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چکیده
با اند. توصیف شدهآنها درصد 10کمتر از تا امروز میلیون عدد برآورد شده است که 5/1هاي قارچی موجود حدود تعداد گونه

هاي جدید و شناسایی گونهیابی ژنی و ژنومی، کشفتوالیی مثلهایفناوريشناسی مولکولی و توسعه اي اخیر در زیستهپیشرفت
ی بر تنهاي مببه ناکارآمدي روشتوجه با روند افزایشی به خود گرفته است.هاقارچویژه بههاي مختلف موجودات زندهدر گروه

در شناسایی خاصی را جایگاه DNAهاي مبتنی بر دادهجدیدتکنیکهاياستفاده از،ارچیهاي قشناسایی گونهشناسی براي ریخت
در مرکز ثقل راهکارهاي نوین براي DNAگذاريگذاري یا بارکدرمزینه.پیدا کرده استهاي قارچیسریع و دقیق گونه

انداز بین ژنی ناحیه فاصلهباشد.برخوردار میها قارچهها و شبدر شناسایی قارچساله 10سابقه ازو ها واقع شده استشناسایی قارچ
-ITS(ریبوزومیRNAاپرون  rDNA هاي یی دادهآ. کارقرار گرفته است) به عنوان یک رمزینه یا بارکد مناسب مورد توجه

نوان رمزینه استاندارد هاي قارچی باعث شده است که استفاده از این ناحیه به عدر شناسایی اغلب گروهITS-rDNAتوالی ناحیه 
اولیه رمزینه به عنوان ITS-rDNAرسد که ناحیهبه نظر میاینبا وجودشناسان قرار گیرد. ها مورد توافق قارچدر شناسایی قارچ

بسته به گروه قارچیحد گونهمورد استفاده واقع شود و شناسایی دقیق در ايجنس و یا گروه گونهدر حد ها شناسایی قارچبراي
براي DNAگذاريها استفاده از رمزینهبا عنایت به طبیعت پلئومورفیک قارچ.انجام شودثانویه هاي رمزینهساس مورد مطالعه بر ا

مرجع براي هزاران رمزینه صدها هزار توالی کنونتاباشد و در این راستا ها از درجه اهمیت بالاتري برخوردار میشناسایی قارچ
دانشمندان در راستايبعديهايایجاد شده است و تلاشDNAگذاري رمزینههاي طریق پروژهاز ده گونه از موجودات زن

خواهد بود. شناسایی توسط کاربران نهاییفرآیند جهت تسریع DNAگذاريرمزینهاتوماتیزاسیون ورمزینه هاي مدیریت داده
-1Cytochrome oxidase ،ITS:هاي کلیديواژه rDNA،tubulin–βمفهوم گونه مورفولوژیک.، شناسایی گونه ،

30/10/91پذیرش:11/10/91اصلاحیه نهایی:1/5/91وصول مقاله:

مقدمه
هاي ترین بخشها از مهمبندي گونهطبقهشناسایی و 

است. شناسایی صحیح زیستیو مطالعات 1بنديآرایه

1 -Taxonomy

ود ـموجهر رامون ـپیرا مفیديي اطلاعاتی هادریچه،هاگونه
هاي اکولوژیکی، فیزیولوژیکی، نقشقبیل ه اززند

گشایدهاي اجتماعی آن میبیوشیمیایی و سود و زیان
دي و ـبنش طبقهـل دو بخـامـشبندي آرایه).1و2(
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به موجودات زندهبندي گروههدف آن و است ذاريـگنام
و زیستی باشد که توصیف تنوع میطبیعیهاي واحد

کرده و در ضمن منعکس پذیر شناسایی گونه را امکان
موجودات مختلف هاي کننده روابط خویشاوندي بین گروه

ایجاد ،بنديمتخصصین آرایههدف ). 2و3(باشدزنده می
هاي ناهمگن موجودات در بین گروهقابل قبول یک نظم 

و نیز ها گروهبرقراري ارتباط بین زنده براي سهولت در امر 
یگران قابل استفاده و که توسط داست هایی روشایجاد 

دانشمندان ،براي نیل به این هدفآزمایش باشد.
اند که عموما راهکارهاي مختلفی را مورد استفاده قرار داده

شود. در از این راهکارها تحت عنوان مفاهیم گونه یاد می
متعددي از مفاهیم گونه ذکر هايبنديتقسیم،منابع علمی

و 1مفاهیم تئوریکان به تومیآنها بین شده است که از 
مفاهیم کاربردي ).3-5(اشاره کردگونه2مفاهیم کاربردي

باشند که از این بین داراي ارزش شناسایی و کاربردي می
و 4، گونه بیولوژیک3توان به مفهوم گونه مورفولوژیکمی

با وجود اینکه ).2و4(اشاره کرد5مفهوم گونه فیلوژنتیک
متغیرهاي مختلف از تاثیر تحت ز مفهوم فیلوژنتیک گونه نی

قبیل ناحیه یا نواحی ژنومی مورد استفاده براي برآورد روابط 
بنابراین،باشدمیهاي قارچی مختلفخویشاوندي بین گروه

رخت فیلوژنتیک و دالگوریتم مورد استفاده براي ترسیم 
گیرد، ولی در مقایسه با قرار میهاي دیگر لفهؤبرخی م

تایج قابل اعتماد و تکرار پذیرتري را راهکارهاي دیگر ن
هاي اخیر از اقبال عمومی در سالبنابراین،نمایدایجاد می

مورد طور معمول بین قارچ شناسان برخوردار بوده است و به
).4-15(گیرداستفاده قرار می

هاي مختلفی دانشمندان از داده،شناسیزیستدر تاریخ
که از بین اندفاده کردهبراي شناسایی موجودات زنده است

و، فیزیولوژیکمورفولوژیکهاي توان به دادهمیآنها 

1 -Theoretical species concept
2 -Operational species concept
3 -Morphological species concept
4 -Biological species concept
5 -Phylogenetic species concept

بیولوژیک اشاره کرد. نیاز به دانش تخصصی یکی از 
هاي محدود کننده در استفاده از دادهعوامل ترین اصلی

هاي براي شناسایی صحیح و دقیق گونهشناختی ریخت
برخی ناشی از مل عوا،در کنار این فاکتورو باشد قارچی می

هاي کشت نیاز به محیط(هاقارچنحصر به فردمهاي ویژگی
، سرعت رشد محدود و ویژه، شرایط نگهداري اختصاصی

