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چكيده
و هدف  برخي از گونه هاي قارچي متعلق به مخمرهاي سياه به عنوان يكي از عوامل ايجاد آبـسه مغـزي در انـسان:زمينه

از. محسوب مي شوند و تـاكنون كـشورهاي عربـستان سـعودي، يمـن، اين بيماري محدود به منطقه خاورميانه بـوده اسـت
و قطر گزراش شده استفلسطين  و يا در صورت وجود ناشناخته. اشغالي بيماري مذكور تاكنون از ايران گزارش نشده است

عامل اين بيماري تحت عنوان گونه راميكلريـديوم مكنزيـي نامگـذاري شـده اسـت كـه متعلـق بـه راسـته. باقي مانده است 
فر. كتوتريالز مي باشد  و حيوانات به شمار مي روند كـه دامنـه اغلب اعضاي اين راسته پاتوژن هاي صت طلب بر روي انسان

و زير پوستي(وسيعي از عفونت ها شامل كروموبلاستومايكوزيس  و آبسه مغزي را ايجاد)عفونت هاي قارچي پوستي ، عفونت
و جـن. مي كنند س هـاي شناسايي اعضاي اين راسته بر پايه خصوصيات مورفولوژيـك مرحلـه غيـر جنـسي اسـتوار مـي باشـد

برخي از جنس هاي واقع شده در اين راسته. راميكلريديوم، رينوكلادييلا، اگزوفي يالا، ورونئا، كلادوفيالوفورا را شامل مي شوند
و يا بر روي گياهان  از نظر مورفولوژيك با ديگر جنس هاي قارچي كه از پتانسيل ايجاد بيماري بر روي انسان برخوردار نبوده

ك و ايجاد بيماري مي و حدود شناسايي دقيق. غور مورفولوژيك اين جنس ها از همديگر مشخص نيستندثنند مشابه مي باشند
و آشيان هاي اكولوژيك آنها در اكوسيستم هاي طبيعي نقش عمده اي  و صحيح گونه هاي بيماريزا بر روي انسان در كلنيك ها

كرلودر فهم ما از اكو .دژي اين گروه از قارچ ها ايجاد خواهد
به24 در اين پژوهش:روش كار و ورونئـا مـورد بررسـي15 جدايه متعلق  گونه از سه جنس راميكلريديوم، رينـوكلادييلا

و مولكولي واقع شدند و با استفاده از تكنيـك. مورفولوژيك خصوصيات مورفولوژيك بر روي محيط كشت عصاره مالت آگار
 Internal(ژنتيكي بين جدايـه هـا، دو ناحيـه ژنـومي شـامل بخـشي از ناحيـه جهت مطالعه روابط فيلو. كشت لام بررسي شد

Transcribed Spacer (ITS)ITS-rDNA (و بخشي از زير واحد بزرگDNA ي ريبـوزومي)LSU-rDNA (از بـا اسـتفاده
و محصولات و درختچه فيلوژنتيك واكنش زنجيره اي پلي مراز تكثير . ترسيم گرديدواكنش پي سي آر تعيين توالي شدند

 درختچه فيلوژنتيك حاصل از زير هم چيني توالي هاي نوكلئوتيدي، جدايه هاي مورد بررسي را در دو خوشه اصلي:يافته ها
و.دهدقرار مي و ورونئا به همراه گونه راميكلريديوم مكنزيي بر روي درخت فيلوژنتيك، خوشه اول جدايه هاي رينوكلادييلا

ديوم فسيكولاتا، راميكلريديوم آنسپسو راميكلريديوم بيسي تونا را شامل مي شود كه در راسته كتوتريالز گونه هاي راميكلري
بـه همـراه ديگـر گونـه هـاي) راميكلريـديوم اپـي كولاتـوم(خوشـه دوم گونـه تيـپ جـنس راميكلريـديوم. واقع مي شوند 

شا،راميكلريديوم كه بر روي گياهان ايجاد بيماري مي كنند  با در نظر. مل مي شد كه در راسته كاپنوديالز قرار مي گيرند را
و جنس و گونه راميكلريديوم مكنزيي در راسته كتوتريالز طبقه بندي رينوكلادييلا گرفتن داده هاي فيلوژنتيك، مورفولوژيك

.مي شود
و فيلوژنتيك گونه راميكلريديوم مكنزيي عامل ايجاد:نتيجه گيري  آبسه مغـزي در انـسان در جـنس موقعيت تاكسونوميك
و اكولوژيـك جهـت.و راسته كتوتريالز مي باشد رينوكلادييلا استفاده از داده هاي مولكولي در كنار داده هاي مورفولوژيـك

