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   رانيدر ا يطيمح لوسيآسپرژ يها هيجدا يبرخ كيپيژنوت و كيمورفولوژ ييشناسا

  )β-tubulin( نيژن بتا توبول يبر اساس توال
  

  ،4نييآ كيدكتر مهناز ن ،3كردبچه وشيپر دكتر ،2يرهنديم نيحس ديس دكتر ،1يشكوه غلامرضا
  6عباس تبار ي، مهد5ييكلا مته ييرضا يعل دكتر

  

  چكيده
مختلف مانند  يها از جنبه ها قارچ نياشناسايي . متعدد هستند يها ها و گونه شامل گروه يا رشته يها قارچ از يها جنس متنوع لوسيرژآسپ :مقدمه

ات يخصوص يلوس شامل بررسيآسپرژ يها افتراق گونه يبرا يشگاهيمعمول آزما يها روش. ت استياهم حايز يو صنعت ييزا نيتوكس، ييزا يماريب
ژن  ين تواليياستفاده از تع ،حاضر ي هدف مطالعه. اج به پرسنل مجرب داردير بوده و احتيفوق وقت گ يها روش. باشد مي يكلن يكرو سكوپيم و يظاهر

 .دبو رانيدر ا ها طيمح يجدا شده از برخ لوسيآسپرژ يها گونه ييشناسا يك برايمورفولوژ يها ن همراه با دادهيبتا توبول

 مورد و عمومي يعيو اماكن طب نمارستاياعم از ب ،مختلف يها طيمح يجدا شده از خاك و هوا لوسيآسپرژ ي هيسو 200حدود ن مطالعه يا در :ها روش
. ه قرار گرفتندياول ييلام مورد شناسا يو پس از كشت رو ندچاپكس آگار و سابورو كشت مجدد شد يها طيمح يها رو زولهيتمام ا. ندگرفت قرار استفاده
DNAنيژن بتا توبولبه دنبال آن و  ديندر استخراج گرديها به روش خرد كردن با گر زولهيام اتم ژنومي ي )β-tubulin ( ق يها از طر ك از نمونهيهر

ات يندگان خصوصيعنوان نماه زوله بيا 21ها  ن آنيد و از بيت گرديتقو )PCRيا  Polymerase chain reaction( مراز يپل يا رهيواكنش زنج
 .ز قرار گرفتيو آنال يسه با اطلاعات بانك ژن مورد بررسيق مقايحاصل از طر يها داده دند ويگرد ين توالييتع يكروسكوپيم و يماكروسكوپ

 هيجدا Aspergillus flavus(، 3(لوس فلاووس يعنوان آسپرژه ب هيجدا 7شدند،  ين توالييكه تع لوسيآسپرژ ي زولهيا 21ن ياز ب :ها يافته
، )A. tubingensis( سينژنسيلوس توبيآسپرژ هيجدا 2، )A. chevalieri( يريلوس چواليآسپرژ هيجدا 3، )A. fumigates( گاتوسيلوس فوميآسپرژ

) A. niger( جريلوس نايآسپرژ هيجدا كي ،)A. ruber( لوس روبريآسپرژ عنوان به هيجدا 2، )A. niveoglacus( گلاكوسئوويلوس نيآسپرژ هيجدا 2
 .گرديدد أييت يپيج ژنوتيبا نتا يژ  مورفولو يها افتهي. شدند ييشناسا )A. versicolor( كالريلوس ورسيآسپرژ انعنوه ب زين هيجدا كيو 

ار با يلوس در سطح گونه بسيآسپرژ يطيمح يها هيجدا ييشناسا يژن بتا توبولين برا ين تواليينشان داد كه تع مطالعهن يا يها افتهي :گيري نتيجه
بر  يمبتن يمولكول يها روشو  يكيژنت اهداف گريداستفاده از . ها دارد هيجدا يشناس ختير يسه با بررسيدر مقا يشترياعتبار ب ،ن روشيو ااست ارزش 
DNA شود ه مييلوس توصيآسپرژ يها شتر گونهيب ي مطالعه يبرا. 

  .ييشناسان، يلوس، بتا توبوليآسپرژ :واژگان كليدي
  

  مقدمه
گروه و گونـه   180حدود  متشكل ازلوس يجنس آسپرژ

هـا متعلـق بـه     ن قـارچ يا ).1( است يا رشته يها ازقارچ

 .اسـت ها  ستيدوتروما ي ها از شاخه ستيفومايكلاس ه
 يجنس ـ ي هـا در مرحلـه   از آن يكه برخ نيبا توجه به ا

ــتول ــي ي ــپور م ــاخهينما د آســك و آسكوس ــد در ش  ي ن
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هـا از   لوسيآسـپرژ  ).2(رنـد  يگ ها قـرار مـي   ستيآسكوم
 حـايز  ييايميوش ـيو ب ي، پزشكيمختلف صنعت يها جنبه
 يهـا  ها از عفونـت  گونه از آن 40تاكنون . ت هستندياهم

