جمع   ي،  يغرب

 ماننـد  ي مولکـول  يهـا    و روش  ي رشـد  يبر اسـاس دماهـا    

RFLPsــ و مقا ــوالي  مــورد D1-D2 و ITS منــاطق يسه ت

 ين بررس ـي ـدست آمده از ا  ج به يبر اساس نتا  . شدند يبررس

ــه ــاگونـ ــو،   R. stolonifer يهـ ــده از هلـ ــدا شـ    جـ

ــل ــوتيشـ ــ ل، تـ ــه يفرنگـ ــو و گوجـ ــ ، زردآلـ   ،يفرنگـ

 R. lyococcusــ ــوت  ج ــو و ت ــده از هل ــ دا ش    ويفرنگ

R. oryzae ــوت ــو، ت ــده از هل ــدا ش ــ ج ــليفرنگ   ل، ي، ش

گــردان و خرمــالو ، آفتــابي، طــالبيفرنگــ زردآلــو، گوجــه

  . شدندييشناسا

  

  ي رشديها بر اساس دماها هي جداييشناسا

   نــسبت بــه دمــا حــساس بــوده و Rhizopus يهــاهيــجدا

  ک ي ـفک مختلـف از هـم ت      ين جـنس در دماهـا     ي ا يهاگونه

ه مربـوط بـه     ي جدا ۱۸ ين بررس يکه در ا  يطور  به. شونديم

R. stoloniferيي در دامنــه دمــا ˚C۳۳‐۵هيــ و ســه جدا  

R. lyococcus يي در دامنه دما ˚C۳۵‐۵ ۱۶.  رشد کردنـد 

ــجدا ــه  ي ــه گون ــوط ب ــا R. oryzaeه مرب ــه دم   ييدر دامن

 ˚C۴۵‐۱۰   پرياســــخ.  قــــادر بــــه رشــــد بودنــــد   

)Schipper 1984 (ــداکث ــاح ــراير دم ــد ب ــروهي رش    گ

R. stolonifer را ˚C۳۳و ˚C ۳۵ــرا ــهي و بــ    گونــ

R. oryzae ي دمـا ˚C۴۵   ـل.   را گـزارش کـرده اسـت  و و ي

 ي رشـد بـرا  يحداکثر دما) Liou et al. 2007 (همکاران

 R. lyococcus گونه ي، براC۳۳˚ را R. stoloniferگونه 

ــا ــراC۳۵˚ يدم ــه ي و ب ــاR. oryzae گون  را C۴۵˚ ي دم

  .اندش کردهگزار

  

   rDNA مختلف يها ر بخشيتکث

 شامل  ITS  منطقه    NL4 و   ITS1 يبا استفاده از آغازگرها   

 يبـوزوم ي ر DNAمربـوط بـه      D1-D2 و مناطق    5.8Sژن  

، ۱۵۸۰ک قطعـه بـه طـول        ي فقط   هير شد و در هر جدا     يتکث
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ه ي ـتجز). ۱شـکل (ل شـد    ي جفت بـاز تـشک     ۱۳۳۰ و   ۱۴۶۰

 UPGMAزوپوس بر اساس روش     ي ر يهاهي جدا ياخوشه

 مـورد   يهـا هين روش جدا  يدر ا . صورت گرفت ) ۲ شکل(

  . قرارگرفتندي در سه گروه اصليبررس

  