اين بررسـي مـي توانـد نقطـه. شناسايي قارچ هاي بيماريزا بر روي انسان واقع در راسته كتوتريالز ضروري به نظر مي رسد 
و اهميت كلنيكي اين گروه از قارچ ها در ايران باشدشروعي بر .اي بررسي تنوع

مخمرهاي سياه؛آبسه مغزي؛رينوكلادييلا؛ راميكلريديوم مكنزيي:كلمات كليدي
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عل 96  1389، تابستان دوم شمارهدهم،دوره وم پزشكي اردبيل مجله علمي پژوهشي دانشگاه

 قدمهم

مخمرهاي سياه به گروهي از قارچ هاي هيفوميست

د كه برخي از اعضاينبا ميسليوم رنگي اطلاق مي شو

و از پتا اين گروه نسيل ايجاد بيماري بر روي انسان

و بعنوان عوامل ديگر حيوانات برخوردار  بوده

ميبيماريزاي فرصت . روندطلب به شمار

 هاي ايجاد شده توسط اعضاي اين گروه شاملبيماري

و زير(كروموبلاستومايكوزيس عفونت هاي پوستي

مي تهديد كننده حيات، عفونت هاي مغزي)پوستي

در. باشند اغلب گونه هاي بيماريزا بر روي انسان

 توليد رنگدانه.]2،1[ قرار گرفته اندكتوتريالزراسته 

و تحمل درجه حرارت هاي بالا دو فاكتور ملانين

عمده در بيماريزايي اعضاي اين راسته بر روي انسان 

و. به شمار مي روند ملانين يك رنگدانه قهوه اي تيره

م مييا سياه رنگ با وزن باشد كه در نتيجه ولكولي بالا

. شودپليمريزاسيون اكسيداتيو تركيبات فنلي ايجاد مي

رنگدانه ملانين از طريق محافظت سلولهاي قارچي در

 ها، ايجاد اختلال در هاي قارچكشدانيبرابر اكس

و كاهش حساسيت هاي دفاعي سلول ميزبانپاسخ

ك ش عمل سلولهاي ملانيزه در برابر تركيبات قارچ

يك. مي كند توانايي رشد در درجه حرارت هاي بالا

فاكتور ديگر در بيماريزايي اعضاي اين راسته به شمار 

برخي از اعضاي اين گروه در درجه حرارت. مي رود

].4،3[د درجه سانتيگراد نيز رشد مي كنن40

اعضاي اين راسته از تنوع مورفولوژيك وسيعي

ج. برخوردار مي باشند نس تلئومورف شناخته تنها

شده در اين راسته جنس كاپرونيا مي باشد كه توليد 

 قارچ هاياغلب.]1،2،5[ پريتسيوم كاذب مي كند

واقع شده در اين راسته فاقد مرحله تلئومورف بوده

چ وو داراي رخه توليد مثل غير جنسي مي باشند

،لا، رينوكلادييلا، اگزوفييراميكلريديوم جنس هاي

و فونسكئاورونئا . را شامل مي شوند، كلادوفيالوفورا

برخي از جنس هاي واقع شده در اين راسته از نظر

مورفولوژيك با ديگر جنس هاي قارچي كه از پتانسيل 

و يا بر  ايجاد بيماري بر روي انسان برخوردار نبوده

ك نند قابل تشخيص روي گياهان ايجاد بيماري مي

ث و و حدود وژيك اين جنس ها از غور مورفولنيستند

از. همديگر مشخص نيستند  بطور كلي در اين گروه

فورهاي آزاد توليدوي ها بر روي كنيدقارچ ها كنيدي

فورها از هيف هاي رويشي غيروكنيدي. مي شوند

و يا تا حدودي متمايز مي سلولي. باشندمتمايز

فوروكنيديزا اغلب بصورت انتهايي بر روي كنيدي

ب و و تشكيل شده ه صورت سيمپوديال رشد كرده

. توليد يك راكيس با ظاهري دندانه دار مي نمايد

كلادوفيالوفورا برخي گروهها مانند گونه هاي جنس

هاي توتي شكل در محل بافت توليد كلاميدوسپور

ها. آلوده مي نمايند با اين وجود تشخيص اين جنس

بر اساس خصوصيات مورفولوژيك از همديگر براحتي 

 خصوصيات بعنوان مثال. پذير نيستندكانام

، رينوكلادييلا راميكلريديومجنس هاي مورفولوژيك

].5[با همديگر همپوشاني دارند ورونئاو

اغلب ساپروفيت بوده راميكلريديومگونه هاي جنس

 زا هستند در حاليكهو يا بر روي گياهان بيماري

ت پاتوژن اغلب بصوررينوكلادييلا هاي جنس گونه

و حيوان يافت  هاي فرصت طلب بر روي انسان

گونه هاي جنس برخي از علاوه بر اين.شوندمي

 داراي اگزوفي يالامانند گونه هاي جنس رينوكلادييلا 

 ورونئا گونه هاي جنس. رشد مخمري نيز مي باشند

اغلب ساپروفيت بوده ولي برخي اعضاي اين جنس

 بر روي انسان گزارش زا بعنوان عوامل بيماري

از راميكلريديومبرخي از گونه هاي جنس. اندشده

 كلادوسپوريومنظر مورفولوژيك مشابه جنس

اغلب كلادوسپوريومهاي جنس گونه. باشندمي

و يا همراه بافت ميساپروفيت باشند، با هاي گياهي

اين وجود برخي از گونه هاي اين جنس باعث ايجاد 

].6،5[ بر روي انسان مي شوندآلرژي

بين خصوصيات با توجه به همپوشاني موجود

از، راميكلريديومو رينوكلادييلا مورفولوژيك  برخي

زا بر روي انسان در جنس بيمارييهاگونه

 راميكلريديومگونه. اندبندي شده طبقهراميكلريديوم
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97 مهدي ارزنلو ... تعيين موقعيت تاكسونوميك

