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 چکیده
 نشیگز Neodidymelliopsisو   Allophoma،Didymellaۀ سه جنس شد شناختهی ها گونهسویه از  08سویۀ بومی و  12در این پژوهش، 

 D1/D2ز زیرواحد بزرگ ژن ریبوزومی )ا D2و  D1، دومین ITSژنی  هایهیناحی سنجهمتبارزایشی جهت  تحلیل و شدند و در یک تجزیه

LSU rDNA) بتاتوبولین و ،RNA ی ریکارگ بهبومی با  یها هیسوژنی  هایهیناحاستفاده شدند.  ها گونهدر جداسازی  مراز یپلDNA 

ی الگوریتم ریکارگ بهتبارزایشی با  تحلیل و ی شدند. تجزیهابی یتوالتکثیر و  شدهی انجماد خشکۀ میسیلیومی تود ستیزاز  شده استخراج

به سه  مربوطۀ گون 41گونه از  34و  39، 28، 8به ترتیب  tub2و  D1/D2 LSU rDNA ،ITS ،rpb2 هایهیناحی بیشینه انجام شد. نمائ درست

، ITS-tub2 ،ITS-rpb2ی ترکیبی )ها یتوالۀ همژنی،  هایهیناحتبارزایشی ترکیب  تحلیل و ی کردند. در تجزیهجداسازی را موردبررسجنس 

tub2-rpb2 ،ITS-tub2-rpb2  وITS-28S-tub2-rpb2 ،ها نشان دادند  ی را جدا کنند. نتیجهموردبررسۀ گون 41گونه از  33 به کینزد( توانستند

تبارزایشی سه  تحلیل و ی و تجزیهابی یتوال، Neodidymelliopsisو  Allophoma ،Didymellaی ها گونهی دقیق جداسازیی و شناساکه برای 

 تنها، پژوهشی مالی یا زمانی در یک ها تیمحدود. چنانچه به خاطر است نیازینی شناس ختیری ها یبررسدر کنار  rpb2و  ITS ،tub2احیه ن

 .کنند یمبهترین نتایج را ارائه  rpb2یا   tub2باشد، ژن دلخواهی یک ناحیه ابی یتوالتکثیر و 
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ABSTRACT 
In this study, 12 native strains and 80 strains from the known species of Allophoma, Didymella, and Neodidymelliopsis were 
selected. The ITS, D1/D2 LSU rDNA, tub2 and rpb2 regions of the mentioned strains were compared for species 
delimitation using phylogenetic analysis. The genomic regions of the native strains were amplified using DNA extracted 
from freeze-dried mycelia and sequenced. The phylogenetic analysis was performed using the maximum likelihood 
algorithm. The regions of the D1/D2 LSU rDNA, ITS, tub2, and rpb2 delimited 0, 20, 43, and 46 out of 61 species studied, 
respectively. In the phylogenetic analysis based on combined regions, all datasets (ITS-tub2, ITS-rpb2, tub2-rpb2, ITS-tub2-
rpb2, and ITS-28S-tub2-rpb2) could delimit 49 out of the 61 species under survey. Results showed that the sequencing and 
phylogenetic analysis of the ITS, tub2, and rpb2 regions in combination with morphological studies are necessary for 
species delimitation of the Allophoma, Didymella and Neodidymelliopsis genera. In a single-locus phylogeny, tub2 or rpb2 
genes are the best markers among the genomic regions used. 
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 مقدمه 

 یا رشته یها قارچجزء شاخه  Didymellaceae ةخانواد

Ascomycota ،ۀرشاخیز Pezizomycotinaة، رد 

Dothideomycetes ،ةرردیز Pleosporomycetidae  و

 ,.de Gruyter et al) است Pleosporales ۀراست

برای جای دادن  2334خانواده در سال این  .(2009

و  Ascochyta ،Didymella، Phoma یها جنس

بنا نهاده  Phoma هماننددیگر چندین جنس  نیچن هم

. بررسی تاریخچه (de Gruyter et al., 2009) شد

 دهد یمی نشان شناس ختیریۀ بر پا ها قارچی بند طبقه

همانند بسیاری از  Phomaبا جنس  وندیدرپکه اعضای 

 شتریبو این  اند داشتهی فراوانی دیگر ابهامات ها قارچ

ی و شناس ختیردر صفات  7ییهمگرابا  وندیدرپ

( در ها ستیتاکسونومشناسان ) آرایه گوناگونتجربیات 

 ,.Chen et alفات بوده است )این به ص افتنیدست 

ی توالی نوکلئوتیدی چندین ناحیۀ ریکارگ به(. 2015

با آن،  وندیدرپ تبارزایشی های تحلیل و ژنی و تجزیه

 شماری و بند طبقهی در جایگاه ا گستردهی ها یدگرگون

 Phoma (de Gruyter et همانندی ها قارچی ها گونه

al., 2009, 2010, 2012; Aveskamp et al., 2010;. 
Chen et al., 2015; Ariyawansa et al., 2015;. 

