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  چكيده

  هاي متري خاك سانتي 5- 10برداري از عمق  ي مازندران و گلستان، نمونهها نازي است خاك بيوتايميكوبه منظور بررسي 

  جدايه از هفت جنس 61سازي و شناسايي،  پس از جداسازي، خالص. مدمناطق زراعي و غيرزراعي به عمل آ يبرخ

Absidia، Actinomucor،Cunninghamella ، Lichtheimia ،Mucor، Syncephalastrum و Rhizopus  متعلق به راستهMucorales  مورد بررسي

نواحي  ITS5 و ITS4استخراج گرديد، سپس با استفاده از آغازگر  به روش راپلي CTABآوري شده در بافر  هاي جمع جدايه DNA .تاكسونوميكي قرار گرفت

ITS1 + 5.8S + ITS2 افزار  يابي دندروگرام مربوطه با استفاده از نرم براي تأييد شناسايي مورفولوژيكي و توالي. يابي شد تكثير و تواليMEGA5  و

سه گروه اصلي قرار  هاي مورد بررسي را در ، جدايه ITSرام حاصل از آغازگردندروگ. رسم گرديد Neighbor Joiningو   Maximum Parsimonyهاي روش

  و Absidia repens، Cunninghamella blakesleeana: پنچ آرايه جديد از فلور ايران شناسايي شد كه عبارتند از ،براساس نتايج به دست آمده. داد

Mucor fragilis )هاي جديد به عنوان گونه (و Syncephalastrum racemosum، Lichtheimia ramosa )هاي جديد به عنوان جنس و گونه.(  
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Some new species of Mucorales for mycoflora of Iran 
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Summary 

In order to determine soil inhabitant fungi of Mazandaran and Golestan provinces (N Iran), some soil samples from arable and 

non-arable areas were collected. After the isolation, purification and identification of fungi, 61 isolates, belonging to Absidia, 

Actinomucor, Cunninghamella, Lichtheimia, Mucor, Syncephalastrum and Rhizopus were identified. After DNA extraction, all genera 

were subjected to PCR using ITS4 and ITS5 primers then amplified regions were sequenced. To confirm the morphological 

identification and sequencing, dendrogram was drawn using MEGA5 by Maximum Parsimony and Neighbor Joining methods. 

Dendrograms derived from the primers ITS 4 & 5 were separated into three groups. Between the studied isolates, Absidia repens, 

Cunninghamella blakesleeana and Mucor fragilis (species) and Syncephalastrum racemosum, Lichtheimia ramosa (genera and species) 

are new records from Iranian mycobiota. 
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  مقدمه

