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 در شناسایی سیستماتیکی و تفکیک جمعیت های گونه ISSRکاربرد روش 

 Aspergillus flavus 

 

 1*امیرعباس مینایی فر

  چکیده

 ییکارا لوسیآسپرژ مختلف یهاگونه ییهرچند در شناسا شناسیهای مرسوم شناسایی بر اساس صفات ریخت: روشمقدمه

 ییشناسا مورد در موضوع نیا .هستند ناکارآمد عموما  جنس نیا یهاگونه یهاتیجمع و نژادها صیتشخ در اما دارند یقبول قابل

 زین است یبهداشت ،یاقتصاد یهانهیزمجنس در  نیمهم ا اریبس یهااز گونه یکیکه  Aspergillus flavus یهاتیجمع

 .کندیم صدق

 صفات اساس بر بودند آمده بدست کشور یخشکبار محصول پنج از که گونه نیا یهاتیجمع قیتحق نیا در مواد و روش:

 روش اساس بر شده استاندارد مریپرا ستیب از ن،یا بر علاوه گرفتند، قرار ییشناسا مورد یماکروسکوپ و یکروسکوپیم

  Inter Simple Sequence Repeats ISSR)شدگونه استفاده  نیا یهاتیجمع یبررس ی( برا. 

 یهاتیجمع توانیم روش نیا از استفاده با دهدینشان م ISSR یهاافتهی اساس بر رهیمتغ چند یزهایآنال :و بحث جینتا 

 .داد صیتشخ گریکدی از را مختلف مناطق و مختلف یهازبانیجدا شده از م Aspergillus flavusمختلف 

 

 شناسیختیر ، ISSR خشکبار، ،Aspergillus flavus: یدیکل یها واژه
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 مقدمه

 توصیف شده است 1729در سال  میچلی بار توسط اولیناست که  های ناقصاز قارچآسپرژیلوس یکی 

(et al., 1996   .(Alexopoulosد از نباشگونه شناخته شده که برخی نیز دارای واریته می 150قارچ با دارا بودن حدود  این

به عنوان قارچی  تهای متعدد و متفاوت از بعضی جهامیزبان داشتنیلوس با ژهای مختلف آسپرگونهند، گسترش جهانی برخوردار

 هایکپک جنس این هایگونه اکثر  (Klich & pitt, 1988). شودشناخته می ضردیگر به عنوان یک قارچ م جهاتی مفید و از

ساپروفیتی هستند که توان استفاده از بقایای آلی و بازیافت نیتروژن و کربن را دارند که از این ویژگی بطور گسترده در صنایع 

نند باعث بروز تواهای فرصت طلب بوده و میهای این جنس جزو قارچشود. اما برخی از گونهغذایی تخمیری استفاده می

های قادر به تولید مایکوتوکسین Aspergillusهای خطرناکی مانند آسپرژیلوزیس شوند. همچنین بعضی از گونه های بیماری

مسموم کننده و سرطان زا مانند آفلاتوکسین هستند که هر ساله خسارات فراوانی را به محصولات کشاورزی وارد نموده و برای 

 (.Shabab et al. 2011 ؛Yu et al.2005)ک اند سلامت انسان نیز خطرنا

های این جنس ، یکی از مهمترین و تاثیر گذارترین گونهAspergillus flavus های متعدد آسپرژیلوس،در بین گونه

های گونهترین  های مختلف و همچنین توان تولید سم آفلاتوکسین یکی از رایجاست. این قارچ با قدرت تکثیر بالا و تعدد میزبان

های های مثبت و چه از جنبهبه دلیل اهمیت این قارچ در زندگی انسان چه از جنبه(. Balali et al., 2010این جنس است )

های آسپرژیلوس از مشخصات بطور معمول برای تشخیص گونه .های مختلف این قارچ حائز اهمیت استشناسایی گونه ،منفی آن

-و اندازه ظاهری شناسیریختی و صفات میکروسکوپی مانند ننظیر رنگ و میزان رشد کل صفات ماکروسکوپی از جملهظاهری 

