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   فناوري گياهان زراعيزيستعلمي ـ پژوهشي مجله 

 )61-75(  1390اول، پاييز شماره  سال اول،

  E-mail: gsalehi@abrii.ac.ir            غلامرضا صالحي جوزاني :نويسنده مسئول *

  ميكوريز آربوسكولار غالب در  ريزوسفر   هاي شناسايي قارچجداسازي و 
  برخي مناطق زراعي شور ايران  هرز هاي جو و علف، گندم

  

  4حسن مرسلي و 3مهدي ثابت جهرمي ،2سپيده اكبري والا ،*1غلامرضا صالحي جوزاني

پژوهشكده بيوتكنولوژي  بخش بيوتكنولوژي ميكروبي و ايمني زيستيو كارشناسان  استاديار، 4، 3، 2، 1
  )ABRII( ناكشاورزي اير

  )28/9/90: تاريخ تصويب -26/8/90 :تاريخ دريافت(

  
  دهچكي

  
كلونيزه  هاي ميكوريز آربوسكولار ها توسط قارچ گياهاني كه ريشه آن

هاي مختلف از قبيل شوري تحمل بالاتري  به تنش بطور معمول نسبت، شوند مي
تواند جهت توليد كودهاي  مي ها قارچدارند، بنابراين جداسازي و شناسايي اين 

برداري  منظور پس از نمونه به اين. بيولوژيك براي مناطق مذكور بسيار مفيد باشد
هاي  فگندم، جو و برخي از عل(ريشه و اسپور از ريزوسفر گياهان مورد مطالعه 

قم و مركزي، كل ژنوم  هاي يزد، آذربايجان شرقي، هاي شور استان از خاك) هرز
ي ها قارچاي براي حضور  اي دومرحله آشيانه PCRگياه و ريزوسفر با روش 

از آغازگرهاي  PCR در مرحله اول. ميكوريز مورد بررسي قرار گرفت
و پس از  ) LSU-Glom1 and SSU-Glom1( ي ميكوريزيها قارچاختصاصي 

 ها قارچاز آغازگرهاي عمومي  PCRدر مرحله دوم  ،Alu1هضم آنزيمي با 
)ITS5  وITS4 (محصولات مرحله دوم . استفاده شدPCR  ،هر نمونه

با مقايسه . هضم شدند Taq1هاي مثبت با آنزيم برشي  سازي و كلني همسانه
از هر الگوي هايي  يابي نمايندهشده و توالي هاي هضم نمونه RFLPالگوهاي 

ها مشخص  در ريزوسفر نمونه Acaulosporaو  Glomusهاي  برشي، وجود جنس
  Glomusهاي و گونه) درصد 90بيش از (ترين جنس  غالب Glomusجنس .  شد

mosseae )50(% ،G. intraradices، G. versiforme، G. sinuosum،  

G. fulvum، G. constrictum  وGlomus sp در جنس مذكور مشاهده شدند .
نتايج نشان . هاي يزد و در گياه گندم مشاهده شد اي در خاك بيشترين تنوع گونه

داراي بالاترين سازگاري به شرايط شور در مناطق  G. mosseaeداد كه گونه 
 كود عنوان بهپس از انجام آزمايشات تكميلي  تواندميمختلف كشور بوده و لذا 

   .شود توصيه مناطق نيا در بيولوژيك
  

  ميكوريز آربوسكولار، شناسايي مولكولي، تنش شوري، :هاي كليدي واژه
                                     Internal transcribed Spacer (ITS) ، Nested PCR 
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 مقدمه

ترين مشكلات  شوري خاك يكي از مهم

كشاورزي در سطح دنيا بوده و بطور مداوم در مناطق 

 .Giri et al)مختلف دنيا در حال گسترش است 

2003; Al-Karaki. 2006)  و با توجه به اينكه

 ،خشك واقع شده است ايران در منطقه خشك و نيمه

هاي شور  درصد بالايي از مناطق كشور حاوي خاك

خاك بر گياه زراعي  شوري آثارياز  .باشند مي

ايجاد  توان به كاهش آب قابل استفاده گياه، مي

هاي سمي، فعاليت اندك  مسموميت توسط برخي يون

كاهش رشد و كيفيت  اي، غذيههاي ت گياه، ناهنجاري

 .Bahmani and Bahmani) محصول اشاره نمود

2005) .  

منظور كاهش شوري خاك و كاستن از اثرات  به

هاي متعددي از قبيل  مخرب آن بر روي گياه، روش

كردن  ح خاك و اضافهاصلا اصلاح گياهان زراعي،

 ،پيشنهاد و انجام شده است هاي خاك كننده اصلاح

ها باعث  بر بودن اين روش اما ناكارآمد بودن و هزينه

هاي موثرتري براي  شده تا دانشمندان بدنبال روش

ها كه در  يكي از اين روش. حل اين مشكل باشند

استفاده  ،چند سال اخير مورد استفاده قرار گرفته است

ها و  هاي همزيست نظير قارچ ميكروارگانيسم از

. تنش شوري در خاك استها در مقابله با  باكتري

همزيستي بين قارچ و گياه  ،)ريشه- قارچ(ميكوريزا 

ترين نوع  آربوسكولار، رايج باشد كه ميكوريزا مي

هاي  آميز بين ميكروارگانيسم همزيستي مسالمت

خاكزي و گياهان است كه اهميت اكولوژيك و 

 36تا  5تقريباً  ها قارچاين . اقتصادي فراواني دارد

توده  درصد زيست 55تا  9ده خاك و تو درصد زيست

هاي خاك را در اراضي كشاورزي  ميكروارگانيسم

  . )Olsson et al. 1999(شوند  شامل مي

 يها قارچمطالعات زيادي در زمينه نقش 

ميكوريزي در محافظت گياه عليه استرس شوري 

انجام شده است و مشخص گرديده كه رابطه 

معمولاً در نتيجه افزايش  ،ها قارچهمزيستي اين نوع 

 .Al-Karaki and Clark)در جذب مواد غذايي 

 El-Desouky)افزايش ضريب فتوسنتزي  ،(1998

and Atawia. 1998)  و افزايش راندمان آب  قابل

 .Jahromi et al)باشد  استفاده توسط گياه مي

2008; Graham et al. 1987; Tavasolee et. 

al. 2011) . 