شناختی به هاي ریختنیز از مشکلات دیگر روشغیره)
شناسی هاي اخیر در زیست. با پیشرفترودشمار می

، DNAبر پایه مولکولیهايروشتوسعهمولکولی و 
براي شناسایی سریع و دقیق  ها روشنشمندان از این دا

ها مولکولی شناسایی قارچهاياند. روشها بهره جستهقارچ
مراز و یا اي پلیعمدتا بر اساس تکنیک واکنش زنجیره

به که باشندهاي مبتنی بر این واکنش استوار میتکنیک
هاي زمایشگاهآهاي پزشکی، کلنیکدر صورت رایج 

با هاي قارچی گیاهی، و ... براي شناسایی گونهشناسیبیماري
مورد و صنعت کشاورزي ،پزشکیبالا دراهمیت اقتصادي 

هاي روشاز ) 6و8-11و14و15(انداستفاده واقع شده
، 6DNAهیبریداسیون تکنیک توان به میدیگر مولکولی 

RFLP2وAFLP3 با توجه به روند ).14(نمود اشاره
در کشاورزي، زا بیماريهاي قارچی با گونهافزایشی مواجهه 

قارچی مفید هاي از گونههاي بیمارستانی و استفادهعفونت
و و علوم وابستهفناوري زیستداروسازي، در صنعت،
که به خاطر )Cryptic speciesهاي پنهان (کشف گونه

بارز مورفولوژیک از همدیگر بر اساس هاي ویژگیفقدان 
قابل تفکیک نیستند، یکدیگر از اختی شنریختمعیارهاي 

با کارآمدي بالا در و تر دقیقهاي روشاهمیت استفاده از 
نمایدهاي قارچی دو چندان میتفکیک گونه

براي شناسایی ینهاي نویکی از روش. )2و4و7و14و15(
است که اهمیت DNAاستفاده از اطلاعات توالی ،گونه

هاي اخیر در با پیشرفترد. شناسی معاصر دادر قارچزیادي 

6 - DNA Hybridization
2- Restriction Fragment Length Plymorphism
3- Amplified Fragment Length Polymorphism
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نسینگ، ئپایروسکوروش یابی از جمله توالیهاي فناوري
یابی نواحی ژنی با سرعت عمل و دقت بالا انجام توالی

ها هاي توالی در شناسایی قارچ. استفاده از دادهگیردمی
مبتنی بر براي افراد غیر متخصص در زمینه شناسایی ویژه به

اي برخوردار اهمیت فوق العادهها ازقارچشناسی ریخت
استفاده از سیستم شناسایی مولکولی اندیشهباشد.می

است 1990دهه ها مربوط به استاندارد براي شناسایی گونه
هاي و تکثیر ژنPCRروش ها اختراع در این سال. )1و16(

یابی توالیهاي تکنیکموجودات زنده و به دنبال آن توسعه
ي هاي مختلف ژنومی و امکان مقایسهتو تعیین توالی قسم

آنها افق جدیدي براي حل مشکلات فراروي 
ها و مقایسهتوالیبنديدستهبا . ایجاد کردها تاکسونومیست

اي آماري و بیوانفورماتیک، درختهآنها با استفاده از روش
وابط خویشاوندي موجودات شود و رترسیم میفیلوژنتیک

، ژنومیDNAبراي این منظور از شود. تعیین میزنده 
.گرددمیاستفاده غیره وپلاست و میتوکندري، کلر

یک سیستم شناسایی مبتنی بر استفاده DNAگذاري رمزینه
یک ژن و یا تعداد هاي توالی نوکلئوتیدي ترجیحاًاز داده

معدودي از نواحی ژنی براي شناسایی سریع و دقیق 
دنبال مشخص رود. به هاي موجودات زنده به شمار میگونه

اساس شدن موقعیت فیلوژنتیک یک گونه قارچی بر
هاي توالی نوکلئوتیدي روي درخت فیلوژنتیک و داده

با درجه تشابه دیگر هاي مقایسه توالی گونه هدف با گونه
پذیر براي گونه مورد نظر امکانDNAرمزینه بالا، طراحی 

به شناسایی DNAگذاري رمزینه. در واقع )1(خواهد بود
تعداد بیشتري از یک یاتوالی هاي دادهها با استفاده از گونه

بندي آرایهصرفاً،DNAگذاريرمزینهپردازد. ها میژن
کارآمد و دقیق براي روشی با توان عملیاتی بالا،نیست بلکه 

که بر اساس آن استهاها در همه شاخهشناسایی دقیق گونه
پذیر امکان1هاسازوارهتمامشمارشدر نهایت شناسایی و 

،بنديآرایهمتمم DNAگذاريرمزینهدر واقع .شودمی

1 - Organisms

. )1و2و16و17(استفیلوژنی مولکولی و ژنتیک جمعیت
هاي توالی براي از این نظر که از دادهDNAرمزینه گذاري 

با فیلوژنی مولکولی شودمیاستفاده هاآرایهشناسایی 
مطالعه ،در فیلوژنی ملکولیاصلی هدف ولی،مشابهت دارد

و بازسازي روابط خویشاوندي بین موجودات زنده در 
سطوح مختلف تاکسونومیک (گونه، جنس، خانواده و راسته 

باشد و در این راستا هر چه هاي توالی میبر اساس دادهو ...) 
تري از هاي مورد استفاده بیشتر باشد فهم واقع بینانهتعداد ژن

اوندي در سطح مختلف تاکسونومی حاصل روابط خویش
در اخیر هاي هایی که سالشود، حتی با پیشرفتمی

هاي مقایسه توالی،یابی ایجاد شده استهاي توالیفناوري
ژنومی در مطالعات فیلوژنتیکی دور از انتظار نیست. در 

شناسایی DNAگذاري هدف اصلی در رمزینهکهحالی
باشد و این میهاي توالیهدادها بر اساسآرایهمطمئن 

در سطوح بالاي فیلوژنتیک کارآییفاقد ها عموما داده
.هستندتاکسونومی 

مطالعهروش
در مقاله حاضر، جهت بررسی نقاط قوت و ضعف 

شناسی و مولکولی رایج در راهکارهاي مبتنی بر ریخت
ترین ها، سعی شده با استفاده از جستجوي تازهشناسایی قارچ