گــاتوس، يلوس فوميانـد كــه آســپرژ  جــدا شــده يقـارچ 
لوس يجر، آسـپرژ يلوس نايلوس فلاووس، آسپرژيآسپرژ

ند هسـت دولانس از آن جملـه  ي ـلوس نيترئوس و آسـپرژ 
ژه قدرت يط ويها در شرا لوسين آسپرژيا بر علاوه). 3(

ن، يهــايي همچــون آفلاتوكســ نيد و ترشــح توكســيــتول
ن را دارند ينيترين و سين، پاتولين، اكراتوكسيوتوكسيگلا

حـاد و   يها تيكه از نظر بهداشت مواد غذايي و مسموم
ر ي ـهـايي نظ  ميآنـز ). 4- 5( هسـتند ت ي ـاهم حـايز مزمن 

د ياس ـ ري ـنظ يبـا مصـارف صـنعت    ييها فراورده لاز ويآم
از  يك توسط تعداديد لاكتيك و اسيد بورياسك، يتريس

ــا يهــا گونــه  نقــش). 6(د نــگرد د مــييــتول جــنس ني
هــا در  ســميكروارگانير ميهــا در كنــار ســا لوسيآســپرژ
 .باشد ميار بارز يبس يمواد معدن ي چرخه

ك يــولوژيو ب يت پزشــكيــبــا توجــه بــه اهم  
هـا   ن گونـه ي ـا يياست كه شناسا يهيها بد لوسيآسپرژ

انجام هر گونه مطالعـه بـر    يبرا يضرورشرط لازم و 
ك بـا حـداكثر   ي ـمورفولوژ يارهايمع. ستا ها آن يرو

جـنس   يهـا  و شناسـايي گونـه   يطبقه بنـد  يدقت برا
ن ي ـامـا شناسـايي ا   ،رود به كار رفته و مي لوسيآسپرژ

ار جزيي يبس يها با توجه به تفاوت يم قارچيگروه عظ
م تجربـه و  مستلز ،ر بودهيار وقت گيها بس ف آنيو ظر

كــه در  يبــه عــلاوه صــفات. باشــد مــي ياديــمهـارت ز 
گونه اسـتفاده   ييك جهت شناسايمورفولوژ يها روش
هستند كه تحت  يپيات فنوتيشوند در واقع خصوص مي
ر دما و رطوبت ممكـن اسـت   ينظ يطيط محيشرا ريثأت

ــتخوش تغ ــدس ــونديي ــال ،ر ش ــه روشي در ح ــا ك  يه
 ،DNAطعـات  ق يبـر تفـاوت در تـوال    يمبتن يمولكول

 ؛رنـد يگ قـرار مـي   ين عوامليچن ريثأكمتر تحت ت اغلب
 يار سـخت و آن هـم ط ـ  يط بس ـيچرا كه تنها تحت شرا

 نيــار جزيــي در ايرات بســييــامكــان تغ يزمــان طــولان
ه و اساس يها پا ن روشيا بنابراين. ها وجود دارد مولكول
آورنـد   اهداف شناسايي فراهم مـي  يرا برا يتر مستحكم

ــا در ســال ).7( ــاخ يه ــوژي ــا ورود تكنول واكــنش  ير ب
يـا   Polymerase chain reaction( مـراز  يپل ـ يا رهي ـزنج

PCR( ــموفق ــا تيـ ــمگ يهـ ــخ يريچشـ ص يدر تشـ
حاصـل   هـا  آن DNA يتوال ي هيها بر پا سميكروارگانيم

تشـابه و اخـتلاف    يبـا بررس ـ  بـه تـازگي  . شده اسـت 
ــات خاصـ ـ ــول  يقطع ــل  DNAاز مولك  ،)ITS )8مث

DNA topoisomerease II )9( و Chitin synthase 
ــو غ) 10( ــا ره روشي ــجد يه ــرا يدي ــايي  يب شناس

مطالعـات   .شـده اسـت   يمعرف ـلوس يآسپرژ يها گونه
موسـوم   يينئپروت ي دهد كه ژن كد كننده ه نشان ميياول

 يتنـوع كـاف   و يداري ـاز پا) β-tubulin(ن يبه بتا توبول
از جملــه  يمختلــف قــارچ يهــا افتــراق گونــه يبــرا
  .ها برخوردار است لوسيرژآسپ

از ژن  يعمل ي و استفاده يابين مطالعه، ارزيهدف ا
 ي ن گونـــهيـــيص و تعين در تشـــخيبتـــا توبـــول 

و  PCR-sequencingبه روش  يطيمح يها لوسيسپرژ
جـدا شـده    يهـا  هيسـو  يكيمورفولوژ ي گاه مطالعه آن
 يهـا  يبررس ـ يبـرا  يمناسـب  ي ن مطالعه مقدمـه يا. بود
  .بودها  لوسيآسپرژص يشتر در تشخيب

  
  ها روش

  ها نمونه يجداساز
 يابي ـكه بـه منظـور ارز   بود يفين مطالعه از نوع توصيا

ژن بتا توبولين در شناسـايي   ين توالييتع يعمل كارايي
در سـطح گونـه    يط ـيمح لوسيآسپرژ يها زولهيق ايدق

www.mui.ac.ir



ارانو همك يشكوه غلامرضا   اساس توالي ژن بتا توبولين ها بر ي آسپرژيلوسيشناسا 

 

