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 چكيده

هـا در    تـرين همزيسـتي   مه يكـي از م    اندوفيتهاي    ها و قارچ    رابطه همزيستي بين گراس   

 هسـتند كـه بـا       Clavicipitaceae رهيتعضو   Neotyphodium جنس   يها  قارچ .باشد  طبيعت مي 

انتخـاب و    گياهي   دو ژنوتيپ  ،ن پژوهش ي در ا  .باشند  همزيست مي  Pooideae رهيتهاي زير   گراس

 ـ در م  انـدوفيت هاي   وجود قارچ  . استخراج گرديد  ها  آن  از  همزيست اندوفيتهاي    قارچ ي هـا   نايزب

اصـول كـخ بررسـي     اجـراي   و   AFLPهاي ميكروسكوپي، نشـانگر مولكـولي         با روش  ح شده يتلق

تنها از طريـق    با موفقيت همراه بود و       يستنسنكر و   لچ  گزارش شده  روشدر اين تحقيق     .شدند

 و ديگـر  تيـپ  ژنوهمـان وارد  با موفقيت   پ  يوتن گرفته شده از يك ژ     اندوفيتهاي   قارچاين روش،   

  ياهي ـ گ يهـا   نازب ـي در م   وجود قـارچ   براي تشخيص  مشخص نمود  بررسي   نيا .شدند ها پتيژنو
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٦٨

 وجود قـارچ در بعضـي از   AFLPنشانگر  . باشد  مي مناسب  ميكروسكوپي يها  روش , شده يزن هيما

از گياهـان   ي ديگر   ض بع که در مورد    در حالي . يد كرد يا ت را شده به طور مصنوعي      زني  مايهگياهان  

هـاي   استفاده از اصول كخ نشان دادكـه قـارچ        . شديد ن يات با اين نشانگر     قارچ وجود شده   زني  مايه

 .كنند ي جديد از لحاظ مورفولوژي و ظاهر تغيير نميها نااندوفيت در ميزب

 

 ح متقابليتلق،  Clavicipitaceae ،AFLP،Festuca ,ي همزيست:ي کليديها واژه

 

 مقدمه

هاي سردسيري توجه   با گراساندوفيت يها ي اخير رابطه همزيستي قارچسالهادر 

شوند كه از  هايي مي ها باعث بيماري در دام اين قارچ .دانشمندان را به خود جلب كرده است

مي مانند كاهش وزن حيوان، زبر شدن موها، يتغذيه نموده و علا ها آن هاي آلوده به گراس

 .(Bacon et al. 1997, Schardl 2001) ند داربه دنبالوان را يح   نكروزه شدن سم وكاهش شير

 تحقيقات بعدي  وجود قارچ در گياه مشخص و ،ت بيماري در حيواناتلدر پي يافتن ع

كه با  باشند مي Clavicipitaceaeه تير و Neotyphodium جنس ها از نشان داد كه اين قارچ

  يها  حضور قارچ.هستند  به طور سيستميك همزيستPooideaeه ريت  هاي زير گراس

 از جمله باعث مقاومت   کهبراي گياه ميزبان به همراه دارد گياه مزاياي زيادي  دراندوفيت

 شوند هاي سمي در خاك مي و يونpH   محيطي شامل خشكي، سرما، تغييراتيها به تنش
Dehghanpour et al. 2006, Malinowski & Belesky 2000, Mirlohi et al. 2004) 

 يد باعث ايجاد مقاومت يهمچنين از طريق توليد آلكالو .) Parsaeian et al. 2007و

 گردند مي هاي ويروسي، باكتريايي و حشرات  زيستي شامل بيمارييها گياه به تنش

(Sabzalian et al. 2004).توسط اين قارچ باعث هايدي توليد آلكالو، از طرفي  

 . شود  قارچ ميکننده از گياهان حاوي ي تغذيهها ها در دام ايجاد برخي مسموميت

 و در عين حال هاي مطلوب ذكر شده   تحقيقاتي به منظور حفظ خصوصيت،لذا

  است شده انجامکننده  ي تغذيهها در دام كاهش مسموميت ناشي از اين قارچ
)Parsaeian et al. 2007 Dehghanpour et al. 2006, (Bouton et al. 2002, Ganjali et al. 2004,. 

  صورتيصورت عموده زبان به نسل بعد بيم ک نسلين قارچ از يل اکه انتقاآنجا از 

 بذر  از طريق رويش در تخمدان وارد  ويافتهرار ق اندام هوايي گياه استقارچ در، رديگ يم

 شود ياه مي بذر وارد گيزن  با جوانهامجدد وماند  ن باقي ميرو در لايه آلشده
Bacon et al. 1997, Burns et al. 2006, Christensen et al. 1997, Ganjali et al. 2004,) 

Mirlohi et al. 2004 و (Schardl 2001  اندوفيت هاي ارچقانتقال امکان كه در اين صورت  

به معني وارد كردن ن قارچ ي ايبرامصنوعي  زني مايه ،لذا .وجود نداردآساني به  ديزبان جديبه م
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با   از قارچيا که نمونه ي در صورت.باشد ها مي به داخل گراس به طور مصنوعي و آزمايشگاهيآن 

توان   با اين روش مي .کننده در دست باشد  ي تغذيهها دام يت برايا بدون سمي ت کم ويسم

ها سمي نباشد  که براي دام  دست آورد که علاوه بر اينه گياه ب ترکيب مناسبي از قارچ و

 .خصوصيات خوب اين همزيستي را دارا باشد

ه ي مصنوعي ارازني مايه را براي ي روش(Latch & Christensen 1985) ستنسن کريولچ  

هاي مختلف جدا کرده و با استفاده از   را از گراسها اندوفيت پنج گونه از قين طري و از اکردند

ها را به ارقام  آگار، اين قارچ  - آب کشت در بافت کلئوپتيل در محيطاندوفيتتکنيک قرار دادن 

