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  هايدر مطالعه سيستماتيكي و تعيين تنوعات جمعيت ISSRاستفاده از روش 
  Aspergillus nigerگونه  

  *اميرعباس مينايي فر

 پيام نور، گروه زيست شناسيدانشگاه  ،تهران ،ايران

  07/09/1400 :تاريخ پذيرش  06/04/1400 :تاريخ دريافت

  چكيده

اي نس آسپرژيلوس با پراكنشي وسيع در سطح جهان و گسترههاي جنايجر يكي از رايجترين گونه آسپرژيلوس
هاي متعدد است، با توجه به اهميت اين گونه در اقتصاد، سلامت و بهداشت شناسايي اين گونه نامحدود از ميزبان

هاي آسپرژيلوس كارايي قابل شناسي در شناسايي بعضي گونههاي مرسوم ريختحايز اهميت مي باشد، هرچند روش
هاي اين جنس عموماً ناكارآمد هستند، اين موضوع در مورد شناسايي هاي گونهي دارند اما در تشخيص  ورايتهقبول

كند، در اين تحقيق علاوه بر شناسايي ريختي بر اساس صفات هاي آسپرژيلوس نايجر نيز صدق ميجمعيت
حصول زراعي و استراتژيك كشور هاي آسپرژيلوس نايجر جدا شده از پنج مميكروسكوپي و ماكروسكوپي نمونه

هاي براي بررسي جمعيت ISSRشامل گندم، جو، ذرت، سويا و كلزا، از بيست پرايمر استاندارد شده بر اساس روش 
دهد با استفاده از اين روش نشان مي ISSRهاي نتايج آناليزهاي چند متغيره بر اساس يافته. اين گونه نيز استفاده شد

  .هاي متفاوت و مناطق مختلف را از يكديگر تشخيص دادآسپرژيلوس نايجر جدا شده از ميزبانهاي توان واريتهمي

  ISSR هاي روغني، غلات،آسپرژيلوس نايجر، دانه: هاي كليديواژه

    aaminaeifar@pnu.ac.ir :الكترونيكي پست،  09133584719 : مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
 1729در سال  Micheliبار توسط اولين Aspergillusجنس 

 گونه شناخته شده 150حدود  ، اين جنس)4(معرفي شد
دارد كه با احتساب واريته ها و بعضاً نظرات گوناگون در 

هاي ها، تعداد گونهخصوص تجميع يا تفريق برخي گونه
هاي بعضي از گونه مورد نيز اعلام شده است،  200آن تا 

Aspergillus هاي متعدد، سرعت به دليل تغذيه از ميزبان
هاي باشند، گونهتكثير و  سازگاري بالا جهان گستر مي

هاي مختلف ليل برخورداري از آنزيمبدمختلف اين قارچ 
عنوان ديگر ب وجوه مفيد و از يعنوان قارچبوجوه از بعضي 

  ).10(شوند شناخته مي ضريك قارچ م

ساپروفيتي هستند كه  يهاكپك جنس اين هايگونه اكثر
توان استفاده از بقاياي آلي و بازيافت نيتروژن و كربن را 

باشند كه از اين ويژگي بطور گسترده در صنايع دارا مي
هاي اين غذايي تخميري استفاده مي شود، اما برخي از گونه

توانند هاي فرصت طلب بوده و ميجنس از گروه قارچ
مانند آسپرژيلوزيس  هاي خطرناكيباعث بروز بيماري

قادر به  Aspergillusهمچنين بعضي از گونه هاي . شوند
زا مانند هاي مسموم كننده و سرطانتوليد مايكوتوكسين

باشند كه هر ساله خسارات فراواني را به آفلاتوكسين مي
محصولات كشاورزي وارد نموده و براي سلامت انسان نيز 

هاي متعدد در بين گونه  ).23(خطرناك مي باشند 
، يكي از  Aspergillus niger van Tieghem آسپرژيلوس،