گونه توصيف شده  300با بيش از  Mucoralesراسته 

هاي شناخته شده زيرشاخه  گترين راستهركي از بزي

Mucoromycotina بيشتر اعضاء اين راسته به صورت . است

ساپروفيت در خاك، فضولات حيوانات و مواد ارگانيك مرتبط با 

شوند كه در كلونيزاسيون اوليه سوبسترا نيز نقش  افت مييخاك 

هاي ضعيف در  اما برخي ديگر به عنوان پاتوژن ،مهمي دارند

 Rhizopus stoloniferمثلا  .پوسيدگي نرم گياهان نقش دارند

هايي مثل  زميني و ميوه تواند باعث پوسيدگي شيرين سيب مي

ها منجر به  فرنگي شود كه اين آلودگي و توت يفرنگ سيب، گوجه

  ازبعضي  .)Samson et al. 2002( شوند ضايعات غذايي مي

 Spinellus fusigerهاي ديگر هستند،  ها پارازيت قارچ گونه

 Mycenaهاي در حال زوال  اسپورانژيفورهاي خود را روي كلاهك

spp. بقيه . دهد تشكيل ميMucorales هايي در حيوانات  بيماري

كنند، در بيماراني كه از ديابت و سرطان رنج  و انسان ايجاد مي

هايي ناشي از اين قارچ در مغز، شش و  برند، ممكن است زخم مي

ايجاد و در نقاط مختلفي از سيستم عروقي منتشر  ها نابقيه ارگ

  ها  تعدادي از گونه). & Bennett 1992 Kwon-Chung(ند شو

  شوند  در توليد غذاهاي آسيايي مثل تمپ و سوفا استفاده مي

)Nout & Aidoo 2010 .( در بيوتكنولوژي مدرن نيز بسياري از

كار برده ه در فرآيند انتقال زيستي ب هاي اين راسته قارچ

روغني متعلق به  ياه تعدادي از گونه). Kieslich 1997(شوند  مي

با بيشتر  يقادر به سنتز و تجمع مواد ليپيد Mucoralesراسته 

بيشتر (اين ليپيدها  ،از وزن خشك خودشان هستند ٪20از 

ممكن است غني از اسيدهاي چرب ) اسيل گليسيريد تري

ز يكه به لحاظ بيوتكنولوژي حا  (PUFAs)غيراشباع باشند

  . (Certik & Shimizu 1999)باشند اهميت مي

تا حد زيادي اين راسته شناسايي اعضاء  بندي و رده

. گيرد صورت مي ها آنبراساس مورفولوژي فرم غيرجنسي 

ها ضخيم، بدون ديواره عرضي و كاملا منشعب هستند،  ريسه

انشعابات باريكي ممكن است به وجود آيد و در محل پيدايش 

ل جنسي در توليد مث ).Benjamin 1979( ديواره ظاهر شود ها آن

وسيله ه ها مشاهده نشده اما در صورت وقوع ب بعضي از گونه

هاي نگهدارنده موازي يا روبروي هم  تشكيل زيگوسپور بين پايه

ها، ساختارهاي  دهد، به همين دليل براي شناسايي گونه رخ مي

  .گيرد توليد مثل غيرجنسي بيشتر مورد استفاده قرار مي

هاي بيشماري در  گ، هااين راستهدر بيشتر اعضاء 

در  .شوند هاي كروي در رأس اسپورانژيفور توليد مي اسپورانژيوم

  ها يك هسته مركزي يا كلوملا  ها هاگ داخل اسپورانژيوم

  داراي تعداد  ها در برخي از گونه اسپورانژيوم . كنند مي احاطه   را

  

شود و به عنوان  باشد كه اسپورانژيول ناميده مي كمي هاگ مي

  ها در  هاگ ،ها در بعضي گروه .شوند د پراكنده مييك واح

ي شكلي به نام ا نهايك رديف در داخل اسپورانژيوم استو

هاي  با كنيديوم Mucoralesساير  .شوند مرواسپورانژيوم مرتب مي

  ).(Webster & Weber 2007 كنند اخته توليد مثل ميي تك

 Umbelopsidaceaeاكثر اعضاء اين گروه به غير از تيره 

هاي  پرگنه) هاي قرمز مايل به ارغواني و كند رشد با پرگنه(

   هاي نمايند كه تشتك مي هاي هوايي توليد الرشد با ريسه سريع

 كنند متر را در كمتر از يك هفته پر مي ميلي 100به قطر 

)Meyer & Gams 2003.(  

در نخستين مطالعات فيلوژنتيكي انجام شده توسط ادنل 

هاي  تعداد زيادي از جنس ،)et al. 2001 O'Donnell(و همكاران 

 13جنس و  54گونه متعلق به  63حدود ( Mucoralesراسته 

آناليز و نشان داده شد كه  EF-1αو  rDNAبراساس توالي ) تيره

فيليتيك  بندي در سطح تيره به دليل وجود چهار تيره پلي رده

)Thamnidiaceae, Mucoraceae, Chaetocladiaceae  و

Radiomycetaceae(ن ي، مصنوعي است و نبود جد مشترك در ب

  مطالعات اخير مولكولي، . نمايد اعضاء اين راسته را اثبات مي

براساس ها  فيلوژنتيكي و تاكسونوميكي گونه يمنظور شناسايه ب

 ,rDNA )Abe et al. 2010 انندآناليز توالي چند ژن م

Dannaoui et al. 2010( اكتين ،)Hoffmann et al. 2007, Abe 

et al. 2010(عوامل افزاينده ترجمه ، )Garcia-Hermoso et al. 

2009, Alastruey-Izquierdo et al. 2010( لاكتيك و 

صورت گرفت كه نتيجه  Saito et al. 2004)( دهيدروژناز

مبني بر مصنوعي ) O’Donnell et al. 2001(پيشنهادي ادنل 

  .د كردييبندي را تا بودن رده

 RFLP انندهاي مولكولي م استفاده از روش امروزه

)Larche et al. 2005( ، AFLP)Chakrabarti et al. 2010( ،

RAPD )Papp et al. 2001 ( و PFGE)Nagy et al. 2000 (  

هاي موكورال استفاده  ندرت براي شناسايي و تاكسونومي قارچه ب

 2007، در سال انجام شده براساس مطالعات مولكولي .شود مي

 DNAها با استفاده از توالي  راهنماي شناسايي مولكولي قارچ

به عنوان يك  ITSو نواحي  منتشر) CLSI )CLSI 2007وسط ت

هاي راسته  ها و گونه استاندارد طلايي براي شناسايي جنس

Mucorales  پيشنهاد شد كه توسط گروه شناسايي مولكولي

 و حيواني شناسي انساني المللي قارچ ها در انجمن بين قارچ

(ISHAM) هدف از اين تحقيق. مورد حمايت قرار گرفت، 

ي گلستان ها نازي است هاي خاك جداسازي و شناسايي موكورال

، ITSو مازندران براساس خصوصيات مورفولوژيكي و نواحي 
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rDNAها  ، تعيين موقعيت تاكسونوميكي و فيلوژنتيكي جدايه

 .باشد مي

  

  روش بررسي

  برداري نمونه -

هاي زارعي و  برداري به صورت تصادفي از خاك نمونه

تا  1389زراعي استان مازندران و گلستان از تابستان  غير

 10- 15ها از عمق  نمونه خاك. انجام شد 1390ارديبهشت 

برداري مشخصات  متري تهيه شد و پس از ياداشت سانتي

هاي پلاستيكي قرار  برداري، داخل كيسه جغرافيايي محل نمونه

ها در  نگهداري از نمونه خاك. به آزمايشگاه منتقل شدندگرفت و 

 .دماي محيط انجام شد

  ها از خاك استخراج قارچ -

هاي مورد  از نمونه خاك Mucoralesهاي  استخراج قارچ

و سينكلر  مطالعه با تهيه سوسپانسيون خاك به روش دينگرا

)Dhingra & Sinclair 1995( با اعمال تغييرات صورت گرفت .