هاي  براي شناسايي قارچ هاي قبل در سال

ميكوريزي تنها از روش مورفولوژي اسپورها استفاده 

 .Kariman et al. 2005; Aliagharzad)شد  مي

اي  در غياب اسپورها، ساختارهاي درون ريشه. (2000

ها در بهترين حالت فقط شناسايي در حد خانواده  قارچ

 .Merryweather and Fitter)ساخت  را ممكن مي

علاوه براين، در چند سال گذشته چندين  .(1998

هاي ميكوريزا شناسايي شدند كه ريسه  نوع از قارچ

آميزي نبوده و يا تنها  ها به هيچ عنوان قابل رنگ آن

هاي استاندارد به صورت خيلي  با استفاده از رنگ

 .Morton and Redecker).شدند  ضعيف رنگ مي

هاي  محدوديت ديگري كه روش (2001

هاي  است كه معمولاً اسپور مورفولوژيكي دارند اين

و در  اند شده پارازيتهآوري شده از زمين زراعي  جمع

لذا براي شناسايي از . نتيجه قابل شناسايي نيستند

طريق اسپور لازم است ابتدا با كشت تله گلداني تعداد 

زيادي اسپور سالم توليد نموده و سپس شناسايي 

با توجه به اين مشكلات  بنابراين. صورت پذيرد

ي ها قارچامروزه براي شناسايي و تشخيص مولكولي 

هاي مولكولي به عنوان روش  ميكوريز از روش

هاي مورفولوژيك استفاده  تكميلي براي روش

 .شود مي

، هاي مولكولي در چند سال اخير با پيشرفت روش

و  RFLPهاي  تهيه نقشه ،امكان تكثير اختصاصي

يابي قطعات خاصي از ژنوم اين نوع قارچ  توالي

پس از  RFLPيك الگوي . وجود آمده است به

هاي جديد،  تواند براي مقايسه با توالي شدن مي ثبت

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 63  ... ميكوريز  هاي جداسازي و شنا سايي قارچ :و همكارانصالحي جوزاني   

 Redecker)يابي مجدد بكار رود  بدون نياز به توالي

et al. 2003) . علاوه براين در چند سال گذشته با

-LSU( اختصاصييك جفت آغازگر  استفاده از

Glom1 و SSU-Glom1 ( در تركيب با جفت

و با استفاده  ITS4/ITS5عمومي قارچي آغازگرهاي 

امكان شناسايي اين نوع ، اي آشيانه PCR از روش

. (Renker et al. 2003) است هدآمبوجود  ها قارچ

هاي  هاي ميتوكندريايي و اينترون اخيراً نيز از ژن

نشانگر جايگزين، براي تجزيه هاي  عنوان ژن ها، به آن

هاي با روابط نزديك استفاده  و تحليل بهتر تاكسون

هاي  علاوه بر ملكول). Raab, 2007(شده است 

DNAهاي محلول  هاي ديگر مثل پروتئين ، ملكول

، اسيدهاي چرب )EPAG-SDS D( اسپورها

)PLFA ,FALN(ها و همچنين  ، الگوهاي ايزوزايم

بادي فلوروسنت و  تيهاي سرولوژي مثل آن روش

بندي اين  تكنيك الايزا نيز براي شناسايي و طبقه

 اند، اما بطور خيلي مورد بررسي قرار گرفته ها قارچ

هاي فلوروسنت در  بادي از آنتي. اند وسيع استفاده نشده

پروتئيني  عنوان نشانگرهاي بعضي تحقيقات به

هاي متناظر با  بادي آنتي. استفاده شده است

هاي قارچي براي شناسايي گونه قارچي و يا  پروتئين

ميكوريز آربوسكولار در  براي تشخيص حضور قارچ 

  ).Krishna. 2005(اند  ريشه گياه و خاك بكار رفته

تحقيق حاضر به عنوان اولين تحقيق مولكولي در 

ي ميكوريز در شرايط تحت تنش ها قارچراه شناسايي 

لكولي و هاي مو شوري در كشور با استفاده از روش

هاي متحمل به تنش خشكي براي  معرفي سويه

 شرايط در بيولوژيك كود عنوان به ها آن از استفاده

   .گرديد انجام يشور هاي تنش

  