هاي اين جنس است كه با مهمترين و تاثيرگذارترين گونه
هاي مختلف از قدرت تكثير بالا و دارا بودن ميزبان
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). 6(باشد هاي اين جنس نيز ميرين گونهترايج
توليد  در يكاربردهاي صنعتي متعددآسپرژيلوس نايجر 

). 18و  14(دارد  اسيدهاي آلي و آنزيم هاي صنعتي
همچنين توانايي بالاي اين قارچ در آلوده سازي محصولات 

) 1(زراعي و ايجاد خطرات بهداشتي و تخريب محصولات 
هاي  زندگي انسان چه از جنبهدر باعث شده تا اين گونه 

راي ب. باشد هاي منفي آن حائز اهميت مثبت و چه از جنبه
بطور معمول از مشخصات   Aspergillusهاي تشخيص گونه

ظاهري شامل صفات ماكروسكوپي نظير رنگ و ميزان رشد 
 ، لووزيك و اندازه شكل ي و صفات ميكروسكوپي مانندنكل
 ودـش فاده ميـاست ولاـو متياليد ـونيديوفور، فـك ،دييـنوك
داراي تغيير پذيري ظاهري  Aspergillusهاي  گونه. )21(

علاوه صفات ريخت ب ،وابسته به شرايط محيط رشد هستند
شكل هاي مختلف از لحاظ  شناسي معرفي شده براي گونه

 ه يكديگرب نيز هاي بسيار زيادي شباهتظاهري و ابعاد، 
هاي اين قارچ  گونهرخي بهمچنين براي تمايز . )10(د دارن

هاي كشت استاندارد  نياز به شرايط كنترل شده و محيط
-وقت و هزينه بردر بعضي موارد بسيار است كه  يمختلف

نيز از  Aspergillusهاي در تشخيص واريته باشد و گير مي
به همين دليل از ابتداي  .دقت بالايي برخوردار نيست

تعددي ارائه گرديده شناسايي اين قارچ كليدهاي شناسايي م
با توجه به  نقاط  .)21( دنباش كه هر يك داراي ابهاماتي مي

هاي ريخت شناسي، ضعف ذكر شده در خصوص روش
هاي  تر گونه تر و دقيق هايي جهت شناسايي سريع كوشش

، )RLFP )26مانند  هاي مولكولي با كمك روش اين قارچ
RAPD )19( ،SSR )9( ،AFLP )12 ( وISSR )24 (نجام ا

گرفته است، طي چندسال اخير مطالعاتي مولكولي مختلفي 
-هاي آسپرژيلوس با استفاده از روشها و واريتهروي گونه

اي هاي مولكولي با هدف تعيين ارتباطات درون و بين گونه
اين قارچ صورت گرفته است، همچنين علاوه بر تعيين 

-تهروابط تكاملي، برخي از اين مطالعات جهت تعيين واري

زا بوده است هاي مضر و سرطانهاي مولد مايكوتوكسين
اي اين هدف از اين تحقيق، تعيين تنوعات درون گونه). 7(

قارچ در ايران و همچنين سنجش و بررسي ارتباط تنوعات 
جمعيتي اين گونه با شرايط اقليمي در سطح كشور 

   .باشد، تحقيقي كه تاكنون در ايران انجام نگرفته استمي

 د و روشهاوام

منظور شناسايي و بررسي تنوعات درون بر اين تحقيق د
، از پنج محصول Aspergillus nigerهاي اي نمونهگونه

زراعي مهم و پرمصرف داخل كشور شامل جو، گندم، 
ها كه هاي اصلي توليد آنذرت، كلزا و سويا و از قطب

هاي قزوين، فسا، دزفول، مشهد و ترتيب شامل شهرستانب
يل مي باشد، نمونه برداري شد، نمونه برداري بصورت اردب

. تصادفي ساده و از پنج مزرعه در هر منطقه صورت گرفت
هاي منظور سنجش ارتباط بين عوامل اقليمي و يافتهب

كاهش اثر عوامل ميكروكليمايي ناشي از  مولكولي و براي
ها فرايندهاي پس از برداشت و انبار داري، نمونه برداري