در  1:5000سوسپانسيون خاك با رقت با كشت سازي قارچ جدا

 KH2PO4، گرمMgSO45/0 حاوي (محيط اختصاصي رزبنگال 

 Peptonگرم، Yeast extract 5/0، گرمK2HPO4 5/0، گرم5/0

و  گرمStreptomycin 05/0، گرمRose Bengal 05/0، گرم5/0

Agar 17 ساعت، پرگنه  48بعد از گذشت  .انجام شد) گرم

منتقل  )WA )Water Agarبنگال به محيط  ها از رز يستزيگوم

به  ريسهساعت بعد با سوزن سترون به صورت نوك  24شد و 

سپس  .انتقال داده شد PDA (Potato Dextrose Agar) محيط

با استفاده از مورفولوژي پرگنه در محيط كشت و خصوصيات 

جام در حد جنس و گونه ان ها آنها شناسايي  ميكروسكوپي قارچ

  .شد

  

  DNAاستخراج  -

 ،)Rapley 2000( راپلي روش به DNA استخراج منظور به

هاي سه تا چهار  متري از حاشيه پرگنه ابتدا يك قرص پنج ميلي

  PDBدر محيط كشت مايعو برداشته  PDAروزه در محيط 

)Potato Dextrose Broth ( قرار داده شد كه به مدت سه روز در

   .دور در دقيقه تكان داده شدند 120با سرعت  C  °25دماي

  . در هاون توسط ازت مايع پودر گرديدتوده ميسليوم قارچ 

، CTAB] CTAB   (W/V)%2 ، M NaCl4/1پودر حاصله در بافر

mM Tris-HCl 100  8با pH= و mM EDTA 20 [ در  

  يك ميكروليتر. سلسيوس مخلوط شد درجه 65 دماي

2-Mercaptoethanol 45ز ورتكس به مدت افزوده شد و پس ا 

قبل از سانتريفيوژ . درجه سلسيوس قرار داده شد 65دقيقه در 

دقيقه هم حجم با مخلوط،  10دقيقه به مدت در دور  12000در 

اضافه گرديد سپس فاز  24:1ايزوآميل الكل به نسبت  –كلروفرم

برداشته شد كه بعد از اضافه كردن هم   DNAرويي محتوي

C (حجم ايزوپروپانول خنك 
دقيقه در  15، به مدت )-°20

 DNAدور سانتريفيوژ شده و در نهايت، پس از رسوب  13000

درصد شستشو داده  70فاز مايع تخليه و رسوب حاصله با اتانول 

در دماي محيط به هر  DNAبعد از خشك كردن رسوب . شد

 TE )mM 10  mM EDTA 1، 8-(Trisميكروليتر بافر  70ويال 

H=pHCl,  دقيقه نگهداري در  30ضافه گرديد و پس از استريل ا

C يخچال به فريزر 
به  DNAكيفيت و كميت . منتقل شد -°20

 1XTBE mM درصد در بافر8/0روش اسپكتروفتومتر و آگارز 

Tris) 90،mM Boric acid  90 وEDTA   mM2(  ارزيابي

  .گرديد

  يابي و توالي PCRتكثير با  -

  از  ITS1, 5.8, ITS2تكثير كامل نواحي 

 ITS5 ،با استفاده از پرايمر rDNAهاي  ژن

)5
´
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3

   ITS4و  )´

)5
΄
 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3

�) (White et al. 

PCRواكنش . انجام شد) 1990
   µl 25 در مخلوط 

) X PCR buffer1، mM MgCl2 5/2 ، mM dNTP2/0،  

 Primers mM2/0،U  5/2Taq polymerase enzyme  ( آماده

با واسرشتگي ) Bio RAD(دستگاه ترموسايكلر شد و تكثير در 

C دقيقه در  4 مقدماتي
C  دقيقه در يك، واسرشتگي °94

°94 

C دقيقه در دماي  1اتصال، 
C در دقيقه  يك ، گسترش°60

°72 ،

C دقيقه در  10 گسترش نهايي
سيكل صورت  35به تعداد  °72

   TBE بافر درصد 5/1در ژل آگارز  PCRمحصول  .گرفت

  از نشانگر با وزن مولكولي. الكتروفورز شد V80با ولتاژ 

Kb1 )SM0311, DNA ladder ( به عنوان شاخص مورد استفاده

 15به مدت ) µg/mL 5/0(ژل در اتيديوم برومايد  .قرار گرفت

دستگاه  UVآميزي و بعد از شستشو با آب مقطر با  دقيقه رنگ

با سپس . شاهده گرديدم) GEL LOGIC 200(ژل خوان كداك 

 )  Qiagen Inc Valencia, CA, USA) PCRسازي كيت خالص

 محصولات. مطابق با دستور عمل شركت سازنده خالص شد

كره   BIONEERخالص شده در جهت فوروارد توسط شركت

  .يابي شدند توالي

 BioEdit ها از برنامه رديف كردن توالي براي تصحيح و هم

(Hall 1999) با انجام . استفاده شدBlastn بانـك ژن   در)NCBI( 

هـاي نزديـك    هـاي مـورد بررسـي و گونـه     توالي جدايه همولوژي

دسـت آمـده در بانـك ژن ثبـت شـدند      ه هاي ب توالي. بررسي شد

 ).1جدول (
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 آناليز فيلوژنتيكي -

