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  چكيده

 در گندميان Neotyphodiumي اندوفيت از جنس ها  نوع ژنتيكي قارچ ت،در اين پژوهش

Festuca arundinacea، F. pratensis و Lolium prenneهاي مولكولي   با استفاده از نشانگر

AFLPهاي اندوفيت از غلاف برگ گياهان جدا و  بدين منظور قارچ.  مورد بررسي قرار گرفت

ي اندوفيت جنس ها رفولوژيكي قارچبراساس خصوصيات مو. خالص سازي شدند
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AFLPي اندوفيت را به طور كامل به سه دسته، منطبق با  ها با هشت تركيب آغازگري جدايه

  همچنين بررسي ضرايب تشابه، فاصله ژنتيكي كمتري را بين. ميزبان گياهي، تقسيم كرد

N. loliiو  N. uncinatumنسبت به N. coenophialum ييدي سطوح متفاوت پلو.  اثبات كرد

  .نمايد   را توجيه مي هاهاي گياهي به خوبي تناقض به وجود آمده در دسته بندي قارچ  ميزبان

  

  AFLPهمزيستي،  ،Neotyphodium ،Festucaگندميان، قارچ : هاي كليدي واژه

  

  مقدمه

اندوفيت ميكروارگانسيمي است اعم از قارچ يا باكتري كه به صورت همزيست داخل 

 كه در چند دهه اخير. معمولا در بسياري از گياهان يافت مي شودگياه رشد مي كند و 

 در گياهان وحشي تيره گرامينه Neotyphodiumبهنژادگران گياهي از حضور قارچ اندوفيت 

، قادرند به طور مؤثرتري منابع ژنتيكي جديدي از مقاومت به حشرات و تحمل  اندآگاهي يافته

 و  ه�از قبيل قارچ(نگهداري جوامع ميكروبي سودمند  .ي محيطي را انتخاب نمايند هابه تنش

تواند به پايداري توليد منجر گردد و اثر متقابل ژنوتيپ و  ميي زراعي  ها در ميزبان)  هاباكتري

پلاسم جديدي براي انتخاب گياهان در  چنين جوامع ميكروبي، منابع ژرم. دهد محيط را كاهش 

  ستي را در اختيار محققان قرار خواهند داد ي زيستي و غير زي هامقابل انواع تنش

2004) (Bumerl & Mika 1991, Parsaeian et al. 2007, Mirlohi et al..  

  طبقه بندي مي شدند، Acremoniumقارچ هاي اندوفيت كه سابقا در جنس 

 به جنس جديد DNAبراساس خصوصيات مورفولوژيكي و تجزيه و تحليل توالي 

Neotyphodiumو آنامورف گونه هاي  اندده شده نسبت دا .Epichloë sppباشند   مي .  

  ي همزيست گندميان مربوط  هاآرايه هاي قديمي اندوفيت با اين طبقه بندي همه

  اند منتقل شدهNeotyphodium اكنون به جنس   همAcremoniumبه جنس 

)Marschall et al. 1999, Doss et al. 1998, Glenn et al. 1996(.  

 هيبريداسيون مولكولي، همسانه سازي، هضم :در بيولوژي مولكولي شامل  تپيشرف

هاي نوكلئيك،  يابي اسيد  و توالي هاانحصاري اندونوكلئازي، نمايش مقطع عرضي پروتئين

ابزارهاي جديد بسياري را براي بررسي ارتباطات فيلوژنتيكي به خصوص در ميان 

 است كه با توجه به اطلاعات مورد نياز  اهم كردهها فر  يي همچون اندوفيت هاميكروارگانيسم

   كليولوختمن . تواند به كار گرفته شود  بهترين و مناسبترين روش مي

(Leuchtmann & Clay 1990)ي جنس  ها  بندي اندوفيت   تنوع آيزوزايمي را براي گروه

Epichloëها و شكل هاي غيرجنسي آن  Neotyphodiumتروفورزي الگوي الك.  به كار بردند
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  هاي با تكثير جنسي و غيرجنسي نشان نداد ولي   هاي چنداني را بين اندوفيت  تفاوت