هاي اطلاعاتی خارج کشور نظیر بانکاز مرتبط مقالات 
Pub med Medline, Scopus, Google scholar,

Elsevier databasesهاي اطلاعاتی داخل  و بانک
،  Iran doc ،Iran medex،Magiranکشور مثل 

SIDوMEDLIBاز قبیل هاي کلیديواژهاستفاده از با
LSU rDNA ،SSUهاي ژنرمزینه گذاري،  rDNA ،

Internal Transcribed Spacer (ITS-rDNA) ،
Translation Elongation Factor 1-alpha

(TEF-1α) ،RPB1 ،RPB2 ،β-tubulin ،Acitn ،
Calmodulin وHistonH3 ، شناسایی گونه، مفهوم

با مروري 2012تا 2001سال هاي از گونه مورفولوژیک
Barcoding(اي انگذاري ديجامع بر روي اساس رمزینه
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DNAهاي ) که افقی جدید در شناسایی مولکولی قارچ
هاي اخیر در این زمینه مورد بحث پاتوژن می باشد، پیشرفت

.قرار گیرد
مولکولیبندي تا آرایهبندي سنتی آرایهاز 

، شناساییدر شناختی ریختهاي ویژگیاستفاده از 
ه از سابقه موجودات زندروابط فیلوژنیبرآورد وبندي آرایه
که در منابع از آن تحت عنوان باشدساله برخوردار می300

اساس راهکار .شودشناسایی مورفولوژیک گونه یاد می
افراد ایو کیفولوژورمهايپیکه تشناسی این است ریخت

ها در سطح همه افراد گونه باشند. تفاوتگرانینماتوانندیم
دو يدارا1نهیلفیگونه طبق تعرکفولوژیورمفهوم م

صفات ترتیب که اولاًبدین،ویژگی اصلی است
(همگن بودن) ثابتبین افراد یک گونه شناسی ریخت

. دهندنشان میي رابارزهاي تفاوتها بین گونههستند و ثانیاً
مفهوم نقطه قوت )5(و همکاران لوریتاطبق نظر
در مورد هر آن يریکارگهبتیقابل،گونهکمورفولوژی

باشدیآن مبا سابقه طولانیو عیو استفاده وسیقارچیهآرا
).2-4و10و18(

خصوصیات فنوتیپیک یعنی هايویژگیطور سنتی به
ها مورد قارچییاساشندریکیولوژیزیو فشناختیریخت

ژهیوبههااما این ویژگی،رندگییاستفاده قرار م
واقع یطیمحطیشراریتحت تاثبه شدتشناسیتریخ

هاي. تفاوتباشندمیرالعاده متغیفوقبنابراینو شوندیم
نیچندحاًی(ترجشناختیهاي ریختویژگیموجود در 

ها مورد استفاده گونهفیو توصیی) جهت شناساویژگی
از گریدیکی). 2و4و6و10و11و15(گیرندقرار می

در شناختیریختعمده در استفاده از صفات هايتیمحدو
است که تعداد نیایقارچيهاروهاغلب گییشناسا

هايبه مراتب کمتر از تعداد گونهصیقابل تشخاتیخصوص
و یا تعداد یقارچيهااز جنسکیهريشناخته شده برا

هاي متعددي نمونه. دباشیمهاي قارچی در یک جنسگونه

1 - Linne

که شناسان تجربه شده استتوسط قارچها محدودیتاز این 
مشکلات موجود در شناسایی توان به میآن جملهاز 

شاره اشناختی ریختهاي مبناي دادهبریومرفوزاهاي گونه
هاي نکته مهم این است که این جنس فاقد ویژگیکرد.

ها بخش گونهشناختی کافی جهت تفکیک رضایتریخت
ها در این باشد، بنابراین برخی معتقدند که تعداد گونهمی

شناختی موجود یختهاي رجنس بیشتر از تعداد ویژگی
،برخی اوقات هم.)15و18(باشدها میبراي شناسایی گونه

هایی را در هاي متعلق به یک گونه ممکن است تفاوتجدایه
شناختی از جمله اندازه و رنگ هاي ریختبرخی ویژگی

، شکل و اندازه ماکروکنیدي و تشکیل کلامیدوسپور پرگنه
نشان دهند. 

بندي آرایه،مولکولیهاي تکنیکبا معرفی و استفاده از 
شده ي تبدیلبرانگیزبحثبه موضوع فوزاریومهاي گونه

هاي تلفیق مفهوم گونه فیلوژنتیک با دادهویژه بهاست. 
DNAهاي جدید منجر به توصیف موج جدیدي از گونه

زادهمیا 2هاي سیبلینگگردیده که شامل تعدادي از گونه
بر زاد همهاي شد. شناسایی گونهبانیا یا خواهري) می(هم

باشدغیر ممکن میشناختی ریختاساس مشخصات 
Fusariumگونه مرکب داخلدر مثلا ). 1و4و15و18(

graminearum گونه فیلوژنتیک شناسایی 15تاکنون
دیگر بر اساس یکها از که تفکیک این گونهاستشده
عدم .)15و19(نیست پذیر امکان شناختی ریختهاي داده
هاي یی صفات مورفولوژیک در تفکیک موفق گروهآکار

نیز تجربه شده است. 3مخمرهاي سیاهشبهقارچی در مورد
هاي اصطلاح مخمرهاي سیاه معمولا براي توصیف قارچ

تولید کننده رنگدانه ملانین که علاوه بر فاز میسلیومی داراي 
شود یک فاز مخمري در محیط کشت می باشند، اطلاق می

به عنوان عوامل بیماریزاي انسان و موجودات زنده و )19(

2 - Sibling species
3 - Black yeast like fungi
2 - Bioweathering biodegradation and
bioremidiation
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زایی درو مخصوصاً باعث عفونتروندبه شمار میدیگر 
شوند ها در افراد با سیستم ایمنی ضعیف میمغز و سایر اندام
. )1و3و4و10و18(باشدتوانند کشنده نیزکه گاهی می

و تخریب1ها در ایجاد فرسایش زیستیهمچنین این قارچ
) نقش دارند. از طرف 20هاي زینتی و آثار باستانی (سنگ

3سازيدیگر نقش مثبت مخمرهاي سیاه در زیست سالم

هاي نفتی ثابت شده استو تجزیه آلایندهمحیط زیست 
نشان دادند که جنس )7(ارزنلو و همکاران).21و22(