 .نمودند زني مايه د و لوليومبلن فسکيوي 

 مصنوعي زني مايه كشت بافت براي روش ز ا(Kearney et al. 1991) نهمكارا وكيرني 

 بود که نسبت درصد  هشت درصد موفقيت در اين روش حدود. فسكيوي بلند استفاده كردند

 .باشد، کمتر است  مي درصد۱۱ که حدود )۱۹۸۵ ( کريستنسنولچ به روش 

 با استفاده از روش (Johnson-Cicalese et al. 2000) و همکارانس سيكال -ونجانس

 .Festuca rubra subsp را به گياهان بالغ اندوفيتهاي   متقابل قارچزني مايهديگري توانستند 

rubra وF. rubra subsp. fallax پنجه جدا کردند و   گياهان را به صورت تکها آن. انجام دهند

 ياريمتر کوتاه کرده و سپس با استفاده از سرنگ ش يحدود سه سانتها را به طول  پهنک برگ

ست رشد ي همزاندوفيت وم قارچيسليک قطعه کوچک از ميجاد و ي در طوقه ايمتر يليدو م

 گياهان به قارچ  درصد۱۱ در اين اقدام. قرار دادندار يداخل ش در ط کشت راي محيافته روي

 .آلوده شدند

 و همكارانبوتون توان به تحقيق  قابل ميمت زني مايه از كاربردهاي

 (Bouton et al. 2002)هاي   تحت ناماندوفيتايشان در مطالعه خود دو نژاد .  كرده اشار

AR542و AR502 فسکيوي  وارد رقم ,کردند يدهاي ارگوت را به ميزان کم توليد ي را که آلکالو

يد کمي توليد ي آلکالو اندوفيتژادن  با اين دويهمزيست در اين رقم. ندنمود Georgia-۵بلند 

در ها  بيماري آفات و، ها کند و از خصوصيات زراعي بهتر و مقاومت بيشتري نسبت به تنش مي

 زني مايهبا استفاده از ن امحققهمچنين . هاي عاري از قارچ برخوردار است  کلونسه بايمقا

 چندساله (.Lolium spp) يها گراس  در فسکيوي بلند و ريسن کريستينولچ مصنوعي به روش 

 ،N. coenophialum (Morgan-Jones & Gams) Glenn, Bacon & Hanlinاز اي  جدايهتوسط 

  را به دست آورند(.Poa spp) خوار بلوگراس گياهان مقاوم به آفات کرم ساقه

(Bouton et al. 2002).  پذير است ولي   امکانها اندوفيت  مصنوعيزني مايهبا اين که در ظاهر

مساله ناسازگاري قارچ با گياه به اين معني که قارچ  .مشکلات فراواني نيز در اين امر وجود دارد

يکي از , باشد ينمقادر به ادامه حيات ) ژنوتيپ خاص(به گياه مورد نظر  زني مايه پس از

رسد  بر اساس مطالعات محدود انجام گرفته به نظر مي. باشد ميند يفرامهم اين  يها تيمحدود
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يا  باعث سازگاري ادينسبتا زپذيري   با وراثت ژنچند  و احتمالااست ژنتيکي رابطه ين ا

 .(Easton et al. 2002) باشد اندوفيتهاي  قارچ ح شده باياهان تلقي گناسازگاري

 و ترکيب  اثر متقابل با گياه ميزبان خود دارنداندوفيت يها كه قارچ با توجه به اين

 با توجه به كم بودن اطلاعات در  واست مواره مدنظر محققان بودهمناسبي از قارچ و گياه ه

گياه فسكيوي بلند ايراني و ي مختلف ها نا بين ميزباندوفيت يها خصوص قابليت انتقال قارچ

 مصنوعي و تعيين زني مايه يها  روشيساز  نهيبهاين گياه در ايران تنوع چشمگير  نيهمچن

 يها همچنين شناسايي روش مناسب در انتقال قارچ. استاهميت  زي حا يا ناسازگاريريسازگا

 با خصوصيات برتر را به يها دهد تا قارچ  اجازه مي ايرانينا به گياهان سازگار به محققاندوفيت

 سازگار با شرايط تر از نظر زراعي هاي مطلوب لاينو يي با ژنوتيپ برتر انتقال دهند ها ناميزب

 .توليد نمايندايران 

 بهتـرين  مصنوعي و تعيـين  زني  مايههاي    روش بهينه سازي   و بررسيژوهش،    هدف اين پ  

 اثـر   يي ديگـر و بررس ـ    هـا   بـه ژنوتيـپ    ست از يك ژنوتيپ گياهي    ي همز روش انتقال سريع قارچ   

 .زبان بودياه ميمتقابل قارچ با گ

 

  بررسيروش

 ياهيمواد گ -

 Schreb Festuca arundinacea. بلنـــد  فســـكيوي نوتيـــپ  ژدر ايـــن مطالعـــه از دو

)٤٢=x۶=nاه از دو   ي ـصـورت تـک گ    ه   ب نوتيپ ژ دون  يا. دياستفاده گرد  ٨٣ و   ٧٥ هاي شمارهبا) ٢

 روستاي فريمـان در     ازز روستاي كامياران در استان كردستان و        ا بيترته  بكه   ياه مادر يتوده گ 

 .ددنير گردي در گلخانه تکثيشيصورت روه ند انتخاب و بآوري شده بود استان خراسان جمع

 از يك ژنوتيپ گياهي يكسان ،اندوفيت و بدون اندوفيتبراي توليد گياهان حاوي 

 و سپس يك قسمت از هر ندر شده هر ژنوتيپ به دو قسمت تقسيم گرديديهاي تکث پنجه

 و فوليكور )  گرم ماده موثره در ليتردو(كش پروپيكونازول  ژنوتيپ توسط مخلوط دو قارچ

 بار در هفته و  ها دو تيمار پنجه. (Siegel et al. 1984) شدندار ميت) ليتر در ليتر يك ميلي(