آوري شده همراه با  هاي جمع روابط فيلوژني ميان جدايه

ته شده از بانك ژن به هاي گرف توالي تعدادي ديگري از جدايه

ارزش  پايداري شاخه با( Parsimonyو  Neighbor Joiningروش 

 (Tamura et افزار در نرم) 2000 و تكرار ٪50بيشتر از 

 MEGA5 (al. 2011از راسته  .مورد ارزيابي قرار گرفت

Mortierellales  خارجي استفاده شدبه عنوان گروه.  
 

  نتيجه

  تاكسونومي -

جدايه  61خاكزي،  هاي سازي قارچ با جداسازي و خالص

ها، تهيه اسلايد  به دست آمد كه بعد از مشاهده پرگنه

جدايه  12از اين بين  .قرار گرفتند ميكروسكوپي در هفت جنس

چهار جدايه به  ،Lichtheimia، دو جدايه به Absidiaبه جنس 

Actinomucor ،14  جدايه بهMucor ،13  جدايه به

Cunninghamella شش جدايه به ،Syncephalastrum  10و 

 هاي براساس گزارش .باشند مي متعلق Rhizopusجدايه به 

هاي بررسي شده پنج آرايه  از بين نمونه، (Ershad 2009)موجود 

  :براي ايران به شرح زير جديد تشخيص داده شدند

  
Absidia repens Tiegh., Annls Sci. Nat., Bot., sér. 64(4): 

 )1شكل ( [1876] (1878) 363

الرشد  اي و سريع پنبه PDAپرگنه قارچ روي محيط غني 

متر كه در مدت پنج تا شش روز  سانتي 5/1است به ارتفاع 

ها  پرگنه). a-1 شكل(نمايد  متري را كاملا پر مي سانتي 6تشتك 

اي  از مركز پرگنه زرد تا قهوهابتدا سفيد رنگ و بعد از هفت روز 

سطح زيرين . باشد شود و داراي حاشيه نامنظم مي رنگ مي

گيرد  ميپرگنه كرم مايل به خردلي است و حالت گل به خود 

است  رنگ بيهاي  دييداراي استولون و ريزو).  b و a-1 شكل(

ميكرومتر  130اسپورانژيوفورها طولي بيش از ). c-1 شكل(

صاف، معمولا به شكل خميده و منشعب هستند رنگ،  دارند، بي

كند  توليد ميآپوفيز و كلوملا  داراي هاي  در انتها اسپورانژيومكه 

ميكرومتر كروي،  20-25ها به قطر  اسپورانژيوم). eو  d-1 شكل(

خاكستري رنگ داراي ديواره نازك هستند، پس از كامل شدن از 

  h).و f ،g- 1 شكل(رند گذا مي خود يك يقه به جا و از روند بين مي

كروي است و  نيم) ميكرومتر 10- 18 × 10-15به ابعاد (كلوملا 

  معمولا در زير آپوفيز در فاصله. ك آپوفيز قيفي شكل داردي

به (اسپورانژيواسپورها . ميكرومتري يك بند وجود دارد 18-12

. اي هستند ياخته رنگ، قايقي شكل و تك بي) ميكرومتر 2- 3قطر 

درجه سلسيوس  25- 34 د اين جدايه در دمايبيشترين رش

خصوصيات قارچ توصيف شده با توصيف هسلتين و اليس . است

)Hesseltine & Ellis 1966 (جدايه مورد بررسي . مطابقت دارد

هاي مناطق زراعي و غيرزراعي دامير، اوجي آباد، ساري،  از خاك

بهشهر، جنگل دارب كلا و جنگل نكا از استان مازندران 

  .سازي شدجدا

  
Cunninghamella blakesleeana Lendn., Bull. Soc. bot. 