هاي باندي آنزيمي متمايزي را  ي ميزباني متفاوت الگو هاها و گونه   از جمعيت هااندوفيت

 نيز تجزيه و تحليل آيزوزايمي (Christensen et al. 1993)و همكاران  كريستنسن .نشان دادند

بندي تاكسونوميكي ويژه سه گونه   ي اندوفيت و يافتن گروه ها براي متمايز كردن جدايهرا

  . كار بردندبه Lolium prenne و Festuca arundinacea، F. pratensis گندميان،

اي پليمراز،  ي زنجيره هاهاي مبتني بر واكنش هاي بيوشيميايي، نشانگر در كنار نشانگر

PCR هاي  نشانگر.  اندبه كار گرفته شده هاي اندوفيت گندميان  قارچ، در تشخيص و يافتن

هاي  ، چند شكلي(Simple Sequence Repeats=SSR) هاي ساده تكرار شونده،  مولكولي مانند توالي

اي را براي  ، وسيلهAFLP)=(Amplified Fragment Length Polymorphisms طولي قطعات تكثير شده،

 فراهم نموده، بينشي را در ارتباط با هاي اندوفيت ر داخل و بين گروهتعيين سطح تنوع ژنتيكي د

  .(Jong et al. 2003)كنند مي ها و تغيير پذيري خصوصيات زراعي ميزبان ايجاد  تنوع اندوفيت

 ي ژني ها پس از اينكه گستردگي مكان(Groppe & Boller 1997) بولر وگروپ 

 بررسي  مفيد براينشانگربه عنوان يك را روش اين   نشان دادند در قارچ ها راميكروساتلايت

  ها از مايكروساتلايت(Moon et al. 1998)و همكاران مون . كردندمعرفي  ها  تنوع در ميان آن

هاي اندوفيت همزيست با چندين علف گرامينه از جمله  به منظور شناسايي تنوع ژنتيكي قارچ

  ي ها توالي،ند و مشخص نمودندفسكيوي بلند و راي گراس چندساله استفاده كرد

 (AT)n ,(CT)n و(ATC)nهاي   تكرارهاي غالب در نشانگرSSRهاي اندوفيت   در ميان قارچ

  .بودند

 مطالعه اي انجام دادند كه هدف آن توسعه (Jong et al. 2003)و همكاران جونگ 

راي شناسايي و ب) SSR(ي كوتاه تكرار شونده  هاي توالي ها مكانبراساسهاي مولكولي  نشانگر

   با مقايسه  هاآن. هاي نئوتايفوديوم در گندميان بود ارزيابي تنوع ژنتيكي بين اندوفيت

   وN. coenophialum از ،Expressed Sequence Tag (EST)ي بروز يافته نشاندار،  هاتوالي

N. lolii، هاي ژني منحصر به فرد  موفق شدند مكانSSR هاي  درصد از توالي7/9 را در EST 

شناسايي  N. lolii مربوط به ESTهاي   درصد از توالي3/6و  N. coenophialum مربوط به

بردند و ضمن  كار را نيز بهAFLPهاي  همچنين اين محققان در مطالعه خود، نشانگر. كنند

  را مناسب براي تشخيص و تعيين AFLP هاي  به عنوان نشانگر برتر، نشانگرSSRمعرفي 

يت و ارزيابي تنوع داخل گونه اي جمعيت كه شايد با تنوع براي صفات زراعي رده بندي اندوف

پيش از . (Jong et al. 2003)ناشي از همزيستي با قارچ همبستگي داشته باشد، معرفي نمودند 