های . گونه(Rapper & Fennell, 1975)شود استفاده می  (Metula)و متولا (Phialide)کونیدیوفور، فیالید ،دیینوک ،لووزیک گیری

شناسی معرفی شده برای هستند به علاوه صفات ریختآسپرژیلوس دارای تغییر پذیری ظاهری وابسته به شرایط محیط رشد 

. همچنین برای (Kich & Pitt, 1988) دهای بسیار زیادی بهم دارنهمپوشانی و شباهت های مختلف از لحاظ اندازه و حالتگونه

و  استوقت گیر  و است که هزینه بر یهای کشت استاندارد مختلفهای این قارچ نیاز به شرایط کنترل شده و محیطتمایز گونه

به همین دلیل از ابتدای شناسایی  خصوصا  در تشخیص واریته های آسپرژیلوس. قت بالایی نیز برخوردار نیستددر نهایت از 

 صرفنیاز به  .(Rapper & Fennell, 1975)است این قارچ کلیدهای شناسایی متعددی ارائه گردیده که هر یک دارای ابهاماتی 

ها و کاهش تاثیر عوامل محیطی، ناپایداری برخی از های کشت استاندارد برای داشتن کلیه ویژگیحیطوقت زیاد جهت تهیه م

شناسی های ریخت، همچنین عدم توانایی کافی روشهای مختلف این قارچبین گونه یهاصفات و همپوشانی بسیاری از ویژگی

این های تر گونهتر و دقیقهایی جهت شناسایی سریعسبب شده است که کوشش های آسپرژیلوسدر تشخیص و تعیین واریته

، RLFP (Zhu et al., 2011)های  توان به استفاده از تکنیک، بطور مثال میهای مولکولی صورت گیردبا کمک روش قارچ

RAPID (Patricia et al., 2003) ،SSR Jia et al., 2011) ،)AFLP (Liu et al., 2010 و )ISSR (Zhang et al., 2013)  اشاره

 صیتشخ دراز موارد خصوصا   یبرخ درهرچند  شناسی استهای شناسایی بر مبنای صفات ریختکرد. همانطور که گفته شد روش

 لوسیآسپرژ یهاتهیوار نیب اختلاف و تنوعات صیتشخ در اما هستند اتکا قابل و ارزان کارآمد،نسبت  به ییهاروش یاگونه نیب

شود. از اینرو استفاده از عنوان صفات افتراقی مطلوب تلقی نمی به خصوص این در شناسیریختبوده و صفات  ناکارآمد عموما 

 این از هدف (.Batista et al., 2008) استها مورد استقبال قرار گرفته های مولکولی جهت تشخیص یا تفکیک بین واریتهتکنیک
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 شرایط با گونه این جمعیتی تنوعات ارتباط بررسی و سنجش همچنین و ایران در قارچ این ایگونه درون تنوعات تعیین تحقیق،

 .است کشور سطح در اقلیمی

 

 روش مواد و

شده از تعدادی از  جدا Aspergillus flavusهای در این تحقیق برای شناسایی و بررسی تنوعات درون گونه ای بین جمعیت

خشک، انجیرخشک، پسته و بادام است که از مراکز اصلی  زمینی، توتمحصولات خشکباری پرمصرف داخل کشور شامل بادام

های آستانه اشرفیه، تفت، استهبان، رفسنجان و بوانات نمونه برداری شده است، علاوه بر تولید آنها در مناطق زراعی شهرستان

نیز استفاده شد. در ابتدا از  ISSRاساس صفات ماکروسکوپی و میکروسکوپی معمول از روش مولکولی  بر شناسیریخت روش

مراکز اصلی و عمده تولید و عرضه هریک از محصولات خشکباری نمونه تهیه شد، سپس در آزمایشگاه نسبت به کشت اولیه و 

ها، ها، جهت شناسایی دقیقتر گونهسازی آسپرژیلوسهای موجود در نمونه ها اقدام شد، پس از خالصجدا سازی آسپرژیلوس

انتقال داده شده و پس از گذشت یک هفته اقدام به  CY20Sو  ,CYA MEAهای کشت الص شده به محیطهای خنمونه