Genève, 2 sér. 19: 234 (1927)  ) 2شكل(  

 PDAهاي هوايي در محيط  اي با ريسه قارچ پرگنه پنبه

. نمايد كند كه ظرف سه تا پنچ روز تشتك را پر مي توليد مي

ه پرگنه ابتدا سفيد است، سپس رنگ آن از مركز به كرم تير

  شود  اي تيره مي نمايد و سرانجام كل پرگنه قهوه تغيير مي

د و استولون نيز در اين گونه مشاهده شد ييريزو .)b, a-2 شكل(

. ميكرومتر قطر دارند 18ها بيش از  ريسه).  c-2شكل (

ا داراي انشعابات منفرد و روبروي هم ياسپورانژيوفورها مستقيم 

  شكل و اغلب مرغي تخموزيكول انتهايي كروي تا . باشد مي

هاي جانبي مشابه وزيكول  ميكرومتر قطر دارد، وزيكول 38-15

ميكرومتر قطر  8-30انتهايي اما به لحاظ اندازه كوچكتر و داراي

هاي  در سطح اين وزيكول پايك). fو  e, d -2 شكل(باشد  مي

متعددي تشكيل و به اسپورانژيول تك هاگي منتهي و تمام 

ها كروي تا  اسپورانژيول .)g-2 شكل( پوشاند سطح وزيكول را مي

 9- 18داراي خارهاي كوتاه و  كروي، صاف، معمولا نيمه

چالوس،  يها اين قارچ از خاك .)h-3 شكل(ميكرومتر قطر دارند 

  لشتو، سوادكوه و علمدار ده از استان مازندران و جنگل دلند 

  از استان گلستان جداسازي شد و مطابق توصيف كاتر

(Cutter 1946) او بايجال و مهروتر (Baijal & Mehrotra 1980) 

 .باشد مي

 

Lichtheimia ramosa (Zopf) Vuill., Bull. Soc. Mycol. Fr. 

  )3شكل ( (1903) 126 :19

كند  درجه سلسيوس به خوبي رشد مي 25قارچ در دماي 

هاي هوايي  سفيد رنگ با هيفهاي  پرگنه PDAو در محيط 

هاي  ريسه .نمايد روز كل تشتك را پر مي 5-7توليد كه در مدت 

حاشيه تشتك نامنظم هستند و سطح زيرين پرگنه 

اسپورانژيوفورها  .)a-3 شكل(نقش گل دارد   Absidiaمشابه

بسيار منشعب، صاف ) ميكرومتر 8-12قطر اسپورانژيوفور اصلي (

 3-4با قطر (و بدون ديواره عرضي هستند، انشعابات جانبي 

). b-3 شكل(صورت قوسي شكل است ه ب باغل) ميكرومتر

  ها گلابي شكل، صاف، در مواردي مسطح، با قطر اسپورانژيوم

د ضعيف ييريزو. هستندناپايدار  ديوارهميكرومتر و داراي  80-20

و  رنگ بي، )ميكرومتر طول 70ميكرومتر عرض و بيش از  9-3(

ها  اسپورانژيوم Absidiaبرخلاف ). c-3 شكل(باشد  صاف مي

A 
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 در اين گونه وجود ندارد  ديواره زير اسپورانژيوم تهايي هستند وان

 -ميكرومتر، كروي 10- 28كلوملا صاف با قطر ). d-3 شكل(

هاي  كلاميدوسپور مشاهده نشد اما حضور سلول. است مرغي تخم

با انشعابات انگشتي شكل  ،)ميكرومتر 28-35با قطر (آسا  غول

اين قارچ از ). e-3 شكل(باشد  نامنظم بسيار معمول مي

آباد استان مازندران جداسازي شده و با  هاي دركاسر و فرح خاك

 Hesseltine & Ellis(ه شده توسط هسلتين و اليس يتوصيف ارا

  .مطابقت دارد) Hoffmann et al. 2009(هوفمن  و) 1966

  

 

  معكوس پرگنه كه حالت گل به خود گرفته، شكل .C25 ،b °و دماي PDA روزه در محيط  ششپرگنه . Absidia repens :a -1 شكل

c.  نوك پيكان(ريزوييد در انتهايي استولون( ،.d, e اسپورانژيوفورهاي برافراشته از محيط كشت، .h, f, g  مراحل تكامل و تخريب ديواره

  ).ميكرومتر d, e  =100ميكرومتر؛  c, h= 10 ميكرومتر؛  f, g = 25: مقياس) (نوك پيكان(اسپورانژيوم 
Fig. 1. Absidia repens: a. 6-day colony of the PDA at 25° C, b. The colony reverse with flower shape, c. Rhizoids at the 

end of stolon (arrow). d, e. Sporangiophor raised from medium, f, g, h. Formation and destruction of the wall 

sporangium (Bars: f, g = 25 µm; c, h = 10 µm; e, d = 100 µm). 
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  ،)نـوك پيكـان  (يد در انتهـاي اسـتولون   يريزو. C25 ،c °در دماي  روزه چهار پرگنه b, a :Cunninghamella blakesleeana.  -2 شكل

.d, e, f  ،اسپورانژيوفورهاي ساده و منشعبg . كـان نـوك پي ( هاي روي سطح وزيكـول منتهـي بـه اسـپورانژيول     پايك( ،h.   اسـپورانژيول

 ).ميكرومتر e, f, h =10ميكرومتر؛  c, d, g  = 25:مقياس(

Fig. 2.Cunninghamella blakesleeana: a, b. 4-day colony at 25° C, c. Rhizoids at the end of stolon (arrow), 

d, e, f. Sporangiophores simple and branched, g. Terminal vesicle with sterigmata and sporangiola (arrow), 

h. Sporangiola (Bars: c, d, g = 25 µm; e, f, h = 10 µm). 
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موقعيـت   .d ،)نـوك پيكـان  (يـد  يريزو .c ،اسـپورانژهاي جـانبي   C25، .b °روزه در دماي  سه پرگنه .Lichtheimia ramosa :a -3 شكل

 b =100ميكرومتـر؛   c= 25  :مقيـاس (آسـا   هـاي غـول   ياختـه  .eه در زيـر اسـپورانژيوفور،   رديوا وم به اسپورانژيوفور و وجود تكياسپورانژ