 . كش بود ها توسط مخلوط دو قارچ ها و غلاف برگ به مدت دو هفته در حد خيس كردن برگ

 به روش  اندوفيتگياهان مورد تيمار براي تعيين حضور  ،سمپاشيدو هفته پس از آخرين 

 به طور كامل از گياهان اندوفيتد كه يشخص گردمورد بررسي قرار گرفتند و مميكروسكوپي 

 اندوفيت ي و حاويشتر گياهان عارير بي تکثيبرا. ده استيحذف گرد  ، بلنديوي فسکتيمار شده

هاي مجزاي كنار هم به    ماهه به كرت ششک دورهي ي برايشيهاي رو در هر ژنوتيپ پنجه

 از هر اندوفيت ي و حاويان عار گياهي کافتعدادن دوره يپس از ا. مزرعه منتقل گرديدند

 و بدون اندوفيتوردن بذر حاوي  آدسته  بيبرا. آمد فراهم ي بعدهاي شيزماآ يژنوتيپ برا
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 هر اندوفيت و بدون اندوفيت، گياهان حاوي ۱۳۸۱ از هر ژنوتيپ در زمستان سال اندوفيت

ار در مزرعه ژنوتيپ به صورت آزمايش فاكتوريل در قالب يك طرح بلوك تصادفي در سه تكر

  بوته شش متر بود به طوري كه در هر پلات، ۵/۱ × ۵/۱ها با ابعاد  پلات. كشت گرديدند

 با توجه پس از استقرار گياهان و شروع سيكل زايشي،. كشت گرديد)  پنجهپنجهر بوته حاوي (

وتيپ ژن به ترتيب به وسيله ۷۵ و ۸۳هاي  هاي مادري ژنوتيپ  پايه,اهين گي ايبه خود ناسازگار

 درجه چهار  گرده افشاني شدند و بذور در مرحله رسيدگي دانه برداشت و در يخچال۸۳ و ۷۵

 ن قارچ يقابل ذکر است که ا       . نگهداري شدنديبعد ي هاآزمايش جهت انجام گراد يسانت

ل بذر در ي و تشکي شده و پس از گرده افشانينيسه جني وارد کيه مادري از پايصورت عموده ب

 به حساب يخواهر مهينآزمايش ن يمده در اآدست ه  لذا بذور ب،گردد  يبذر مستقر مآلرون  هيلا

 .نديآ يم

 ها جداسازي قارچ -

 بـه ابعـاد   ف برگ غلا از   هايي نمونهزبان  ياه م يگ  از اندوفيتهاي    جداسازي قارچ  به منظور 

 سـپس  و  ثانيـه ٣٠بـه مـدت    درصـد  ٧٠كل لبريده شد و در ا     گياهي   هاي كلوناز  متر    سانتي دو

 بـار بـا     سـه ها       نمونه .ندعفوني شد   ثانيه ضد  ١٥ درصد به مدت     ٥/٢  سديم هيپوكلريت درمحلول

  خارج شـود و    ها  آن و روي كاغذ صافي سترون قرار گرفته تا آب اضافي            ندآب سترون شسته شد   

 .(Ganjali et al. 2004) قرار داده شدند PDA   محيط كشتروي سپس

از روش ميكروسـكوپي مبتنـي بـر         ميزبـان جديـد   در   انـدوفيت اي  ه  براي مشاهده قارچ  

 ).Belanger 1996 (دياستفاده گردآميزي با ماده رنگي رزبنگال  رنگ

  قارچزني مايه هاي روش -

 دو روش مختلـف كـه   سـه بلنـد از  ي   به گياهان فسكيو   اندوفيت يها   قارچ زني  مايهبراي  

 گرفـت  ت شـرايط غيرسـترون انجـام         روش ديگـر تح ـ    يـك   تحت شرايط سـترون و     ها  آن روش

 :استفاده شد

 ي عـار بـذور  ابتدا نآبود که در  )۱۹۸۵ ( كريستنسنولچ  بر گزارش ين روش مبتن  يا: اولروش  

آگار  -آب  و روي  عفوني   ضدقه  ي دق ٣٠-٥٠به مدت     درصد ٢٥ هيپوكلريت سديم توسط  قارچ  از  

 در تاريكي مطلق نگهـداري      گراد ي درجه سانت  ٢٠-٢٤  بذور در دماي   .دن قرار داده شد    درصد ٥/١

پتيـل  ولئ ك کمي بالاتر از محل اتصـال     ( ها  آنپتيل  ولئل روي ك  پل با اسكا  زني  جوانه بعد از    و شدند

. ه شـد  سـليوم در داخـل شـكاف قـرار داد         يشكاف عمودي زده و مقداري كمـي م       ) به مزوکوتيل 

 داخـل   بـه  و سـپس   ده شدند  قرار دا  ييروشنا روز در     سه  روز در تاريکي و    ۷-۹ها به مدت        نمونه

  ازپـس  .شـد پوشـانده     شـفاف   پلاستيك با ها  آن و روي    منتقلمتر    سانتي ١٠  با قطر  ييها  ناگلد

انتقـال   گـراد  يدرجه سانت  ٢٥-٣٠ها به گلخانه در دماي       ها برداشته و گياهچه    كي روز پلاست  سه

 رچ با استفاده از روش هفته و ايجاد پنجه جديد وجود يا عدم وجود قا      ١٠-١٢ بعد از    .داده شدند 
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 کي ـاز   اندوفيتهاي     قارچ زني  مايهشامل   زني  مايه هاي   كليه حالت  .گرديدبررسي   )۱۹۹۶ (بلنگر

 .متقابل صورت گرفت زني مايه و )همسان( خودش  بهميزبان

عفـوني و کشـت بـذور      مدت زمان ضد ,زني  مايهت  ياهچه بر موفق  يبراي بررسي اثر سن گ    

طـرح  ک  ي ـاز  ن منظـور    يبراي ا .  متقابل مورد مطالعه قرار گرفت     زني  يهماتا زمان   آگار   -آب يرو

تيمارها براي  . گرديد زني  مايهاهچه  يگ ٣٠ و داخل هر تكرار       استفاده  تكرار چهار  تصادفي با  كاملاً