ه ي محدودگر و تجز   يهامي توسط آنز  PCRهضم محصول   

  ها داده

ــايــمحــصول تکث  از NL4 و ITS1آغازگرهــاي  ر شــده ب

، HinfI   ، HaeIII يم برش ـ ي مختلف با چهار آنز    يهاهيجدا

MspI   وRsaI  مـار و   يه ت ي هر جدا  يط مناسب برا  ي در شرا

 درصـد الکتروفـورز و سـپس        ۵/۱ ژل آگارز    يمحصول رو 

مار شده  ياندازه قطعات ت  .  شد يزيآمد رنگ يوم بروما يديبا ات 

  . آمده است۲ جدولها در مين آنزيبا ا

 ير بـا اسـتفاده از آغازگرهـا       ي ـ حاصـل از تکث    يباندها

ITS1   و NL4     جفـت بـاز     ۱۳۳۰و   ۱۴۶۰،  ۱۵۸۰ به طـول 

   در گونـه   HinfIم  ي بـا آنـز    PCRهضم محـصولات    . بودند

R. oryzaeم ي، با آنزHaeIIIيهـا  در گونه R. oryzae  و

R. lyococcusم ي، آنزRsaIيهـا  در گونه R. stolonifer 

  يهـــا در گونـــهMspIم ي و بـــا آنـــزR. lyococcusو 

R. oryzae  وR. lyococcus د کـرد کـه   ي ـ را تولي قطعـات

 هـضم   PCR آنهـا معـادل محـصولات        يهـا موع اندازه مج

مانــده قطعــات حاصــل از هــضم قابــل ينــشده نبــود و باق

 در  ي جفت باز  ۱۵۸۰در مورد هضم باند     .  نبود يآشکارساز

R. stolonifer  توسـط HaeIII دري جفـت بـاز  ۱۴۶۰ و   

R. lyococcus توسط RsaIـ ن   ـي .  دادي روين اتفـاق يز چن

 قابـل هـضم بـا    R. stolonifer در يبـاز  جفت۱۵۸۰باند 

 يا خوشـه  يبندز حاصل از گروه   يدر آنال .  نبود MspIم  يآنز

ک گـروه   ي ـ و   ي عضو ۱۶ک گروه   ي،  ي عضو ۱۸ک گروه   ي

هـا در     ک از گروه  ي هر   ي مشخص شد که اعضا    يسه عضو 

گـروه  % ۶در سطح تـشابه     . تشابه داشتند % ۱۰۰درون خود   

گر جدا ياز دو گروه د )Cگروه ( R. lyococcusمربوط به 

ــد ــشابه . شـ ــطح تـ ــه % ۱۵در سـ ــوط بـ ــروه مربـ   دو گـ

R. stolonifer   وR. oryzae ) گروهA و B(   از هم جدا

  .شدند

  

  کيلوژنتيها و مطالعات فيف کردن تواليرد، ين توالييتع

ــد بعــد از خوشــه ــر اســاس يبن ــ هفــت جداRFLPs ب ه ي

از سه  ) S5 و   P1  ،P2  ،P4  ،SUN2  ،M1  ،S4 يها هيجدا(

ف يرد. دي ارسال گرد  ين توال يي تع برايه  گروه مشخص شد  

 اسـتخراج شـده از      يهـا هـا بـه همـراه نمونـه       هيکردن جدا 

GenBankين مطالعـــه تـــواليـــ صـــورت گرفـــت، در ا   

 ـ بـا جدا R. oryzae مربـوط بـه گونـه    يهـا هيجدا  يهـا هي

 يهـا هي ـف شدند، اما جدا   ي رد GenBankافت شده از    يدر

 بـا  R. lyococcus و R. stolonifer يهـا مربوط به گونـه 

  ز منطقـه  يل از آنـال   ي ـن دل يف نشدند و به ا    يها رد ه نمونه يبق

ITSــ در ا ــن تحقي ــل. نظــر شــد ق صــرفي    و همکــاران وي

)Liou et al. 2007 ( ــط ف ــه رواب ــا مطالع ــوژنتيب  يکيل

 منطقـه   يزوپوس بـر اسـاس تـوال      ي از ر  ي مختلف يها  هيجدا

D1-D2 منطقه   ين منطقه نسبت به توال    يافتند که ا  ي در ITS 

 ـ ا يهـا هي جدا يکيلوژنتي مطالعات ف  ي برا ياديل ز يپتانس ن ي

 ـ بـه دل   ITS  آنها نشان دادند که منطقـه     . قارچ دارد  ل تنـوع   ي

زوپـوس مناسـب    ي جـنس ر   يکيلوژنتي مطالعات ف  ياد برا يز

ــست ــمقا. ني ــوالي ــاز۶۰۰ حــدوديسه ت ــ ناحي جفــت ب   هي

D1-D2 افت شده از   ي در يها گونه يهايها با توال  ن گونه ي ا

GenBankک گونــه يــ ين بررســيــدر ا.  صــورت گرفــت

indicus Mucor    ـ منظـور گرد   ي به عنوان گروه خارج    . دي
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 نشانگر با وزن مولکولی NL4) Mو ITS1  توسط آغازگرهای .Rhizopus sppهای  هيافته در جداير يتکثD1-D2   وITS منطقه .۱شکل 

  ) جفت باز۱۰۰۰

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

  

  
   Jaccardب تشابه ي و ضرUPGMA   با استفاده از روش Rhizopusه متعلق به جنس ي جدا۳۷دندروگرام تشابه . ۲شکل 