  ها مواد و روش

  هاي زراعي مناطق شور برداري از خاك نمونه

تعداد  ،1388هاي اريبهشت و خرداد سال  در ماه

، گياهان گندمنمونه از ريشه و خاك ريزوسفر  183

هاي هرز موجود در مزارع مذكور از قبيل  جو و علف

سلمه (سلمك ، يولاف وحشي ،بيان تلخ ،بيان شيرين

در مناطق مختلف تحت تنش   چچم و خارشتر ،)تره

شرقي  هاي مركزي، يزد، قم و آذربايجان شوري استان

. آوري شد جمع 12تا  8بين  ECبا ميزان 

متري خاك انجام  سانتي 30تا  5برداري از عمق  نمونه

حاوي خاك (هاي مختلف يك مزرعه  و سپس نمونه

با هم مخلوط و نمونه مركب ) و ريشه گياه مربوطه

كيلوگرمي  2از اين مخلوط يك نمونه . تهيه شد

به  نيومييهاي آلوم فويلانتخاب شده و درون 

درجه  - 20آزمايشگاه انتقال داده شده و در شرايط 

 . سلسيوس جهت آزمايشات مولكولي نگهداري شدند

  استخراج اسپور 

گرمي انتخاب و  200از هر نمونه خاك سه نمونه 

 Gerdemann andهاي  با استفاده از روش

Nicolson (1963)  وJenkis (1964)  اسپور

هر . اسازي شدندي ميكوريزا آربوسكولار جدها قارچ

ليتري با مقدار  2گرمي خاك در يك بشر  200نمونه 

اي به صورت  كافي آب، بوسيله ميله شيشه

براي چند ثانيه اجازه داده شد تا . سوسپانسيون درآمد

سپس مايع بالايي از سري . ذرات سنگين رسوب كنند

عبور داده  1مش 400و  80، 25هاي  مرتب شده الك

تعداد اسپور و . تبه تكرار گرديداين مرحله سه مر. شد

  هاي موجود مستقيماً در زير بينوكولر  اسپوركارپ

)X 30 (هر اسپوركارپ به عنوان . شمارش گرديدند

  . يك اسپور در نظر گرفته شد

ي ميكوريز ها قارچشناسايي مورفولوژيك 

هاي مناطق  ها در خاك آربوسكولار و تنوع آن

  مطالعه  شور مورد

اسلايدهاي دائمي از اسپورهاي براي تهيه 

اي، در دو گوشه يك لام دو قطره از محلول  مزرعه

با فاصله كافي گذاشته شد و سپس به  -PVLGملزر

                                                                     
1. U.S. Mesh (ASTM) No. 25, 80 and 400 or  

0.710, 0.180 and 0.037 mm 
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. كمك سوزن اسپورها به اين قطرات منتقل گرديدند

دقيقه كه اسپورها در اين محيط  5پس از حدود 

تثبيت شدند بر روي هر قطره يك لامل قرار داده 

روز در دماي معمولي  2-3دها به مدت اسلاي. شد

روي سطح افقي يا ميز آزمايشگاه نگهداري شدند تا 

. هاي هوا خارج و اسپورها به خوبي تثبيت شوند حباب

ها لاك گرفته شد  بعد از اين مدت، دور يكي از لامل

و بر روي لامل ديگر به كمك مداد به آرامي فشار 

هاي  لايهوارد گرديد تا اسپورها شكسته شوند و 

ديواره اسپورها قابل مشاهده و بررسي گردند 

(Schenck and Perez. 1990).  مواد اضافي

شده از لبه لامل بوسيله پنبه آغشته به الكل  خارج

در . حذف گرديد و دور اين لامل هم لاك گرفته شد

ها به كمك تيغ، دو  ها، هر يك از آن مورد اسپوركارپ

براي بررسي وجود يا ها  يكي از قسمت. قسمت شدند

وجود پريديوم، نوع و آرايش اسپورها و شكل و  عدم

نيمه ديگر با تيغ به . ضخامت پريديوم استفاده گرديد

چند قسمت برش داده شد تا اسپورها، ضخامت 

ها و محل اتصال اسپورها به هيف مورد بررسي  ديواره

ها نيز اسلايدهاي دائمي  از اسپوركارپ. قرار گيرد

  .روش اسپور تهيه گرديد مشابه با

ميكوريز  يها قارچدر اين مطالعه، براي تشخيص 

رنگ  - 1: تا سطح گونه از خصوصيات زير استفاده شد

  ،شكل اسپور -2 ،هاي ديواره آن اسپور و لايه

نحوه  - 4 ،هاي ديواره اسپور تعداد و ضخامت لايه - 3

شكل ايجاد شده در محل  -5 ،اتصال هيف به اسپور

تشكيل يا عدم تشكيل  - 6 ،به اسپوراتصال هيف 

هاي  وجود يا عدم وجود لايه - 7 ،ها اسپور در ريشه

باز يا بسته بودن روزنه هيف  - 8 ،قابل ارتجاع تندشي

سپور و نحوه انسداد در صورت در محل اتصال به ا

هاي  نحوه اتصال و پيوستگي ديواره - 9 ،بودن بسته

مشخصات اسپوركارپ و پريديوم  -10 ،اسپور و هيف

  .ها در صورت وجود آن

براي بررسي خصوصيات مورفولوژيك و 

 Nikon)مورفومتري اسپورها از ميكروسكپ نوري

Eclipse E800) براي تعيين اندازه . استفاده گرديد

گيري  اسپور از هر گونه، اندازه 30- 60اسپورها، 

ه از ها با استفاد شناسايي دقيق گونه. گرديدند

 INVAM هاي اينترنتي اطلاعات ارائه شده در سايت

، و كتاب راهنماي شناسايي Blaszkowskiو 

 Schenck  and)ي ميكوريز آربوسكولار ها قارچ

Perez. 1990) انجام گرديد.  

اي  از ريشه و واكنش زنجيره DNAاستخراج 

   (Nested PCR) اي پليمراز آشيانه

گياه و فلور  حاوي ژنوم(ها  ريشه DNAاستخراج 

هاي  با استفاده از روش) ميكروبي در داخل و خارج آن

Redecker )2000 a,b (واكنش . صورت پذيرفت

اي براي جلوگيري  اي پليمراز به صورت آشيانه زنجيره

هاي جانبي، كاهش اثر مواد بازدارنده  از تكثير آلودگي

 Renkerاساس روش برتر كردن واكنش  و اختصاصي

et al. (2003)  با انجام تغييراتي در دستگاه

. انجام شد iCYCLER (Bio Rad)ترموسايكلر 

هاي ميكوريزا  جفت آغازگرهاي اختصاصي قارچ

 SSU Glom1و LSU Glom1 آربوسكولار شامل 

در مرحله اول و جفت آغازگرهاي عمومي براي 

 PCRدر مرحله دوم  ITS5و  ITS4 شامل  ها قارچ

  ).1جدول (استفاده شدند  ITSبه منظور تكثير قطعه 

  
  ها هاي آن آغازگرها و توالي -1جدول 

  (´3-´5)توالي   نام آغازگر

LSU-Glom1 CTTCAATCGTTTCCCTTTCA 

SSU-Glom1 ATTACGTCCCTGCCCTTTGTACA 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 