، برای (Klich & pitt, 1988)شد  مبادرت تیو پ چیو ثبت اطلاعات آنها براساس روش کل شناسیختیر مطالعهگیری و اندازه

استفاده شد. در بخش مطالعه  SPSS Ver. 20ی از نرم افزار های ماکروسکوپی و میکروسکوپآنالیز نتایج حاصل از اندازه گیری

، پرایمرهای مناسب، شرایط و نسبت (Zhang et al., 2013)از روش ژانگ استفاده شد  DNAمولکولی این تحقیق برای استخراج 

 Zhang et al., 2013; Al-Wadai etبنابر مطالعات و تحقیقات پیشین ) ISSRبرای انجام مطالعه  PCRمحتوای ترکیبات 

al.,2013 ; Salim et al., 2019محصول حاصل از فرایند 3و  2، 1( با اندکی تغییر بهینه سازی شدند )جداول .)PCR  با استفاده

( ران شد. برای مشخص X1 بافر  ) TAE( در محلول W/V) %15دقیقه روی ژل آگارز  80ولت به مدت  110از جریان برق 

 در دستگاه ژل داک از اتیدیوم بروماید استفاده شد. همچنین برای تعیین شاخص UVشدن تصویر باندها بر اثر تابش 

 Ladder 100 bp  .( 0( و نبود باند )1غربالگری باندهای حاصله از ژل ها تصویر گرفته و حضور باند ) یبرابکار گرفته شده است

و تعین پارامترهای  (AMOVA)به منظور تجزیه و تحلیل اطلاعات بدست آمده و انجام آنالیز واریانس مولکولی  در نظر گرفته شد.

های اصلی نتایج بدست استفاده شد. برای انجام آنالیزهای خوشه بندی و تجزیه به مولفه  GenAlex 6.4تنوع ژنتیکی از نرم افزار 

 استفاده شد.PAST ver. 2.17 از نرم افزار  CCAرتباط عوامل اقلیمی و آنالیز آمده از غربالگری باندها و همچنین سنجش ا

 

 نتایج 

داری بین صفات ماکروسکوپی و میکروسکوپی اختلاف معنی SPSSبر اساس نتیجه حاصل از آنالیز واریانس یکطرفه در نرم افزار 

های تعقیبی دانکن و یا توکی بنابراین از انجام آزمون ،(P> 0.05)های جدا شده از منابع مختلف مشاهده نشد ( واریته4)جدول 

دهد که در غربالگری اولیه، نشان می ISSRو همچنین آنالیزهای چند متغییره نیز صرف نظر شد. نتایج بدست آمده از مطالعه 

باند بیش از  12ولید ، با ت 834شد. پرایمر  حاصل مورفیپلی درصد 76 با باند 153در مجموع از بیست پرایمر انتخاب شده، 

باند قرار  9با  899و  895، 808باند و پرایمرهای  10با  817و  809سایر پرایمرها باند ایجاد نموده است. پس از آن پرایمرهای 

 را مرفیسمپلی کمترین 880 و 807 پرایمرهای و پلیمورفیسم بیشترین 900 و 817،835،885،895 پرایمرهای همچنین. دارند
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دهنده وجود تنوع درون جمعیتی نشان GenAlexدر نرم افزار  ISSR(. آنالیز اطلاعات بدست آمده از روش 5جدول ) دادند نشان

در نرم افزار  UPGMAدرصد است. آنالیز خوشه بندی انجام شده بر اساس  69درصد و تنوع بین جمعیتی برابر با  31برابر با 

PAST دهنده سه خوشه مجزاست. جمعیت نشانAspergillus flavus زمینی آستانه اشرفیه در خوشه اول، جدا شده از بادام

جمعیت جدا شده از بادام بوانات در خوشه بعدی و خوشه سوم در برگیرنده سه زیر خوشه پسته رفسنجان، توت خشک تفت و 

های خالص شده از شتر جدایههای اصلی نیز قرابت بیبر اساس مولفه PCoA(. در آنالیز 1انجیر خشک استهبان است )شکل 