Hyde et al., 2016 ی قارچیها تیجمع گرید( و 

Trichoderma (Druzhinina et al., 2010 ،) ازجمله

Fusarium  (Short et al., 2013; Laurence et al., 

2014 ،)Alternaria  (Woudenberg et al., 2013 ،)

Bipolaris (Manamgoda et al., 2012 و )

Colletotrichum (Cannon et al., 2012; 

Jayawardena et al., 2016 و )Phyllosticta  

(Wikee et al., 2011; Hyde et al., 2014 ایجاد )

ی ریکارگ بهنیز با  Didymellaceaeخانوادة کرده است. 

 ،ITSژنی  هایهیناحیۀ بر پاتبارزایشی  تحلیل و تجزیه

D1/D2 LSU rDNA (28S( بتاتوبولین ،)tub2 و )RNA 

 ,Chen et al., 2015( بررسی شد )II (rpb2 مراز یپل

2017; Ariyawansa et al., 2015; Hyde et al., 2016; 

Valenzuela-Lopez et al.,, 2018)  یۀ آن، بر پاو

، Allophoma ،Ascochyta ،Boeremiaی ها جنس

Briansuttonomyces ،Calophoma ،Cumuliphoma ،
                                                                               
1. Homoplasy 

Didymella ،Ectophoma ،Epicoccum ،

Heterophoma ،Juxtiphoma ،Leptosphaerulina ،

Macroventuria ،Neoascochyta ،Neodidymelliopsis ،

Neomicrosphaeropsis ،Nothophoma ،

Paraboeremia ،Phoma ،Phomatodes ،

Pseudoascochyta ،Remotididymella ،Similiphoma ،

Stagonosporopsis ،Vacuiphoma  وXenodidymella 

  در این خانواده قرار گرفته است.

 تحلیل و ی قارچی بدون تجزیهها گونهیی شناساامروزه 

 ارزش یبیا ترکیبی،  تکژنی  هایهیناحیۀ بر پاتبارزایشی 

از  ها پژوهشدر بسیاری از  دیشااست و با توجه به اینکه 

ر چندین ناحیه زمان امکان تکثی کردن نهیهزمالی یا  دید

ژنی  هایهیناحنقش  پژوهشژنی جود نداشته باشد، این 

ITS ،D1/D2 LSU rDNA بتاتوبولین و ،RNA مراز یپل 

و  Allophoma ،Didymellaی ها گونهرا در جداسازی 

Neodidymelliopsis  ی بومی ایران ها هیجدا واردکردنبا

 .کند یماز سه گونه بررسی 

 

 ها مواد و روش

  یموردبررساز سه جنس  ینشیگزبومی  یها هیسو

ۀ گون سهمتعلق به بومی  سویۀ 72 ،یدر این بررس

Allophoma hayatii (یها هیسو CBS 142859 و 
CBS 142860،) Didymella microchlamydospora 

 CBS 142855 ،CBS 142856 ،CBSی ها هیسو)

  Neodidymelliopsis( و IRAN 2790Cو  142858

farokhinejadii (ی ها هیسوCBS 142848، CBS 

142849 ،CBS 142850 ،CBS 142851 ،CBS 

های زنده  از مجموعه قارچ (CBS 142853و  142852

 نشیگز پزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز گروه گیاه

استان خوزستان  گوناگوناز مناطق  ها هیسواین . ندشد

 ,.Ahmadpour et alیی شده بودند )شناساجداسازی و 

2017a, b; Babaahmadi et al., 2018 .) 

 

 DNAو استخراج  ۀ میسلیومیتود ستیزتولید 

ۀ هر کدام از پرگنة جوان در حال رشد کناراز 

ی ریکارگ بهی، چهار دیسک با نشیگزی ها هیسو

ی ها فلاسکبرداشت و جداگانه به  کن سوراخ  پنبه چوب

-ینیزم بیسمحیط کشت مایع  رندهیدربرگ ریما ارلن
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 درونی شد و زن هیما( PDB) بروث -دکستروز