Ramichloridium که حدود و ثغور آن بر اساس
تعیین شده است، یک گروه یشناختهاي ریختویژگی

نتایج بررسی این .گیردرا در بر میهاناهمگن از قارچ
انسان که قبلا در زاي بیماريهاي داد که گونهنمحققین نشا

بندي شده بود، متعلق به طبقهRamichloridiumجنس 
Chaeothyrilaesدر راستهRhinocladiellaجنس 

متعلق Ramaichloridiumکه جنس در حالی،باشندمی
. در مورد )7و13(باشدمیCapnodilaesبه راسته 

قارچی متعلق به مخمرهاي سیاه از قبیل دیگر هاي هگرو
Cladophialophora وExophiala نیز شناسایی

یر ذپبه صفات مورفولوژیک امکانءبا اتکاتنها ها گونه
موجود در شناسایی مبتنی مشکلات ).7و10-13باشد (ینم

استفاده شناسان بهباعث روي آوردن قارچشناسی یختبر ر
ها گردید. با ابداع در شناسایی قارچهاي مولکولیروشاز 

از اي پلیمراز امکان تکثیر نواحی ژنیواکنش زنجیره
. بنابراین از طریق استخراج فراهم گردیدDNAهاي نمونه

DNAهایی از هاي قارچی امکان تکثیر بخشاز کشت
دنبال هب.)2و14(ي اهداف تشخیصی فراهم گردیدژنوم برا

به پلیمرازايمتعدد مبتنی بر واکنش زنجیرههاي تکنیکآن 
در برخی و حتی قرار گرفتصورت وسیع مورد استفاده 

سنجی گونه هاي قارچی به صورت موارد تشخیص و کمیت
هاي گیاهی آلوده، هاي آلوده (نمونهنمونهزمستقیم ا

شد پذیر و...) امکان، هوا، خاكونیهاي خنمونه

3 - Biodegradation and bioremidiation

کارگیري هبا  ب)6(ارزنلو و همکاران).6و9و14و15(
TaqManيفناور Real Time Assay،
دخیل در بیماري مرکب Mycosphaerellaهايگونه

هاي آلوده سیگاتوگاي موز را به صورت مستقیم از نمونه
. قرار دادندسنجیکمیتمورد و دادهموز تشخیصگیاه 

از سنتی هاي مولکولی در مقایسه با روشهاي رهیافت
و هستند برخوردار يسرعت، دقت عمل و حساسیت بالاتر

محققین و پرسنلیخطرات کمتري سلامتها در این روش
کندهاي آلوده تهدید میزمایشگاه را موقع کار با نمونهآ
هاي توالی نوکلئوتیدي در دادهدر حال حاضر ).14(

کشاورزي و صنعت پزشکی، ها در علوم ارچشناسایی ق
از همچنین گیرد. مورد استفاده قرار میمعمول طوربه

بین هاي توالی براي مطالعه روابط خویشاونديداده
در موجودات زنده در سطوح تاکسونومیک مورد علاقه

).6و9و14و15و19(شوداستفاده میی تکاملی سناشزیست 
سرعتاز یابی کههاي توالیيفناورهاي اخیر در با پیشرفت

یابی هاي توالیهو هزینبیشتري برخوردار بودهدقت عملو
اند، تعیین توالی به صورت قابل توجهی کاهش دادهرا

اي به یندهآنواحی ژنی و ژنوم موجودات زنده سرعت فز
هاي گروهوها جزقارچخصوص، خود گرفته است. در این 

ژنوم تعداد زیادي از لی کامل تواروند و پیشرو به شمار می
هاي و قارچگیاهیانسانی، زاي هاي قارچی بیماريگونه

باشد.در دسترس می)23-25(مورد استفاده در صنعت
یابی جدید توالیفناوري نسینگ یک ئپیروسکورهیافت 

کی، 2دهی زنجیرهروش مبتنی بر پایانخلاف باشد که برمی
از آزاد شدن نور به واستReal-Timeیابیِوالیتروش 

هدف DNAبه رشته دیالحاق نوکلئوتيبرایعنوان علامت
ابداع و 1996در این روش که در سال .کندیاستفاده م

در زنجیره در حال الحاق نوکلئوتید مکمل، گردیدمعرفی 
سري فعل منجر به آزاد شدن نور بر اساس یکDNAستنز 

هاي دادهننباشته شدبا ا.)26(ودشو انفعلات آنزیمی می

2- Chain terminator sequencing (Sanger sequencing)

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jk
u.

m
uk

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
01

 ]
 

                             5 / 14

http://sjku.muk.ac.ir/article-1-1194-fa.html


رمزینه گذاري دي ان اي...118

1392مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان/ دوره هجدهم / زمستان 

هاي جدید براي شناسایی موجودات توالی نوکلئوتیدي ایده
هدف و باشندگیري میزنده شکل گرفته و یا در حال شکل

لازم براي تشخیص سریع فناوري ایجاد ،نهایی دانشمندان
ت یهاي موجودات زنده با ضریب اطمینان بالا و با قابلگونه

2003و همکاران در سالهبرت باشد.اتوماتیک کردن می
ي را برايجالب و جدیدروشبراي اولین بار یک )1(

زاساس تنوع ژنی سیتوکروم اکسیداشناسایی جانوران بر
از این ژن جفت بازي 648پیشنهاد کردند. آنها ناحیه1یک

را به خاطر نداشتن اینترون، نوترکیبی کمتر و شکل 
ین روش در مورد که اهاپلوئیدي وراثت ژن انتخاب کردند

% 5وبل قبول بودموارد قا%95در حیوانات شناسایی 
در .)1و16(هاي جدید بودمربوط به وجود گونهباقیمانده 

شناسایی اولین بار جهتبرايDNAگذاري رمزینهواقع 
ژنوم در آن هاي حیوانی ابداع شد که سریع و دقیق گونه

و رار گرفته بود میتوکندریایی موش به عنوان مرجع استفاده ق
هاي هدف امروزي آن استفاده در شناسایی تمامی گونه

DNAگذاري رمزینهاز در حال حاضر باشد. یوکاریوت می

ها، رچهوها، مماهی،هایی از قبیل پرندگاندر شناسایی گروه
ها و پروتوزوآهاهاي دریایی، دیاتومداران، جلبکبال پولک