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

 يهـا   زوپوس براساس روش  ي ر يهاهي جدا يکيلوژنتيز ف يآنال

NJ و Maximum Parsimony ۴ و ۳ يهــاشــکل در 

ه با اسـتفاده از  يج تجزي نتايکل به طور. نشان داده شده است  

 يهـا  کامـل گونـه    ييک و جـدا   ي ـ تفک يايهر دو روش گو   

 يهـا هي ـدو روش جدا  در هـر    .  بود يزوپوس مورد بررس  ير

قرار گرفتند و   ) C و   A  ،Bگروه  (ه در سه گروه     يمورد تجز 

  و در روشBootsrap% ۶۵ بـا  NJها در روش  ن گروهيا

Maximum Parsimony ــا ــ حماBootsrap% ۵۶ ب   ت ي

ــ ــد و بقش ــهي ــاه نمون ــوالييه ــه ت ــک ژن ي ک ــا از بان    آنه

هـا قـرار گرفتنـد     ن گـروه ي ـاستخراج شده بودند در داخل ا 

 توســط يکــيبعــد از محاســبه فاصــله ژنت  ). ۳کل شــ(

شـباهت   که ميزان شد ديده  PAUP ver. 4.0b10افزار نرم

افـت شـده از   ي دريهـا  هي ـهـا و جدا  اين جدايه ژنتيکي بين

GenBankــس ــار زي ب ــدود (اد ي ــت%) ۱۰۰و % ۹۹ح . اس

  يهـا    مربـوط گونـه    يها  هين جدا ي ب يکين فاصله ژنت  يشتريب

 R. stolonifer و R. lyococcusبه   مربوطيها هي با جدا

ــه  ــودR. oryzaeگون ــر.  ب ــله ژنتيکمت ــين فاص ــيک ن ي ب

ــجدا ــا هي ــه يه ــه گون ــوط ب ــا  مرب    وR. stolonifer يه

R. lyococcus يگروه اصل. ده شديد Aـ به دو ز  ر گـروه  ي

ــتفک ــه در ز ي ــد ک ــروه اول جدايک ش ــرگ ــا هي ــهيه    گون

A 

B 

C  
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  مختلـف   هـای  هي ـجدا مختلـف در  برشـي  هـاي آنـزيم  مـار شـده بـا   يت) NL4 و ITS1آغازگرهـاي  بـا  تكثيـر شـده  (قطعـات   انـدازه . ۲جـدول 

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

  

  MspI  RsaI  HaeIII  HinfI  هاهيجدا
P1 1580  700,450,430 750,430,220,80  490,430,250  
P2 1580  700,450,430  750,430,220,80 490,430,250 
P3 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
P4 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
P5 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
P6 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
P7 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
P8 860,350,250 580,420,310,150  700,320,240,100,100  500,410,90  
P9 730,600  400,300,200,130 700,350,200,80 490,430,210,110,90 

P10 730,600 400,300,200,130 700,350,200,80  490,430,210,110,90 
P11 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
P12 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
P13 1580 700,450,430  750,430,220,80 490,430,250 
P14 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
P15 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
P16  1580  700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
S1 730,600  400,300,200,130  700,350,200,80  490,430,210,110,90  
S2 1580 700,450,430  750,430,220,80  490,430,250  
S3 730,600  400,300,200,130  700,350,200,80  490,430,210,110,90  
S4 860,350,250  580,420,310,150  700,320,240,100,100  500,410,90 
S5 860,350,250 580,420,310,150 700,320,240,100,100  500,410,90 
S6 730,600 400,300,200,130  700,350,200,80 490,430,210,110,90 
S7 730,600  400,300,200,130 700,350,200,80 490,430,210,110,90 

SUN1 730,600 400,300,200,130  700,350,200,80 490,430,210,110,90 
SUN2 730,600 400,300,200,130  700,350,200,80 490,430,210,110,90 
SUN3 730,600 400,300,200,130  700,350,200,80 490,430,210,110,90 