اعث ايجاد عفونت مغزيببر روي انسان مكنزيي

م اين گونه محدود به منطقه. شودميرگ منجر به

و تاكنون از ديگر نقاط جهان گزارشوخا رميانه بوده

، يمن، از كشورهاي عربستانبيمارياين. نشده است

تاكنون. گزارش شده استو قطر فلسطين اشغالي

كه 18 مورد از اين عفونت قارچي گزارش شده

 اين بيماري.مامي موارد منجر به مرگ شده اندت

،10[اخيرا از كشور هندوستان نيز گزارش شده است

اين گونه بر روي محيط كشت عامل بيماري.]9،8،7

ب هاي كندتوليد كلني و رنگه رشد با ظاهري پنبه اي

بهيف. زيتوني تيره مي كند اي روش رنگ قهوهه ها

و كنيدي فورهاي قارچ از هيف هاي رويشي غيروبوده

و  . متمايز مي باشندتا حدودييا قابل متمايز بوده

و يا بين هيفي تشكيل سلول كنيدي زا بصورت انتهايي

بهوهمي شوند، كنيدي هاي تك سلولي، قه اي روشن،

.تا بيضي شكل ديده مي شونداشكال استوانه اي 

و ثغور قارچ و شناسايي حدود بطور كلي تاكسونومي

موآهاي و بيش هم پوشارنامورفيك با ن فولوژي كم

مي تلاشي فرا شناسايي دقيق.باشدروي قارچ شناسان

زا گونه هاي قارچي ساپروفيت از گونه هاي بيماري

و ديگر حيوانات از نظر كلينيكي از  بر روي انسان

در. اهميت بالايي برخودار مي باشد در ضمن

تگاههاي طبيعيسمطالعات اكولوژيكي جهت تعيين زي

].9،5[ ري مي باشد شناسايي دقيق ضرو،اين قارچ ها

امروزه با بهره گيري از پيشرفت هاي ايجاد شده در

و ثغور،زيست شناسي مولكولي  تعيين حدود

ب و ديگر موجودات زنده راحتيهگروههاي قارچي

بر.امكان پذير مي باشد  DNAروش هاي مبتني

موجود همراه با روش هاي كلاسيك مشكلات

برعكس.ندنكميشناسايي عوامل بيماريزا را مرتفع

 تحت تاثير DNAهاي روشهاي كلاسيك، داده

 مقايسه توالي هاي.گيرندمتغيرهاي محيطي قرار نمي

DNA بصورت رايج در مطالعه روابط خويشاوندي 

و در اغلب قارچ ها مورد استفاده قرار مي گيرد

موارد نتايج مطمئن تري در مقايسه با خصوصيات 

توالي ژنهاي كد كننده. مورفولوژيك به همراه دارد

و ژنهاي كد كننده  ميو ريبوزRNAپروتئين

)rDNA(ناحيه ITS-rDNA زير واحد كوچك ،

)SSU-rDNA(و زير واحد بزرگ)LSU-rDNA(

جهت تعيين سطح مختلف روابط خويشاوندي در بين

،13،12،11[ قارچ ها مورد استفاده قرار مي گيرند

از].6،5،2 در اطلاعات حاصل توالي نوكلئوتيد ها

طراحي آغازگرهاي اختصاصي جهت تشخيصي 

مولكولي عوامل بيماريزا در كلينيك ها بصورت رايج 

 لذا اهداف پژوهش.مورد استفاده قرار مي گيرند

تعيين موقعيت تاكسونوميك گونه)1(حاضر شامل

مطالعه روابط خويشاوندي)2(مكنزيي راميكلريديوم

يزا بر روي انسان با ديگر بين جنس هاي بيمار

و يا بيماريزا بر روي  گروههاي قارچي ساپروفيت

.گياهان بودند

 روش كار

 مورفولوژي

 جدايه هاي قارچي مورد استفاده:جدايه هاي قارچي

درودر اين تحقيق همراه با منشاء جغرافيايي  ميزبان

. ليست شده است1جدول

ه مورفولوژيك جهت بررسي خصوصيات ا بر جدايه

روي محيط كشت عصاره مخمر آگار كشت داده

 درجه سانتيگراد25كشت ها در درجه حرارت. شدند

و روز در شرايط تار14به مدت يكي نگهداري شدند

و مشخصات كلني  شامل نرخ رشد، شكل ظاهري

به منظور مطالعه. داشت گرديدندياد كلنيرنگ

 اندكي ساختارهاي ميكروسكوپي، از تكنيك كشت لام با

براي اين منظور لام هاي. تغييرات استفاده گرديد

استريل در داخل تشتك پتري ديش بر روي دو ميله 

درUشيشه اي  و يك بلوك از كلني  قرار داده شدند

حال رشد قارچ به ابعاد يك سانتيمتر مكعب بر روي

و متعاقب آن يك لامل استريل در  لام قرار داده شد

شدسطح بلوك كلني قرار   پس از تشكيل.داده
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عل 98  1389، تابستان دوم شمارهدهم،دوره وم پزشكي اردبيل مجله علمي پژوهشي دانشگاه

ساختارهاي ميكروسكوپي قارچ در سطح لامل، لامل از

و لام ميكروسكوپي در  سطح بلوك آگار برداشته شد

و ساختار هاي ميكروسكوپي قارچ  اسيد لاكتيك تهيه

و دست نخورده زير ميكروسكوپ  در حالت طبيعي

و تصوير برداري با استفاه از سيستم  نوري بررسي

د ].5[يجيتال انجام گرديدعكسبرداري

:مطالعات مولكولي

براي اين منظور جدايه هاي قارچي: DNAاستخراج

بر روي محيط كشت عصاره مالت آگار بصورت 

به. مخطط كشت داده شدند پس از رشد كلني قارچ

 با استفاده از كيت  DNA استخراج،اندازه كافي

)MoBio laboratories, USA( موبيو تجارتي

ي  DNA. العمل كارخانه انجام گرديدردستومطابق

شد20استخراج شده در دماي منفي . درجه نگهداري

: اي پلي مرازواكنش زنجيره

 آغازگرهاي ITS-rDNAجهت تكثير ناحيه

ITS1(5TCCGTAGGTGAACCTGCGG3) و
ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC3) 
مورد استفاده واقع شدند كه اين آغازگر ها بخشي از