 ٧٥ ياهي ـ ژنوتيـپ گ   ي روز و برا   ١٤  و ١٠ ،٧ شدند   زني  مايه ٧٥ه  ي که با جدا   ٨٣ ياهيژنوتيپ گ 

هـر  ) موفـق  زنـي  مايـه (گياهان حاوي قارچ .  روز بود١٥ و   ١٢،  ٨شدند     زني مايه ٨٣ه  يکه با جدا  

 تعـداد روز از كشـت بـذر تـا     رتيمـا اثـر  به منظور بررسي .  شددر هر سه تيمار شمارش ژنوتيپ

 بودنـد  شـي  هـا شمار   چـون داده   ، متقابل دو ژنوتيپ گيـاهي     زني  مايه در   )سن گياهچه ( زني  مايه

 قـرار  ٥/٠ صفر بود عـدد   ها  آنهايي كه مقدار         داده  براي .نجام گرفت بر اساس رابطه ا    دادهتبديل  

 .انجام شد V6.12(SAS(و تجزيه واريانس با نرم افزار ل داده انجام يداده شد و سپس تبد

 هـر دو  بـذور نجـا  يدر ا  . بـود  قرار دادن ميسليوم قارچ  داخل بـذر       ن روش بر اساس     يا : دوم روش

  و شـد  قـرار داده ، كاغـذ صـافي سـترون بودنـد      حـاوي کـه   پتـري   هـاي     تشـتك  داخـل    ژنوتيپ

پتـري بـا   هـاي   تشـتك  يهـا  پـوش  در.دي ـبه هر يك اضـافه گرد  آب مقطر سترون     ليتر   ميلي ۳۰

 .گرفتنـد قـرار   گـراد   سانتيدرجه   ٢٤  در دماي  ي كامل و  نورشرايط  و در   ند   ده شد انپارافيلم پوش 

و   پوسته بذور برداشته شد    يط سترون تحت شرا زني    روز بعد از جوانه    هفت الي   پنجدر اين روش    

قرار داده  اه  يگشناسي داخل آندوسپرم     وزن حشره سسليوم قارچ توسط    ي م ،رلنوكوبيبا استفاده از    

از نشاسته كـه   هاي گندرو قارچ به  بذور و جلوگيري از آلودگي    دن سطح بذر  انبه منظور پوش   .شد

  زنـي   مايـه  اين ترتيب كه بذور بعـد از          به . بود استفاده گرديد   رسيدهاع  باش حددر آب سترون به     

 انتقـال داده  پتـري سـترون    يها  تشتک گرفتند و به  قرار  مذكور   ثانيه داخل محلول     ٢٠به مدت   

 قرار داده   فلورسنت روز در روشنايي زير لامپ       سه روز در تاريكي و      پنجاين بذور به مدت      .شدند

 . و بقيه مراحل مانند روش اول بودشدند

ــوم ــا: روش س ــن ري ــزارش يوش مبتن ــر گ ــون ب ــيكالس -جانس ــارانس ــود )۲۰۰۰ ( و همك  . ب

در گلخانه  به اندازه كافي     ياهيژنوتيپ گ  از قارچ دو     ي عار يها كه كلون  پس از اين   روشن  يادر  

 اطـراف تا خاك  گرفتهزير آب سرد   راها آن  از گلدان خارج شده و ريشه شدندقويرشد كرده و   

 پنجه بودنـد بـه صـورت يـك يـا دو             ١٥ الي   ١٠ ن كه حاوي   سپس اين گياها   .شسته شود  ها  آن

حفـظ   از پهنـك بـرگ    متر    سانتي سهحدود   هاي اضافي بريده شد و     برگ .ندگرديداي جدا    پنجه

و  جـاد يا گيـاه  طوقه در   يمتر  ميلي  سه يل ا  دو پل يك شكاف عمودي   لبه وسيله اسكا   سپس   .شد

ي هـا   نا بـه گلـد    شـده  زني  مايهان   گياه ايعسر. سليوم قارچ  درون شكاف حاصله قرار داده شد        يم

 براي بررسي )زني مايه از  روز بعد٤٥( د بعد از رشد مجد  داده شدند و  حاوي خاك سترون انتقال     

 جـا نيدر ا  .استفاده گرديد  ميكروسكوپيو مشاهده   رنگ آميزي      از روش   قارچ وجود يا عدم وجود   
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بـود   ٨٣ ن ژنوتيـپ   پنجه از گياهـا    ۸۱و   ٧٥ ژنوتيپ پنجه از گياهان     ٦٥همسان شامل    زني  مايه

 متقابـل   زنـي  مايـه نـد و   گرديد زنـي  مايه ٨٣ قارچ جدايه  و ٧٥توسط قارچ جدايه    ب  يترته  که ب 

 ـ    ٨٣  ژنوتيپ پنجه از گياهان   ۱۹۰و   ٧٥ ژنوتيپ پنجه از گياهان     ١٦٧شامل    بي ـترته  بود کـه ب

 .ندگرديد زني مايه ٧٥ و قارچ جدايه ٨٣توسط قارچ جدايه 

  در ميزبان جديداندوفيتهاي  ي قارچردياب -

ح يد صـحت تلق ـ   يي ـو تا  دي ـ جد يهـا   نازبي در م  شده زني  مايه اندوفيتبراي رديابي قارچ    

 .استفاده شد  و اصول كخ    AFLP نشانگر مولكولي استفاده از,  روش ميكروسكوپياز سهمتقابل 

 ينـد شـکل بـرا     چ ياص اختص يجود باندها  بر و  يمبتن AFLP  نشانگر استفاده از  :AFLPروش   -

 صـورت   نمـود  يز را فـراهم م ـ    يکه امکان تمـا    ياهي گ يها ژنوتيپ و   ي قارچ يها  هيک از جدا  يهر  

  مربـوط   چا عـدم حضـور قـار      ي ـن حضـور    ي مب ـ ي اختصاص ـ يا عدم وجـود بانـدها     ي وجود   .گرفت

  کـه   ۸۳ و ۷۵هـاي گيـاهي       ژنوتيـپ  ،۸۳ و ۷۵ قـارچي    ياه  هجداياز  ن منظور   ي بد .مدآبه حساب   

 انـدوفيت عـاري از قـارچ   کـه   ۸۳ و۷۵هاي گياهي  ژنوتيپ ، بودند اندوفيتور طبيعي حاوي    به ط 

شـده  متقابل    زني  مايه ۸۳ و ۷۵ قارچي   يهاه  جداي  با و گياهاني که به طور مصنوعي     بودند  شده  

ــد  ــد DNAبودن ــتخراج گردي ــتخراج . اس ــق روش   DNA اس ــاهي طب ــن گي ــارانچ   و همك

(Chen et al. 1999) انجام گرفت. 