برداشت و قبل از شروع فرايندهايي مانند  بعد از
خرمنكوبي، خشك كردن و انبار نمودن محصولات انجام 
گرفت، اطلاعات مزارع نمونه برداري شده شامل عرض 
جغرافيايي و ارتفاع از سطح دريا با دستگاه جي پي اس 

ثبت شد، ساير اطلاعات لازم شامل  Garmin-etrex 10مدل 
ماي سالانه نيز با مراجعه به متوسط بارندگي و متوسط د

جدول (هاي هواشناسي  هر شهرستان دريافت شد ايستگاه
ها و انتقال آنها به آزمايشگاه پس از جمع آوري نمونه). 1

هاي موجود نسبت به كشت اوليه و جداسازي آسپرژيلوس
هاي همراه اقدام شد، پس از ها از ساير قارچدر نمونه

-هت شناسايي دقيقتر گونهها، جخالص سازي آسپرژيلوس

هاي كشت افتراقي  هاي خالص شده به محيطها، نمونه
CYA MEA,  وCY20S  و شرايط استاندارد كشت داخل

انكوباتور انتقال داده شد، پس از گذشت يك هفته از زمان 
 9(كشت، نسبت به مطالعه و ثبت صفات ماكروسكوپي 

تراقي صفت اصلي متمايز كننده به ازاي سه محيط كشت اف
صفت اصلي متمايز  5(و ميكروسكوپي ) مورد استفاده

ها بر اساس كليد استاندارد و شناسايي نمونه) كننده
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، براي )10(مبادرت شد Aspergillusهاي شناسايي گونه
هاي ماكروسكوپي و گيريآناليز نتايج حاصل از اندازه

در . استفاده شد SPSS Ver. 22ميكروسكوپي از نرم افزار 
از  DNAمطالعه مولكولي اين تحقيق براي استخراج بخش 

هاي قبلي براساس پژوهش). 24(روش ژانگ استفاده شد 
، تعداد بيست پرايمرهاي مناسب انتخاب شد )24و  22، 5(
، همچنين شرايط و نسبت محتواي تركيبات )2جدول (

PCR  براي انجام تحقيق حاضر به اين شرح زير بهينه سازي
 5/0پليمرازي،  اي زنجيره واكنششد؛ براي انجام 

 2 استخراج شده از هر نمونه به اضافه DNAميكروليتر 
ميكروليتركلريد  5/1آر، سيپي بافر ميكروليتر
 5/0ميكروليتر پرايمر،  dNTP ،1ميكروليتر 1منيزيم،

و مابقي آب مقطر تا   Taq polymerasميكروليتر آنزيم 
دمايي برنامه ه شد، ميكروليتر تهي 20رسيدن به حجم نهايي 

 5 به مدت سانتيگراد درجه 93اين شرح تنظيم شد؛  به نيز
 30 بـه مـدت سانتيگراد درجـه 93 سـيكلِ 45دقيقه، 

بـه سانتيگراد درجه  72و  ثانيه 60 درجه به مدت 55ثانيـه، 
 سانتيگراد درجه 72يك سيكل ثانيه و در نهايت  90مـدت 
با استفاده  PCRفرايند محصول حاصل از . دقيقه 6 به مدت

دقيقه روي ژل آگارز   80ولت به مدت  110از جريان برق 
5/1 %W/V)(   در محلول بافرTAE ) X1 (منظور ران شد،  ب

ظهور باندها از رنگ اتيديوم برومايد و براي تعيين 
غربالگري  براي. استفاده شد bp 100شاخص، از ماركر 

ترتيب با كد ها بحضور و عدم حضور باندباندهاي حاصله، 
منظور تجزيه و تحليل اطلاعات ب.  نمايش داده شد 0و  1

و  (AMOVA)بدست آمده و انجام آناليز واريانس مولكولي 
  GenAlex 6.4تعين پارامترهاي تنوع ژنتيكي از نرم افزار 