فعالیت در زمینه شود. استفاده می) 1و27-30(گیاهان و
در سال اولین بار ها در مورد قارچDNAگذاريرمزینه
و صورت گرفت کاناداگلف توسط محققان دانشگاه 2003

گذاري رمزینهکنسرسیوم با شروع به کار2004در سال 
قابل هاي پیشرفتCBOLیا(حیات) 2موجودات زنده

ي قوي ابزارهاصورت گرفت. سپس در این زمینهتوجهی
ي مرجع اي به نام کتابخانهیی در مجموعهشناسا

.)31(گردیدآوريجمعDNA3گذاريرمزینه
هادر قارچDNAگذاريرمزینه
هاي موجود قارچی ناشناخته است و بیشترین گونهکل تعداد

حدود . تاکنونمیلیون گونه است5/1تخمین ذکر شده 

1 - Subunit 1 of cytochrome c oxydase
3 - www.barcoding.si.edu
4- Consortium for the Barcode of Life
5 - DNA Barcode Reference Library

که این )32(وصیف شدهتي قارچی گونه120000-80000
این به و یابد افزایش میدرصد 2/1به میزانهر سالهتعداد 

استفاده از گونه در هر سال است. 1700معناي توصیف 
سال اخیر به بخش 15-20در طول DNAگذاريرمزینه
نگرشتحقیقات اکولوژیکی تبدیل شده است و از مهمی 
مختلف هاي هاي گروهو تفاوتزیستی به تنوع ي راجدید

DNAگذاري رمزینه. )1و16(استایجاد کرده ارچی ق

شدن روشی براي شناسایی سریع، دقیق و قابل اتومات
به ژنی کوتاه و استانداردها با استفاده از یک ناحیهگونه

اي است که روشی عملی و عنوان نشانمند کردن بین گونه
گذاريرمزینه.نداردبالاقابل اطمینان بوده و نیاز به تخصص 

DNAها در به عنوان ابزاري براي شناسایی دقیق گونه
شوداي استفاده میالعات اکولوژیکی و تنوع بین گونهمط

اي بوده که مکملی براي تشخیص لینه،این روش). 1و16(
از ژن اولین بار جدید نیست.به تنهایی قادر به شناسایی گونه

COX1 فرتسایتوسطقارچی رمزینهنشانگربه عنوان یک
سهولت را آنعلتواستفاده شدها در مورد قارچ)1و4(

ها بر قارچهاي همهدر بین دودمانCOX1توالی بنديرج
نیز وβ-tubulinو ITS-rDNAناحیهتوالی خلاف

بیان حیوانات و پروتیستا بینCOX1بودن ژنمشترك 
-ITS،ی بین المللیانجمن قارچ شناساما امروزه .کردند

rDNAبه جاي راCOX1 به عنوان گذاريرمزینهبراي
، COX1مشکل بودن تکثیر مرجع قرار داده و علت آن را 

، هاي متفاوتهاي متحرك چندگانه با طولحضور اینترون
عدم وضوح کاملو ژناین چندگانه از هاينسخهحضور 

COX1اپرون .)2و34(ه استبیان کردهادر برخی آرایه
RNAشود که به ي مختلفی را شامل میهاریبوزومی بخش

هاي متعدد در نسخهصورت تکرارهاي دوتایی و به تعداد 
ژنوم موجودات زنده وجود دارد. این ناحیه شامل زیر واحد 

large)، زیر واحد بزرگ (Small Subunitکوچک (

subunit( ،ITS ،IGS وS5اپرون . ساختار استRNA

زیر واحد بال ناحیه دنهبه این ترتیب است که بریبوزومی 
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دو بخشکه واقع شده است ITSناحیه ) SSUکوچک (
ITS1 وITS2ما بین این دو بخش ژن وشودرا شامل می

S8/5بعد از ناحیه واقع شده است .ITS ناحیه زیر واحد ،
IGSدنبال آن ناحیه هب،واقع شده است) LSU(بزرگ 

کیل شدهتشIGS2و IGS1اغلب از دو بخش وقرار دارد
ها ناحیه در برخی گروهنیزدر حد فاصل این دو بخشاست.

S5هاي متعددي براي ). آغازگر1(شکلگیردقرار می
اند هاي مختلف قارچی طراحی شدهتکثیر این ناحیه در گروه

، ITS1/ITS4 ،V9G/ITS4توان به میآنها که از بین 
ITS5/ITS4وITS1/ITS4ناحیه. )2و34(اشاره کرد

ITS بین مناسبتنوعبا ، زیاد در داخل ژنومنسخهتعداد با
نیز ودیگرقارچی و موجودات زندههاي مختلفگروه

داراي ونواحی حفاظت شده براي طراحی آغازگرها 
به عنوان مرجع و مختلفیبا سرعت تکاملمتنوعهاي نژ

بیش از در حال حاضر .شودگذاري تلقی میرمزینهپایه
توالی داده ها در پایگاه براي قارچITSتوالی ار یکصد هز

ي هاسایر پایگاه) وGenBank(المللی نوکلئوتیدي بین
به ITSاستفاده از ناحیه در کل، وجود دارد و اطلاعاتی

هاي قارچی به شمار در شناسایی گونهمناسب عنوان متمم 
ازمعدودي در تعداد ITSاین حال ناحیه با.)2و34(رودمی

ندارد و امکان شناسایی برخی از مناسبی ها کارایی قارچ
هاي ناحیه هاي قارچی در سطح گونه بر اساس دادهگروه
ITSهاي ریز اسپور. به عنوان مثال در گونه)2(وجود ندارد

،اي فوزاریومههاي سرکوسپورا و برخی گونهآلترناریا، گونه
مختلف هاياز تنوع کافی بین گونهITS-rDNAناحیه 

این ناحیه يو استفاده از توالی نوکلئوتیدنیست برخوردار 
اي مفید یا کمپلکس گونهشناسایی در سطح جنس براي تنها 

. در )2و15(است و قادر به تفکیک در حد گونه نیست
هاي یک در داخل جمعیتITSناحیه توالی معدوديموارد

در و د باشخوردار میبریگونه قارچی از تنوع قابل توجه
تفکیک براي یی لازم را آاین صورت توالی این ناحیه کار

. به عنوان مثال در مورد داراستدیگر یکها از گونه

Mycosphaerellaهاي گونه جمعیت musicola عامل
توالی در تنوع قابل توجهی بیماري سیگاتوگاي زرد موز،