  1390 بهمن دومهفته  /166شماره /  29سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  2264

 ينمونه از خاك و هـوا  600در ابتدا حدود . انجام شد
و  يع ـيمارستان و اماكن طبيبمختلف اعم از  يها طيمح

 5قـارچ از خـاك،    يجداسـاز  يبـرا . شد جدا عمومي
ن و يس ـيكـل، جنتاما يكلرامفن يتر آب مقطر حاويل يليم

 ي خـاك در داخـل لولـه    ي اكسون به هـر نمونـه  يسفتر
ع رويي از سـطح  يساعت ما 2پس از  و ش اضافهيآزما
ه ي ـها برداشته شـد و پـس از ورتكـس و چنـد ثان     لوله
 ـيكروليم 200فوژ، يسانتر دسـت آمـده   ه تر از مخلوط ب

ط سابورو دكسـتروز  يل به محيپت استريكروپيتوسط م
ــاو ــار ح ــران  يد يآگ ــرا(كل ــوگ يب ــد  يريجل از رش

 مشـكوك  يها يمنتقل و كلن) گروه موكورال يها قارچ
 يبـرا . ندشـد   ينگهـدار  و يلوس، جداسـاز يآسپرژ به

 يارت گـذ ي ـاز روش پل زي ـها از هـوا ن  قارچ يجداساز
  ).11(شد  استفاده 

  ت ژن بتا توبولين يو تقو DNAاستخراج 
ون يتـر از سوسپانس ـ يكروليچند م DNAهت استخراج ج

ت ي ـبـه پل  ،شده يلوس نگهداريآسپرژ ي هيجدا ياسپور
 ،روزه 2- 3 يط سابورو انتقال داده شد و كلن ـيمح يحاو

بـه  . گرفـت  مورد استفاده قـرار   DNA يجهت جداساز
 Tris ،20مولار  يليم 100 يحاو(ز يافرلتر بيكروليم 300

 درصـد  2و  NaClمـولار   يليم EDTA ،100مولار  يليم
SDS( ، يتــر از كلنـ ــيكروليم 10در حــدود   يا قطعــه 

قــه توســط يدق 1لوس اضــافه شــد و بــه مــدت يآســپرژ
 حجــم آنگــاه. ديــگرد خــرد  يكــيالكتر يدســت نــدريگر

هـر  از محلول فنل كلروفرم به ) تريكروليم 300( يمساو
قـه بـا   يدق 5به مـدت   سپس .وب اضافه و مخلوط شديت

بـه   يـي ع رويمـا  آن از پس. شد فوژ يسانتر g 5000 دور
كسان از محلـول كلروفـرم   يد منتقل و حجم يوب جديت

ع يمـا دوبـاره  فوژ يقـه سـانتر  يدق 5به آن اضافه و پس از 
 3م يحجـم اسـتات سـد    1/0د و مقدار گرديجدا  ييرو

 .شـد  وپروپانول بـه آن اضـافه  زيا يمولار و حجم مساو
 ي درجـه  - 20قـه در  يدق 10بـه مـدت    يپس از نگهدار

  g  10000قـه بـا دور   يدق 10گـراد، بـه مـدت     يسـانت 

و  خته شـد ين بار دور ريا ،ييع رويما. ديفوژ گرديسانتر
درجه به رسـوب اضـافه    70تر الكل يكروليم 300حدود 

در و  يفوژ، الكــل، جداســازيقــه ســانتريدق 5و بعــد از 
 50آزاد،  يت بعد از خشك شـدن رسـوب در هـوا   ينها
زه به رسـوب حاصـل افـزوده    يونيتر آب مقطر ديكروليم
 DNAبـه عنـوان محلـول     بـه دسـت آمـده   ع يشد و مـا  

 ي درجه - 20ز ياستفاده، در فر يخالص تا زمان لازم برا
  .دگردي يگراد نگهدار يسانت

ــت تقو ــجهـ ــا ژن تيـ ــول بتـ از  PCR درن يتوبـ
ــايپرا ــاليوني يمرهـــــــــــ    Bt2α ورســـــــــــ
)5' GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 3' (و 
)5' ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3'( 

Bt2b  تر از يكروليم 5مقدار ). 12(استفاده شدDNAي 
مرهـا،  يكومول از هر كـدام از پرا يپ 25استخراج شده، 

تر بـافر  يكروليم dNTP ،5/2كرو مولار مخلوط يم 400
PCR ،5/1 واحـد تـك    5/2م، يزي ـمـولار كلرورمن  يليم

ل تـا  ياسـتر  ي زهيوني ـمراز و مقدار لازم آب مقطر د يپل
و در شـد  تر افـزوده  يكروليم 25دن به حجم نهايي يرس

 ـ ي برنامـه . كلر قرار داده شديدستگاه ترمال س  يحرارت
 35قـه،  يدق 5درجه به مدت  95كل يك سيبه صورت 