 تجزيه و تحليل چند شكلي طولي قطعات (Tredway et al. 1999)و همكاران  تردوي اين نيز

 و Epichloëهاي  ي تخمين ارتباطات فيلوژنتيكي ميان قارچ را برا(AFLP)تكثير شده 
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Neotyphodiumثر او نتيجه گرفتند كه روند تكامل ميزبان گياهي و قارچ همزيست مت  استفاده

  . دارد ها كارايي بالايي در تعيين فيلوژني قارچAFLPاز يكديگر است و تكنيك 

ان سردسيري در سراسر  در گستره وسيعي از گندميNeotyphodiumاندوفيت هاي 

ي  هابا استفاده از روش) 2001(و همكاران خيام نكويي در ايران نيز . جهان گزارش شده اند

 را در فسكيوي بلند گزارش كردند Neotyphodiumآميزي وجود اندوفيت   كلاسيك رنگ

(Khayyam Nekouei et al. 2001) . از آغازگرهاي اختصاصي و ) 2004(و همكاران گنجعلي

 ي علفي استفاده  هاي اندوفيت در برخي از گرامينه هاي كلاسيك براي رديابي قارچ هاوشر

  باشند  ي مختلف متفاوت مي هاهاي اندوفيت بين ميزبان  كرده و نشان دادند كه قارچ

(Ganjali et al. 2004) .نيز با استفاده از خصوصيات مورفولوژيكي، ) 2005( و همكاران دهقانپور

را مورد  Lolium و Festucaدوفيت در چندين ميزبان گرامينه ايراني از جمله گونه هاي ان

و همكاران همچنين در دهقانپور . (Dehghanpour et al. 2005)بررسي و شناسايي قرار دادند 

  مقايسه اي ميان نتايج حاصل از دسته بندي براساس خصوصيات مورفولوژيك 

   ر ايران نشان دادند كه نتايج حاصل ازهاي مولكولي براي اولين بار د و نشانگر

  نمايد  ي مورفولوژيك را تاييد مي ها نتايج حاصل از دادهPCR-RFLPهاي مولكولي  نشانگر

)Dehghanpour et al. 2006.(  

  همزيست گندميان ايرانNeotyphodium هاي   در پژوهش حاضر، تنوع ژنتيكي قارچ

F. arundinacea، F. pratensis و L. prenne با استفاده از تكنيك AFLP مورد بررسي قرار 

  .اي روشن گردد   در يك مقايسه بين گونه هاگرفت و تلاش شد تا رابطه ژنتيكي اين قارچ

  

  روش بررسي

  مواد گياهي

 و F. pratensis هفت ژنوتيپ ،Festuca arundinacea ژنوتيپ 11 از ،در اين مطالعه

آوري شده از  ادفي از ميان توده هاي جمع كه به طور تصLolium perenneشش ژنوتيپ 

اطمينان از وجود قارچ در براي ). 1جدول (ي طبيعي انتخاب گرديدند استفاده شد  هارويشگاه

 از رنگ آميزي با  برگ قبل از جدا سازي،هاي اندوفيت در غلاف  مشاهده قارچ و  هااين ژنوتيپ

 ).Saha et al. 1988( استفاده شد نگالبرز

 

  زي و خالص سازي قارچ اندوفيتسا  جدا-1

طبق روش ) 1جدول (هاي گياهي   برگ ژنوتيپ هاي اندوفيت از غلاف سازي قارچ جدا

از بريدن  پس.  انجام گرديد(Ganjali et al. 2004) و همكاران گنجعليگرفته شده توسط  كار به 

 چند بار  پس از  و  مايع ظرفشويي شستشو داده شدند  مادري ابتدا با  برگ از پايه  هاي  غلاف
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 ها  آوري آن  ي مورد استفاده و مكان جمع ها جدايه- 1جدول 

Table 1.Geographical location and list of isolates used in this study 

 كد

 جدايه

Isolate Code 

  نام علمي ميزبان

Host Species 

  محل جمع آوري

Location 

  رديف

No. 