A1 1580 700,450,430  750,430,220,80  490,430,250  
A2 730,600 400,300,200,130  700,350,200,80 490,430,210,110,90 
T1 730,600 400,300,200,130  700,350,200,80 490,430,210,110,90 
T2 730,600 400,300,200,130  700,350,200,80 490,430,210,110,90  
T3 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250  
M1 730,600 400,300,200,130  700,350,200,80 490,430,210,110,90 
M2 730,600 400,300,200,130  700,350,200,80 490,430,210,110,90 
N1 730,600 400,300,200,130  700,350,200,80 490,430,210,110,90 
N2 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
N3 1580 700,450,430 750,430,220,80 490,430,250 
KH  730,600 400,300,200,130  700,350,200,80  490,430,210,110,90  
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 به عنوان گروه Bootstrap .AF113469 تکرار ۱۰۰۰ با Neighbor-joiningبه روش D1-D2 ز توالی يل کلادوگرام حاصل از آنا.۳شکل 

  .دهند  را نشان میBootstrapجه آزمون يها نت عدد بالای شاخه. است خارجی استفاده شده

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

  
  

  
 به عنوان  Bootstrap.AF113469 تکرار ۲۰۰۰ با Maximum Parsimony به روش D1-D2ز توالی ي کلادوگرام حاصل از آنال.۴شکل 

  .دهند  را نشان میBootstrapجه آزمون يها نت عدد بالای شاخه. استگروه خارجی استفاده شده 

Fig. 4. Cladogram based on D1-D2 sequences with Maximum Parsimony  method and 2000 bootstrap repeats. 
AF113469 used as an outgroup. 

A

B

C 



  ۱۹۵‐۲۰۵: ۱۳۹۰ سال / ۳شماره  / ۴۷جلد   /هاي گياهي بيماري

۲۰۴  

R. stolonifer  که از بانک ژن استخراج شده بودند و سـه 

ت ي ـحما% ۱۰۰ جدا شده از هلو  بـا         P4 و   P1  ،P2ه  يجدا

Bootstrap ــد و در ز ــرار گرفتنـ ــري قـ ــام رگـ   وه دوم تمـ

 که از بانـک ژن گرفتـه   R. sexualis مربوط به يهاهيجدا

گروه .  قرار گرفتند  Bootstrapت  يحما%  ۹۹شده بودند با    

 کـه از بانـک ژن   R. oryzae از ييهاهي شامل جداB ياصل

 جدا شده   M1 و   SUN2 هياستخراج شده بودند و دو جدا     

 Bootstrapت  ي ـحما%  ۱۰۰  بـا     يگردان  و طـالب      از آفتاب 

ــد ــرار گرفتنـ ــل. قـ ــروه اصـ ــ جداC يدر گـ ــاهيـ    ازييهـ

R. lyococcus افت شـده بودنـد و دو   يکه از بانک ژن در

جـدا شـده از    R. lyococcus مربوط به  S5 و S4ه يجدا

.  قـرار گرفتنـد    Bootstrapت  ي ـحما% ۱۰۰ بـا  يفرنگ ـتوت

ق مشخص نمـود کـه      ين تحق يج حاصل از ا   ي نتا يطور کل   به

ت ي ـن موقع يـي  در تع  ي قابـل قبـول    ييرآ، کـا  D1-D2مناطق  

  .ها داشتهي تمام جدايکيتاکسونوم

 مربوط به گونـه     يها  هي در جدا  D1-D2 يسه توال يمقا

R. stolonifer ـ اي کاملاً با توالهين جداينشان داد که ا  ن ي

مـشابهت دارد و در  % R. stolonifer ۱۰۰منطقه در گونـه  

 ـ اMaximum Parsimony و NJ بـا  يکيلوژنتيز فيآنال ن ي

همکـاران   وو يل. قرار گرفت R. stoloniferگونه در گروه 

)Liou et al. 2007 (ن گونـــه را بـــا نـــام  يـــا  

R. stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Vuill. var. stolonifer 
 جـنس   ي مولکـول  يلـوژن ي ف ي برقـرار  يبـرا . انـد ذکر کـرده  

Rhizopus  ابه و همکاران   ،ي فعل يبندسه آن با طبقه   ي و مقا  

)Abe et al. 2006 ( 18ســــه منطقــــهS ،ITSو   

28S D1/D2 از DNAکردنـد يابي ـي را تـوال يبـوزوم ي ر  .