درجه به مـدت   60ه، يثان 45به مدت  درجه 94 كليس
 72 كليس كيقه و يدق 1درجه به مدت  72 و هيثان 45

 تؤي ـرجهـت  . م شـد يقـه تنظ ـ يدق 6 مـدت  بـه  درجه
 3بـا   PCRتـر از محصـول   يكروليم 7واكنش،  ي جهينت
ژل آگـارز   يمخلـوط و رو  يتر از بافر بارگذاريكروليم
 ،Trisشـامل  ( بـافر  يدرصد و درون تانـك حـاو   5/1

Boric acid و EDTA (TBE  هـا   ژل. الكتروفورز شـد
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ــرانس ا  ــتگاه ت ــه دس ــدها  يلوميب ــل و از بان ــاتور منتق ن
ر ي ـو تكث PCRبعد از انجـام  . عمل آمده ب يعكسبردار

تشـابه در   اي ـبتا توبولين، بر اسـاس تفـاوت و    ي هيناح
هـا   يكلن ـ ،يكروسـكوپ يو م يماكروسـكوپ  يمورفولوژ

 PCR 21سـپس از محصـولات    و ندشـد  يبنـد  گروه
ــهيا ــوان نما ،زول ــه عن ــيب ــدگان گ ــا روهن  مختلــف يه
مر رفت و يتوسط هر دو پرا ين توالييتع ك،يرفولوژوم

  . آمد عمله برگشت به صورت دو طرفه ب
رفت و برگشت  يها رهيزنجي ديخام نوكلئوت يتوال

 MEGA 4 )MEGA افـزار  هـا بـا نـرم    تك تك نمونـه 

version 4, Tamura, Dudley, Nei, and Kumar 2007 (
نس نهايي بتا توبـولين  ب سكاين ترتيش شد و بديرايو

 افـزار  با استفاده از نرم ،ها يتوال. دست آمده زوله بيهر ا
)http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi( BLAST 

 مـورد ) GenBank(مشـابه در بانـك ژن    يهـا  يبا توال
مـورد   ي زولـه يشناسـايي ا  .ز قرار گرفتنديسه و آناليمقا

 99-100(بــالا  ينظـر در صــورت وجــود تشــابه تــوال 
نـان از  يقابـل اطم  يك تـوال يش از يا بيك يبا ) درصد

 NCBI يهـا  گـاه داده يشناخته شـده در پا  ي ك گونهي
   .انجام شد

  
  ها افتهي

 يهـوا  و خـاك  از كه يقارچ ي زولهيا 600از مجموع 
و  يع ـيمارستان و اماكن طبيمختلف اعم از ب يها طيمح

ــومي ــدا گرد عم ــج ــه   يا 196د، ي ــكوك ب ــه مش زول
ــپرژ ــوديآسـ ــات م. لوس بـ ــكوپيمشخصـ و  يكروسـ

قرار گرفـت و   يها مورد بررس زولهيا نيا يماكروسكوپ
از هـر كـدام   . ديم گرديك تقسيبه چند گروه مورفولوژ

ات ي ـنده انتخـاب و عمل يا چند نمايك يها  ن گروهياز ا
  . ها انجام شد آن يرو يمولكول

بتا توبـولين   ي هيمراز، ناح يپل يا رهيدر واكنش زنج
 تمامي يد و برايت گرديت تقويها با موفق نمونه ي هيكل
 جفـت  540-570 يبيتقر ي ك باند به اندازهيها  زولهيا

از الكتروفـورز   يا نمونـه  1شـكل   .دي ـگرد مشاهده باز
ــه چنــد   PCRمحصــولات  ــولين مربــوط ب ــا توب ژن بت

چنانچه ملاحظه . دهد لوس را نشان مييآسپرژ ي هيجدا
  باند با يها دارا لوسيسپرژن در آيشود ژن بتا توبول مي

  .باشد مي يمساو يبيوزن تقر
ن از يژن بتـا توبـول   يتوال نييج تعينتا ،1جدول  در

 بـه ن مطالعه، يلوس جدا شده در ايژ آسپر ي چند نمونه
 كيــرفولوژومختلــف م يهــا گــروه نــدگانينما عنــوان

درصـد   99-100 يها دارا تمام نمونه .شود ملاحظه مي
گاه ياستاندارد موجود در پا يها هتشابه سكانس با نمون

  .باشند مي NCBI يا داده
شـدند،   ين توالييتع كه يا نمونه 21ب از ين ترتيبد

 ـ زولـه يا 3لوس فلاووس، يآسپرژ عنوانه ب زولهيا 7 ه ب
لوس يآسـپرژ  زولهيا 3گاتوس، يلوس فوميآسپرژ عنوان
ــوال ــهيا 2، يريچ ــپرژ زول ــر، يآس ــهيا 2لوس روب  زول

لوس يآســپرژ زولــهيا 2وس، وگلاكــيلوس نيآســپرژ
 زولـه يا 1جر و يلوس نـا يآسپرژ زولهيا 1س، ينژنسيتوب
 صيتشـخ كالر يلوس ورس ـيآسپرژ ي گونه عنوانه ب زين