  

براي يك نمونه با حجم  PCRمواد مرحله اول 

 40آب مقطر استريل (ميكروليتري تهيه شد  50كل 

ميكروليتر،  2) مولار ميلي 25(منيزيم  ميكروليتر، كلريد

مولار  ميلي dNTP 2 ،ميكروليتر PCR)X10 (5  بافر

 1ميكروليتر، آغازگر  8/0و براي هر آغازگر مقدار 

)LSU Glom1( )50 1) پيكومول در ميكروليتر 
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پيكومول  SSU Glom1 ( )50( 2وليتر، آغازگر ميكر

ا .ان.دي Taqميكروليتر، آنزيم  1) در ميكروليتر

  .ميكروليتر 2/0) واحد در ميكروليتر 5(پليمراز 

سازي اوليه  واسرشت: شامل PCRبرنامه دمائي 

o دقيقه در 15
C 95 برنامه ،PCR  چرخه  35شامل

oثانيه  40سازي  واسرشت(
C 94 30، اتصال آغازگر 

oثانيه 
C 54 ثانيه  40، بسطo

C72  و بسط نهائي به

oدقيقه در  4مدت 
C72 ( انجام پذيرفت كه در اين

تكثير  bp1100 -1000اي به اندازه  مرحله قطعه

  ITSبه منظور اجتناب از تكثير مناطق. گردد مي

هاي ميكوريز آربوسكولار كه  موجوداتي غير از قارچ

 Renker)باشند  مي Alu1ت برشي بيشتر داراي ساي

et al. 2003) ،5  ميكروليتر از محصول اولينPCR 

ميكروليتر با  20ساعت در حجم كل  1به مدت 

 .Alu1 (Fermentas, St واحد آنزيم  5استفاده از 

Leon-Rot, Germany) بعد از . برش داده شد

 100ميكروليتر اتانول  50در  DNAهضم آنزيمي، 

 ساعت در روي يخ قرار 1مدت  درصد رسوب و به

 دقيقه با سرعت 10در ادامه به مدت . داده شد

g20000 رويي، ماده سانتريفوژ و پس از حذف مايع 

 C37°دقيقه در دماي  30نشين شده به مدت  ته

  .ميكروليتر آب استريل حل گرديد 10خشك و در 

 شده در مرحله دوم واكنش هضم PCRمحصول 

PCR در اين مرحله واكنش . استفاده شدPCR با 

 با PCRميكروليتر مطابق با مرحله اول  50حجم كل 

 ).1جدول (انجام پذيرفت  ITS4و  ITS5آغازگرهاي 

 هاي ميكوريز آربوسكولار، در اين مرحله براي قارچ

 .گردد  تكثير مي bp650-500اي به اندازه  قطعه

 ر رويب PCRمقداري از محصولات دومين مرحله 

اندازه  داده شد و (Run)درصد جريان  2/1ژل آگاروز 

براي  .هر محصول به كمك ماركر تخمين زده شد

ژل  ترين باند روي با قوي PCRهر نمونه، محصول 

ميكوريز  هاي مورد نظر براي قارچ  ITSو طول قطعه

انتخاب و با استفاده از ) bp650-500(آربوسكولار 

 PCR (Fermentas)سازي  دستورالعمل كيت خالص

  . سازي شد خالص

يابي محصولات  تهيه نقشه برشي و توالي

PCR.  

، PCRبه منظور بررسي نقشه برشي محصولات 

بدست  PCRميكروليتر از هر كدام از محصولات  7

 Taq1(Fermentas)واحد آنزيم  5آمده با استفاده از 

 ساعت برش داده شدند و 1به مدت  C65° در دماي

 .درصد جريان داده شدند 2اروز بر روي ژل آگ

 اساسشده بر انتخابPCR كلونينگ محصولات 

 بر اساس پروتكل  pTZ نقشه برشي به داخل وكتور

 Cloning Kit (Invitrogen Life)كارخانه 

TOPO TA  همسانه و درون باكتري اشرشياكلي 

XL1blue شده قطعات كلون. ترانسفورم گرديد 

  .گرديديابي ارسال  سپس براي توالي

  تفسير نتايج و تشكيل دندروگرام

 BLASTN آمده با استفاده از هاي بدست توالي

ترين  و نزديك) Altschul et al. 1997( نترلك

. انتخاب شد ها به عنوان توالي مرجع توالي به آن

 آمده و مرجع با كمك برنامه هاي بدست توالي

ClustalX )Thompson et al. 1994 (بندي  صف

 ,Hall) 7/ 9/0 نسخه BioEditو سپس در برنامه 

 روابط فيلوژنتيك با استفاده از. تنظيم گرديد (1999

 )Kimura-2-parameter )Kimura, 1980مدل 

 Neighbor)ترين همسايه با الگوريتم نزديك

Joining (NJ) algorithm)، (Saitou and Nei. 