درجه سلسیوس و سرعت  22 دمایدر شیکرانکوباتور 

روز نگهداری  73 برابر یزمان یبرادر دقیقه  تکان 723

های آگار  قطعه زدودنمیسیلیومی با  توده ستیز. شدند

ی گردید. جهت آور جمعو شستشو روی کاغذ صافی 

ر د توده ستیز، DNAاستخراج  هنگامنگهداری تا 

 سترونبا گاز  شده بستهی تریل یلیم 03 فالکنی ها لوله

 Freeze Dryer, Alpha 1-2) فریزدرایردر دستگاه 

LDplus, Christ )درون و سپس  شدند انجماد -خشک

این پودر تا زمان استخراج  .گردیدندازت مایع پودر 

DNA در دمای مسدودشده  فالکنی ها لوله، در

C°23- ی نگهداری شدند. جداسازDNA روشبه 

Raeder & Broda (1985 ) انجام  یدگرگونبا اندکی

  .(Ahmadpour et al., 2017a) گرفت
 

، ITS ،D1/D2 LSU rDNAژنی  هایهیناحتکثیر 

  مراز یپل RNAبتاتوبولین و 

 جفت باز از ناحیۀ  7233 به کینزدبرای تکثیر 

ITS  وD1/D2 LSU rDNA  از ژنnrRNA ، 

  ITS1-Fی از جفت آغازگر عموم

(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')  وNL4-R 

(5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3')  استفاده شد

(White et al., 1990; O’Donnell 1993 جهت .) 

 از  از ژن بتاتوبولین bp903 به کینزدتکثیر 

  Btub2Fdجفت آغازگر اختصاصی 

(5'-GTBCACCTYCARACCGGYCARTG-3')  و
Btub4Rd (CCRGAYTGRCCRAARACRAAGTTGTC). 

 (. Woudenberg et al., 2009استفاده شد )

 RNAاز ناحیه  bp 433 به کینزدهمچنین برای تکثیر 
  RPB2-5F2، از جفت آغازگر اختصاصی مراز یپل

(5'-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3')  وfRPB2-

7cR (5'-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3') 
(. Sung et al., 2007; Liu et al., 1999استفاده شد )

ی پنج ریکارگ بهبا  مراز یپلی ا رهیزنجمخلوط واکنش 

 2-9، غلظت نهائی 10x Taq bufferمیکرولیتر بافر 

 جلو روبه، دو میکرولیتر آغازگر MgCl2از  مولار یلیم

(10μm) وارونه، دو میکرولیتر آغازگر (10μm) دو ،

 dNTP (2.5mm each) ،0/3میکرولیتر از مخلوط 

 Taq DNA Polymarase (5u/μl)میکرولیتر آنزیم 

(GenBio ،)میکرولیتر  0/2، کره جنوبیDNA  الگو و آب

و در  آمادهمیکرولیتر  03تا حجم  رشدهیتقطمقطر دوبار 

MJ Miniدستگاه ترموسیکلر )مدل 
TM

 Gradient 

Thermal Cycler یی و زمانی دما( قرار گرفت. برنامۀ

 نجام شد:ا ریزترموسیکلر برای هر جفت آغازگر به شرح 

 نوع تیمار
 شمار
 چرخه

 (°C) دما
 زمان مدت

 )ثانیه(

ی ساز واسرشت
 نینخست

7 49 933 

ی ها چرخه
 اصلی

90 

 93 یساز واسرشت 49
 وستنیبه هم پ 01

ی جفت آغازگرها
ITS1/NL4 و RPB2-

5F2/fRPB2-7cR 
 وستنیبه هم پ 02

  جفت آغازگر
Btub2Fd/ Btub4Rd 

93 
93 

برای  گسترش 12
ریبوزومی )تکثیر  ناحیۀ

 D1/D2و ITS توأمان

LSU rDNA) 

برای  گسترش 12
 rpb2و  tub2ناحیۀ 

43 
 
03 

 گسترش
 یانیپا

7 12  933 

 

 یابی یتوالتکثیری و  های قطعه تمیز کردن

ی با اتانول تغلیظ نینش تهبیشتر تولیدات تکثیری به روش 

(. برای Crouse & Amorese, 1987و شستشو شدند )

های تکثیری  ه شد، قطعهدیداضافه  نوارکه  ییها نمونه

ی کیت استخراج از ژل ریکارگ بههدف از ژل جدا و با 

GF-1 AmbiClean Kit (Vivantis )با  برابر، مالزی

ی با ابی یتوالی شد. ساز خالصسازنده  دستورکار

ۀ شرکت لیوس به وارونهو  جلو روبهی آغازگرهای ریکارگ به

 Humanizing Genomics, Macrogen, Southماکروژن )

Korea.انجام شد ) 
 