در ،)8(هاي مختلف وجود داردبین جمعیتITSناحیه 
کد کننده دیگر هاي هاي ژناستفاده از توالیبا کهحالی

در داخل M. musicolaپروتئین تنها وجود یک گونه 
عقیده بر این است که ).8(شودها حمایت میاین جمعیت

نسخه به خاطر تعداد زیاد ،زایی اخیرگونههاي پس از پدیده
احتمال وجود تنوع ژنتیکی قابل ،ریبوزومیRNAاپرون 

هاي مختلف یک گونه بین جمعیتITSناحیه توجه در
تکامل جدید وجود دارد که در طول زمان بر اساس پدیده 

مختلف این ناحیه به صورت هاي نسخهتوالی 1هماهنگ
.)35(دنیآهمگن در می

ریبوزومی RNAرگ اپرون زهاي کوچک و بزیر واحد
)SSU وLSU ( تکاملی براي مطالعه کند سرعت دلیل به

شوند. این نواحی از استفاده می2بنديآرایهبالاتر سطوح 
ITS-rDNAذکر شده براي ناحیه دیگر هاي مزیت

زیاد، امکان طراحی آغازگرهاي نسخه (داشتن تعداد 
به شناسان قارچعمومی و ....) برخوردار هستند. امروزه توجه 

ها و شناسایی جنسبراي LSUهاي توالی استفاده از داده
بندي آرایهو ثغور جنس و سطوح بالاتر تعیین حدود

ITSهاي که دادهدر مواردي). 2و34(معطوف شده است

هاي از قدرت تفکیک موقعیت فیلوژنتیک برخی از گونه
باشند، توصیه ناشناخته و یا کمتر شناخته شده برخوردار نمی

و یا LSUهاي توالی بر این است که ابتدا با استفاده از داده
SSU2(دایه ناشناخته تعیین شودجنس ج(.

شده است مولکولی باعث اطلاعات و کیژنومیهايبررسی
طور بهي شود.توجه بیشتربالا تنوع باهاي دیگر تا به ژن

شامل و ها متنوع بودههاي هدف در مورد قارچژنکلی 
LSU rDNA ،SSU rDNA،ITS rDNA ،TEF-

1α ،RPB1 ،RPB2 ،β-tubulin ،Acitn ،
Calmodulin وHistonH3به ).2و3و34(شودمی

1 - Concerted evolution
2 - Deep order Phylogeny
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، فیلوژنی بر اساس فوزاریومهاي عنوان مثال در مورد گونه
تواند منجر به میITSي ریبوزومی ناحیهDNAتوالی 

غیر واقعی شود و از طرفی دیگر استفاده از هاي گیرينتیجه
COX1 بودن آن اي نسخهبه علت وجود اینترون و چند

ژنکیعنوانبهTEF-1αژنمقابل، ه و در ساز بودمشکل
همبهکینزدي هاگونهنیبرای مناسبی شکلچندنسخه،تک

کنندهکدي هاژنباسهیمقادری حتومیفوزارجنسدر
HistonH3وCalmodulin،β-tubulinمثلنیپروتئ
کهکلادوسپوریومهاي گونهدر مورد.)15(دهدیمنشان

است،شناسایی شدهدر این جنس ونه گ800بیش از تاکنون
شوداستفاده میها گونهبراي شناسایی acitnتوالی ژن از 

ها نیز ابزارهاي خاصی در مورد شناسایی برخی از قارچ).2(
در موردگونه طراحی شده است مثلا شناسایی 

Trichodermaاساس آنالیز توالی برITS وTEF-1α

یا TrichoKeyبا استفاده از ابزاري به نام 
TrichoBLASTیی این آگیرد. البته کارصورت می

زاي انسانی به هاي بیماريشناسایی قارچروش در مورد
.)35و 36(مراتب بیشتر است

زاي انسانیهاي بیماريدر قارچDNAگذاريرمزینه
زاي حیوانی قارچی به عنوان عامل بیماريگونه400تاکنون 

عامل نیز تعدادي ،هاین این گونهشناسایی شده است که از ب
بالایی برخوردار یتاز اهمو باشندزاي انسانی میبیماري
در ها ناشی از قارچهاي بیماريشیوع در انسان .)22(هستند

%)30تا20(هاي ویروسی و باکتریایی کمترمقایسه با بیماري
به خصوص در هاي قارچی بیماريیاما گاه.افتداتفاق می

هاي ضد قارچی نقص سیستم ایمنی علیرغم درماناافراد ب
گرددمی%)80-60بار (هاي شدید و مرگمنجر به آسیب

هاي قارچی بیماريمرگ و میر بالاي با توجه به ).13-11(
موقع و شناسایی عوامل ایجاد هتشخیص سریع و ب،تهاجمی

درصد تلفات را کاهش تواند میثرؤمکننده به همراه درمان 
با ي قارچیهادرمان عفونتدر حال حاضر . )11-13(دهد

بالا و نفوذپذیريا میزانبضد قارچیداروهاياستفاده از 

. بنابراین باگیردمیکم صورت 1اثرات سایتوتوکسیکی
در شناسایی سریع و دقیق عامل توجه به مزایاي بیان شده

کاربرد وسیعی در DNAگذاريرمزینه، روش بیماري
).37(پزشکی داردو میکروبیولوژي شناسیقارچ

DNAگذاريرمزینههاي قارچی که روش بیمارياز جمله

عوامل کاندیدایی که توان بهمی،در مورد آنها کاربرد دارد
بیمارستانی محسوب 2همنتشرهاي جزء چهارمین عفونت

گونه 20بیش از تاکنون . )37(اشاره کرد،دنشومی
Candida شناخته شده کهC. albicansترین از مهم

وسلولیداراي فعالیت لیپازي برونو این گونه آنهاست 
C˚37دمايو دراست هاي غلبه کننده قابلیت تولید ریسه

به دلیل داشتن Candidaجنس.کندراحتی رشد میبه
قابل تغییر، قابلیت تعویض شناختی هاي ریختیویژگ

واکنش و بالا یکیبه صورت مکرر، تنوع ژنتپرگنه فنوتیپ 
سازي هاي مختلف در داخل بدن، توانایی آلودهبا باکتري
این گردد.میبیماريایجاد دست آورده و باعث هانسان را ب

و تحت کنددر تمام سطح بدن انسان زندگی میقارچ
از فرم آرام تا منتشره در 3کاندیدیازیسشرایط خاصی باعث 