عوامل زیست  CCA(. در آنالیز 2زمینی و بادام مشهود است )شکل های خالص شده از بادامپسته، توت و انجیر نسبت به جدایه

محیطی مناطق زراعی که نمونه برداری از آنها انجام شده شامل میانگین دمای سالانه، میانگین بارندگی سالانه، ارتفاع و عرض 

مورد سنجش قرار گرفته و در محاسبات لحاظ می شوند که بر این اساس نتیجه  ISSRافیایی نیز علاوه بر نتایج حاصل از جغر

های خالص شده نشان داده شده است. نتایج حاصل از این آنالیز هم موید جدایی جمعیت 3نیز در شکل شماره  CCAحاصل از 

 بادام زمینی است. از پسته، توت خشک و انجیر از جمعیت بادام و

 

 ، پرایمرهای مورد استفاده در این تحقیق )طراحی شده توسط دانشگاه بریتیش کلمبیا(1جدول 

 

 

 ('3به  '5توالی ) کد پرایمر

UBC 807  AGA GAG AGA GAG AGA GT 

UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC  

UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 

UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 

UBC 817 CAC ACA CAC ACA CAC AA 

UBC 825 ACA CAC ACA CAC ACA CT 

UBC 826 ACA CAC ACA CAC ACA CC 

UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 

UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 

UBC 847 CAC ACA CAC ACA CAC ARC 

UBC 856 ACA CAC ACA CAC ACA CYA 

UBC 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 

UBC 873 GAC AGA CAG ACA GAC A 

UBC 880 GGA GAG GAG AGG AGA 

UBC 881 GGG TGG GGT GGG GTG 

UBC 885 BHB GAG AGA GAG AGA GA 

UBC 891 HVH TGT GTG TGT GTG TG 

UBC 895 AGA GTT GGT AGC TCT TGA TC 

UBC 899 CAT GGT GTT GGT CAT TGT TCC ACT TCC 

UBC 900 CCA CAG GTT AAC ACA 

 

*: R = (A, G), Y = (C, T), B = (C, G, T), H= (A, C, T), V= (A, C, G) 
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 مورد استفاده ISSR-PCRمواد و حجم محلول  -2جدول 

 

 حجم )میکرولیتر( ماده

 3/16 آب مقطر استریل

 2 (X 10بافر )

MgCl2 5/1 

dNTP 1 

 1 پرایمر

Taq Polymerase 5/0 

 

 مورد استفاده ISSR-PCRبرنامه دمایی  -3جدول 

 شرایط تنظیم شده PCRمرحله 

 درجه سانتیگراد 94دقیقه در دمای  5 (First Denaturation)واسرشت اولیه 

 درجه سانتیگراد  94ثانیه در دمای  30 (Denaturation)واسرشت 

 درجه سانتیگراد 55ثانیه در دمای  45 (Annealing)اتصال 

 درجه سانتیگراد 72دقیقه در دمای  1.5 (Extension)توسعه 

 درجه سانتیگراد 72دقیقه در دمای  8 (Final Extension)توسعه نهایی 

 

 
 

 ISSRهای اساس داده ( بر Aspergillus flavusهای آسپرژیلوس فلاووس)آنالیز خوشه بندی جدایه -1شکل 

(Ar ،بادام زمینی :Am ،بادام :P ،پسته :M ،توت خشک :F)انجیر خشک : 
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 منبع جداسازی

A. flavus 

 صفات میکروسکپی صفات ماکروسکپی

CYA  کشت محیط CY20S کشت  محیط 
MEA کشت محیط  

 متوسط

قطر 
 وزیکول

(μm)  

متوسط 
 اندازه

 متولاها

(μm) 

متوسط 
 اندازه

 فیالیدها 

(μm) 

 کونیدی

قطر 

 کلنی

(mm) 

 قطر کلنی رنگ

(mm) 

قطر  رنگ

 کلنی

 (mm) 

 نگر
 قطر

(μm) 