براي انجام آناليزهاي خوشه بندي و تجزيه به . استفاده شد
از غربالگري باندها و  هاي اصلي نتايج بدست آمدهمولفه
 CCAآناليز چنين سنجش ارتباط عوامل اقليمي و انجام هم

  .استفاده شد  PAST ver. 2.17از نرم افزار 

  
  UBC 834هاي آسپرژيلوس نايجر با پرايمر يك نمونه از تصوير ژل الكتروفورز حاصل از  جمعيت -1شكل

  هاي محيطي نقاط نمونه برداريداده -1جدول
  ميانگين بارندگي سالانه  ميانگين دماي سالانه ارتفاع از سطح دريا عرض جغرافيايي     ونه برداريمنطقه نم

  38o29'55" 1303 5/8  309  اردبيل
  32o40'21" 145 21  311  دزفول
  29o93'37"  1321  5/17  310  فسا
  36o41'06" 1287 13  301  قزوين
  36o26'30"  1052  5/15  242  مشهد
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  نتايج
يجه حاصل از آناليز واريانس يكطرفه در نرم بر اساس نت

داري بين صفات ماكروسكوپي و اختلاف معني SPSSافزار 
هاي جدا شده از منابع در واريته) 5جدول (ميكروسكوپي 

، بنابراين از انجام آزمون (P> 0.05)مختلف مشاهده نشد 
تعقيبي مانند دانكن و يا توكي و همچنين آناليزهاي چند 

نتايج . اساس صفات ريخت شناسي صرفنظر شد متغييره بر
دهد كه در غربالگري نشان مي ISSRبدست آمده از مطالعه 

اوليه، در مجموع از بيست پرايمر انتخاب شده، پرايمر 
UBC 825 باند بيش از ساير پرايمرها باند  11، با توليد

 UBC 809،UBCايجاد نموده است، پس از آن پرايمرهاي 

834 ،UBC 899 وUBC 817  باند قرار دارند  10با توليد
در  ISSRآناليز اطلاعات بدست آمده از روش ). 2جدول (

دهنده وجود تنوع درون جمعيتي نشان GenAlexنرم افزار 
درصد  67درصد و تنوع بين جمعيتي برابر با  33برابر با 

  ). 4و 3 هاي جدول(است 

  

  

  )طراحي شده توسط دانشگاه بريتيش كلمبيا( پرايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق -2جدول 

 محدوده )'3به'5(توالي  كد پرايمر
  اندازه باندها

Tm   تعداد
  باند

  تعداد باند 
  پلي مورف

  درصد باند
  پلي مورف 

UBC 807   AGA GAG AGA GAG AGA GT100-500 51 5 3 60 

UBC 808  AGA GAG AGA GAG AGA GC 200-1300 53  7  5  4/71  
UBC 809  AGA GAG AGA GAG AGA GG 200-1000 52  10  6  60  
UBC 811  GAG AGA GAG AGA GAG AC 200-900 53  7  5  4/71  
UBC 817  CAC ACA CAC ACA CAC AA 200-1200 51  10  8  80  
UBC 825  ACA CAC ACA CAC ACA CT 200-1200 52  11  8  7/72  
UBC 826  ACA CAC ACA CAC ACA CC 200-900 52  8  5  5/62  
UBC 834  AGA GAG AGA GAG AGA GYT 100-1800 52  10  8  80   
UBC 835  AGA GAG AGA GAG AGA GYC 100-1100  52  7  7  100   
UBC 847  CAC ACA CAC ACA CAC ARC 100-750 51  6  6  100   
UBC 856  ACA CAC ACA CAC ACA CYA 200-1300  52  8  7  5/87  
UBC 864  ATG ATG ATG ATG ATG ATG 200-1200 51  8  6  75  
UBC 873  GAC AGA CAG ACA GAC A 200-1800  52  8  5  5/62  
UBC 880  GGA GAG GAG AGG AGA 200-600 52  9  6  6/66  
UBC 881  GGG TGG GGT GGG GTG 200-750  53  6  6  100  
UBC 885  BHB GAG AGA GAG AGA GA 200-1800 54  8  5  5/62  
UBC 891  HVH TGT GTG TGT GTG TG 200-900  54  8  4  50  
UBC 895  AGA GTT GGT AGC TCT TGA TC 200-800 53  8  4  50  
UBC 899  CAT GGT GTT GGT CAT TGT TCC ACT 