ها در سطح  هيت جدايپس از معلوم شدن ماه. شد داده
 يبـه بررس ـ  به طور مجـدد  ،يتوال نييتع قيگونه از طر

و  يكروسـكوپ يم يخت شناسيها از لحاظ ر ق نمونهيدق
بـا   .پرداختـه شـد   يمولكـول  جيبا نتـا  جينتا نيانطباق ا

 نــه مشخصــاتين زميــتوجــه بــه متــون موجــود در ا
ــكوپيم ــكوپ يكروس ــام  يو ماكروس ــا يا 21تم ــه ب زول
ن شده يمع Sequencingكه توسط  يا گونه يها يژگيو

  .تطابق داشتندبه طور كامل  ،بود
ــكل ــو 2 ش ــاظر م ريتص ــكوپيمن ــ يكروس    يبرخ
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 ي نمونه ،بانك ژن يها سه با دادهيمقا و ين توالييپس از تع. لوسيآسپرژ ي بتا توبولين چند نمونه ي هيناح PCR تروفورز محصولالك .1 شكل

 11 ي ، شمارهيريلوس چواليآسپرژ 4 ي س، شمارهينژنسيلوس توبيآسپرژ 38 ي جر، شمارهيلوس نايآسپرژ 40 ي لوس فلاووس، شمارهيآسپرژ 33 ي شماره
  .ص داده شديتشخ كالريلوس ورسيآسپرژ 1 ي گاتوس و شمارهيلوس فوميآسپرژ 3 ي وگلاكوس، شمارهيلوس نيآسپرژ 2 ي روبر، شماره لوسيآسپرژ
  

 يهـا  گـروه نـدگان  ينما كـه را  لوسيآسـپرژ  يها زولهيا
  .دهد نشان مي ،مختلف در مطالعه بودند كيرفولوژوم

ــكل  ــره 2-1در شـ ــيزبير ي منظـ ــهيا ينـ  ي زولـ
بـه عنـوان    ين توالييكه با تع 11 ي مارهلوس شيآسپرژ
. شـود  مشاهده مي ،ص داده شديلوس روبر تشخيآسپرژ

د ي ـالايوفور صـاف، ف يدي ـگردد كون چنانچه ملاحظه مي
كـول  ي، شـكل وز يشعاع يديت كونيفه، وضعيك ردي

  . باشد مي يضيب-يكرو يديو شكل كون يكرو
 ي زولـه يا يكروسـكوپ يمشخصـات م  2- 2 شكلدر 
لوس يبـه عنـوان آسـپرژ    ين تـوال ييكه با تع 40 ي شماره

وفور صاف يديكون. شود ملاحظه مي ،شد ييجر شناساينا
د دو ي ـالاي، فيكـول كـرو  ي، وزيعرض ـ ي وارهي ـو فاقد د

ن ي ـاه رنـگ از مشخصـات ا  يس ـ يكرو يديفه و كونيرد
 يكروســـكوپيســـاختار م 2- 3شـــكل . گونـــه اســـت

نـوان  به ع ين توالييكه با تعرا  33 ي لوس شمارهيآسپرژ
دهـد   نشان مي ،داده شدص يلوس فلاووس تشخيآسپرژ
م و خـاردار،  يضخ ي وارهيوفور بلند با ديديكون يكه دارا

ــرو يوز ــول ك ــالاي، فيك ــ يدهاي ــك ي ــيا دو ردي ، هف
مربوط  2- 4شكل  .باشد مي يو كرو يضيب يها يديكون
 ين تـوال يياست كه با تع 3 ي شماره ي هيجدا ينيزبيربه 

 يشد و دارا ييگاتوس شناسايفوم لوسيبه عنوان آسپرژ
 يكـول بطـر  يفـه، وز يك رديد يالايوفور صاف، فيديكون

ه بــ يديــش كونيــشــكل و آرا يكــرو يديــشــكل، كون
  .باشد مي يصورت ستون

  

  .هاي موجود در بانك ژن ها با توالي آن ي هاي آسپرژيلوس و مقايسه نتايج حاصل از تعيين توالي نمونه. 1جدول 
ميزان همپوشاني ناحيه آناليز ها نمونه ي شماره

 Blastشده در 

آسپرژيلوس واجد  يگونه
 بيشترين تشابه

ميزان تشابه 
 )درصد(

 100 آسپرژيلوس روبر 100 11، 6

 100 آسپرژيلوس چواليري 100 14، 5، 4

 100 آسپرژيلوس فوميگاتوس 100 34، 30، 3

 99 آسپرژيلوس نيوگلاكوس 100 10، 2

 99 كالرآسپرژيلوس ورسي 100 1

 100 آسپرژيلوس فلاووس 100 33،37، 32، 31، 15، 13، 12

 100 آسپرژيلوس نايجر 100 40

 100 آسپرژيلوس توبينژنسيس 100 38، 39
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لوس يآســپرژ يكروســكوپيم يز نمــايــن 2- 5شـكل  
ــماره ــه در تعرا  38 ي ش لوس يآســپرژ ين تــواليــيك