 .MEGA4، (Tamura et alبا كمك  (1987

  . ترسيم و تفسير گرديد (2007

هاي داراي نياي مشترك كه در يك تبار يا  توالي

شاخه قرار گرفتند و همچنين داراي شباهت توالي 

هاي  به صورت مشابه با آرايه ،درصد بودند 92حداقل 

هاي نامشخص جنس  مرجع و بقيه به صورت گونه

هاي آربوسكولار نامگذاري و بطور متوالي  قارچ

اساس بر (Cutoff) خط برش. شدندگذاري  شماره

 Wubet etو  Borstler et al. (2006)تحقيقات 

al. (2003) شده در براي تنوع طبيعي توالي آشكار
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داخل و بين اسپورهاي گونه مشابه قارچ ميكوريز 

  .آربوسكولار انتخاب شده است

  

  و بحث نتايج

 يها قارچدر اين تحقيق جداسازي و شناسايي 

 هاي شور زراعي با آربوسكولار غالب در خاكميكوريز 

 برخي مناطق كشور شامل 12تا  8بين  ECميزان 

 شرقي هاي مركزي، يزد، قم و آذربايجان استان

 نمونه از مناطق مختلف 183تعداد . صورت پذيرفت

 هاي هرز جو و علف، شده از مزارع گندم اشاره

 يها قارچي و سپس براي جداسازي اسپور آور جمع

 ي ژنومي از ريشهDNAور و همچنين استخراج مذك

 مطالعه مورفولوژي و. و ريزوسفر استفاده شدند

 )1:1(و ملزر  PVLGمورفومتري اسپورها در مخلوط 

 هاي متعلق به نوري نشان داد كه گونه با ميكروسكوپ

و  Glomusدو جنس ميكوريز آربوسكولار شامل 

Acaulospora  در ريزوسفر گياهان مورد مطالعه

 ها متعلق به جنس درصد گونه 90بيش از . وجود دارند

Glomus  درصد بقيه متعلق به جنس  10و

Acaulospora هاي  بودند كه به ترتيب به خانواده

 راسته(و آكولوسپوراسه ) راسته گلومرال(گلومراسه 

 نكته قابل توجه). 1شكل (تعلق دارند ) آكولوسپورا

 كه مطالعات شناسايي مورفولوژيك نشان داد كهاين

 اسپورهاي جداسازي شده جنس% 50حدود 

Glomus ها از گونه مشاهده شده در نمونه  
G. mosseae  بودند و گونهG. intraradices  نيز

 .درصد در رتبه دوم قرار داشت 20به ميزان حدود 

  همچنين مطالعات مورفولوژيك حضور گونه

G. sinuosum درصد 5حدود (خص نمود را مش( ،

در   .Glomus sp درصد نيز به عنوان 25اما حدود 

  ). 1شكل (حد جنس شناسايي شدند 

 اي پليمراز پس از انجام دو مرحله واكنش زنجيره

 شده از ي استخراجDNAبراي ) 2شكل (اي  آشيانه

 نقشه ،PCRت لاسازي محصو و خالص ها نمونه

RFLP  محصول  180بيش ازPCR با آنزيم 

 هاي هر و نماينده) 3شكل (تهيه گرديد   Taq1برشي

 100حدود . يابي گرديدند توالي ،الگو، پس از كلونينگ

 در. يابي گرديد توالي RFLPو  PCRتوالي محصول 

 ،BLASTNاولين مرحله با كمك جستجوگر 

 درصد از كل 50شد كه فقط حدود  مشخص

RFLP درصد 50 ها مربوط به ميكوريز بودند و حدود 

 هايي غير از ميكوريز بودند كه نيز متعلق به قارچ

 هاي اطراف ريشه گياهان مورد عمدتاً بازيديوميست

 چنين برخي مخمرهاي موجود درآزمايش و هم

  . شدند شرايط آزمايشگاه را شامل مي

 آمده از اين پژوهش و با توجه به نتايج بدست

 مولكوليرسد كه روش  ساير مطالعات به نظر مي

 ها شده در اين تحقيق نسبت به ساير روش استفاده

تر ارجحيت  بدليل آلودگي كمتر و رديابي دقيق

 ها داشته باشد بيشتري نسبت به ساير روش

(Renker et al. 2003). Borstler et al. 
 19نيز با استفاده از روش مشابه، حضور  (2006)

 هاي گونه متفاوت از نظر مولكولي متعلق به جنس

 هاي ميكوريز را در مناطق مرتعي گزارش عمده قارچ

با روشي مشابه به  Hempel et al. (2007). نمودند

 هاي آنزيمي، جامعه قارچ استثناي حذف مرحله هضم

 ميكوريز را در خاك، ريشه و اسپورها مطالعه كردند و

 هاي خانواده تماميهاي عمده متعلق به  توانستند گروه

اين پژوهش،  در. شناسايي كنندقارچ ميكوريز را 

 براساس روش كار اين محققين، ابتدا از مرحله

 آنزيمي استفاده نشد ولي نتايج نشان داد كه هضم

 آمده متعلق به مخمرهاي ها بدست قسمت عمده توالي

 كه با اعمال روش در حالي. بازيديوميستي بودند

 هاي آميزي اكثر اين توالي آنزيمي، بطور موفقيت هضم

هاي  هزينه به منظور كاهش. كننده حذف شدند آلوده

سري از  سازي و زمان آزمايش، در يك همسانه

واكنش  هاي مولكولي، بعد از مرحله دوم آزمايش

راز، محصولات مثبت گياهان پليم  اي زنجيره

شده در هر منطقه مخلوط و بقيه كارهاي  انتخاب

  روش  اين   مشابه . مولكولي بر روي آن دنبال گرديد
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  ر جداسازي شده از مناطق شور

Glomus ـه ؛( Aculospora 

  
  درصد 2/1ي ژل آگاروز 

.(  

  هاي جداسازي و شنا سايي قارچ :و همكارانصالحي جوزاني  

  

       ف

                 ب

        

      

        ـ

خصوصيات مورفولوژيك برخي گونه هاي ميكوريز آربوسكولار جد

G. mosب ؛( G. intraradicesج ؛( G. sinousumد ؛( us Sp.

ي مناطق مختلف روي ژها نمونه PCRمحصول مرحله دوم  -2ل 

).باز مي باشد 650تا  500اندازه قطعات بين (

 

  