َنا -SSU(ي ريبوزومي DNA زير واحد كوچك3حيه

rDNA(ناحيه ،ITS1 5.8وS ،ITS25َ ناحيهو بخشي

-LSU(ي ريبوزومي DNAاز زير واحد بزرگ

rDNA (را با استفاده از واكنش زنجيره اي پلي مزار

 جهت تكثير بخشي از زير واحد.]12[تكثير مي كنند

،)LSU-rDNA(ي ريبوزومي DNAبزرگ

وRoR(5ACCCGCTGAACTTAAGC3)ايآغازگره

(5TCCTGAGGGAAACTTCG3) LR5 مورد 

اي مخلوط].13[استفاده واقع شدند واكنش زنجيره

م م5/0 شاملزارپلي  Taq(زارواحد آنزيم پلي

DNA polymerase(بافر واكنش ،)1X PCR 

buffer(،5/0ميلي مول كلريد منيزيم)0.5 mM  

Mgcl2(،2/0ه ازميلي مول از  پيكوdNTP  ،5ر يك

وآمول از هر يك از از15 الي10غازگر ها  نانو گرم

DNA با استفاده بود كه حجم نهايي مخلوط واكنش 

 ميكرولتير تنظيم25اربه مقدآب ديونيزه استريل از

با استفاده از تكثير نواحي ژنومي مورد نظر. شد

 GenAmp PCR System( دستگاه ترموسايكلر

ب)9700 به95ا اعمال حرارتو  درجه سانتيگراد

آن دقيقه جهت واسرشت اوليه5مدت و به دنبال

52 ثانيه،30 درجه به مدت94 چرخه شامل 36

و30درجه به مدت  دقيقه1 درجه به مدت72 ثانيه

 دقيقه7 درجه به مدت72يك چرخه در نهايتو

شدجهت گسترش نها درجه حرارت دستگاه. يي انجام

 درجه10 انجام واكنش بر روي درجه حرارت پس از

و براي مدت نامعلوم، جهت جلوگيري از تجزيه

محصولات. تنظيم گرديد PCRتخريب محصول 

 درصد حاوي1 بر روي ژل آگارز  PCRواكنش 

.اتيديوم برومايد زير دستگاه ژل داك بررسي شدند

 واكنش تعيين توالي نوكلئوتيدي قطعات: تعيين توالي

 BigDye( شده با استفاده از كيت تجاري تكثير

terminator v. 3. 1 (مطابق دستورالعمل سازنده

)ABI Persim 3700(با استفاده از دستگاهو كيت 

. گرديدانجام

توالي هاي خام با استفاده از نرم افزار: فيلوژني

SeqMan (Lasergene package, DNAstar) 
و ويرايش شدند ها.بررسي شده ي ايجاد شده توالي

در اين بررسي با توالي هاي موجود در بانك ژن

)NCBI Blast Search (و زير هم چيني مقايسه شده

 انجام Mega 4دايه ها با استفاده از نرم افزارج

و الگوي هم ترازي چند گانه و گرديد بررسي

 درختچه فيلوژنتيك بر اساس روش پيوست 

و) Neighbor joining(ها همسايه ترسيم گرديد

.روابط خويشاوندي جدايه ها بررسي شد

هايافت ه

ي ژنومي با DNA حاصل از تكثير PCRمحصول

 LROR(و) ITS4و ITS1(استفاده از آغازگرهاي

و 550-570حدود)LRو -950حدود جفت باز