ن گونـه  ي ـا. دهـد  نشـان مـي   ،شد ييس شناساينژنسيتوب
، يعرضــ ي وارهيــوفور صــاف و فاقــد ديديــجــد كونوا
اه يس ـ يكرو يديفه و كونيد دو رديالاي، فيكول كرويوز

ــي  ــگ م ــد رن ــكل  .باش ــره  2- 6ش ــه منظ ــوط ب  ي مرب
اسـت كـه پـس از     2 ي شـماره  ي هي ـجدا يكروسكوپيم
ص داده يوگلاكـوس تشـخ  يلوس نيآسـپرژ  ين تـوال ييتع
 يدي ـفـه، كون يك ردي ـد ي ـالايوفور صـاف، ف يديكون. شد
 يبــر رو يديــش كونيــشــكل و آرا يتــا كــرو يضــيب

ن گونـه  ي ـكه از مشخصات ا يصورت شعاعه كول بيوز
در شكل . باشند ميمذكور قابل مشاهده  شكلهستند در 

كـه در   4 ي شماره ي هيجدا يكروسكوپيم ي منظره 2- 7
 ييشناسـا  يريلوس چـوال يبه عنوان آسـپرژ  ين توالييتع
ك ي ـد ي ـالاياف، فوفور ص ـيديكون. شود مشاهده مي ،شد
 يهـا  يدي ـكون يش شـعاع ي ـ، آرايكول قاشقيفه، وزيرد
ن گونه هستند در يا يشكل كه اختصاص يتا كرو يضيب

 2- 8شـكل  . يـت هسـتند  ؤقابل ر يشكل مذكور به خوب
 1 ي لوس شـماره يآسـپرژ  ين ـيزبير يز مربوط بـه نمـا  ين

 ييكالر شناسايلوس ورسي، آسپرژين توالييكه در تعاست 
د ي ـالاي، فيكول كرويوفور صاف، وزيديوفك يداراو شد 
ــه، كونيدو رد ــف ــرو يدي ــشــكل و آرا يك  يش شــعاعي
   .باشد ها مي يديكون

  
  بحث
 ؛هسـتند  يطيمح يها ن قارچيتر عيها از شا لوسيآسپرژ
هـا را از سـطوح    آن  )اسپور( هاي يديكه كوني به طور

همه جـا در   يطور كله غلات و ب يها ها، نان، دانه وهيم
بـر  ). 13(توان جدا كـرد   مي يو هوا به آسانآب، خاك 
لوس بـه  يد، جـنس آسـپرژ  ي ـجد يم بنـد ياساس تقس ـ

م شـده اسـت كـه هـر بخـش      يمختلف تقسي ها بخش

  
 يها هيجدا از يتعداد يكروسكوپيم ي منظره. 2 شكل

 لوسيآسپرژ: 1. شدند ييشناسا يتوال نييتع از پس كه لوسيآسپرژ
 لوسيآسپرژ: 4 فلاووس، لوسيرژآسپ: 3 جر،ينا لوسيآسپرژ: 2 روبر،
 لوسيآسپرژ: 6 س،ينژنسيتوب لوسيآسپرژ: 5 گاتوس،يفوم
 كالريورس لوسيآسپرژ: 8 ،يريچوال لوسيآسپرژ: 7 وگلاكوس،ين

  
، يمانند فلاو يمختلف يها تهيها و وار گونه يحاوخود 
  ).14-16(باشد  ره مييو غ يجرين، يگاتيفوم

 اي و ديمف( گانه ود تيماه با ييها ها قارچ لوسيآسپرژ
و در  هستندپاتوژن  ها آن از يبرخ. هستند) مضرر ظاه به

و  يويس ريلوزير آسپرژيهايي نظ وان عفونتيانسان و ح
 ؛كنند جاد مييس ايكوزيت و اتومايستوما، كراتيمهاجم، ما

كـه تـاكنون    لوسيآسـپرژ  ي گونـه  180 از كـه ي طوره ب
 يهـا  گونـه از عفونـت   40ف شده اسـت، حـدود   يتوص
 ،گـر يد يسـو  از. )17- 18( انـد  جدا شـده  يانسان يقارچ
ر ي ـه و تخميم به منظور تهيقد يها ها از زمان لوسيآسپرژ
از  يتعداد. اند مورد استفاده قرار گرفته ييمواد غذا يبرخ
ت دارنـد ماننـد   ياهم ين جنس در پزشكيا يها تيمتابول
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 يا داروي ـلوس ترئوس و يآسپرژ ن كه ازيلووستات يدارو
 از B نينوكانـد يايي اكيميرات ش ـيي ـن كـه از تغ يوفانژليس

 يهـا  روش). 19( ديآ مي دسته بدولانس يلوس نيآسپرژ
لوس يآسـپرژ  يهـا  متداول جهت شناسايي و افتراق گونه

دارند  يياز به تجربه و مهارت بالاين ،ر بودهيگ وقتاغلب 
افتـراق   يق بـرا ي ـك روش دقي يرين به كارگي، بنابرا)7(