الف

ب

 ج

 د

ـه

خص -1شكل 

mossae  )الف

  

  

شكل 
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 1هاي مناطق مختلف در روي ژل آگاروز  نمونه Taq1توسط آنزيم  PCRمشاهده محصول برش خورده مرحله دوم  -3شكل

 5، نمونه 52، نمونه 13، نمونه 24، نمونه 1Kbماركر اندازه : از چپ بترتيب. درصد

  

 Hempel et و Renker et al. (2006)بوسيله 

al. (2007) همچنين براي . نيز انجام شده است

 زمان، در سري اوليابي و  هاي توالي هزينه كاهش

 سازي هاي مولكولي، در هر واكنش همسانه آزمايش

 كلوني مثبت 30كلوني مثبت و در سري دوم  60

 RFLPالگوهاي  Taq1 انتخاب و با آنزيم برشي

 نماينده از هر الگوي 3تا  1سپس . ها تهيه گرديد آن

 اين روش با استناد به. يابي شد برشي انتخاب و توالي

 Hempelو Landweert et al. (2003)كارهاي 

et al. (2007)  كلني از 60و  30است كه به ترتيب 

 هاي قياس آماري و با منحني  هر نمونه را آناليز نموده

 نشان دادند كه اين تعداد كلني براي تخمين تنوع

 با اين حال با توجه به اينكه به هنگام. باشد كافي مي

 ITSهاي  اي توالي مرحلهتكثير اختصاصي دو

 هاي برخي از هاي ميكوريز همزمان توالي جنس

 ،ها هاي مشابه از قبيل بازيديوميست قارچ

 شوند تا ها و مخمرها نيز تكثير مي آسكوميست

 .حدودي كارايي اين روش را پايين آورده است

 هاي شود با مطالعه دقيق توالي بنابراين پيشنهاد مي

ITS  وrDNA  آغازگرهاي ها قارچاين نوع 

 تر با كارايي بالاتر هاي مناسب تر و روش صاصياخت

  . طراحي شوند

آمده  ي ميكوريز بدستها قارچهاي مربوط به  توالي

 -HQ386983هاي  در اين تحقيق با شماره

HQ386963 و  FJ008590-FJ008666  و

GU322941-GU323006 ژن  در بانكNCBI 

آمده با  هاي بدست تطابق ترادف .ثبت شدند

هاي اطلاعاتي از قبيل  هاي موجود در بانك ترادف

NCBI  وBlast  درصد  95نشان داد كه بيشتر از

هاي ميكوريز آربوسكولار موجود در  هاي قارچ گونه

شوري در اين پژوهش از جنس  مناطق تحت تنش

Glomus محققين ديگر نيز . بودندGlomus  را به

ي ميكوريز آربوسكولار در ها قارچعنوان جنس غالب 

فلزات سنگين و (هاي تحت تنش غيرزنده  خاك

. Tonin et al. 2001)(اند  گزارش نموده) خشكي

در  Acaulosporaو  Glomusهاي جنس  گونه

 هاي ديگر در طيف وسيعي از شرايط مقايسه با جنس

مختلف محيطي ازجمله شوري و خشكي شناسايي 

 .Aliasgharzad. 2000; Stutz et al)اند  شده

2000) .Aliasgharzad (2000)  در مطالعه

 ي ميكوريزها قارچپراكنش و تراكم جمعيت 

 هاي شور دشت تبريز، در سطوح آربوسكولار در خاك

 ي ميكوريزها قارچشوري پايين، جمعيت غالب 

و تعداد كمتري را  Glomusآربوسكولار را از جنس 

هاي بسيار شور  و در خاك Acaulosporaاز جنس 

را  Glomusي متعلق به جنس اه قارچتنها حضور 

تركيب و  Stutz et al. (2000). گزارش داده است

بوسكولار را در ي ميكوريز آرها قارچاي  توزيع گونه

خشك شمال آمريكا مطالعه  مناطق خشك و نيمه

هايي از  ها فقط گونه در مناطق مورد مطالعه آن. كردند

مشاهده  Acaulospora و Glomusهاي  جنس

بيشترين  Glomusهاي متعلق به  شدند و گونه
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هاي آلوده  در خاك Renker et al. (2005). اند بوده

را گزارش  Glomusهاي جنس  به فسفات فقط گونه

هاي يك جنس يا  بودن گونه از دلايل غالب. اند داده

توان به ميزان  هاي جنس ديگر، مي بودن گونهمحدود

 ها در هاي قارچي و توانايي آن اسپورزايي گونه

هاي مورد  كردن گياه و همچنين به روش لنيزهك

. اشاره كرد ها قارچاستفاده براي آشكارسازي اين 

كردن  توانايي كلنيزه Glomusهاي  بطور مثال، گونه

هاي  گياه را از طريق اسپور و نيز قطعات ريشه

اعضاي  حالي كهها دارند، در  ميكوريزي يا ميسليوم

خانواده جايگوسپوراسه فقط بواسطه اسپورها گياه را 

 Daniell et al. 2001, Vallinio)كنند  كلنيزه مي

et al. 2006) .  