 .با اندكي تغيير اجرا گرديد (Vos et al. 1995)  و همکارانووس بر اساس ،AFLP روش

ه تهــيه شـد   آلمـان    Rocheشـركت   كه از    MseI و   EcoRI در اين تحـقيق از تركـيب دو آنزيم        

 نوكلئوتيـد اضـافي در       بـدون  از آغازگرهـاي  تكثير پـيش انتخـابي      در مرحله    .بودند استفاده شد  

ــايَ  ــد ٣انتهــ ــازگر ماننــ ــازگرEcoRI (5'GACTGCGTAGGTGCAG3')  آغــ  و آغــ

MseI (5'GATGAGTCCTGAGTAA3')انتخــابي از  تكثيــر مرحلــه رد. ديــ اســتفاده گرد

اضـافي  با دو نوكلئوتيـد   TA  MseI-  TG /EcoRI /و   AC /  MseI-  TC /EcoRI يآغازگرها

 .استفاده شد ٣در انتهايَ 

 اي   يـك چرخـه  واسرشـته سـازي اوليـه   مل  شـا   براي تكثير پـيش انتخـابي      PCRبرنامه  

 دقيقـه و در  يـك سـازي بـه مـدت        و واسرشت  گراد ي درجه سانت  ۹۴ در دماي    دقيقهدو  مدت  به  

 اي يك دقيقه  گراد يدرجه سانت  ٥٤ چرخه   ٢٦ بعد از اين مرحله   . بود گراد يدرجه سانت  ۹۴دماي  

بسـط  ( و قسـمت آخـر     ودب ـگراد   يدرجه سانت  ٧٢ دقيقه در دماي     يك و براي بست     براي اتصال 

 . دقيقه بودپنجبه مدت  گراد يدرجه سانت ٧٢شامل يک چرخه ) يينها

 . رقيق شـد   ١:٥ابتدا محصول تكثير پيش انتخابي به نسبت          تكثير انتخابي   براي مرحله   

 :باشد  براي اين مرحله شامل سه قسمت به شرح ذيل ميPCR برنامه

 .) ثانيه٦٠( گراد يدرجه سانت ٩٤شامل يک چرخه در ) واسرشت اوليه(قسمت اول 
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)  ثانيـه  ٣٠( گراد يدرجه سانت  ٦٥،  ) ثانيه ٣٠( گراد  سانتيدرجه   ٩٤ چرخه   ١٢قسمت دوم شامل    

 ياز دمـا   گـراد  يدرجـه سـانت    ٧/٠که در هر چرخه به ميزان       ) ثانيه ٦٠( گراد يدرجه سانت  ٧٢و  

 . يابدياتصال کاهش م

 گـراد  يدرجـه سـانت   ٥٦، )ثانيـه  ٣٠( ادگـر  يدرجـه سـانت   ٩٤ چرخـه   ٢٣قسـمت سـوم شـامل    

 شـامل يـک چرخـه   ) ييبسـط نهـا  ( ، قسمت آخـر   )ثانيه ٦٠( گراد يدرجه سانت  ٧٢و  )  ثانيه ٣٠(

 ).هقي دق٥( گراد يدرجه سانت ٧٢

 كـه بـه طـور       ي بتـوان از گياهـان     بدين مفهـوم كـه       كخ اصول از   AFLPعلاوه بر نشانگر    

 کـرد اسـتخراج  را قـارچ  مجـددا همـان    ه بودنـد، شدزني  مايه اندوفيتهاي  مصنوعي توسط قارچ 

 رويبـراي اسـتخراج قـارچ        شده   زني مايه گياهانبرگ  غلاف   از    منظور ني ا يبرا. استفاده گرديد 

هـاي    مدت زمان خروج قارچ و شكل ظـاهري و خصوصـيات قـارچ            . ديگرداستفاده   PDAمحيط  

 .مقايسه شدنده يولي قارچي اها هدست آمد با نمونه  شده ب زني  مايه كه از گياهان اندوفيت

 

  و بحثهنتيج

 هاي اندوفيت ارچ قجداسازي -

 به  بسته PDA ي حاوي پتريها تشتکمدت زمان خروج قارچ از بذر و غلاف در 

  روز و از غلاف۳۵, ۷۵پ ي زمان خروج قارچ از بذر در ژنوت.ژنوتيپ گياه و قارچ متفاوت بود

و از غلاف ) شتري روز ب۱۰ يعني( روز ۴۵ان از بذر ن زمي ا۸۳پ ي روز بوده است و در ژنوت۲۵

 هاي تواند به علت تراکم بيشتر ميسليوم اين امر مي. بوده است) شتري روز بپنج يعني( روز ۳۰

 .تر دارد هاي دقيق كه نياز به بررسي قارچ در بذر و غلاف اين ژنوتيپ باشد

 محيط کشت بسيار بالا هاي برگ، ميزان آلودگي باکتريايي در از طرفي درکشت غلاف

بيوتيک  آنتي  ازPDA محيط کشت  به منظور کاهش اين آلودگي در,بود، بنابراين

استفاده شد كه ميزان آلودگي باکتريايي ) mg/l۵۰ (و کلرامفنيکل ) mg/l۱۰۰(استرپتومايسين 