 پرياسـخ  را مطـابق بـا سـه گـروه     C و   A  ،Bآنها سه گروه    

)Schipper 1984; Schipper & Stalpers 1984 (  

)microsporus-group  ،stolonifer-group    و R.oryzae (

افتنـد کـه شـباهت      ين مطالعه آنهـا در    يدر ا . مشخص کردند 

ــوال ــه ي دو واريت    وR. stolonifer var. lyococcusت

R. stolonifer var. stoloniferن در يست، بنـابرا ياد ني ز

  . شدنديبنددو گروه جداگانه طبقه

 مـورد مطالعـه قـرار       ين بررس ي که در ا   يگرينمونه د 

 ـمقا. بـود  R. lyococcusگرفت گونـه      منطقـه يسه تـوال ي

D1-D2   ن منطقـه   ي ا ي کاملاً با توال   هين جدا ي ا  نشان داد که

ز يمـشابهت دارد و در آنـال  % R. lyococcus ۱۰۰در گونه 

 ـ اMaximum Parsimony وNJ بـا  يکيلوژنتيف ن گونـه  ي

 ابــه و همکــاران. قــرار گرفــت  R. lyococcusدر گــروه 

)Abe et al. 2006 (يسه تــواليــبــا مقا D1-D2و   

18S   ــه ــه گون ــد ک ــشاهده کردن ــا R. lyococcus  م   ب

R. stolonifer var. stolonifer ــ در ــرار ي ــروه ق ک گ

 ويل. اد بود ين دو گروه از هم ز     ي ا يکيرد و فاصله ژنت   يگ  ينم

 ي مختلف يهاهي جدا يکيلوژنتي با مطالعه روابط ف    و همکاران 

افتنــد ي درD1-D2 منطقــه يزوپـوس بــر اســاس تـوال  ياز ر

ده ي ـ خميوفورهاي اسـپورانژ ي که داراR. lyococcusگونه

 يبنـد   طبقهR. stolonifer يها تهيباشد و قبلاً جزو وار يم

 ,Abe et al. 2006, Vágvölgyi et al. 2004(شـد  يم

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

  .است ييمجزا

ق ين تحقي بود که در ايگري نمونه دR. oryzaeگونه 

مورد ق ين تحقين گونه که در ا ي از ا  ييهاهيجدا. شد يبررس

ــ ــا   يبررســـ ــاظ دمـــ ــد از لحـــ ــرار گرفتنـــ    ي قـــ

ــد ــط   يرش ــده  توس ــه ش ــصات ارائ ــا مشخ ــخ ب    پري اس

)Schipper 1984 (منطقـه  يسه تـوال يمقا. مطابقت داشت 

D1-D2  ـ ايه نشان داد کـه کـاملاً بـا تـوال      ين جدا ي در ا  ن ي

ز يمشابهت دارد و در آنـال % R. oryzae ۱۰۰منطقه درگونه 

 ـ اMaximum Parsimony و NJ با يکيلوژنتيف ن گونـه  ي

ــروه  ــت R. oryzaeدر گ ــرار گرف ــ ل.  ق ــاران وي    و همک

)Liou et al. 2007 (لوگرام ين گونه در فينشان دادند که ا
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  ک گــروه مجــزا يــ بــه صــورت يکــيز ژنتيحاصــل از آنــال

  . شودي ميبندطبقه

  ق، يــن تحقيــج بــه دســت آمــده از ايبــر اســاس نتــا

 R. oryzae. ،R. stolonifer var. stolonifer: سه گونـه 

ــا R. lyococcus و ــدندييشناســ ــه شــ ــه  کــ   گونــ

R. lyococcus. شود  يران گزارش مين بار از اي نخستيبرا

 ييهر سه گونه شناسـا    . استد  يران جد يکوفلور ا ي م يو برا 

ل، زردآلـو،   ي هلـو، شـل    يهـا زبـان ين بار از م   ي اول يشده برا 

 از  يفرنگ  گردان و گوجه    ، خرمالو، آفتاب  ي، طالب يفرنگ  توت

 ـا  .R. stolonifer varگونـه  . انـد  شـده يجداسـاز  راني

stolonifer ا گـزارش   ي ـل از دن  ي شل ين بار از رو   ي اول ي برا

  .شود يم

  

  يارزسپاسگ

 خـود را از  يله نگارندگان مراتب تشکر و قـدردان      يوس نيبد

فر   يخانم مهندس مهرنوش محمد     مانه سرکار ي صم يهمکار

ــرم آزما ــکارشــناس محت ــ گيســشنا يمــاريشگاه بي  و ياهي

 کارشـناس محتـرم     يخانم مهنـدس نـرجس محمـد        سرکار

  .دارند يحان ابراز ميس ابوري پرديشگاه مرکزيآزما

  

  منابع

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