FaGn1  
Festuca arundinaceae 

Charmahal va 

Bakhtiari: Gandoman 
1 

FaGn2  
F. arundinaceae 

Charmahal va 

Bakhtiari: Gandoman  
2  

FaGn3 
F. arundinaceae  Charmahal va 

Bakhtiari: Gandoman  
3  

FaGn4 
F. arundinaceae 

Charmahal va 

Bakhtiari: Gandoman  
4  

FaGd1 
F. arundinaceae 

Charmahal va 

Bakhtiari: Glogerd  
5  

FaGd2 
F. arundinaceae 

Charmahal va 

Bakhtiari: Glogerd  
6  

FaGd3 
F. arundinaceae 

Charmahal va 

Bakhtiari: Glogerd  
7  

FaGd4 
F. arundinaceae 

Charmahal va 

Bakhtiari: Glogerd  
8  

FaKn1 F. arundinaceae 
Kordestan: 

Kamyaran  9  

FaKn2 F. arundinaceae 
Kordestan: 

Kamyaran  10  

FaKn3 F. arundinaceae 
Kordestan: 

Kamyaran  11  

FpBn1 F. pratensis 
Charmahal va 

Bakhtiari: Borojen  12  

FpBn2 F. pratensis 
Charmahal va 

Bakhtiari: Borojen  13  

FpBn3 F. pratensis 
Charmahal va 

Bakhtiari: Borojen  14  

FpGna1 F. pratensis 
Charmahal va 

Bakhtiari: Gandoman  15  

FpGna2 F. pratensis  Charmahal va 

Bakhtiari: Gandoman  16  

FpGnb1 F. pratensis  Charmahal va 

Bakhtiari: Andoman  17  

FpGnb2 F. pratensis  Charmahal va 

Bakhtiari: Gandoman  18  

LpBd1 Lolium prenne Lorestan: Borojerd  19  
LpBd2 L. prenne Lorestan: Borojerd  20  
LpBd3 L. prenne Lorestan: Borojerd  21  
LpBd4 L. prenne Lorestan: Borojerd  22  
LpNh1 L. prenne W. Azarbaijan: Naghadeh  23  
LpNh2 L. prenne W. Azarbaijan: Naghadeh  24  
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 در  هاوم غلافدر مرحله د.  درصد ضد عفوني گرديدند70 ثانيه در الكل 30آبكشي به مدت 

 ميلي ليتر محلول 100 در Tween 20ليتر    درصد كه داراي يك ميلي5/0هيپوكلريت سديم 

سپس .  دقيقه روي يك همزن الكتريكي قرار داده شدند35-45بود قرار گرفتند و به مدت 

  متري بريده شدند و    سانتي5/0ها سه مرتبه با آب مقطر سترون آبكشي و به قطعات   غلاف

،  هاها، به منظور سرعت بخشيدن به خروج قارچ يي روي سطح آن هاكمك اسكالپل خراشبه 

 سترون شده Potato Dextrose Agarعفوني شده روي محيط كشت  ي ضد هاغلاف. ايجاد شد

  كدام با غلظت سيلين هر  هاي تتراسايكلين، استرپتومايسين و آمپي  بيوتيك  همراه با آنتي

 به طوري كه نصف غلاف بالاي سطح محيط كشت ،ليتر قرار داده شدند  گرم در ميلي  ميلي50

  بعد از پوشانده شدن با پارافيلم در انكوباتور با دماي ي پتري هاتشتك. قرار گرفت

هاي رشد كرده، روي   خالص سازي قارچ . درجه سلسيوس در تاريكي قرار گرفتند24-22

  . شد با استفاده از روش نوك ريسه انجامWAمحيط كشت 

سازي و خالص نمودن قارچ هاي اندوفيت، صفات مورفولوژيكي مانند  پس از جدا

خصوصيات پرگنه، شكل و رنگ آن از رو و پشت تشتك پتري، شكل حاشيه پرگنه، مسطح يا 

برآمده بودن پرگنه، هاله دار يا بدون هاله بودن آن، وضعيت ميسليوم هاي هوايي و وضعيت 