TCC 
100-1800 54  10  6  60  

UBC 900  CCA CAG GTT AAC ACA 100-1100 52  6  4  6/66  
 

*: R = (A, G), Y = (C, T), B = (C, G, T), H= (A, C, T), V= (A, C, G) 
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در نرم  UPGMAبندي انجام شده بر اساس آناليز خوشه
دهنده دو خوشه مجزاست، جمعيت نشان PASTافزار 

شده از كلزاي مشهد بهمراه جمعيت آسپرژيلوس نايجر جدا
هاي از شده از سوياي اردبيل در يك خوشه و جمعيتجدا

اي ديگر گندم فسا، جوي قزوين و ذرت دزفول در خوشه
- بر اساس مولفه PCoAدر آناليز ). 1شكل (اند قرار گرفته

هاي خالص شده از جوي قزوين، هاي اصلي قرابت جدايه
ها مشخص ذرت دزفول و گندم فسا از ساير جمعيت

هاي گندم و ذرت با يكديگر شود، هرچند قرابت جدايهمي
بيشتر است، در اين آناليز وضعيت دقيقتري از قرابت 

شود ا نيز مشخص ميهاي حاصل از كلزا و سويجدايه
عوامل زيست محيطي مناطق  CCAدر آناليز ). 2شكل (

زراعي كه نمونه برداري از آنها انجام شده  شامل ميانگين 
دماي سالانه، ميانگين بارندگي سالانه، ارتفاع و عرض 

 ISSRنيز علاوه بر نتايج حاصل از ) 1جدول (جغرافيايي 
ظ مي شوند مورد سنجش قرار گرفته و در محاسبات لحا

نشان  3در شكل  CCAكه براين اساس نتيجه حاصل از 
نتايج حاصل از اين آناليز هم مويد جدايي . داده شده است

هاي آسپرژيلوس نايجر خالص شده از غلات و جمعيت
  ).3شكل (هاي روغني است دانه

  GenAlexنايجر در نرم افزار  هاي آسپرژيلوس جمعيت (AMOVA)نتايج حاصل از آناليز واريانس مولكولي  -3جدول 

Source df SS MS Est.Var. % ΦPT 
Among Pops 71 599.554 8.790 6.251 67% 67% 
Within Pops 42 376.818 36.945 4.055 33% 

Total 112 976.372  10.306 100%  
df: degree of freedom; SS: sum of squared observations; MS: mean of squared observations; EV: estimated variance; ΦPT: 
proportion of the total genetic variance among individuals within an accession. 

  ISSRهاي آسپژيلوس نايجر مطالعه شده با استفاده از نشانگرهاي مولكولي جمعيت )Nei( ماتريس تشابه ژنتيكي -4جدول 

 P1 P2 P3 P4 P5 
P1 1.000     
P2 0.683 1.000    
P3 0.914 0.614 1.000   
P4 0.632 0.778 0.609 1.000  
P5 0.819 0.601 0.807 0.741 1.000 

P1 = ،جمعيت فساP2 = ،جمعيت مشهدP3 = ،جمعيت دزفولP4 = ،جمعيت اردبيلP5 =جمعيت قزوين  

  
  )ذرت: Zگندم، : Tجو، : Hسويا، : Gكلزا، : ISSR )Bهاي هاي آسپرژيلوس نايجر بر اساس دادهبندي جدايهآناليز خوشه -2شكل
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  ISSRهاي هاي آسپرژيلوس نايجر بر اساس دادهجدايه) PCoA(هاي اصلي آناليز مولفه -3شكل 