 در اين بررسي. جفت باز به ترتيب تكثير كردند930

LSU-rDNA (24(و زير واحد بزرگ  ITSناحيه
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 تعيين توالي1 مطابق جدول گونه15جدايه متعلق به

. گرديدند

 مقايسه توالي هاي ايجاد درختچه فيلوژنيك حاصل از

و تعيين شده براي هر گونه و زير هم چيني آنها

الگوي همترازي چندگانه با استفاده از توالي هاي هر

رين براساس مدل نزديكتدو ناحيه ژني مورد استفاده

، جدايه هاي مورد)neighbor joining(همسايه 

به. بررسي را در دو خوشه اصلي قرار داد با توجه

 كاملا ITSاينكه درختچه حاصل از توالي هاي ناحيه 

زير واحد منطبق با درختچه حاصل از توالي هاي ناحيه

بزرگ بود، تنها درختچه فيلوژنتيك حاصل از اطلاعات 

 واحد بزرگ ارايه گرديده استمربوط به ناحيه زير 

.)1شكل(

بر روي درخت فيلوژنتيك خوشه اول جدايه هاي

 راميكلريديومبه همراه گونه ورونئاو رينوكلادييلا

گكنزييـم ،اكولاتفسيومــريديــراميكل هايهــونـو

 پژوهش ايندر شده واقع بررسي مورد قارچي هاي جدايه ليست.1جدول

 منشاء جغرافيايي ميزبان گونه

Ramichloridium apiculatum كخا  آمريكا

Ramichloridium apiculatum Cucumis sativus افريقاي جنوبي 

Ramichloridium apiculatum Aloe sp. افريقاي جنوبي 

Ramichloridium apiculatum پاكستان خاك 

Ramichloridium biverticillatum نامشخص موز 

Ramichloridium musae نامشخص موز 

Ramichloridium musae سوري نام موز 

Ramichloridium pini انگلستان كاج 

Ramichloridium cerophilum برزيل خاك جنگل 

Ramichloridium indicum Sasa sp. ژاپن 

Rhinocladiella anceps Fagus sylvatica فرانسه 

Rhinocladiella basitona ژاپن انسان 

Rhinocladiella fasciculata ستانهندو چوب در حال پوسيدن  

Rhinocladiella phaeophora كلمبيا خاك 

Rhinocladiella sp. فرانسه عسل 

Rhinocladiella mackenziei فلسطين اشغالي انسان 

Rhinocladiella mackenziei فلسطين اشغالي انسان 

Rhinocladiella mackenziei امارات متحده عربي انسان 

Veronaea botryosa هندوستان پهن بز 

Veronaea botryosa ايتاليا نامشخص 

Veronaea botryosa استراليا نامشخص 

Veronaea compacta آفريقاي جنوبي نامشخص 

Veronaea japonica ژاپن ساقه در حال پوسيدن بمبو 
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راابيسي تون راميكلريديومو آنسپس راميكلريديوم