ارزش  آشکار ساختنبرای  تبارزایشی لتحلیوهیتجز

ی شده برای جداسازی ابی یتوالاز چهار ناحیه  هرکدام

 ها گونه

، پژوهشدر این  آمده دست بهی ها یتوال افزون بر

، ITS ،D1/D2 LSU rDNA نوکلئوتیدی یها یتوال

tub2  وrpb2 از  سرشناستیپ یا  یها هیسوبه  وابسته
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،  Allophomaسه جنس  ةشد شناخته یها گونه ۀهم

Didymella  وNeodidymelliopsis   از خانوادة

Didymellaceae  از بانک ژنNCBI شدند.  نشیگز

ی مورد هم سنجیی که توالی چهار ناحیه ها گونهبرای 

برای بیش از یک سویه در بانک ژن وجود داشت، دو 

از گونۀ  (CBS 523.66)یک سویه شد.  نشیگزسویه 

Pleospora betae گروه  از رونیبآرایۀ  عنوان به

(Outgroup)  تبارزایشیکردن درختان  دار شهیرجهت 

 یریکارگ بهبا  آمده دست به یها یتوالاستفاده شد. 

( ویرایش Hall, 1999) BioEdit v. 7.0.9.0 افزار نرم

رای هر ب هر ژن وارونهو  مستقیم یها خوانششدند. 

 DNA Baser Sequence افزار نرم یریکارگ بهجدایه با 

Assembler v4  تبارزایشی تحلیل و تجزیه .شدندمونتاژ 

، ITS هایهیناحی توالیۀ بر پادرختان ژنی  نگاشتنو 

D1/D2 LSU rDNA ،tub2  وrpb2 جداگانه  صورت به

یۀ چند جایگاه بر پاو ترکیب چهار ناحیه )فیلوژنی 

ی نمائ درستی الگوریتم ریکارگ بهبا  کروموزومی(

بار تکرار با  7333و آزمون اعتبارسنجی با  7بیشینه

 ,.Tamura et alانجام شد ) MEGA 6 افزار نرمی اری

جانشینی نوکلئوتیدی در  الگوارزیابی بهترین . (2013

برای هر گروه توالی با  تبارزایشیدرختان  نگاشتن

 شد.  انجام افزار نرمی همین ریکارگ به

 

 نتایج و بحث

 در فیلوژنی مورداستفادهژنی  هایهیناح لتحلیوهیتجز

ی دسترسی ها شمارهتحت  دشدهیتولی ها یتوال

KX139011  تاKX139016 ،KX139018  تا

KX139028 ،KX821242  تاKX821252 ،

KY449008  تاKY449009 ،KY449017  تا

KY449018 ،KY449023  تاKY449026 ،

KY464919  تاKY464923 ،KY684812  تا

KY684817  وMF095108  تاMF095109  در بانک

ژنی نشان  هایهیناح تحلیل و اند. تجزیه ژن ذخیره شده

، در Allophomaة شد شناختهی ها گونهداد که 

 rpb2 (970 ،944 ،223و  ITS ،28S ،tub2های  ناحیه

 0/21، 42، 49ترتیب به ی(موردبررسنوکلئوتید  040و 
                                                                               
1. Maximum likelihood 

 29و  0/72، 2، 0ی نوکلئوتیدی، همانندد درص 11و 

درصد  3و  3، 3، 2و  2ی نوکلئوتیدیچندشکلدرصد 

 یها گونهدارند.  9نوکلئوتیدی دادن یجاو  پاک کردن

، ITS ،28Sهای  ه، در ناحیDidymella ةشد شناخته

tub2  وrpb2 (979 ،944 ،229  نوکلئوتید 040و 

درصد  01و  0/02، 40، 24( به ترتیب یموردبررس

درصد  99و  90، 9، 2نوکلئوتیدی،  یهمانند

پاک درصد  3و  0/2، 3، 9نوکلئوتیدی و  یچندشکل

 یها گونه دارند. نوکلئوتیدی دادن یجاو  کردن

، ITSهای  هناحی، در Neodidymelliopsis ةشد شناخته

28S ،tub2  وrpb2 (934 ،944 ،223  040و 

 21و  20 ،44، 0/41( به ترتیب موردبررسی نوکلئوتید

 79و  79، 7، 0/2 و نوکلئوتیدی یهماننددرصد 

 نوکلئوتیدی دارند. چندشکلیدرصد 

آرایه )با در نظر  42توالی از  902در این بررسی، 

 تحلیل و گرفتن آرایه خارج از گروه( در تجزیه

یی بیشینه نما درستی الگوریتم ریکارگ بهبا  تبارزایشی

فاده شدند ی استچندژنی و ترکیب ژن تک صورت به

 ینمائ درست تحلیل و تجزیهدر (. 1تا  7ی ها شکل)