هاي این شناسایی گونههک. لازم به ذکر استگرددانسان می
. )37(گیردصورت میITSي جنس بر اساس ناحیه

Pneumocystisمهم عوامل قارچی یکی دیگر از 
jroveciii انسان و جانوران را آلوده استقادرکه است

مشاهده HIVبه بیشتر در بیماران مبتلا این بیماري . نماید
وزئوآ تلقی این قارچ در ابتدا به عنوان یک پروت.شودمی
هاي نتایج تحقیقات بعدي بر اساس دادهشد ولی می

ق به سلسله لمتعPneumocystisمولکولی نشان داد که 
امروزه شناسایی آن بر اساس و باشدهاي حقیقی میقارچ
ز سایر ا. )38(گیردصورت میگذاريرمزینههاي روش

اشاره کرد Exophialaجنستوان به عوامل قارچی می
هاي آن گونه است و بعضی از گونه11بیش از راي که دا

1 - Cytotoxicity
2 - Systemic
3 - Candidiasis
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در انسانتا منتشره پوستی 1فئوهایفومایکوزیسسبب بیماري 
یابی با توالینیز هاي متعلق به این جنس. گونهگردندمی

همان).39(دنگیرمورد شناسایی قرار میITSناحیه
به برخی از اعضاي مخمرهاي سیاه نیز که گفته شد طوري

روند و طلب به شمار میزاي فرصتن عوامل بیماريعنوا
. هستندداراي پتانسیل ایجاد بیماري روي انسان و حیوانات 

شده توسط اعضاي این گروه شامل هاي ایجادبیماري
و زیرجلدي هاي (عفونت2کروموبلاستومایکوزیس

باشندحیات میتهدیدکننده3مغزيو آبسه)، عفونتجلدي
وسیعی برخوردار شناختی ریختاسته از تنوع این ر)44-40(

ITSاستفاده از ناحیهآنها ترین راه شناسایی و مطمئنبوده 

زا بیماريهاي قارچی باشد. به طور کلی شناسایی گروهمی
منجر به شناختی هاي ریختدر انسان با استفاده از ویژگی

نتیجه درمان واقعی و درهاي غلط و غیرگیرينتیجه
تاDNAگذاريرمزینهگردد و روش میمد آناکار

و 14(شده است ها نارساییاین حدودي باعث مرتفع شدن 
).11و13

DNAگذاري مراحل رمزینه

ایجاد توالی رمزینه DNAگذاري  اولین قدم براي رمزینه
باشد. هاي مختلف موجودات زنده میمرجع براي گونه

با قابلیت هاي مرجع در یک کتابخانه جهانی و توالی
ترتیب از طریق شوند و بدیندسترسی عمومی قرار داده می

مقایسه و جستجوي توالی رمزینه گونه ناشناخته در کتابخانه 
هاي مرجع، امکان شناسایی سریع گونه جهانی توالی رمزینه

شود. براي این منظور کنسرسیوم ناشناخته فراهم می
هاي زمانگذاري موجودات زنده با موسسه و سارمزینه

کند دولتی و غیر دولتی در کشورهاي مختلف همکاري می
و در حال حاضر، این کنسرسیوم به صورت رسمی در حال 

50با DNAگذاري هاي مشترك رمزینهاجراي پروژه
گذاري سه بخش عمده را طور کلی رمزینهکشور است. به

1 - Phaeohyphomycosis
2 - Chromoblastomycosis
3 - Brain or epidural abscess

) جمع آوري، شناسایی و نگهداري 1شود: شامل  می
رجع در مراکز معتبر: شناسایی صحیح و هاي منمونه

هایی که بر اساس آنها توالی رمزینه مرجع نگهداري نمونه
باشد، اي برخوردار میالعادهشود، از اهمیت فوقایجاد می

زیرا شناسایی نادرست منجر به اختصاص برچسب نادرست 
به توالی رمزینه مرجع شده و شناسایی صحیح هویت 

DNAگذاريز طریق رمزینههاي ناشناخته اجدایه

پذیر نخواهد شد. امکان
ها، تکثیر توالی رمزینه و توالی از نمونهDNA) استخراج 2

هاي تجاري، استخراج یابی: امروزه با استفاده از کیت
DNAگیرد. تکثیر توالی با سرعت عمل بالا انجام می

هاي استاندارد به یابی با استفاده از روشرمزینه و توالی
ها: در ) مدیریت داده3گیرد. صورت روتین صورت می

و اطلاعات DNAنهایت لازم است که توالی رمزینه 
هاي عمومی ارایه شود هاي مرجع در پایگاهمربوط به نمونه

.)36و45و46(
DNAگذاريرمزینهمشکلات در 

امروزه از توالی کوتاه رمزینه براي ترسیم درخت فیلوژنتیک 
و اگرچه منعکس کننده روابط خویشاوندي شود استفاده می

هاي آماري مورد قبولی است، اما ممکن است برخی ملاك
هاي درونی گردد. همچنین تخریب باعث ایجاد اختلال

DNAهاي آرشیوي و پردازش مواد زیستی اغلب در نمونه
در روش جفت باز 200مانع از حصول قطعات بزرگتر از 

PCRگذاري لات دیگر رمزینهاز مشک).45و46گردد (می
هاي فعلی براي تجزیه و توان به عدم استفاده از روشمی

هاي محیطی به علت تنوع بالاي توالی تحلیل جامع نمونه
آغازگرهاي مجزا اشاره کرد که مستلزم استفاده از مجموعه

عدم هاي عمده طبقه بندي است. براي هر یک از گروه
هاي دامنهر تمام وجود یک ژن عمومی یا ژن موجود د

از مشکلات دیگري است که براي مرتفع کردن آنها حیاتی
).34و45و46(گیرد هاي زیادي صورت میتلاش

هاي مفید ژنتیکی زیادي در بانک ژن از طرف دیگر توالی
هاي موجود اعتبار یکسانی وجود دارند، اما همه توالی
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ثبت صورت دستی ایجاد و هاي قدیمی که بهندارند. توالی
تر و داراي هاي اخیر همان ژن کوتاهشدند نسبت به توالیمی

دقت کمتري هستند. تکثیر مکرر ژن ممکن است توام با 
یا پلیمرازTaqخطاهایی باشد که به واسطه تفاوت در نوع 