  ).ميكرومتر d, e =10 ميكرومتر؛ 
Fig. 3. Lichtheimia ramose: a. 3-day colony at 25° C, b. Side branches of sporangiophores, c. Rhizoid, d. Sporangium 

on sporangiophor and single septum is formed in the subtending sporangiophore, e. Giant cells (Bars: c = 25 µm; 

b = 100 µm; d, e = 10 µm). 
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Mucor fragilis Bainier, Annls Sci. Nat., Bot., sér. 6 19: 

  )4شكل ( (1884) 208
  

هاي كرم تا خاكستري رنگ در محيط  اين جدايه پرگنه

PDA  6توليد كه بسيار سريع الرشد هستند و تشتك 

 .)a-4 شكل( نمايد متري را در عرض سه روز پر مي سانتي

صاف، داراي انشعابات  ميكرومتر، 15اسپورانژيوفورها با قطر 

كوتاه، زيگزاكي و قوسي شكل هستند و به صورت مستقيم از 

داراي يك ديواره عرضي در محل . گيرند قاعده محيط منشأ مي

رنگ هستند  نابالغ سفيد و كرم يها اسپورانژيوم. باشد توليد مي

شوند، كروي و به  اي متمايل به سياه مي كه در زمان بلوغ قهوه

داراي ). b-4 شكل( باشند ميكرومتر مي) 60(15- 90قطر 

اي از  باشند كه بعد از تخليه هاگ فقط يقه ديوارهاي ناپايدار مي

رنگ  ، بيمرغي تخمكلوملا كروي،  .)c-4 شكل(ماند  آن بر جا مي

. باشد ميكرومتر قطر مي 30- 32طور ميانگين داراي ه و ب

  در  ، رنگ بي  بيضوي، اوقات  گاهي  ، مرغي تخم كلاميدوسپورها 

  
  

ميكرومتر قطر  10-26شوند و داراي  ها تشكيل مي ميان ريسه

ميكرومتر  4-6طور تقريبي ه ب(ها  هاگ .)-4d شكل(باشند  مي

  دماي  ).e-4 شكل( هستند  ، مايل به آبي يبيضو تا كروي) قطر

  

توصيف . باشد درجه سلسيوس مي 25اپتيمم رشد براي اين گروه 

اك چالوس و جويبار از استان مازندران جدايه مورد بررسي از خ

  .مطابقت دارد Mehrotra 1965) ( با توصيف مهروترا
  

Syncephalastrum racemosum Cohn ex J. Schröt., in 

Cohn, Krypt-Fl. Schlesien (Breslau) 3.1(916): 217. 

  )5شكل ( [1889]  (1886)

تشتك را  PDAطي پنج تا هفت روز در محيط  پرگنه

نمايد، ابتدا سفيد رنگ بوده و از روز چهارم به بعد از  پر مي كاملا

 شكل(دهد  اي تيره تغيير رنگ مي مركز پرگنه متمايل به قهوه

5-a, b(. اسپورانژيوفورها راست، ساده يا منشعب )به طول  

ها روي وزيكول انتهايي  مرواسپورانژيوم. هستند) متر ميلي 5/3-3 

  

     ITSبراي توالي ها آنو شماره دسترسي هاي ايراني مطالعه شده  جدايه - 1جدول 
Table 1. List of tested isolates from agricultural soils with accession numbers of amplified ITS regions 

  شماره دسترسي

(Asseccion No.)  

 استان

 (Province)  

 منطقه

(Location)  

  كد قراردادي

(Code)   

   جدايه

(Isolate)   
JQ683213  Mazandaran  Damir  A-4 Absidia repens 
JQ683215    Oji abad  A-14  

JQ683216    Sari  A-33  

JQ683217    Sari  A-310   

JQ683218    Behshahr  A-318   

JQ683219    Neka  A-327    
JQ683234    Chalous  A-11  Cunninghamella 

blakesleeana  
JQ683235    Lashtou  A-17    
JQ683237    Alamdar deh  A-83-2    
JQ683238  Golestan  Daland  A-458   
JQ683222  Mazandaran  Darkasar  L-15  Lichtheimia ramosa  
JQ683223    Farah abad  L32   
JQ683224    Zeynab abad  S47 Syncephalastrum 

racemosoum  
JQ683225  Golestan  Minodashat  s51-3   
JQ683226  Mazandaran  Amol  s204   

JQ683227    Daneshgah 

Keshavarzi Sari  
s330   

JQ085485    Joybar  100 Mucor fragilis  

JQ085486    Chalous  129(2)   
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رنگ تا  بي) ميكرومتر 30از با طولي بيش (شوند  تشكيل مي