 كار  شناسي به  ي قارچ هاختلف بررسي شد و با استفاده از كليدهاي م  خوردگي پرگنه  چين

 انجام  ها شناسايي قارچ(Dehghanpour et al. 2005) و همكاران دهقانپورگرفته شده توسط 

  .شد

  

  اي پليمراز  و واكنش زنجيرهDNA استخراج -2

 (Murray & Thompson 1980) تامسون وماري  قارچي براساس روش DNAاستخراج 

پس از رقيق كردن . (Ganjali et al. 2004)و همكاران انجام گرفت گنجعلي غيير يافته توسط ت

-IS1) 5'-GGTGTTGAGCCCCCCTGATTTهاي اختصاصي   قارچ، از آغازگرDNA هاي  نمونه

  ژهي جفت بازي كه و444ر باند يبراي تكث) '5'-GTCTCATCTCCGGGGCGGTAT-3 (IS3 و) '3

مواد مورد نياز و . (Doss & Welty 1995)استفاده شد  است Neotyphodiumي جنس  ها قارچ

و همكاران گنجعلي اي پليمراز نيز طبق روش ارايه شده توسط  مراحل انجام واكنش زنجيره

(Ganjali et al. 2004)صورت گرفت .  

  

  (AFLP)تكثير قطعات طولي چند شكل  -3

با انجام تغييرات و  (Vos et al. 1995) و همكاران وس براساس روش AFLP تكنيك

 Tru9Iو ) شركت سيناژن ( PstI  ابتدا از تركـيب دو آنزيم .اصلاحات در كليه مراحل اجرا گرديد

واكنش . استفاده شد ژنومي DNAبه منظور برش ) Promega از شركت MseIايزو شيزومر (
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سپس . ت ساعت انجام پذيرف24به مدت  وداخل انكوباتور  درجه سلسيوس 37برش در دماي 

 و همكاران وسي برشي و طبق روش  هابا همان آنزيم) 2جدول (واكنش اتصال آداپتور 

  .صورت گرفت) 1995(

  

  )1995 و همكاران وس(اين تحقيق  هاي به كار رفته در  توالي آداپتور- 2جدول 
Table 2. AFLP adapter primers sequences used in this study 

Forward Tru9I 5´-GACGATGAGTCCTGAG-3´ 

Reverse Tru9I 5´-TACTCAGGACTCAT-3´ 
Forward PstI 5´-GACTGCGTAGGTGCA-3´ 
Reverse PstI 5´-CCTACGCAGTCTACGAG-3´ 

  

در اين .  رقيق گرديدند1:5ها به نسبت   نمونهتكثير پيش انتخابي قبل از شروع مرحله 

 برنامه ترموسايكلر براي تكثير .د استفـاده ش)3جدول (Tru9I و  PstI هاي مرحلـه از آغازگر

 26شامل ) 1995( و همكاران وسپيش انتخابي با انجام تغييرات و اصلاحات جزيي طبق روش 

، اتصال در دماي )يك دقيقه( درجه سلسيوس 94مرحله واسرشته سازي در دماي . چرخه بود

 بسط و) يك دقيقه( درجه سلسيوس 72، بسط در دماي )يك دقيقه( درجه سلسيوس 56

تكثير  براي مرحله . درجه سلسيوس صورت گرفت72نهايي به مدت پنج دقيقه در دماي 

 برنامه ترموسايكلر براي اين  رقيق شد،1:5ابتدا محصول تكثير پيش انتخابي به نسبت انتخابي 