 یژن تکدر درختان  ها هیآرا یبند خوشهبیشینه، 

 شیکماب یچندژن( و D1/D2 LSU rDNA رازیغ به)

 یها یتوال انیمسازگاری  ةدهند نشانیکسان بود که 

بود. ترکیبی  صورت به ها آنهر ناحیه و امکان استفاده 

ة چهار شدی ساز فیرد همترکیبی مجموع طول توالی 

پاک ی ها تیسا به شمار آوردنی با موردبررسناحیۀ 

سایت  7229، 9نوکلئوتیدی دادن یجاو  کردن

 039و  224، 039، 924ة رندیدربرگنوکلئوتیدی )

 ITS ،D1/D2های  هناحیترتیب از سایت نوکلئوتیدی به

LSU rDNA ،tub2  وrpb2 سایت  شمار( بود. از این

 7972آرایۀ خارج از گروه،  پاک کردنوتیدی با نوکلئ

و  710، 917، 900ة رندیدربرگ) شده محافظتسایت 

، ITSهای  هناحیبه ترتیب از  یسایت نوکلئوتید 970

D1/D2 LSU rDNA ،tub2  وrpb2 ،)44  سایت متغیر

ة رندیدربرگ) 0ها هیآراة زکنندیمتمای ها دادهو عاری از 

ترتیب از به یوتیدسایت نوکلئ 00و  72، 2، 72
                                                                               
2. Single nucleotide polymorphisms 

3. deletion/insertion 

4. Gaps 

5. Parsimony-uninformative  
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( rpb2و  ITS ،D1/D2 LSU rDNA ،tub2های  هناحی

 یها دادهة رندیدربرگسایت متغیر و  923و 

 220و  43، 23، 90شامل ) 7ها هیآرا ةزکنندیمتما

، ITSهای  هناحیسایت نوکلئوتیدی به ترتیب از 

D1/D2 LSU rDNA ،tub2  وrpb2.بود ) 

 
 ژنی هایهیاحنیکی از  یۀبر پا ها گونهجداسازی 

 D1/D2 LSUیۀ ناحیۀ بر پا تبارزایشیدر درخت 

rDNA (نشان داده  ،)ی سه ها گونهاز  کدام چیهنشده

در ی نشدند. جداسازبررسی از همدیگر موردجنس 

(، دو 7)شکل  ITS ناحیه یۀبر پا تبارزایشیدرخت 

  ، A. piperis  ،D. aeriaی ها گونهسویه مربوط به 
D. anserina، D. ellipsoidea، D. gardeniae،  

D. microchlamydospora، D. molleriana ،  
D. musae، D. negriana، D. pomorum، D. pteridis، 

D. sinensis و D. viburnicola  ها گونه گریداز 

، 44یی به اعتبار کلادهاترتیب جداسازی شدند و به

درصد ایجاد کردند.  22و  20، 19، 41، 43، 20، 42

 ،D. alienaی ها گونه(، 7ن در این درخت )شکل همچنی
D. chenopodii، D. molleriana، D. negriana،  

D. pomorum، D. pteridis و D. viburnicola   بقیۀ از

ی این جنس جداسازی شدند. در درخت ها گونه

ی ها گونهۀ هم(، 2)شکل  tub2یۀ ناحیه بر پاتبارزایشی 

  ،A. nicaraguensis جز بهی موردبررسسه جنس 
A. oligotrophica، A. tropica، D. acetosellae،  

D. aquatica، D. arachidicola، D. bellidis،  
D. lethalis، D. macrophylla، D. pinodella،  
D. pinodes، D. rumicicola، D. segeticola،  
D. sinensis و D. suiyangensis  ها گونه گریداز 

 شدند. یجداساز

 

 
ی ریکارگ بهبا  ITSیۀ توالی بر پای بیشینه نمائ درست تحلیل و ی که در تجزیهموردبررسی ها گونه. فیلوگرام بدون مقیاس 7کل ش

 اند. درصد نشان داده نشده 03ی زیر اعتبارسنجآمد. اعداد  به دست K2+Iمدل 
Figure 1. The scale-free phylogram of species under survey constructed through maximum likelihood analysis of ITS 

sequences using the K2+I model. Bootstrap values less than 50% are not shown. 