)B : ،كلزاG : ،سوياH : ،جوT : ،گندمZ :ذرت(  

  

  

  
  ) 2ارايه شده در جدول ( و داده هاي محيطي ISSRهاي يجر بر اساس دادههاي آسپرژيلوس ناجدايه CCAآناليز  -4شكل 

)B :،كلزا G : ،سوياH : ،جوT : ،گندمZ : ،ذرتALT :سطح دريا، ارتفاع ازLAT : ،عرض جغرافيايي منطقهRIN :و  متوسط بارشTEM : دمامتوسط(  
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  بحث و نتيجه گيري 
 فيتهاي ساپروشناسي در شناسايي قارچهاي ريختروش

 ها ودليل سهولت نسبي، شناسايي قابل قبول گونههرچند ب
كمتر همچنان رايج و مورد استفاده هستند اما عموماً  هزينه

نحوي ب هاي يك گونه را ندارندتوانايي تشخيص جمعيت
ها امكان شناسايي و تفكيك كه با استفاده از اين روش

دا هاي مختلف جافراد متعلق به يك گونه كه از ميزبان
اند وجود شده و يا در شرايط اقليمي متفاوتي رشد نموده

شناسي ، نتايج حاصل از مطالعه ريخت)11(ندارد 
 ميكروسكوپي و ماكروسكوپي صورت گرفته در اين

نحوي كه هرچند با تحقيق نيز مويد اين مطلب است ب
هاي كشت تخصصي و كليدهاي شناسايي استفاده از محيط

  يي و جداسازي گونهمرفولوژيك امكان شناسا
Aspergillus niger ها فراهم آمد، اما بدليل از ساير گونه

تشابه زياد صفات مرفولوژيكي افراد اين گونه و نبود 
دار بين آنها همانطور كه در بخش نتايج اشاره تفاوت معني

هاي اين گونه با ، امكان تفكيك جمعيت(P> 0.05)شد 
ابراين، اين روش براي بن. استفاده از اين صفات ميسر نشد
كارآمد  A.nigerهاي گونه شناسايي و تفكيك جمعيت

تاكنون تحقيقات محدودي براي استفاده از . نيست
ها و ماركرهاي مولكولي جهت شناسايي و تفكيك گونه

با  Aspergillus nigerهاي آسپرژيلوس خصوصاً جمعيت
عنوان نمونه صورت گرفته است، ب ISSRاستفاده از روش 

Zhao هاي مولكولي و همكاران با استفاده روشITS  و 

ISSR هاي اين گونه پرداخته اند، بر به مطالعه جمعيت
هاي مولكولي اساس نتيجه اين تحقيق با استفاده از روش

هاي گونه نايجر ميسر ذكر شده امكان تشخيص جمعيت
منظور شناسايي بو همكاران نيز  Mazrou، )25(شده است 
كه در حل شدن  A.nigerقارچي از جمله  هايدقيقتر گونه

هاي زراعي موثرند با استفاده فسفات اضافه شده به خاك
، اما بيشتر مطالعات )15(اند اقدام نموده ISSRاز روش 

  به گونه مربوطISSR صورت گرفته با استفاده از تكنيك 

A. flavus عنوان مثال ب باشد،ميPriyanka  و همكاران با
هاي سكشن براي شناسايي گونه ISSRاستفاده از روش 

Flavi   از جنس آسپرژيلوس تلاش نموده اند، آنها بيان
كنند كه اين روش، روشي كارآمد و قابل اعتماد در مي

، الودايي و )20(باشد مي Flaviشناسايي اعضاي سكشن 
همكاران براي تشخيص بين نژادهاي آسپرژيلوس 

وس مولد آفلاتوكسين آلوده كننده گندم از روش فلاو
ISSR  وRAPD  استفاده نموده اند، نتايج تحقيق آنها نشان

كارايي بهتري در  RAPDنسبت به روش  ISSRداد روش 
تفكيك بين نژادهاي مولد و غير مولد آفلاتوكسين دارد 