شده  مشاهده Glomusهاي متعلق به جنس  گونه

  يابي شامل در اين تحقيق از طريق توالي
G. mosseae، G. intraradices،  

G. versiforme، G. sinuosum،  
G. geosporum، G. etunicatum و Glomus 

sp. كه در مطالعه مورفولوژيك  در صورتي. بودند

فقط سه گونه مورد شناسايي قرار گرفت و ساير موارد 

لازم به ذكر است كه دو . تا حد جنس شناسايي شدند

در مطالعه قبل  G. fulvumو  G. versiformeگونه 

 هاي نويسندگان حاضر در خصوص شناسايي گونه

ميكوريزي غالب در شرايط تحت تنش خشكي و 

آلودگي به فلزات سنگين شناسايي نشده بودند 

)Zarei et al. 2008, 2010 .( درصد از  5حدود

. بودند Acaulospora ها نيز متعلق به جنس توالي

 Glomusهاي جنس  درصد از گونه 75حدود 

  و G. mosseaeشده شامل  شناسايي
G. intraradices  بودند كه G. mosseaeبه 

با توجه . درصد بيشترين فراواني را داشت 50ميزان 

به اين موارد نتايج شناسايي مولكولي تا حدود زيادي 

تحقيقات . نتايج بررسي مورفولوژيك را تاييد نمود

  گذشته نيز نشانگر اين قضيه بوده است كه گونه
G. mosseae هاي تحت تنش داراي  در خاك

لبيت و فراواني بوده است كه اين موضوع بالاترين غا

نشانگر قابليت سازگاري بالاي اين گونه با شرايط 

 ,Zarei et al. 2008)باشد  نامساعد محيطي مي

2010) .  

شده با  يابي هاي توالي نتايج فيلوژنتيكي نمونه

هاي اطلاعاتي به  هاي رفرنس موجود در بانك توالي

. آورده شده است 4هاي رفرنس در شكل  عنوان گونه

در دندروگرام سعي شده فقط يك يا دو گروه رفرنس 

آمده استفاده شوند،  هاي بدست نزديك به توالي

همچنين يك گونه مجزا به عنوان گونه متفاوت و 

لازم بذكر . در نظر گرفته شده است 1خارج از گروه

 90توالي نيز شباهت كمتر از  17است كه تعداد 

ته شده داشتند كه در اين هاي شناخ درصد با گونه

هاي  رود توالي احتمال مي. اند دندروگرام آورده نشده

هاي جديدي از جنس  مذكور مربوط به گونه

Glomus باشند كه نياز به مطالعات تكميلي دارند .  
دهد كه تنوع  نشان مي 2هاي جدول  داده

ميكوريزا تاحدودي به مناطق جغرافيايي و گياه ميزبان 

هاي  ترين ميزان تنوع و گروهيشب. مرتبط است

در جدول . آمده در منطقه يزد مشاهده شد بدست

  شامل گونه( F گياهان ميزبان، گروهمربوط به 
G. intraradices ( فقط از گياه ميزبان جو و

  Aهاي  هرز جداسازي شدند و گروه علف

)G. versiforme  وG. fulvum و  

G. etunicatum ( وC )G. mosseae ( گياه هر دو

ها از ميزبان  ساير گروه. شوند ميزبان را شامل مي

اند كه  محققين قبلا گزارش داده .گندم جدا شدند

علاوه بر خصوصيات خاك، گونه گياه ميزبان نيز بر 

ي ميكوريز آربوسكولار اثر ها قارچتنوع و فراواني 

 .Bever et al. 1996; Del Val et al)گذارد  مي

1999a) . هاي گياهي  نيز اثر گونهدر اين مطالعه

  ي ميكوريز آربوسكولار ها قارچبومي بر فراواني و نوع 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                                     
1. Out group 
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ترين  نزديك با الگوريتم K80 فاصله ژنتيكي ترسيم شده بر اساسگلوموس  ITS- rDNAهاي  درخت فيلوژني توالي -4شكل 

 outگونه كانستريكتوم به عنوان . اند  ي ايراني انتخاب شدهها نمونهبه عنوان رفرنس  ،كد بانك ژن ي دارايها نمونه. همسايه

group اند در نظر گرفته شده.  
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هاي ميكوريز  كاملاً مشخص بود و تنوع و ميزان قارچ

  ).2جدول (بر حسب نوع گياه متفاوت بود 

نيز بيشترين تعداد  Aدر مناطق جغرافيايي گروه 

متعلق به استان مركزي بود و اين گروه بجز استان 

ها  شد كه اين گروه ها را شامل مي قم كليه استان

 G. fulvum وG. versiforme هاي  شامل گونه

تري را  احتمالاً خاك اين منطقه شرايط مناسب. است

فقط شامل گونه  همE  گروه. ها دارد براي اين گونه

G. intraradices قم و  هاي بود كه فقط در استان

  دو  اين نزديكي  دليل ه مركزي يافت شد كه شايد ب

نكته جالب اين است كه اين  .استان به يكديگر باشد

بيشترين فاصله  NCBIاسترين در بانك اطلاعاتي 

  شده گونه هاي ثبت ژنتيكي را با ساير استرين
G. intraradices توان نتيجه گرفت  پس مي. رددا

كه اين استرين را شايد بتوان با انجام آزمايشات 

شناسايي تكميلي به عنوان يك گونه مجزا و جديد 

هاي يزد اختلاف  همچنين نمونه. معرفي كرد

نشان  G.mosseaeداري با يكديگر و گونه  معني

هاي  توان به عنوان گونه دادند كه اين دسته را نيز مي

  .و يا جديد در نظر گرفتحد واسط 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هاي مختلف  با ميكوريزاي جدا شده از ميزبان اي آشيانه PCRهاي ژنوميك بدست آمده از تكنيك  ارتباط گروه -2جدول 

  گياهي و در مناطق جغرافيايي مختلف
هاي  گروه

  دندروگرام 

 گياه ميزبان
 ها گروه

 جغرافياييمناطق 

 مركزي قم آذربايجان شرقي  يزد هاي هرز علف جو گندم

A 4 2   A 1 1  4 

B 1   B 1    

C 11 1  C 11   1 

D 1    D 1     

E 2     E   1 1  
F  2 1 F 2  1   

G 1   G 1    

H 1   H 1    

I 1   I 1    

J 1    J 1    

 6 1 2 20 مجموع  1 5 23 مجموع

  