 سطح

 سطح زیرین سطح زبرین سطح زیرین سطح زبرین سطح زیرین سطح زبرین

1±5 4*10 5*8 9±32 قهوه ای زیتونی 4±60 بی رنگ زیتونی 2±65 بی رنگ سبز -زیتونی 2±65 بادام/بوانات  صاف 

1±5 4*10 4*9 7±34 بی رنگ زیتونی 1±64 قهوه ای زیتونی 2±65 بی رنگ سبز -زیتونی 3±64 بادام/بوانات  صاف 

1±5 3*10 6*8 5±35 بی رنگ زیتونی 2±65 بی رنگ سبز -زیتونی 2±66 بی رنگ سبز -زیتونی 3±67 بوانات/بادام  صاف 

1±5 3*10 5*9 6±34 بی رنگ زیتونی 3±64 بی رنگ سبز -زیتونی 2±65 بی رنگ زیتونی 3±66 واناتبادام/ب  صاف 

1±5 4*10 5*8 6±37 بی رنگ زیتونی 1±67 قهوه ای سبز -زیتونی 2±65 قهوه ای سبز -زیتونی 2±65 واناتبادام/ب  صاف 

 صاف 1±5 4*10 5*7 4±37 قهوه ای ردز -زیتونی 2±65 بی رنگ زیتونی 3±68 بی رنگ سبز -زیتونی 2±68 مینی/آستانه بادام ز

 صاف 1±5 4*10 5*8 6±34 بی رنگ بزس -زیتونی 3±65 بی رنگ زیتونی 3±66 بی رنگ سبز -زیتونی 3±65 ی/ آستانهبادام زمین

 صاف 1±5 4*10 5*8 5±35 قهوه ای زیتونی 5±62 بی رنگ سبز -زیتونی 4±65 قهوه ای زیتونی 4±64 بادام زمینی/ آستانه

 صاف 1±5 4*11 4*9 6±36 قهوه ای زیتونی 5±63 بی رنگ سبز -زیتونی 5±65 قهوه ای سبز -زیتونی 4±65 ی/ آستانهبادام زمین

 صاف 1±5 4*10 5*7 5±35 بی رنگ زیتونی 4±63 بی رنگ سبز -زیتونی 4±67 بی رنگ سبز -زیتونی 4±65 بادام زمینی/ آستانه

 صاف 1±5 4*10 5*6 4±36 قهوه ای ردز -زیتونی 2±66 بی رنگ زیتونی 3±67 بی رنگ زیتونی 2±64 انپسته/رفسنج

 صاف 1±5 4*10 5*8 5±35 بی رنگ زیتونی 3±65 بی رنگ زیتونی 3±67 بی رنگ زیتونی 3±65 انپسته/رفسنج

 صاف 1±5 3*9 5*8 5±35 بی رنگ زیتونی 3±66 بی رنگ سبز -زیتونی 4±65 بی رنگ زیتونی 4±65 انپسته/رفسنج
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صفات میکروسکوپی و ماکروسکوپی مطالعه شده -4جدول   

  

 صاف 1±5 4*10 5*8 5±36 بی رنگ زیتونی 3±65 بی رنگ سبز -زیتونی 4±65 بی رنگ سبز -زیتونی 4±65 پسته/رفسنجان

 صاف 1±5 4*10 5*8 5±35 بی رنگ زیتونی 3±65 بی رنگ سبز -زیتونی 4±65 بی رنگ زیتونی 4±65 پسته/رفسنجان

 صاف 1±5 4*10 5*8 5±34 قهوه ای زیتونی 4±63 قهوه ای سبز -زیتونی 5±67 قهوه ای زیتونی 4±68 توت خشک/ تفت

 صاف 1±5 4*10 5*8 4±35 قهوه ای زیتونی 3±67 بی رنگ سبز-زیتونی 3±67 قهوه ای سبز -زیتونی 4±65 فتتوت خشک/ ت

 صاف 1±5 4*10 5*8 5±35 بی رنگ زیتونی 3±66 بی رنگ زیتونی 2±67 بی رنگ سبز -زیتونی 4±65 تفتتوت خشک/ 