 N. coenophialum   گونه وجودبعد از جداسازي با روش ميكروسكوپي. به شدت کاهش يافت

 سفيد رنگ بودند اما بعد از مدتي به تدريج ۷۵ و ۸۳هاي هر دو جدايه قارچ   پرگنه. ييد شدتا

 محيط  روي۸۳رشد جدايه .  چشمگيرتر بود۸۳اين تغيير رنگ در جدايه . کرمي رنگ شدند

 ۷۵خوردگي و شکل ظاهري با جدايه   بود و از لحاظ چين۷۵ بيشتر از جدايه PDAکشت 

 .متفاوت بود

 هاي اندوفيت زني قارچ هاي مايه روشبررسي  -

 جداهاي   انتقال قارچ به گياه سعي شد قارچ بالا بردن شانس ابتدا برايقيتحقن ي ادر

 و ژنوتيپ همان اندوفيتعاري از قارچ  انگياهبه حاوي قارچ  ٨٣ يگياه ژنوتيپشده از 
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 و انتقال پيدا كند وفيتاندعاري از قارچ  ٧٥ انگياه به ٧٥ ي گياهژنوتيپ  شده ازجداهاي  قارچ

متقابل كه به وارد كردن قارچ جدا شده از يك ژنوتيپ به ژنوتيپ ديگر اطلاق  زني مايهسپس 

 هيکل زني مايهروش اول با استفاده از  .ردي شرح داده شد انجام گقبلاشود، به صورتي كه  مي

 ٧٥ ژنوتيپ گياهان ،٨٣  جدايه كه توسط قارچ٨٣ ژنوتيپگياهان قارچ شامل  -زبانيمتركيبات 

 ٨٣ ژنوتيپ گياهان  و٨٣ كه توسط قارچ جدايه ٧٥ ژنوتيپ گياهان ،٧٥كه توسط قارچ جدايه 

 يمطلب برا سهولت به منظور .ز بوديمآ تيند موفق بودهشد زني مايه ٧٥كه توسط قارچ جدايه 

  و٨٣E٧٥Fa، ٧٥E٧٥Fa، ٨٣E٨٣Faنمادهاي از از اين پس به ترتيب  فوق يها بيترک

٧٥E٨٣Faشد خواهد   استفاده. 

 طبيعي خودشـان را كـه عـاري از          يها  نا ميزب ٨٣ و   ٧٥ هاي قارچي   جدايهاين روش    در

 و  ٣/١٩  برابـر  ٨٣E٨٣Fa  آلـوده  گياهـان درصد   در روش اول     .كردندآلوده   يراحته  بقارچ بودند   

 اي گيـاهي ه ـ بـه ژنوتيـپ   چقار زني مايهدر مورد .  بود٦/١٥  برابر ٧٥E٧٥Fa  آلوده گياهاندرصد  

.  بـود  ٧/٨ و   ٢/١٠ به ترتيب برابر     ٧٥E٨٣Fa و   ٨٣E٧٥Fa درصد گياهان توليد شده      زبانير م يغ

 از قـدرت و بنيـه بيشـتري برخـوردار           ٨٣ نسبت به ژنوتيپ     ٧٥هاي ژنوتيپ     در مجموع گياهچه  

  موفقيـت در    بيشـترين درصـد    .مير كمتـري داشـتند      درصد مرگ و   ,يزن هيند ما ي در فرآ   و ندبود

 . بود٧٥E٨٣Faو كمترين آن مربوط به  ٨٣E٨٣Faهاي  مربوط به گياهچهني ز مايه

 در ٧٥E٨٣Fa  گياهانفقط براي تيمارها بين  که تفاوتنشان دادنتايج تجزيه واريانس 

 تيمار نشان داد سه بين اين LSD با آزمون ها مقايسه ميانگين. دار شد  معني درصدپنجسطح 

 پنج  در سطحيدار هفتم و چهاردهم اختلاف معنياي روزه هفتم و دهم و هايكه بين روز

 طول .داشت وجود نيدار ولي بين روز دهم و چهاردهم اختلاف معني درصد وجود دارد

رشد طولي   بود و٧٥تاريكي مطلق بيشتر از گياهان در  ٨٣ ژنوتيپ  در گياهانپتيلكلئو

و  پتيلكلئوقطر کاهش اعث ب ٨٣ ژنوتيپ  در گياهان رشد طولي بيشتر.گرفت سريعتر انجام مي

 گياهچه که روي زخميبا كوچكترين از اين رو  .دگردي مي  ها گياهچهزني  مايهشدن  تر شكلم

تعداد روز از   بيني مدت زمانراب بهترين نتيجه ,بنابراين. رفت ، گياهچه از بين ميشد ايجاد مي

 ولي با افزايش روز تعداد .به دست آمدتم فدر روز ه  ژنوتيپني ايبرازني  مايه تا  بذوركشت

بين  اختلاف و كاهش پيدا كرد شدهزني  مايه يها  گياهچهمير و  گياهان آلوده و درصد مرگ

 .دار شد ف معنيلتيمارهاي مخت

  ميزان كمترين.دست آمده  در روز هفتم اين تيمار ب٧٥E٨٣Faبيشترين ميزان گياهان 

تواند نگهداري بيش   علت اين امر مي که بود چهاردهم تيمار روز مربوط بهزني مايهموفقيت در 

مواد غذايي دسترسي به مير گياهچه به علت عدم  و   و مرگزني مايهاز  قبل گياهچهاز حد 

 .باشدکافي 
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اختلاف زني  مايهكشت تا  از  روز١٥ و١٢ ،٨ ي بين تيمارها،٨٣E٧٥Fa  گياهاندر مورد

 روز هشتم به موفق متعلق زني مايهترين  با اين وجود بيش،)۱جدول (ي مشاهده نشد دار معني

 بود و ۸۳نسبت به ژنوتيپ  تريكم پتيلكلئو طول داراي رشد قطري بيشتر و ٧٥ژنوتيپ . بود

به همين خاطر  رسد  به نظر مي و يكسان بودا تيمار تقريبسه  هرآن در پتيلكلئورشد طولي 