ر بـا  ي ـاخ يهـا  در سـال . رسد به نظر مي يها ضرور گونه
در  يريچشـمگ  يهـا  تي ـموفق PCR يتكنولـوژ  يمعرف

هـا   لوسيهـا از جملـه آسـپرژ    سمياز ارگان ياريافتراق بس
 يمختلف يDNA يها تاكنون مولكول. حاصل شده است

ها مورد استفاده قرار  لوسيو شناسايي آسپرژ يبررس يبرا
 و) ITS )20، 8 قطعات ها ن آنيتر از جمله مهم .اند گرفته
تاز تن سـن يتيو ك) Calmodulin )21( ،Actin )22 يها ژن

  .بوده است) 10(
 يا چ مطالعـه يم ه ـينمـود  يجا كـه مـا بررس ـ   تا آن

ــه  ــا جهــت شناســايي گون ــا روش يآســپرژ يه   لوس ب
PCR-sequencing  ران انجـام  ي ـاز ژن بتا توبـولين در ا

م تا با يشد حاضر بر آن ي در مطالعهبنابراين  ،نشده بود
را كـه از   لوسيآسـپرژ  يها هين روش سوياستفاده از ا

ها جدا شده بودند در سـطح گونـه مـورد     طيمح يبرخ
از ژن  ين توالييكه تع يا زولهيا 21. ميقرار ده ييشناسا

ن روش در ي ـبه ا يهمگ ،عمل آمده ها ب بتا توبولين آن
بود كه تنهـا   ين در حاليشدند و ا ييسطح گونه شناسا

ك ي ـپيفنوتا يهـا  ها توسـط روش  زولهين اياز اعدد  12
صـورت ناشـناخته   ه گونه ب 9ت يشناسايي شدند و هو

كـه   بـود از آن ا يافته حـاك ين يا. ماند يا مشكوك باقي
موجـود در سـكانس   ) Variation(رات يي ـاستفاده از تغ

 يهــا ســه بــا روشيبتــا توبــولين در مقا يژنــ ي هيــناح
جهـت افتـراق و    يررتيچشمگ كاراييك از يمورفولوژ

 گـر يد. لوس برخوردار استيآسپرژ يها گونه ييشناسا

لوس فـلاووس  يآسـپرژ  ،حاضـر  ي در مطالعـه  كـه  نيا
موضـوع   نيبود كه ا ييمورد شناسا ي هين جدايتر عيشا

). 7( تطـابق داشـت  و همكـاران   يرهنـد يم ي با مطالعه
بـر اسـاس    اغلبكه  ييها زولهيان مشخص شد يهمچن

لوس يعنوان آسـپرژ ه ب ،ينيزبيو ر يكلن يشناس ختير
 ي گونـه  2در واقـع متعلـق بـه     وندش جر شناخته ميينا

 يعنــي يرقابــل افتــراق از لحــاظ مرفولــوژيمجــزا و غ
س هسـتند  ينژنسيلوس توبيجر و آسپرژيلوس نايآسپرژ

از  )Nigri( يگـر يكه هر دو گونـه متعلـق بـه بخـش ن    
بـه كمـك    ن مهم تنهايباشند و ا لوس مييجنس آسپرژ
با توجه به . ر شديپذ امكان ين توالييتع يروش مولكول

ت ي ـن دو قـارچ و اهم ي ـتوسـط ا  Aن يد اكراتوكسيتول
ن يا زيص و تمايتشخ ،يو پزشك يژ  وتكنولويها در ب آن

ت يــاز اهم يرجــيبخــش ن ير اعضــايدو گونــه از ســا
 يريلوس چـوال يآسـپرژ ). 22( برخوردار است يا ژهيو

ن مطالعـه  يا در شده ييساشنا يها هيجدا ي كه در زمره
د آب ي ـدر صـنعت تول  يك سو مشكلات جدياز  ،بود
اسـت  چرا كه مقاوم به حرارت  ؛آورد وجود ميه وه بيم

 ـ  ييهـا  وهي ـو باعث فساد آب م و هلـو   يهمچـون گلاب
. )23(شـوند   مي ينگهدار يشود كه به مدت طولان مي
است كـه از نظـر    يتنها قارچ گونه نياگر يد ييسو از
وم پولـولانس  يدي ـبـا آئروباز  )Pullulan(ولولان د پيتول

پولـولان   ير بـالا يد مقـاد يل توليكند و به دل رقابت مي
ــتفاده ــناع ي اس ــولان . دارد يص ــپول ــا  ي ــول ب ك محل

 يباشد كـه در صـنعت كاربردهـا    بالا مي ي تهيسكوزيو
ها، ضخامت  چسب ي هيمثال در ته يدارد و برا يفراوان

ر قابـل نفـوذ   يغ يبرهايها و ف لميف ي هيدادن به مواد، ته
  ).24(رد يگ ژن مورد استفاده قرار مييبه اكس