 8تا  1ي كه در هر رديف ها  هنااي روشن، استو قهوه

د ييندرت در قاعده ريزوه ب). c, d-5 شكل(اسپورانژيوسپور دارند 

كروي تا ) ميكرومتر قطر دارند 12- 15(ها  وزيكول. دارند

) e-5 شكل(اي كمرنگ  يا قهوه رنگ بيكروي،  نيمه

 3- 5( مرغي تخم، )ميكرومتر قطر 2-4(اسپورانژيوسپور كروي 

توصيف  .)f-5 شكل(و متنوع در شكل هستند ) ميكرومتر قطر

هاي دركاسر، مينودشت،  جدايه مورد بررسي از خاك ه شده ازيارا

آمل و نوشهر از استان مازندران، زينب آباد و مينودشت از استان 

 سو گم شوم، د)Benjamin 1966(گلستان با توصيف بنجامين 

)Domsch & Gams 1980 ( و زيكا و همكاران)Zycha et al. 

  .مطابقت دارد) 1969
 

 آناليز فيلوژني -

 Mucoralesبررسي روابط فيلوژني در داخل  -

مجموعه اطلاعات جامع به لحاظ  ،در اين پژوهش

موفولوژيكي و مولكولي براي پنج گونه مرتبط با پنج جنس از 

جفت  PCRول محص. آوري شد گرد Mucoralesپنج تيره 

درصد متشكل از  5/1روي ژل آگارز ITS5 و  ITS 4آغازگرهاي 

ها  جفت باز براي جنس 600-900در محدوده  DNAباند  تك

 Neighborدست آمده با روش ه وتيدي بيتوالي نوكل. بود

Joining )و) ه استدر اين مقاله آورده نشد Parsimony 

Maximum در هر دو روش دندروگرام ترسيم شده . آناليز شدند

  .مشابه هم بود

  ) 6شكل ( ITS5و ITS4نتايج حاصل از دندروگرام 

به  Mortierellalesهاي  به صورت مشخص تمايز بين جنس

نشان داده  Mucoralesراسته  هاي عنوان گروه خارجي، از جنس

و جدايه مورد بررسي به همراه توالي گرفته شده از بانك  است

  Mucoraceaeاعضاء تيره Aگروه  .ژن را در سه گروه جاي داد

 .Rگيرد كه در آن شاخه  را در بر مي ) Bootstrap٪95با ارزش (

oryzae هاي  به همراه شاخهActinomucor elegans  وMucor 

hiemalis 96با ارزش (اي  به صورت پله٪Bootstrap (  گروه

 ،M. racemosusهاي  اي شامل شاخه خواهري كلاد سه زيرشاخه

M. elegans  و زيركلادM. fragilis گروه . باشد ميB  از كلاد

 Syncephalastrum racemosumاي  منوفيليتيك پنج زيرشاخه

با ارزش (اي  و كلاد سه زيرشاخه)  Bootstrap٪99با ارزش (

99٪Bootstrap  (Absidia corymbifera وLichtheimia 

ramosa گروه   .تشكيل شده استC  شامل توده درون گروهي

از دو كلاد  ٪93تومي است كه با ضريب احتمال  يپل

Cunninghamella  وAbsidia تشكيل شده است.  
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  وم،يتخليه اسپورانژ .cصورت جانبي روي اسپورانژيوفور، ه وم بياسپورانژ .C25 ،b °پرگنه سه روزه در دماي  .Mucor fragilis: a - 4 شكل

  .)ميكرومتر 10= مقياس(ها  هاگ. e، )نوك پيكان(كلاميدوسپور  . d،)نوك پيكان(و كلوملا روي اسپورانژيوفور به جا ماندن يقه 

Fig. 4. Mucor fragilis: a. 3-day colony at 25° C, b. Sporangium laterally on sporangiophor, c. A ruptured sporangium, 

d. Chlamydospore, sporangiospores (Bars = 10 µm). 

a b 

c d 

e 
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  اسپورانژيوفور مستقيم، ساده و منشعب .C25 ،c, d °چهار روزه در دماي  پرگنه .Syncephalastrum racemosum :a, b -5شكل 

e. وم روي وزيكول انتهايي، يمرواسپورانژf. مقياس(اسپوري  مرواسپورانژيوم چند:  c, d= 25  ميكرومتر؛e, f =10 ميكرومتر.( 

Fig. 5. Syncephalastrum racemosum: a, b. 4-day colony at 25° C, c, d. Sporangium, erect, simple or branched, 

e. Merosporangia on the terminal vesicle, f. Merosporangium (Bars: c, d =  25 µm; e, f = 10 µm). 

  

a 
b 

c d 

e 
f 
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 هـا و گـروه خـارجي اسـتخراج شـده از      دست آمده در اين بررسي به همراه تواليه هاي ب ان جدايهميITS دندروگرام با آغازگر  -6شكل 

NCBI. بـا روش   ترسـيم (ه جدايـه آورده شـد   شده در سمت راست هـر  يآور هاي جمع كد قراردادي جدايهMaximum Parsimony  در

 .ندا هنشان داده نشد ٪50هاي كمتر از  ارزشو  شندبا مي تكرار 2000با  Bootstrapها  اعداد روي شاخه. )MEGA5افزار  نرم
Fig. 6. Dendrogram obtained based on ITS sequence of selected isolates in this study, out group and sequences 

extracted from NCBI. Code of isolates collected, at the right of the isolates (Maximum Parsimony method was drawn in 

MEGA5 software). Bootstrap values out of 2,000 replicates and values less than 50% were not shown. 