اثر چنداني بر  ن ي همچنو  دنش دار  ژنوتيپ معنيني ا برايزني مايهتا  کشت بذرمدت زمان 

 از رشد بهتري ٧٥ نسبت به جدايه ٨٣با توجه به اينكه قارچ جدايه .  نداشتنآ متقابل زني مايه

 ٨٣بنيه بهتري نسبت به ژنوتيپ  از ٧٥نوتيپ  ژهاي گياهچهو بود برخوردار در محيط كشت 

 ها آن در زني مايهو   بود٨٣پ تيونهاي ژ  كمتر از گياهچهها آنمير و درصد مرگ ند بود برخوردار

 .ي همراه شدبا موفقيت بيشتر

  حاوي قارچهيچ گياه  شده در تركيبات مختلف زني مايه بذر ٤١٥  ازدوم روشدر 

چون رسد   به نظر مي وروش بسيار بالا بود اين  درها  گياهچهدرصد مرگ و مير. دست نيامده ب

هاي   قارچ،گرفتند قرار مياست  سريع ي سلولمم و تقسيتسي فاقد مرکه  بذرمرها در آندوسپ قارچ

 مواد غذايي نظر از بذر آندوسپرماز آنجا که  نيهمچن .نبودند گياه ه کردنآلود  به قادراندوفيت

مورد هجوم  ،زني مايهس از پ  نشاسته بادن سطح بذرانپوشرغم يعلباشد،   ميغنيبسيار 

 كه رشد اندوفيتهاي  از بين رفتن قارچب ها نيز موج  اين قارچ وهقرار گرفت گندروهاي  قارچ

 .شدندندارند، را گندرو هاي   و توانايي رقابت با قارچكمي دارندا نسبت

  هيچند شدزني  مايه ٧٥ و ٨٣ جدايه قارچي دو ط پنجه كه توس٥٠٣ از در روش سوم

  بر اثريهمراحل اولهمان  در ها پنجه بعضي از. ه نگرديدگونه گياهي كه داراي قارچ باشد مشاهد

  از پس كهوجود داشت گياه  در اين ميان سه.از بين رفتندزني  مايه از ي ناش آسيبشدت 

، اناين گياههر سه . ند مشكوك بود از نظر احتمال وجود قارچ،زني مايهاز  بعد  ماه٥/١ گذشت

سط تو ها آن و يکي از ٧٥ توسط قارچ جدايه ها آنگياه  به ترتيب دو كه ند بود٧٥تيپ واز ژن

 سههر مشخص شد كه  زني مايه ماه از سه  از گذشت ولي بعد. شده بودزني مايه ٨٣ قارچ جدايه

 سن كريستنو لچ  با نتايجدست آمدهه بنتايج  .بودند اندوفيت اين گياهان فاقد هر گونه قارچ

مطابقت  )۲۰۰۰ (السكسي -نوجانسولي با نتايج  در مورد اين روش مشابه بود )۱۹۸۵(

 كه گياه ميزبانقارچ و گونه  تيپوژن بهتوان  مياحتمالا اين عدم مطابقت را يل دل. نداشت

 .مرتبط دانست گردد   ميزني مايه

  در ميزبان جديداندوفيتهاي  رديابي قارچ -

 انجام مناسب هاي ميكروسكوپي ي جديد با روشها نا در ميزباندوفيتهاي  رديابي قارچ 

 اندوفيتهاي  هاي قارچ محلول رنگي رزبنگال، ميسليومآميزي غلاف برگ با   پس از رنگ.شد

 ).۱شكل ( سلولي ديده شد  شده به رنگ صورتي در فضاهاي بينزني مايه
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٧٧

 . به عنوان ميزبان جديد٧٥ گياه ژنوتيپ در داخل ٨٣ جدايه ميسليوم قارچ اندوفيت -١شكل 
Fig. 1. Mycelium of endophytic isolate 83 in plant genotype 75 as new host. 

 

 توليد باند توسط AFLPمولكولي نشانگر هاي اندوفيت توسط   قارچديابيبراي ر

ها و عدم توليد اين باند در  هاي جدا شده از همان كلون هاي گياهي حاوي قارچ و قارچ كلون

 همچنين.  بود مورد نظرقارچراي  بودن اين باند بي به منزله اختصاصقارچ از  شدهگياهان عاري

 درمورد نظر قارچ گر آن بود که  نشان،زني شده وجود اين باندهاي اختصاصي در گياهان مايه

 ، كوچك استNeotyphodium  كه ژنوم قارچ  با توجه به اين.وجود دارد  شدهزني مايهگياهان 

  در و)صفر(نوكلئوتيد انتخابي از آغازگرهاي بدون در مرحله پيش انتخابي  AFLPدر انجام 

 . با دو نوكلئوتيد انتخابي استفاده شديينتخابي از آغازگرهامرحله ا

 -TA  MseI /و   AC /  MseI-  TC /EcoRI يانتخابي از آغازگرها تكثير مرحله رد

TG  /EcoRI  با دو نوكلئوتيد َ   -AC /  MseIآغازگر  .استفاده شد ٣اضافي در انتهاي

TC /EcoRI اين . شناسايي كرد  شده رازني مايه  گياههشت گياه از سه اندوفيتهاي   قارچ

هاي   قارچ. بودند٨٣E٧٥Fa يك گياه  و٧٥E٧٥Faيك گياه  ،٨٣E٨٣Faگياهان شامل يك گياه 

 به همين دليل از. ديگردن يابيرداين آغازگرها توسط ديگر  شده زني مايه گياه پنج اندوفيت

 ٢ شكل. استفاده گرديد يتاندوفهاي   نيز براي رديابي قارچTA MseI-  TG /EcoRI / آغازگر

 پنج اندوفيتهاي  قارچ در اين حالت .باشد بوط به ژل الكتروفورز شده همين آغازگرها ميمر