 ن مطالعـه يا در كه يا گونه گريلوس روبر، ديآسپرژ
ت يــاهم يمختلــف دارا يهــا ز از جنبــهيــجــدا شــد ن
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 )Tannase(م تانــاز يد آنــزيــن گونــه توليــا. باشــد مــي
د اسـيد  ي ـزور در توليد كه از آن به عنوان كاتـال ينما مي
 ن گونـه محلـول  ين از ايهمچن. شود ك استفاده مييگال

PLEO RUB  ونجه يدرمان تب  يكه برا شود ميگرفته
ژه ي ـط ويدر شرا گونهن يا علاوه،ه ب ).25( كاربرد دارد
همچـون   يخطرناك يها نيد و ترشح توكسيقدرت تول
ن را دارد كه از نظر بهداشت مواد غـذايي و  يآفلاتوكس
). 26(ت اسـت  ياهم ايزححاد و مزمن  يها تيمسموم

و  يـي زا يمـار يهـا در ب  لوسيت آسـپرژ يبا توجه به اهم
ــاوت آنيحساســ ــا ت و مقاومــت متف ــه داروه ــا ب  يه

ها  قارچ نيمصارف متعدد ا زيطرف، و ن كيمختلف از 
از اهـداف بـالقوه و    يك ـي گـر، يد يدر صنعت از طرف ـ

و اسـتفاده از روش   ين مطالعـه راه انـداز  ي ـا يكاربرد
از ژن بتا توبولين جهت شناسايي  يتوال نييتع يمولكول
 سـطح  در لوسيآسـپرژ  يط ـيمح و يكينيكل يها هيجدا
  . بود يو صنعت يص طبيتشخ مراكز در گونه
ها در  نمونه يبررس يبرا يمناسب ي ن پژوهش مقدمهيا
ــا  تــر اس بــزرگيــمق  از نقــاط مختلــف كشــور اســت ت

گونـاگون از نقـاط مختلـف     يها لوسيله آسپرژيوس نيبد
 جهـت  سـپس  و دوش يآور جمعو  ييشناسا ،يداسازج

 يمحدود مل يها ونيدر كلكس يبعد مطالعات در استفاده
روش  ن مطالعه نشان داد كـه يا يها افتهي .شوند ينگهدار

 يهـا  سه بـا روش يدر مقان يبتا توبول ي هيناح ين توالييتع
 يهـا  ز گونـه يتمـا  يبـرا  يار بالاتريك از دقت بسيپيفنوت

ق ي ـشناسـايي دق  يخوردار است، لـذا بـرا  لوس بريآسپرژ
 .شود ه مييتوص گونه حد در ها لوسيآسپرژ

 
   تشكر و قدرداني

ارشـد در   يكارشناس ـ ي نامـه  اني ـمطالعه حاصل پا نيا
. بـود  تهران يپزشك علوم دانشگاه بهداشت ي دانشكده

ــد پرســنل مركــز  يله از زحمــات و همكــاريوســ نيب
جملـه خـانم   اصـفهان از   يقات بهداشتيآموزش و تحق

 زي ـو ن يجعفـر  رضا مهندس يآقا زند و يجلال لوفرين
كـه   ير كسـان يو سا شعار ميگرا محسن مهندس يآقا

مانه يصـم  ،رسـاندند  ياري ـق ما را ين تحقيا يدر اجرا
 .نماييم مي يسپاسگزار
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Abstract 

Background: The genus Aspergillus is a mold consisting of various groups and species. Species 
identification of these fungi is important from pathogenic, toxigenic and industrial points of view. 
Conventional laboratory methods for delineation of Aspergillus species are based on macro- and 
microscopic characteristics of the colonies. These methods are time consuming and need expert 
technicians. The present study aimed to use beta tubulin (BT2) gene sequencing, in conjunction with 
morphological data, for species identification of Aspergillus strains isolated from some environments 
in Iran. 

Methods: Totally, about 200 Aspergillus strains, isolated from soils and air samples of different 
environments including hospitals, public and natural places, were used. All isolates were subcultured 
on Sabouraud dextrose agar and Czapec Dox agar. They were preliminarily identified based on micro 
slide-culture. Genomic DNA was extracted from all strains by a conical grinder and BT2 gene was 
amplified by polymerase chain reaction (PCR) from each sample. Among them, nucleotide sequences 
of 21 isolates, as representatives of morphologic features, were determined. The obtained data was 
analyzed via comparison with sequences existed in GenBank database. 

Findings: Among the 21 Aspergillus sequenced isolates, seven isolates were identified as Aspergillus 
flavus, 3 as Aspergillus fumigatus, 3 as Aspergillus chevalieri, 2 as Aspergillus tubingensis, 2 as 
Aspergillus niveoglacus, 2 as Aspergillus rubber, one as Aspergillus niger and one as Aspergillus 
versicolor. Morphological results were confirmed by genotypic data. 

Conclusion: The findings of this study indicated that sequencing beta tubulin gene is a valuable tool 
for species identification of Aspergillus environmental isolates. This method was found to be more 
valid in comparison with morphological analysis. Further studies with application of other genetic 
markers and molecular DNA-based procedures on discrimination of Aspergillus species are 
recommended. 

Keywords: Aspergillus, Beta tubulin, Identification. 
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