 

  

  

  

  

  

 



 1392، )2(14، جلد رستنيها. / ..براي  Mucoralesهاي جديدي از راسته  معرفي قارچ/ بويد و همكاران  ده                                                   120

 

  بحث

هاي حاضر در زمينه فيلوژني كه  در جريان پيشرفت

كند، بيشترين توجهات به  ها را بازگو مي تاريخ تكاملي قارچ

كه   در حالي ،يوميست معطوف شدهبازيد هاي آسكوميست و قارچ

هاي اساسي در سلسله  عنوان يكي از شاخهه ها ب زيگوميست

). Kwasna et al. 2006(اند  ها به طور ناقص مطالعه شده قارچ

مطالعات مولكولي در جهت بررسي روابط فيلوژني اغلب براساس 

  و S)18nuSSU (، )S28(nuLSU  ،actinهايي از  آناليز توالي

EF-1α گذاري شده است ايهپ )Voigt & Wostemeyer 2001.( 

ها با ساير  جدايه ITSهاي  مقايسه توالي ،در مطالعه حاضر

را نشان داد  ٪95- 100هاي موجود در بانك ژن همولوژي  توالي

د كننده ييتأ ITSكه به همراه نتايج حاصل از دندروگرام 

هوفمن ط ه شده توسيباشد و با نتايج ارا شناسايي موفولوژيك مي

و شوارتز و همكاران ) Hoffmann et al. 2009(و همكاران 

)Schwarz et al. 2006 (آناليز توالي  كهITS rDNA  را به عنوان

هاي زيگوميست در سطح  يك روش معتبر براي شناسايي قارچ

  .گونه معرفي كردند، مطابقت دارد

اي  مجموعه ،)O’Donnell et al. 2001(نل و همكاران واد

هاي  را در همه جنسnuSSU+ nuLSU+ EF-1αهاي  والياز ت

Mucorales  با روشMP لوتزوني و همكاران . آناليز كردند

)Lutzoni et al. 2004( هاينيز تواليnuSSU + nuLSU از

 O’Donnell et(و همكاران هايي كه توسط ادنل  مجموعه قارچ

al. 2001 ( استفاده شد را با روشBayesian metropolis-

coupled MCMC دندروگرام حاصل از هر دو روش  ،آناليز كردند

MP)  وB-MCMCMC ( روابط فيلوژني درون كهMucorales  را

به صورت  .ات با هم اختلاف داشتندييتنها در جزدادند  نشان مي

  متداول هاي  بندي طبقه  كمي با  شباهت هر دو دندروگرام  ،كلي

  

فيلي  نتايج هر دو آناليز پلياز سطح تيره در اين راسته داشتند و 

فيلي در  بيشترين پلي. د كردندييرا تا Mucoralesهاي  بودن تيره

ها در  كه با داشتن طيف وسيعي از گونه Mucoraceaeتيره 

در تحقيق . شود، مشاهده شد ها تعريف مي مقايسه با بقيه تيره

، Absidiaهاي مورد بررسي  حاضر نيز جدا قرار گرفتن كلاد

Mucor  وRhizopus  متعلق به تيرهMucoraceae  به همراه

فيليتيك بودن  مطالعات مورفولوژيكي و مولكولي فرضيه پلي

  .بخشد اعضاء اين تيره را قوت مي

را در جنس  .ramosa  Mگونه 1886ليندت در سال 

Mucor )Micheli 1729 (اين  1890زوف در سال . توصيف كرد

  . قرار داد) Rhizopus )Ehrenberg 1820گونه را در جنس 

جنس  )Vuillemin 1903(ويليمين  1903در سال 

Lichtheimia را با دو گونه L. ramosa  وL. corymbifera 

نه تنها در  Lichtheimiaدر اين پژوهش جنس . توصيف نمود

سطح مولكولي بلكه براساس تفاوت در مورفولوژي و فيزيولوژي 

 Absidiaد مستقل از جدا شده و در كلا Absidiaرشد از جنس 

  سابقگونه  ITSدر دندروگرام حاصل از حاضر شد، 

A. corymbifera  گرفته شده از بانك ژن در موقعيت اصلي خود

جدا شده  Absidiaقرار گرفته و از  Lichtheimiaيعني جنس 

) Hoffmann et al. 2009(هوفمن است كه با مطالعات فيلوژني 

  .مطابقت دارد

حاصل از اين پژوهش مشخص نمود  به طور كلي، نتايج

كارايي قابل قبولي در شناسايي و تعيين  ITS rDNAكه نواحي 

تواند در  دارد كه مي Mucoralesهاي  موقعيت تاكسونوميكي قارچ

مئن كنار شناسايي مورفولوژيك به عنوان يك روش سريع و مط

  .شود هكار برده براي شناسايي اعضاء اين گروه ب
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