 

1. Parsimony-informative  
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(، 9)شکل rpb2ۀ ناحی یۀبر پا تبارزایشیدر درخت 

  ،A. nicaraguensis، A. tropica یها گونه
D. acetosellae، D. aeria، D. americana،  
D. arachidicola، D. bellidis، D. brunneospora، 

D. chenopodii، D. infuscatispora، D. lethalis،  
D. maydis، D. pinodella، D. pinodes،  

D. rumicicola، D. sinensis، N. polemonii و  
N. xanthine  ندنشد یجداساز ها گونه گریداز . 

 rpb2و  tub2 هایهیناح یۀپا بردر دو درخت 

 یها گونهمربوط به  سویه، دو (9و  2ی ها شکل)

درصد ایجاد  44 اعتباربا  ییکلادها شتریب یموردبررس

 کردند.

 

 
 

ی ریکارگ بهبا  tub2یۀ توالی بر پای بیشینه نمائ درست تحلیل و ی که در تجزیهموردبررسی ها گونه. فیلوگرام بدون مقیاس 2شکل 

 اند. درصد نشان داده نشده 03ی زیر اعتبارسنجآمد. اعداد  به دست K2+G+Iمدل 

Figure 2. The scale-free phylogram of species under survey constructed through maximum likelihood analysis of tub2 

sequences using the K2+G+I model. Bootstrap values less than 50% are not shown. 
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 ژنی هایهیناحترکیب  یۀبر پا ها گونهجداسازی 

 ITS-tub2 هایهیناحیۀ ترکیب بر پا شده میترسدرختان 

(، 0)شکل  tub2-rpb2(، 0)شکل  ITS-rpb2(، 9)شکل 

ITS-tub2-rpb2  نشان داده نشده( و(ITS-28S-tub2-

rpb2 (1 شکل ،)نشان یکسانی را  شیوب کمی بند خوشه

ترکیبی در جداسازی  هایهیناحد ولی ارزش این دادن

ی سه جنس ها گونه شتریببود.  گوناگون ها گونهی برخ

یۀ بر پاتبارزایشی ی در هر پنج درخت موردبررس

ی شدند و جداسازترکیبی از همدیگر  هایهیناح

تحلیل  و یی که دارای دو سویۀ نماینده در تجزیهها گونه

درصد ایجاد  44بالای  رزشباای کلادهابودند، تبارزایشی 

، D. acetosellae ،D. arachidicolaی ها گونهکردند. 
D. lethalis ،D. pinodella و D. pinodes  در

 هایهیناح یۀبر پا تبارزایشیاز درختان  کدام چیه

  یها گونهجدا نشدند.  ها گونه گریدترکیبی از 

A. nicaraguensis ،A. tropica ،D. brunneospora ،
D. infuscatispora ،N. polemonii و N. xanthina  در

 ITS-tub2توالی ترکیبی  یۀبر پا تبارزایشیدرخت 

شدند ولی در  یجداساز ها گونه گرید( از 9)شکل 

 ITS-rpb2توالی ترکیبی  یۀبر پا تبارزایشیدرختان 

 ITS-tub2-rpb2، (0)شکل tub2-rpb2، (0)شکل 

( 1 شکل) ITS-28S-tub2-rpb2و )نشان داده نشده( 

 ، D. aquatica یها گونهجداسازی نشدند. برعکس، 
D. bellidis ،D. exigua ،D. macrophylla و  

D. segeticola  توالی  یۀبر پا تبارزایشیدر درختان

و  ITS-rpb2 ،tub2-rpb2 ،ITS-tub2-rpb2ترکیبی 

ITS-28S-tub2-rpb2  شدند  یجداساز ها گونه گریداز

 یۀبر پا تبارزایشیلی در درخت ( و1تا  0 یها شکل)

دو ( جدا نشدند. 9)شکل  ITS-tub2توالی ترکیبی 

 D. suiyangensis (CGMCCسویۀ نمایندة گونۀ 

 تحلیل و در تجزیه مورداستفاده( LC 8144و  3.18352

یۀ بر پا تبارزایشیۀ درختان همدر  تبارزایشی

جدا شدند  ها گونه گریداز  rpb2ترکیبی و  هایهیناح

 یها یتوالترکیب  یۀبر پا یها لوگرامیف رازیغ به ولی

ی با کلادها rpb2و  ITS-rpb2 هایهیناحنوکلئوتیدی 

 ی کافی ایجاد نکردند.اعتبارسنجعدد 

 

 
ی ریکارگ بهبا  rpb2یۀ توالی بر پای بیشینه نمائ درست تحلیل و ی که در تجزیهموردبررسی ها گونه. فیلوگرام بدون مقیاس 9شکل 

 اند. درصد نشان داده نشده 03ی زیر اعتبارسنجآمد. اعداد  به دست GTR+G+Iمدل 
Figure 3. The scale-free phylogram of species under survey constructed through maximum likelihood analysis of 

rpb2 sequences using the GTR+G+I model. Bootstrap values less than 50 are not shown. 