مي توتريالزكشامل مي شد كه در راسته  واقع

 راميكلريديومخوشه دوم گونه تيپ جنس. شوند

به همراه ديگر گونه) اپي كولاتوم راميكلريديوم(

كه بر روي گياهان ايجاد بيماري راميكلريديومهاي 

 كاپنوديالزمي كنند را شامل مي شد كه در راسته 

دو. قرار مي گيرند از نظر اكولوژيكي اعضاي اين

ديگر متفاوت مي باشند، اغلب گروههاي راسته با هم

 توانايي ايجاد بيماري كتوتريالزقارچي واقع در راسته 

بر روي انسان را دارند در حاليكه اعضاي راسته

 اغلب از ميزبان هاي گياهي گزارش شده كاپنوديالز

و DNA بنابراين با در نظر گرفتن داده هاي.اند

و مقايسه خصوصيا تخصوصيات اكولوژيك

با گونه مكنزيي راميكلريديومگونه مورفولوژيك

،)لا آتروويرنسرينوكلاديي(رينوكلادييلاتيپ جنس 

 يك جنس مناسب براي گونه رينوكلادييلاجنس

 راميكلريديومهايو ديگر گونهمكنزيي راميكلريديوم

 ورونئاگونه. مي باشداكتوتريالزواقع شده در راسته

و زير نيز به عنويوزابوتري ان عامل عفونت پوستي

 فولوژيكرپوستي گزارش شده ولي خصوصيات مو

جنس. متفاوت استرينوكلادييلا جنساين جنس از

دون بواسطه داشتورونئا  كنيدي هاي دوسلولي از

براحتي راميكلريديوم،رينوكلادييلاجنس ديگر يعني

).4 شكل( قابل تشخيص است

 بر اساس ريديومراميكل،رينوكلادييلاشناسايي

براحتي امكان پذير نيست مورفولوژيك خصوصيات

 ايـن پـژوهش بـا اسـتفاده از مـدل ريبوزومي گونه هـاي بررسـي شـده در DNAگرام حاصل از توالي نوكلئوتيدي ناحيه زير واحد بزرگ فيلو.1شكل

اMaga 4درختچه فيلوژنتيك با استفاده از نرم افزار. نزديكترين همسايه ست ترسيم شده
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 101 مهدي ارزنلو ... تعيين موقعيت تاكسونوميك

 كنيديفور راميكلريديومدر جنس).3و2 اشكال(

)2شكل( هاي از هيف هاي رويشي متمايز مي باشند

فورها از هيف هايوكنيدي رينوكلادييلا ولي در

.]3[ رويشي به سختي متمايز مي شوند

ر قابل اعتمادي به نظر با اين وجود، اين ويژگي معيا

اعضاي هر دو جنس توليد كنيدي هاي. نمي رسد

تك سلولي مي كنند كه بر اين اساس نيز نمي توان 

با اين وجود. اين دوجنس را از همديگر تشخيص داد

سي. راميكلريديوم اپي كولاتوم مشخصات ميكروسكوپي گونه.2 شكل دي: اي، بي، و سلول هاي كنيدي زا؛  كنيدي: كنيديوفور

گو.3شكل اي. نه رينوكلادييلا مكنزييمشخصات ميكروسكوپي و اف: اي، بي، سي، دي و سلول هاي كنيدي زا؛  كنيدي: كنيديوفور

اي. مشخصات ميكروسكوپي گونه ورونئا بوتري يوزا:4شكل و جي: اي، بي، سي، دي و و سلول هاي كنيدي زا؛ اف كنيدي هاي در حال جوانه: كنيديوفور

كنيدي:زني؛ اچ
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اين دو جنس با در نظر گرفتن تركيبي از اطلاعات