آیند. همچنین استفاده از وجود مییابی بهپروتکل توالی
معتبر هاي مربوط به یک جدایه حاصل از کشت توالی

). 2هاي متفرقه دارند (موجود معمولاً ارزش بیشتري از توالی

از توان میPheoacromoniumدر مورد جنس قارچی 
شناختی، هاي ریختمثل ویژگیترکیبی از خصوصیات 

در شناساییو خصوصیات فیزیولوژیکی DNAاطلاعات 
). 47و48گونه استفاده کرد (

SSU: Small subunit ،(LSU: Large subunitهاي ریبوزومی در قارچ ها (ژنسازماندهی ساختاري-1شکل 

DNAگذاريرمزینهنکات مورد توجه در 

یل روابط فیلوژنتیک، دنبال در تجزیه و تحلمعمولا محققین 
تو مشابههستند مشابه یا 1همولوگهمگون یا هاي توالی

دلالت كآنها از یک جد مشترانشقاقآنها نیز بر فرض 
هاي از ژنDNAگذاري رمزینهدر مورد دارد و

ها از یک جد مشتركکه این ژن2آرتاساخت یا ارتولوگ
شود اند استفاده میمنشا گرفتهزایی گونهفرآیند در نتیجه

در شود.استفاده نمی4و زنولوگ3هاي پارالوگاز ژنلیو
مهم بسیار دقت در انتخاب ژن و تعداد ژن، گذاريرمزینه
که براي سطوح بالا LSUوSSUمثلا از توالی است 

در همچنین شود. استفاده میمیزان جهش کمتر است، 
م ونیاز به تجزیه و تحلیل بر اساس چند ژنگذاريرمزینه

1 -Homologous
2- Orthologus
3- Paralogous
4 -Xenologous

استفاده پروتئینکنندههاي کداز ژنکه عمدتاًجود داردو
ده و کننهاي کداستفاده از ترکیبی از ژنمعمولا اما ، شودمی

ژنی بایستی نواحی اصولا .شودتوصیه میکننده غیر کد
،شوند که علاوه بر نشان دادن تنوع کافیطوري انتخاب

نیز را هاي مختلف بین گروهژنومی حفاظت شدهیک ناحیه
به نوعی باید ترسیم شده فیلوژنتیک درختچهوشامل شود

) Species tree(فیلوژنتیک گونهدرختچهمنعکس کننده
اگر )، زیراGene tree(ژنفیلوژنتیک درختچهباشد نه

درختچه بر مبناي یک ژن باشد در صورت پارالوگ و یا 
مفهوم روابط درستی از ورد آبرزنولوگ بودن آن ژن، 

پذیر نخواهد بود.فیلوژنتیکی امکان

بحث
وی مولکولنینوي هاروشدرگرفتهصورتي هاشرفتیپبا

وهاقارچي بندهیآرادرهاافتیرهنیاازگستردهاستفاده
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کیتاکسونوممشکلاتحلدری مولکولي هادادهیی آکار
هاقارچي نامگذارنیقواندرموجودي هایینارساوهاقارچ

ي سواز1نامکی=قارچگونهکیمفهومریاخسالدودر
نیاانیمتول. )48و49(استشدهشنهادیپشناسانقارچی برخ

واکنشابداعازدههدوگذشتباکهمعتقدنددشنهایپ
ي دینوکلئوتی توالبهی دسترسومرازیپلي ارهیزنج

دواطلاقکهرسدیمنظربههاقارچجملهاززندهموجودات
و2ومورفئتلعنوانتحتهاقارچي براجداگانهاسم

ی توالداشتناریاختدرباوستینجالبچندان3آنامورف
شودیممشخصآني بندهیآراگاهیجای احتربهقارچکی
تیموقعتیتثبي براآنی جنسفرمداشتنبهي ازینو

جدااحتمالبا این توصیف، .نداردوجودآني بندهیآرا
ي گذارنامی جهاننیقوانازهاقارچي گذارنامستمیسشدن

کیاختصاصو) 4ICN(اهانیگوهاقارچها،جلبکي برا
داردوجودندهیآدرهاقارچهیکلي برا5نهیرمزقارچ

هاي هاي موجود در روشمشکلات و نارسایی.)49و50(
شناسی و ضرورت بیل ریختقهاي سنتی از مبتنی بر روش

بندي و تشخیص صحیح موجودات دقت و سرعت در آرایه
هاي گذاري را در شناسایی قارچرمزینهاهمیتزنده، 

وسعه داده است.مختلف بیماریزاي انسانی و گیاهی ت
روشی بندي نیست بلکه صرفاً آرایه،DNAگذاريرمزینه

کارآمد و دقیق براي شناسایی دقیق با توان عملیاتی بالا،
در که بر اساس آن شناسایی و استهاها در همه شاخهگونه

شود. بنابراینپذیر میها امکانسازوارهشمارش تمامنهایت 
ها با به شناسایی گونهDNAگذاري طور کلی رمزینهبه

ها تعداد بیشتري از ژنهاي توالی یک یااستفاده از داده
،بنديآرایهمتمم DNAگذاريپردازد. در واقع رمزینهمی

.)1و2و16و17است (فیلوژنی مولکولی و ژنتیک جمعیت

1 - One Fungus = One Name
2- Teleomorph
3- Anamorph
4 - International Code of Nomenclature for algae, fungi,
and plants
5 - Mycocode

گیرينتیجه
که "یک گونه قارچ=یک اسم"با توجه به رویکرد جدید 

ها مطرح شده است، به بندي قارچر آرایههاي اخیر ددر سال
ها اهمیت در قارچDNAگذاري رسد مفهوم رمزینهنظر می

نتایج تحقیقات انجام گرفته، روزافزونی را خواهد داشت.
کارآیی این رهیافت را در شناسایی سریع و مطمئن 

هاي مختلف قارچی بدون نیاز به دانش تخصصی در گروه
ها به اثبات رسانده تی قارچشناخزمینه خصوصیات ریخت

هنوز DNAگذاري رمزینهالبته لازم به ذکر است که است. 
بوده و نیاز فراوانی بر انجام در مراحل ابتدایی تکوین خود

مطالعات و تحقیقات گسترده در جهت نیل به این اهداف 
توصیه می شود.

تشکر و قدردانی
اوران محترم مراتب قدردانی خود را از دنویسندگان مقاله

نمایند.این مقاله به خاطر ارایه نظرات ارزشمند ابراز می
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