 ... و نیبتاتوبول ،ITS، D1/D2 LSU rDNA یژن یها هیناح سهیمقانژاد: مهرابی کوشکی و فرخی 970

 

 
با  ITS-tub2یۀ توالی ترکیبی بر پای بیشینه نمائ درست تحلیل و ی که در تجزیهموردبررسی ها گونه. فیلوگرام بدون مقیاس 9شکل 

 اند. درصد نشان داده نشده  03ی زیر اعتبارسنجآمد. اعداد  به دست TN93+G+Iی مدل ریکارگ به
Figure 4. The scale-free phylogram of species under survey constructed through maximum likelihood analysis of 

ITS-tub2 combined sequences using the TN93+G+I model. Bootstrap values less than 50% are not shown. 

 

 
با  ITS-rpb2یۀ توالی ترکیبی ابر پی بیشینه نمائ درست تحلیل و ی که در تجزیهموردبررسی ها گونه. فیلوگرام بدون مقیاس 0شکل 

 اند. درصد شان داده نشده 03ی زیر اعتبارسنجآمد. اعداد  به دست TN93+G+Iی مدل ریکارگ به
Figure 5. The scale-free phylogram of species under survey constructed through maximum likelihood analysis of 

ITS-rpb2 combined sequences using the TN93+G+I model. Bootstrap values less than 50% are not shown. 
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با  tub2-rpb2یۀ توالی ترکیبی بر پای بیشینه نمائ درست تحلیل و ی که در تجزیهموردبررسی ها گونه. فیلوگرام بدون مقیاس 0شکل 

 اند. داده نشدهدرصد نشان  03ی زیر اعتبارسنجآمد. اعداد  به دست GTR+G+Iی مدل ریکارگ به
Figure 6. The scale-free phylogram of species under survey constructed through maximum likelihood analysis of 

tub2-rpb2 combined sequences using the GTR+G+I model. Bootstrap values less than 50% are not shown. 

 

 
-ITS-28Sیۀ توالی ترکیبی بر پای بیشینه نمائ درست تحلیل و ی که در تجزیهموردبررسی ها ونهگ. فیلوگرام بدون مقیاس 1شکل 

tub2-rpb2  ی مدل ریکارگ بهباGTR+G+I اند. نشان داده نشده 03ی زیر اعتبارسنجآمد. اعداد  به دست 
Figure 7. The scale-free phylogram of species under survey constructed through maximum likelihood analysis of 

ITS-28S-tub2-rpb2 combined sequences using the GTR+G+I model. Bootstrap values less than 50% are not shown. 
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 بحث

ی ها سالی قارچی در ها تیجمعیی شناسای ها پژوهش

که معتبرترین راه جداسازی  دنده یمنشان  نیپس

یۀ ترکیب توالی بر پا تبارزایشی لتحلی و ، تجزیهها گونه

چند ناحیه  حاًیترج) دار خانهنوکلئوتیدی چندین ژن 

 ,de Gruyter et al., 2009) استژنی غیر پیوسته( 

2010, 2012; Aveskamp et al., 2010; Druzhinina. 
et al., 2010; Wikee et al., 2011; Cannon et al.,. 
2012; Manamgoda et al., 2012; Short et al.,. 
2013; Woudenberg et al., 2013; Hyde et al.,. 
2014; Laurence et al., 2014; Chen et al., 2015,. 
2017; Ariyawansa et al., 2015; Hyde et al.,. 
2016; Jayawardena et al., 2016; Valenzuela- .

Lopez et al., 2018) در این بررسی از  هیپا. بر این

 rpb2و  ITS ،D1/D2 LSU rDNA ،tub2چهار ناحیۀ 

ی جداسازی هم سنجو ترکیبی جهت  آزادانه صورت به

و  Allophoma ،Didymellaی سه جنس ها گونه

Neodidymelliopsis  از خانوادةDidymellaceae  استفاده

در درختان  شده ارائهی و توپولوژی بند خوشهشده است. 