هاي  هاي مولكولي اين پژوهش، گونه در بررسي

بطور فراوان و غالب در همه مناطق  Glomusجنس 

 Acaulosporaدر ريزوسفر گياهان مختلف و جنس 
نكته مهم در اين . در برخي مناطق شناسايي شدند

در شده هم  پژوهش اينكه در همه مناطق شور مطالعه

 و G.mosseaeگونه  ،گندم و هم در جو
G.intraradices اين . داراي غالبيت كامل بودند

تواند باشد كه اين گونه  موضوع نشانگر اين نكته مي

داراي سازگاري بالايي با شرايط تحت تنش شوري 

  .باشد مي

 G. intraradicesگونه  ،G. mosseae بعد از

داراي غالبيت بود كه تقريباً در همه مناطق البته با 

. وجود داشت  G. mosseaeفراواني كمتر نسبت به 

به ميزان  شده در قسمت نتايج هاي اشاره ساير گونه

شده وجود داشتند و حتي در  كمتري در مناطق مطالعه

بر اساس . برخي مناطق نيز بطور كلي مشاهده نشدند

هاي  در استان G. fulvum گونه ،مطالعات مولكولي

قم و تبريز ديده نشد و تنها در يزد آشكار  ،مركزي

  ،G. Constrictum هاي گونه. گرديد
G. sinuosum  وG. etunicatum  فقط در استان

نيز فقط  G. versiforme آذربايجان شرقي و گونه

نيز در  Acaulosporaجنس . در يزد مشاهده گرديد

www.SID.ir

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 1390سال اول، شماره اول، پاييز فناوري گياهان زراعي زيست علمي ـ پژوهشي مجله            72

با . شرقي مشاهده شد هاي مركزي و آذربايجان استان

آمده در  هاي خاك و ريشه بدست اينكه نمونهتوجه به 

هاي  گياهان گندم و جو در همه مناطق داراي گونه

ميكوريزي بودند و از طرفي با توجه به نتايج محققين 

 كه وجود همزيستي) Aliasgharzad. 2000(قبلي  

توان با  مي، د نمودندميكوريزي را در اين گياهان تايي

هاي  روششيشه و يا  تكثير درون  استفاده از تكنولوژي

شده در اين تحقيق  هاي غالب شناسايي گونه، جديدتر

را به توليد انبوه رساند و به عنوان كود بيولوژيك در 

اختيار كشاورزان قرار داد تا در مناطق تحت تنش 

 .براي افزايش عملكرد استفاده نمايند

 مولكولي پژوهش حاضر نشان داد كه مطالعات

فقط از مناطق تحت تنش شوري G. fulvum گونه 

كه در مطالعات قبلي نويسندگان  شناسايي شد در حالي

مقاله حاضر در مناطق تحت تنش خشكي و آلوده به 

اين  ،)Zarei et al. 2008, 2010(فلزات سنگين 

اين نتيجه گواه اين مطلب . گونه مشاهده نشده است

تواند باشد كه اين گونه احتمالاً اختصاصيت و  مي

  . دارد  شور  هاي خاك با   توانايي بالايي در سازگاري

  

  هاي متعلق به گونه همچنين اكثر نمونه

G. mosseae  در مناطق يزد يافت شدند كه مبين

هاي اين منطقه نسبت به  گونه در خاك وفور اين

  . باشد ساير مناطق مي

آمده در اين  به نتايج بدست كلي با توجه  بطور

بندي نمود كه قارچ  طور جمع توان اين تحقيق مي

اي خوبي در  ميكوريز آربوسكولار داراي تنوع گونه

گونه  6مناطق زراعي شور كشور وجود است و حداقل 

Glomus يك گونه و Acaulospora اين در 

  تنوع به   با توجه  ديگر  از طرف . مناطق وجود دارند

مورد  آمده در خصوص گياهان و مناطق  بدست

 ي ميكوريزها قارچتنوع  ،مطالعه در اين تحقيق

منطقه اقليمي  و گياه ميزبان  وابستگي زيادي به 

داراي  G. mosseaeاز طرف ديگر گونه . دارد

بالاترين غالبيت و سازگاري و همچنين پراكنش در 

باشد و  مناطق مختلف و گياهان مختلف در كشور مي

عنوان يك گونه مناسب  تواند به همين دليل ميبه 

براي توليد كود بيولوژيك در مزارع موجود در مناطق 

  .باشد شور كشور مي
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ABSTRACT 

 
Commonly, plant roots colonized by arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can tolerate 

different stresses such as soil salinity. Thereby, identification of the dominant AMF species 

in the saline soils and their application as biofertilizer could be very useful in order to 

increase crop productivity under such conditions. For this purpose, sampling was 

performed from root and rhizosphere of wheat, barley and weeds in Yazd, East Azerbaijan, 

Qom and Markazi provinces of Iran. The spore morphological properties of the isolated 

AMFs were studied. Then, samples were screened using a two-step nested PCR 

methodology. At the first step, AMF-specific primers, including LSU-Glom1 and SSU-

Glom1 were used, followed by Alu1 digestion of the PCR products, and then at the second 

step, the digested PCR products were amplified by using fungal universal primers (ITS4 

and ITS5) in order to amplify the ITS-rDNA region. The PCR products were then cloned, 

and digested by Taq1. The results of the morphological characteristics and sequence 

analyses showed that two AMF genus, including Glomus (more than 90%) and 

Acaulospora (10%) were dominant. The species G. mosseae (50%), G. intraradices, G. 

sinosum, G. constrictum, G. etunicatum, G. versiforme, G. fulvom, and Glomus sp were 

identified using the molecular analysis. The maximum species diversity was observed in 

the fields located in Yazd Province and in rhizosphere of wheat. Overall, the results of the 

present study showed that the species G. mosseae had the highest dominancy and 

adaptivity under saline conditions. Hence, this species can be used as a source of 

biofertilizer in such regions after performing complementary experiments. 
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