DNA و اكولوژيكي از همديگر قابل شناسايي

.ي باشندم

 بحث

نتايج اين بررسي نشان داد كه موقعيت تاكسونوميك

راسته مكنزييراميكلريديومو فيلوژنتيك گونه 

در اين راسته جنس هاي مختلفي. مي باشدكتوتريالز

واقع شده اند كه مرحله جنسي آنها هنوز كشف 

تنها جنس تلئومورف شناخته شده در اين. نشده اند

لذا.]5،2،1[ راسته جنس كاپرونيا مي باشد

گروهبندي اين گروه از قارچ ها تاكنون بر اساس 

. خصوصيات مرحله غير جنسي استوار بوده است

بندي گروههاي قارچي بر اساس بطور كلي رده

خصوصيات مورفولوژيك مرحله غير جنسي منجر به 

و گروهبندي هاي گيرينتيجه غير هاي غير واقعي

 غير واقعي مي اين نتيجه گيري هاي. مي شودطبيعي

كه خصوصيات مورفولوژيك به اين خاطر باشد تواند

و در  ممكن است از جد مشترك منشاء نگرفته باشند

و تغذيه اي ايجاد شود كه نتيجه  نيازهاي اكولوژيك

 بعنوان مثال.اصطلاحا تكامل همگرا ناميده مي شود

و رينوكلادييلا از نظرراميكلريديومجنس

در. از يكديگر متمايز هستندبه سختي مورفولوژيك

حاليكه نتيجه پژوهش حاضر نشان مي دهد كه اين دو

بنابراين مبنا. جنس در دو راسته مجزا قرار گرفته اند

قرار دادن خصوصيات مورفولوژيك به تنهايي جهت 

.شناسايي اين گروه از قارچ ها توصيه نمي شود

يجدايه ك هاي گونه رينوكلادييلا مكنزيي به صورت

 قرار مي گيرند ولي كتوتريالزگروه مجزا در راسته

هاي از آنجائيكه معرفي جنس جديد براي قارچ

و بيش مشابه كه در  آنامورف با مورفولوژي كم

شود، گونه مذكور داخل يك راسته قارچي توصيه نمي

هادر جنس رينوكلادييلا   كه در مقايسه با ديگر جنس

افولوژيك زياديراز شباهت مو  برخوردار ين جنسبا

).1شكل(طبقه بندي شد بود،

با اتكا بر خصوصيات اكولوژيك مي توان تا حدودي

 ولي،اعضاي اين دو راسته را از همديگر تشخيص داد

با اين وجود اغلب گروههاي قارچي واقع شده در

 از پتانسيل ايجاد بيماري بر روي كتوتريالزراسته 

ا زندگي انسان برخوردار هستند برخي گروهه

اين وضعيت در مورد راسته. ساپروفيتي دارند

 هم صدق مي كند، اغلب اعضاي اين راسته كاپنوديالز

و يا زندگي با ميزبان هاي گياهي همراه بوده

ساپروفيتي دارند ولي برخي از پتانسيل ايجاد بيماري 

.بر روي انسان بر خوردار هستند

 مشكلات همراه با DNAداده هاي مبتني بر

زيرا. ويژگيهاي مورفولوژيك را مرتفع مي سازند

آن محصول فنوتيپ هر موجود زنده بيان ژنوتيپ

و با استفاده از اطلاعات   در اغلب موارد DNAبوده

مي توان تغييرات فنتيكي موجودات زنده را بررسي

داده هاي مولكولي ابزار مناسبي براي درك. كرد

 زنده به شمارتبين موجوداروابط فيلوژنتيكي 

 چنانكه نتايج اين بررسي نشان داد گونه].6[مي روند

 مكنزيي به راحتي از ديگر گونه هاي رينوكلادييلا

 بر اساس داده هاي توالي نوكلئوتيدي راميكلريديوم

DNA و موقعيت  ريبوزومي شناسايي گرديد

با تركيب داده هاي.نتيك آن بررسي گرديدژفيلو

DNA و و اكولوژيك  با خصوصيات مورفولوژيك

 ديگر خصوصيات افتراقي بين گروههاي قارچي

مي. توان نتايج مطمئن تري كسب كردمي به نظر

و هايرسد كه در آينده روش  تركيبي در شناسايي

.دنرده بندي قارچ ها بيشتر مورد استفاده شو

ايرينوكلادييلانكته جالب در مورد گونه ن مكنزيي

و است كه اين گونه محدود به خاورميانه مي باشد

تاكنون از كشورهاي معدودي گزارش شده است كه 

و قطر اشاره كرد  مي توان به عربستان سعودي، يمن

 افراد داراي، اغلب قربانيان اين قارچ].10،9،8،7[

 اينكه اين گونه.]9،8[ضعف سيستم ايمني بوده اند
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قه مي باشد يا اينكه در ديگر واقعا محدود به اين منط