  بودند٨٣E٧٥Fa سه گياه شامل  كهدي گرديابيشده ديگر توسط اين آغازگرها رد زني مايهگياه 

 جدايه اندوفيتهاي  همچنين با استفاده از اين آغازگرها قارچ .شود  مي مشاهده٢كه در شكل 

 .شناسايي شدند ۸۳ تيپوژن  ازگياهدو  در ۷۵
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  هـا  ، محتواي چاهـك TA MseI-  TG /EcoRI /دست آمده از آغازگر ه  بAFLP الگوي-۲شكل 

ــت   ــه راس ــپ ب ــب از چ ــه ترتي ــاهي )۱ :ب ــپ گي ــي  ۸۳  ژنوتي ــور طبيع ــه ط ــارچ ب ــاوي ق  ، ح

  شده زني  مايه گياهان   )۴-۷  و   عاري از قارچ    ۸۳ يپ گياهي  ژنوت )۳ ،۸۳  قارچ اندوفيت جدايه   )۲

٨٣E٧٥Fa. 
Fig. 2. The AFLP pattern obtained from Primer / TA MseI - TG / EcoRI, lane 

contents from left to right respectively: 1) Plant genotype 83 naturally infected with 
endophytic fungus, 2) Endophytic fungi isolate 83, 3) Plant genotype 84 free of 
endophyte and 4-7) Fa75E84 plants cross inoculated.  

 

 گياهان كه از غلاف   هنگامي مدت زمان خروج قارچ كخ بايد گفتاصولدر مورد 

٧٥E٨٣Fa ٨٣ وE٧٥Fa در مقايسه با زماني که از استفاده شداندوفيت براي استخراج قارچ ، 

  مورددردت زمان اين م. بيشتر بوداستفاده شد،  اندوفيتحاوي قارچ  ان طبيعيگياه

٧٥E٨٣Fa ٨٣ در مورد  روز ديرتر از حالت طبيعي و١٠ حدودE٧٥Faروز بيشتر هفت  حدود 

رشد كمتر اين قارچ در   ميسليوم كمتر و مقدار كه احتمالا به علتاز حالت طبيعي بود

 از  كه٨٣ه يجدا و قارچ ٧٥E٨٣Fa از گياهان  كه٧٥ هي جدا قارچ .باشد   مي جديديها ناميزب

 با يتفاوتفولوژي ورم از لحاظ ظاهري و خصوصيات استخراج گرديدند ٨٣E٧٥Fa گياهان
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و از لحاظ  گرفته شده بود نداشتنددر حالت طبيعي  ٧٥ و ٨٣ كه از گياهان  قارچيييها نمونه

 .)١جدول ( ر محسوسي نداشتنديي جديد تغها در اين ميزبان توان گفت اين قارچ ظاهري مي

 

  متقابلزني مايهروي  زني مايهتعداد روز از كشت تا ر ياثت -١ جدول
 

 زنی با هي ما۸۳اهييژنوتيپ گ

  ۷۵ قارچ

زنی با  هي ما۷۵ژنوتيپ گياهي 

  ۸۳قارچ 

 

٨ ١٢ ١٥ ٧ ١٠ ١٤ 
تعداد روز ( تيمار

 )زني ازكشت تا مايه

 
٨٥/٠b 

)۷۳/۰( 

٢٠/١ ab 

)۴۴/۱( 

٣٩/١a 

)۹۴/۱( 

٢٨/١ a 

)۶۴/۱( 

٣۸/١ a 

)۹۰/۱( 

٣٨/١ a 

* )۹۰/۱( 

تعداد ميانگين 

 گياهان حاوي قارچ

در رديف آخر تفاوت بين ميانگين که داراي حداقل يک حرف مشترک هستند از نظر آماري در      * 

تعـداد   اعـداد داخـل پرانتـز، ميـانگين      .دار نيست   معني LSD درصد با آزمون     پنجسطح احتمال   

 .باشد ها مي  قبل از تبديل دادهاندوفيتهاي  قارچ  شده بازني مايه ياهانگ
 

هـاي انـدوفيت بـه دو ژنوتيـپ            قـارچ  زنـي   مايه روش مختلف براي     سهاين تحقيق از     در

 بود با موفقيت همراه بود و تنها از طريق اين روش،            )١٩٨٥(  كريستنسن ولچ  گياهي تنها روش    

  يك ژنوتيپ با موفقيت وارد خود همان ژنوتيپ و ژنوتيپ ديگـر هاي اندوفيت گرفته شده از    قارچ

زنـي   رسد زخم زدن و جوان بودن گياهچه نقش بسيار مهمي درموفقيـت مايـه      به نظر مي  . شدند

 .داشته باشد

 

 سپاسگزاري

 طباطبـايي   ابـراهيم    دينال ـ سعيدي و دكتر سـيد بدر      ...ايان دكتر قدرت ا   قنگارندگان از آ  

هـاي آقايـان مهنـدس رضـا          كمـك . نماينـد   و قـدرداني مـي     ارزنده تشـكر  هاي    به خاطر مشورت  

 . تقدير است سپاس وملك قابل محمدرضا سبزعليان و مهدي رحيم، محمدي
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 منابع 

 . مراجعه شوديسيجهت ملاحظه منابع به متن انگل

 

  نبـي   دكتـر بهـرام شـريف       و اسماعيل شهسواري، دكتـر آقـافخر ميرلـوحي       : ن نگارندگا ينشان

ــام  دانشــ ــر مجتبــي خي پژوهشــکده  ،نكــويي كده كشــاورزي دانشــگاه صــنعتي اصــفهان و دكت

 . كرج،بيوتكنولوژي كشاورزي
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required to confirm isolate identity although it lacked detection in all infected plants 

examined microscopically. Koch’s postulates showed that endophytic fungi had no 

morphological alterations after being inoculated into new host. 

 

Key words: Symbiosis, Clavicipitaceae, AFLP, Festuca, Cross Inoculation 

 

To observe the figures and table, refer to the Persian text. 
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