 صاف 1±5 4*10 5*8 6±36 قهوه ای زیتونی 3±66 قهوه ای زیتونی 3±68 بی رنگ سبز -زیتونی 4±65 توت خشک/ تفت

 صاف 1±5 4*10 5*8 5±35 بی رنگ زرد -زیتونی 4±65 بی رنگ سبز -زیتونی 5±65 بی رنگ زیتونی 4±67 فتتوت خشک/ ت

 صاف 1±5 4*10 5*8 5±36 بی رنگ زیتونی 5±64 قهوه ای سبز -زیتونی 5±67 قهوه ای سبز -زیتونی 4±68 انجیرخشک/استهبان

 صاف 1±5 4*10 5*8 5±35 قهوه ای زرد -زیتونی 4±67 بی رنگ سبز -زیتونی 5±67 بی رنگ سبز -زیتونی 4±67 ستهبانانجیرخشک/ا

 صاف 1±5 4*10 5*8 5±35 بی رنگ زیتونی 2±65 بی رنگ سبز -زیتونی 4±67 بی رنگ سبز -زیتونی 3±66 انجیرخشک/استهبان

 صاف 1±5 4*10 5*7 6±35 قهوه ای زیتونی 4±66 قهوه ای زیتونی 4±68 قهوه ای سبز -زیتونی 4±65 انجیرخشک/استهبان

 صاف 1±5 4*10 5*8 6±35 بی رنگ زرد -زیتونی 5±65 بی رنگ زیتونی 5±66 قهوه ای زیتونی 3±67 انجیرخشک/استهبان
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تعداد باندهای پلی مورف تشکیل شده توسط پرایمرهای مورد استفادهتعداد باند و  -5جدول   

 

 تعداد باند  تعداد باند کد پرایمر

 پلی مورف

 در صد باند

پلی مورف   

UBC 807  6 3 50%  

UBC 808 9 5 55%  

UBC 809 10 6 60%  

UBC 811 8 7 87.5%  

UBC 817 10 10 100%  

UBC 825 8 7 87.5%  

UBC 826 7 6 85.7%  

UBC 834 12 10 83.3%  

UBC 835 8 8 100%  

UBC 847 6 4 66.6%  

UBC 856 7 4 57.1%  

UBC 864 7 5 71.4%  

UBC 873 6 4 66.6%  

UBC 880 8 4 50%  

UBC 881 6 4 66.6%  

UBC 885 5 5 100%  

UBC 891 8 4 87.5%  

UBC 895 9 9 100%  

UBC 899 9 8 88.8%  

UBC 900 4 4 100%  
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 ISSRهای اساس داده (بر Aspergillus flavusهای آسپرژیلوس فلاووس)های اصلی جدایهآنالیز مولفه -2شکل 

(Ar ،بادام زمینی :Am،بادام : P ،پسته :M ،توت خشک :F)انجیر خشک : 

 

 

 

 
 

 های محیطیو داده ISSRهای ( بر اساس داده Aspergillus flavusآسپرژیلوس فلاووس) هایجدایه CCAآنالیز  -3شکل 

(Ar ،بادام زمینی :Am ،بادام :P ،پسته :M،توت خشک : F ،انجیر خشک :ALT ،ارتفاع از سطح دریا :LAT ،عرض جغرافیایی منطقه :

RIN متوسط بارندگی و :TEM)متوسط دما : 
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 بحث

مطالعه، تفکیک و شناسایی های ساپروفیت هرچند به دلیل سهولت نسبی شناسی در شناسایی قارچهای ریختاستفاده از روش

 های یک گونه را ندارندها و قیمت کمتر همچنان رایج و مورد استفاده هستند اما عموما  توانایی تشخیص جمعیتقابل قبول گونه

ر های مختلف جدا شده یا دها امکان شناسایی و تفکیک افراد متعلق به یک گونه که از میزباننحوی که با استفاده از این روشبه

، نتایج حاصل از مطالعه میکروسکوپی و ماکروسکوپی (Kumeda  & Asao  1996)اند وجود ندارد شرایط اقلیمی متفاوتی رشد نموده