 دنده یمن ( نشا9تا  7ی ها شکلی )نگاشتنتبارزایشی 

 tub2و  D1/D2 LSU rDNA ،ITS ،rpb2 هایهیناحکه 

ۀ مربوط به سه گون 07گونه از  90و  99، 23، 3به ترتیب 

و  کنند یمی جداساز ها گونه گریدی را از موردبررسجنس 

ی با کلادهابا ایجاد  ITSیۀ ناحیۀ بر پای جداسازاین 

 یرو نیازا. است( تر نییپااعتبار کمتر )ارزش کلاد 

بر ی ژن تکتبارزایشی  تحلیل و گفت در یک تجزیه توان یم

 دوسومتا  توان یم rpb2و  tub2از دو ناحیۀ  هرکدامیۀ پا

را جداسازی و  ها قارچة این شد شناختهی ها گونه

یۀ یک ناحیۀ بر پایی کرد اگرچه این جداسازی )شناسا

ی شناس ختیرهای بررسی  ی با نتیجههمخوانژنی( باید در 

ترکیب تبارزایشی  تحلیل و شته باشد. در تجزیهنیز دا

ی ها یتوالۀ هم(، 1تا  9ی ها شکلژنی ) هایهیناح

-ITS-tub2 ،ITS-rpb2 ،tub2-rpb2 ،ITS-tub2ترکیبی )

rpb2  وITS-28S-tub2-rpb2 94 به کینزد( توانستند 

ی را جدا موردبررسۀ مربوط به سه جنس گون 07گونه از 

ی دور ها گونه گریدنیز از  اه گونهة ماند یباقکنند. 

ی نتوانستند از یک یا چند گونه ولی شدند جداساز

تبارزایشی نزدیک خود )گونه خویشاوند( جداسازی معتبر 

ی خویشاوند، بررسی ها گونهی این جداسازشوند. در 

ی انیپایی شناسادر  پژوهشگربه  تواند یمی شناس ختیر

جداسازی ی که در شناس ختیرصفات  ازجملهی کند. اری

استفاده شده است، تبارزایشی نزدیک  اریبسی ها گونه

، داشتن پاپیل ها یدیکنو  ها ومیدیکنیپبه اندازة  توان یم

 شماراستیول،  شمارو اندازة آن،  شمارو گردن پیکنید، 

ی ها سلوللایۀ سلولی دیواره پیکنیدیوم، اندازه و شکل 

ی ها سهیر دِنبوپیکنیدیوم، وجود یا  درونی در زائ یدیکن

 ها حجره شماری پیکنیدیوم، برونبه دیواره  دهیچسبقارچ 

و  برآمدهی ها سلول بودنِ، ها یدیکنو قطرات چربی در 

ی و بند خوشههای  کلامیدسپورها اشاره کرد. نتیجه

بر  شده ارائهی موردبررسی سه جنس ها گونهجداسازی 

ۀ یناحتوالی ترکیبی چهار تبارزایشی  تحلیل و یۀ تجزیهپا

ITS ،D1/D2 LSU rDNA ،tub2  وrpb2  در این پژوه با

خوانی دارد  ی پسین همها سالدر  شده انجامهای  پژوه

(Chen et al., 2015, 2017; Valenzuela-Lopez et al., 

2018.)  

سایت  039و  224، 039، 924 تحلیل و در تجزیه

، D1/D2 LSU rDNA ،ITS هایهیناحنوکلئوتیدی از 

tub2  وrpb2 در  مورداستفادهو  7شده یساز فیرد هم

، نشان داده پژوهشدر این تبارزایشی درختان  نگاشتن

 ها تیسادرصد  91و  97، 73، 9شد که به ترتیب 

هستند و  ها هیآراة زکنندیمتمای ها دادهة رندیدربرگ

دارند. تبارزایشی ی بند خوشهبیشترین نقش را در این 

که  rpb2و  tub2این بررسی نشان داد که دو ناحیۀ 

ة زکنندیمتمای ها دادهة رندیدربرگی ها تیسابیشترین 

 ها گونهرا دارند، بیشترین نقش را در جداسازی  ها هیآرا

یی و شناساگفت، برای  توان یم درمجموعنیز دارند. 

و  Allophoma ،Didymellaی ها گونهی دقیق جداساز

Neodidymelliopsis، بارزایشی ت تحلیل و و تجزیه یابی یتوال

ی ها یبررسدر کنار  rpb2و  ITS ،tub2سه ناحیه 

ی با توجه به ول. رسد یمنظر به ریناگزی شناس ختیر

ی، پژوهشی ها پروژهمحدودیت مالی یا زمانی برخی 

باشد،  مدنظری یک ناحیه ابی یتوالتکثیر و  تنهاچنانچه 

ی شدُنی دو ناحیه ابی یتوالو چنانچه تکثیر و  tub2ژن 

 .کنند یمها را ارائه  بهترین نتیجه rpb2و  tub2 ژن ود باشد،
 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                               
1. Alignment 
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