اي آسپرژيلوس ، سليم و همكاران در مطالعه بين گونه)5(
استفاده نموده اند، بر اساس نتيجه اين  ISSRاز روش 

-روشي مناسب براي تشخيص گونه ISSRتحقيق روش 

هاي آسپرژيلوس از يكديگر است همچنين گزارش شده 
است كه اين روش در تفكيك واريته هاي مولد 

در ). 22(مايكوتوكسين نيز تا حدي موفق بوده است
براي شناسايي جدايه  ISSRمطالعه حاضر نيز از روش 

هاي بدست آمده از محصولات زراعي از مناطق مختلف 
و آناليز  UPGMAبندي استفاده شد، بر اساس آناليز خوشه

هاي بدست آمده از هاي جدايههاي اصلي جمعيتمولفه
بندي شد، گروه مناطق مختلف در دو دسته اصلي تقسيم

هاي حاصل از غلات گندم، جو و ذرت از فسا، اول جدايه
هاي خالص شده ل بود و گروه دوم جدايهقزوين و دزفو

نتايج حاصل از . باشداز كلزا و سويا از مشهد و اردبيل مي
در تفكيك  ISSRاين تحقيق در خصوص توانايي روش 

جمعيت هاي آسپرژيلوس نايجر بدست آمده از مناطق 
و همكاران و  Mazrouمختلف با نتايج حاصل از مطالعه 
ان در خصوص امكان همچنين مطالعه هاشوش و همكار

پرژيلوس نايجر با استفاده از هاي آستفكيك جمعيت
، نتايج )18و  8(مطابقت دارد  RAPDو  ISSRهاي روش

اين تحقيق با نتايج حاصل از مطالعه ژانگ و همكاران و 
همچنين مطالعه محمود و همكاران در خصوص توانمندي 

هاي مختلف متعلق به يك در تشخيص جدايه ISSRروش 
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در مقايسه ). 24و  13(ونه آسپرژيلوس نيز مطابقت دارد گ
نتايج تحقيقات الودايي و  RAPDو  ISSRبين روش 

به نسبت روش  ISSRكنند كه روش همكاران بيان مي
RAPD  توانايي تفكيك بيشتري در اين خصوص نشان

  ).5(دهد مي

براي  بطور معمول محيطي اطلاعاتو  ISSRهاي از داده
در با عوامل اقليمي  آن تيكي و ارتباطتنوع ژنسنجش 
استفاده هاي وحشي و زراعي گياهان گلدار جمعيت

در مطالعات مولكولي بين همچنين ). 3و2(شود مي
جمعيت گياهان عالي جهت سنجش عوامل جغرافيايي 

آناليز ها، مختلف موثر بر بروز اختلافات بين جمعيت
CCA هاي چقار، هرچند در )16(شود بكار گرفته مي

اثرگذاري عوامل اقليمي  ساپروفيت برخلاف گياهان عالي،
شرايط ميكروكليمايي تاثير  حاكميت علتماكروكليمايي ب
 ، اما در اين تحقيق با توجه به گستره)17(كمتري دارند 

گيري مستقيم از محل مناطق جغرافيايي و همچنين نمونه
اصلي توليد اين محصولات بلافاصله پس از برداشت و 

ساس شرايط بر ا CCAقبل از انبارشدن، انجام آناليز 
رسيد، از اينرو علاوه بر نظر ميماكروكليمايي منطقي ب

آناليزهاي معمول از اين روش نيز در تجزيه و تحليل 
نتايج استفاده شد، در اين آناليز فاكتورهاي محيطي متوسط 

، )بازتابي رطوبت نسبي منطقه(بارندگي و دماي سالانه 
زان بازتابي از مي(غرافيايي و ارتفاع از سطح دريا عرض ج

عنوان عوامل ب) و شدت دريافت نور خورشيد
، ). 1جدول (ماكروكليماي موثر در نظر گرفته شده است 