های کشت تخصصی و استفاده از صورت گرفته در این تحقیق نیز موید این مطلب است به نحوی که هرچند با استفاده از محیط

 صفات زیاد تشابه بدلیل اما آمد، فراهم هاگونه سایر از A. flavus گونه جداسازی و شناسایی انامک شناسیریخت کلیدهای شناسایی

های این دار بین آنها همانطور که در بخش نتایج اشاره شد امکان تفکیک جمعیتاین گونه و نبود تفاوت معنی افراد شناسیریخت

ها در جنس در تفکیک بین گونه شناسیبنابراین هرچند از صفات ریخت  ،(P> 0.05)گونه با استفاده از این صفات میسر نشد 

کارآمد نیست. تاکنون تحقیقات  A.flavus های گونهتوان استفاده نمود، اما این روش برای شناسایی و تفکیک جمعیتآسپژیلوس می

استفاده از روش  با A. flavusهای جمعیت ها ونسبتا محدودی برای استفاده از نشانگرهای مولکولی جهت شناسایی و تفکیک گونه

ISSR عنوان مثال های مولکولی صورت گرفته است، بهو سایر روشPriyanka  و همکاران با استفاده از روشISSR  برای شناسایی

تشخیص بین و همکاران برای  Al-Wadai،  (Priyanka et al., 2014اند )از جنس آسپرژیلوس تلاش نموده Flaviهای بخش گونه

(، همچنین Al-Wadai et al., 2013اند )استفاده کرده RAPDو  ISSRمولد آفلاتوکسین آلوده کننده گندم از روش  A. flavus نژادهای

Salim ای آسپرژیلوس از روش و همکاران در مطالعه بین گونهISSR ( استفاده نموده اندSalim et al., 2019 در مطالعه حاضر نیز .)

های بدست آمده از محصولات خشکباری از مناطق مختلف استفاده شد. بر برای تعیین اختلافات و تشابهات جدایه ISSRاز روش 

های بدست آمده از مناطق مختلف در سه دسته کلی های جدایههای اصلی، جمعیتو آنالیز مولفه UPGMAاساس آنالیز خوشه بندی 

های خالص زمینی منطقه آستانه اشرفیه در استان گیلان، گروه دوم جدایهل از بادامهای حاصتقسیم بندی شدند. گروه اول جدایه

های خالص سازی شده از پسته منطقه رفسنجان، توت از منطقه تفت شده از بادام منطقه بوانات استان فارس و گروه سوم جدایه

در تفکیک  ISSRز این تحقیق در خصوص توانایی روش باشد. نتایج حاصل ااستان یزد و انجیر از منطقه استهبان استان فارس می

کند. هرچند تاکنون مطالعات بسیار محدودی های مختلف را اثبات میبدست آمده از مناطق مختلف و میزبان A. flavusهای جمعیت

نتایج حاصل از مطالعه  های آسپرژیلوس انجام گرفته اما نتایج این تحقیق بابرای شناسایی جمعیت ISSRدر خصوص استفاده از روش 

Zhang ( و همکاران و همچنین مطالعه محمود و همکاران مطابقت داردZhang et al., 2013; Mahmoud et al., 2016  اگرچه .)

به نسبت روش  ISSRنمایند که روش کند اما تاکید میو همکاران قویا  نتایج این تحقیق را تایید نمی Al-Wadaiنتایج تحقیقات 

RAPD های از توانایی تفکیک بالاتری برای مطالعه بین جمعیتA. flavus ( برخوردار استAl-Wadai et al., 2013 بطور معمول .)