مناطق نيز وجود دارد ولي هنوز ناشناخته مانده 

 اين گونه قارچي احتمال دارد. جاي بحث دارد،است

و بيماري ايجاد از پراكنش وسيعي برخودار باشد

اخيرا. گونه ناشناخته باقي مانده باشدشده توسط اين

يك مورد بيماري آبسه مغزي منجر به مرگ از 

ر هندوستان گزارش شده است كه از بافت هاي كشو

 مغزي گونه رينوكلادييلا مكنزيي جداسازي شده است

 با وجود اينكه به نظر مي رسد اين گونه بومي.]7[

منطقه خاورميانه مي باشد، اين گونه تاكنون از

بهبا زيستگاههاي طبيعي جداسازي نشده است  عنايت

 مورد از اين18نادر بودن اين بيماري كه تاكنون

 به نظر مي رسد كه در بيماري گزارش شده است،

شد بر رويمنابع پزشكي تاكيد كمتري ه اين بيماري

 بنابراين توصيه مي شود در منطقه خاورميانه.است

در بخش هاي درگير با بيماري هاي سيستم اعصاب

و مغزي احتمال آلودگي با رينوكلادييلا  مركزي

.مكنزيي نيز كنترل شود

با عنايت به پيشرفت هاي اخير در تكنيك هاي

اي انساني، ابداع روش تشخيص مولكولي بيمارگره

و دقيق تشخيصمولكولي براي  عامل اين سريع

و تعيين زيستگاههاي طبيعي بيماري  در بيمارستان ها

. ضروري به نظر مي رسداحتمالي اين گونه قارچي

ي DNAتوالي نوكلئوتيدي ناحيه زير واحد بزرگ

 كه در اين پژوهش ريبوزومي جدايه هاي اين گونه

از منحصر به فرد مي ايجاد شدند، و مي توان باشند

آنها جهت طراحي آغازگرهاي اختصاصي اين گونه 

.استفاده كرد

 نتيجه گيري
نتايج اين تحقيق موقعيت تاكسونوميك دو جنس

هب،و رينوكلادييلا را مشخص مي كندراميكلريديوم

ت  در راسته راميكلريديومرتيب كه جنس اين

 كتوتريالزو جنس رينوكلادييلا در راسته كاپنوديالز

 مكنزيي با در راميكلريديومگونه. قرار مي گيرند

و نظر گرفتن داده هاي مولكولي، مورفولوژيكي

 تحت عنوان كتوتريالزو راسته اكولوژيكي در جنس 

ميرينوكلادييلا مكنزيي .شودطبقه بندي
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 105 مهدي ارزنلو ... تعيين موقعيت تاكسونوميك

Taxonomic and phylogenetic position of Rinocladiella mackenziei 
(Ramichloridium mackenziei), causal agent of cerebral abscission in human 

Arzanlou M, PhD 

Plant Protection Department, Agriculture Faculty, University of Tabriz, Tabriz, Iran.  
E-mail: arzanlou@hotmail.com  

ABSTRACT 

Back ground and aim:  Cerebral phaeohyphomycosis in humans is caused by fungal agent 
which belongs to black yeasts. The disease is apparently restricted to Middle East been 
reported from Saudi Arabia, occupied Palestine and Qatar. The disease has not been recorded 
from Iran yet or its existence has not been noticed. Ramichloridium mackenziei is responsible 
for this disease, which belongs to fungal order chaetothyriales. Members of this order are 
mainly opportunistic pathogens on humans and animals causing a wide range of infections 
such as chromoblastomycosis (cutaneous, subcutaneous) and cerebral phaeohyphomycosis. 
Species recognition and delineation in members of this order is based on morphological 
features of asexual stage (anamorph). This order encompasses several genera such as 
Ramichloridium, Rhinocladiella, Exophiala, Veronaea, Cladophialophora.  Some members of 
this order are morphologically similar to plant pathogenic or saprotrophic species and there is 
no clear-cut morphological differences among these genera. Accurate identification of human 
pathogenic species in both clinics and natural ecological niches will play important role in our 
understating on ecology of these fungi.  
Materials and methods: In present study, 24 isolates belonging to 15 species from three 
genera viz., Ramichloridium, Rhinocladiella and Veronaea were subjected to morphological 
and molecular examinations. Morphological features were evaluated on malt extract agar, 
using a slide culture technique. Phylogenitc relationship among isolates was inferred based on 
sequence data from two genomic regions of ribosomal DNA including partial sequences from 
ITS-rDNA and LSU-rDNA.   
Results: Phylogeny inferred from DNA sequence data placed isolates in two groups. Clade 
one included Rhinocladiella and Veronaea together with Ramichloridium mackenziei and R. 
fasiculata, R. anceps and Rhinocladiella basitona which all belong to the order 
Chaetothyriales. The second clade included type species of genus Ramichloridium (R. 
apiculatum) together with other plant pathogenic Ramicholridium species which belong to the 
order Capnodiales. Putting together DNA sequence data, ecology and morphology, 
Rhinocladiella is an appropriate genus to accommodate Ramichloridium mackenziei.    
Conclusion: taxonomic and phylogenetic position of Ramichloridium mackenziei is 
ascertained in Chaetothyriales. Combination of DNA data set together with morphology and 
ecology is indispensable in identification of human pathogenic Chaetothyriales. Current work 
is good starting point towards studying importance and diversity of these fungi in Iran.  
Keywords: Ramichloridium mackenziei, Rhinocladiella, Brain abscess, Black yeast      
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