موثرترين عوامل ) 4شكل (بر اساس نتيجه اين آناليز 
اقليمي در جدا افتادگي جمعيت خالص شده از سوياي 

ها، متوسط دماي سالانه اردبيل نسبت به ساير جمعيت
درجه سانتيگراد، كمترين دما در بين مناطق مورد  5/8(

بالاترين عرض جغرافيايي (و عرض جغرافيايي ) مطالعه
در بين مناطق مورد مطالعه و كمترين تابش آفتاب در 

هاي بوده است، موثرترين عوامل جدايي جمعيت) سال
وسط ها متخالص شده از كلزاي مشهد از ساير جمعيت

كمترين ميزان بارندگي متوسط (باشد بارندگي سالانه مي
و جدايي دو جمعيت از ) در بين مناطق مورد مطالعه

شده از ذرت دزفول و گندم فسا  خالصهاي آسپرژيلوس
بطور عمده تحت تاثير ميزان متوسط بارندگي ساليانه، 
متوسط دماي ساليانه و عرض جغرافيايي بوده است، 

ز در عامل ارتفاع، از لحاظ عرض منطقه قزوين بج
جغرافيايي، متوسط بارندگي و دما حالتي حدواسط داشته 

هاي جوي اين موضوع در خصوص موقعيت جمعيت و
نيز مشاهده  CCAجداشده از اين محصول در نمودار آناليز 

جمعيت جو  PCoAو  CCAشود، بر اساس نتايج مي
زديكتر هاي ذرت دزفول و گندم فسا نقزوين به جمعيت
هاي كلزاي مشهد و سوياي اردبيل، بنظر است تا جمعيت

كه  رسد تشابه تركيبات و مواد مغذي گياهان ميزبانمي
مي باشند در اين رخداد موثر  Poaceaeهمگي از خانواده 

باشد، در اين خصوص بلالي و همكاران نيز در مطالعه 
اي اي و بين گونهصورت گرفته روي تنوعات درون گونه

سپرژيلوس با استفاده از روش زايموگرافي پكتيناز آ
اشاراتي شده اما اثباتي در اين مورد صورت نگرفته است 

شود تحقيقات دقيقتري بر روي اين ، پيشنهاد مي)6(
موضوع صورت پذيرد چراكه در صورت اثبات وجود 

توان انتظار داشت افق جديدي در دار، ميارتباط معني
هاي قارچ آسپرژيلوس گشوده يتشناسايي و رديابي جمع

  .شود

  ISSRبر اساس يافته هاي اين تحقيق از روش مولكولي  
 A.nigerاي توان جهت تعيين تنوعات درون گونهمي

توان ضعف استفاده نمود و با استفاده از اين تكنيك مي
شناسي در تشخيص يا تفكيك هاي معمول ريختروش

  .هاي اين گونه را بر طرف كردجمعيت

  سپاسگزاري

نور كه با در اختيار قرار دادن ز مراكز مختلف دانشگاه پياما
برداري در فصول مناسب امكانات اسكان جهت نمونه

هاي خراسان همزمان با برداشت محصول در استان
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Abstract 

Aspergillus niger is one of the most common species of the genus Aspergillus with a 
wide distribution and multiple hosts. Given the importance of this species in the 
economy, health and hygiene, the identification of this species is important, although 
morphological identification methods are suitable for detecting Aspergillus species, they 
are generally ineffective in identifying the races and populations of species of this 
genus. Therefore, some molecular techniques are using to dissolve this problem, in this 
study, isolated population of Aspergillus niger form five crops including: Wheat, 
Barley, Corn, Soybean and Rapeseed, identified by morphological methods. To 
determine of genetic diversity of that population, twenty standardized primers based on 
ISSR method used. SPSS, GeneAlex and PAST software use to statistical analysis, The 
results of statistical analysis based on ISSR findings showed, using this method, 
Aspergillus niger varieties isolated from different hosts and different regions can be 
distinguished from each other. 

Key words: Aspergillus niger, Oilseeds, Cereals, ISSR 