ها از در مطالعات مولکولی بین جمعیت گیاهان عالی جهت سنجش عوامل جغرافیایی مختلف موثر بر بروز اختلافات بین جمعیت

های ساپروفیت مانند گیاهان عالی عوامل اقلیمی (. اگرچه در مورد قارچMinaeifar et al., 2015شود )استفاده می CCAآنالیز 

(، اما در این تحقیق با توجه به گستره Minaeifar et al., 2016ماکروکلیمایی به علت شرایط میکروکلیمایی تاثیر کمتری دارند )
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تولید محصولات خشکباری مورد مطالعه بلافاصله پس از برداشت های اصلی گیری مستقیم از محلمناطق جغرافیایی و همچنین نمونه

بر اساس شرایط ماکروکلیمایی منطقی به نظر می رسید. از اینرو علاوه بر آنالیزهای معمول از این  CCAو قبل از انبارشدن، آنالیز 

افتادگی جمعیت خالص  امل اقلیمی در جداروش نیز در تجزیه و تحلیل نتایج استفاده شد. بر اساس نتیجه این آنالیز، موثرترین عو

درجه، کمترین دما در بین مناطق مورد مطالعه( و ارتفاع از  10ها، متوسط دمای سالانه )شده از بادام بوانات نسبت به سایر جمعیت

های خالص شده تمتر، مرتفع ترین منطقه در بین مناطق مورد مطالعه( بوده است، موثرترین عوامل جدایی جمعی 2150سطح دریا )

زمینی منطقه آستانه اشرفیه از جمعیت بادام بوانات درجه حرارت و از سه جمعیت دیگر میزان بارندگی است. منطقه آستانه از بادام

که سه میلیمتر( و رطوبت نسبی را داراست در حالی 1500اشرفیه در بین مناطق بررسی شده بیشترین میزان متوسط بارندگی )

میلیمتر( کمترین میزان متوسط بارندگی را در بین مناطق  135میلیمتر( و رفسنجان ) 145میلیمتر(، استهبان ) 120)منطقه تفت 

های جدا شده از انجیر استهبان، پسته رفسنجان و توت تفت، علیرغم اینکه مورد بررسی دارد. در خصوص گروه سوم شامل جمعیت

یی، ارتفاع منطقه از سطح دریا و میزان بارندگی بین منطقه رفسنجان از استان کرمان و از لحاظ ماکروکلیماهایی مانند عرض جغرافیا

بین جمعیت های جدا شده از انجیر  UPGMAو   PCOAمنطقه استهبان از استان فارس قرابت بیشتری وجود دارد اما آنالیزهای 

خصوص تشابه ترکیبات و مواد مغذی میزبان )توت و انجیر رسد در این دهد. بنظر میاستهبان و توت تفت تشابه بیشتری را نشان می

و بادام  Fabaceae( موثرتر از تشابه ماکروکلیمای اقلیمی باشد ضمن اینکه بادام زمینی از خانواده هستند Moraceaeهر دو از خانواده 

های مطالعه شده در این تحقیق نیز یتهستند که شاید یکی دیگر از دلایل جدایی بیشتر این دو از سایر جمع Rosaceaeاز خانواده 

تری دراین موضع صورت پذیرد چراکه در صورت  شود تحقیقات دقیقبه علت تفاوت ترکیبات و مواد مغذی آنها باشد. پیشنهاد می

 های قارچی ایجاد نماید.تواند افق جدیدی در شناسایی جمعیتدار و قابل اثبات، میوجود ارتباط معنی

 

 کلی: نتیجه گیری

استفاده کرد، با استفاده از این تکنیک  Aspergillus flavus ایتوان برای تعیین تنوعات درون گونهمی  ISSRاز روش مولکولی 

 های این گونه را بر طرف نمود. شناسی در تشخیص یا تفکیک جمعیتریخت های معمولتوان ضعف روشمی
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Abstract: 

Conventional morphological identification methods, although reasonably effective in identifying different species 

of Aspergillus, are generally ineffective in identifying the races and populations of Aspergillus species. It is also true 

about Aspergillus flavus, which is one of the most important Aspergillus species in Economic and health. In this study, 

in addition to morphological identification based on microscopic and macroscopic traits of Aspergillus flavus isolates 

from five dried fruit products, twenty standardized primers based on ISSR method were used to study the populations 

of this species. Statistical Multivariate analyzes based on ISSR findings show different populations from different 

sources and different locations of Aspergillus flavus can distinguished from each other by this method. 
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