  :مرحله شامل سه قسمت به شرح ذيل بود

  ،) ثانيه60 ( درجه سلسيوس94شامل يك چرخه در ) واسرشت اوليه( قسمت اول -

   درجه سلسيوس65، ) ثانيه30( درجه سلسيوس 94 چرخه در 12 قسمت دوم شامل -

 از سلسيوس درجه 7/0كه در هر چرخه به ميزان ) ثانيه 60( درجه سلسيوس 72و )  ثانيه30(

  دماي اتصال كاهش مي يابد،

  درجه سلسيوس 56، )ثانيه 30(درجه سلسيوس  94 چرخه در 23 قسمت سوم شامل -

  شامل يك چرخه در) بسط نهايي(، قسمت آخر )ثانيه 60(درجه سلسيوس  72و )  ثانيه30(

هاي مختلف  مرحله تكثير انتخابي با استفاده از تركيب آغازگر ). ثانيه300(درجه سلسيوس  72

  ).3جدول (انجام شد 

ها كم  ها زياد و فواصل آن  از آنجا كه تعداد باند،پس از پايان مرحله تكثير انتخابي

 ها از ژل پلي آكريل آميد توالي ياب استفاده  باند تراست، به منظور مشاهده و تفكيك دقيق

هاي   فرآورده.  بودTBE مولار اوره و در بافر 7 درصد در 6ژل مورد استفاده آكريل آميد . شد

  مخلوط  از بافر نمونه گذاري فرماميد)  ميكروليتر15(حاصل از تكثير انتخابي با حجمي مساوي 
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 ي اندوفيت ها قارچAFLPهاي استفاده شده در   تركيب آغازگر- 3جدول 

Table 3. AFLP primer combinations used in this study 

 رديف

No.  

 آغازگرتركيب 

Primer Combinations  
1 P

a
(AAA)-M

b
(CCG

c
)  

2  P(AAA)-M(TG) 
3  P(AAA)-M(TA) 
4  P(AGC)-M(TC) 
5  P(AAA)-M(CG) 
6  P(AAA)-M(CT) 
7  P(AGC)-M(AG)  
8  P(AGC)-M(TG)  

a.  آغازگر مكمل توالي آداپتورPstI، 5′-GACTGCGTAGGTGCA- 3′  

b.  آغازگر مكمل توالي آداپتورTru9I ،5′-GATGAGTCCTGAGTAA- 3′  

c. ها  آغازگر3′هاي انتخابي اضافه شده به انتهاي  نوكلئوتيد  

  

  الكتروفورز . روي يخ قرار داده شد سريعا سلسيوس درجه 95 دقيقه در دماي 10و پس از 

درجه  50 وات و دماي ثابت 100 دقيـقه و در توان ثابت 30مونه ها به مـدت يك ساعت و ن

  ، شيشه متصل  هاسازي شيشه پس از اتمام زمان الكتروفورز و جدا. صورت پذيرفتسلسيوس 

ادامه مراحل . اده شد دقيقه براي تثبيت ژل قرار د30 درصد به مدت 10به ژل در اسيد استيك 

  :رنگ آميزي شامل مراحل زير بود

قه، قرار دادن در سه مرتبه آبشويي با آب مقطر دو بار تقطير شده هر بار به مدت دو دقي

 5/1 ميلي ليتر محلول 1000 درصد نيترات نقره و به ازاي هر 1/0آميزي، حاوي  محلول رنگ

  ه، آبشويي با آب مقطر دو بار تقطير سرد  دقيق30 درصد، به مدت 37آلدييد  ميلي ليتر فرم

  :ميلي ليتر محلول شامل 1000 ثانيه، قرار دادن در محلول ظهور كه به ازاي هر 5به مدت 

ليتر   گرم بر ميلي  ميلي10 ميكروليتر از محلول 200، )بدون آب( گرم كربنات سديم 30

 كه بسته به قدرت واكنش  درصد مي باشد37ليتر فرم آلدييد    ميلي5/1تيوسولفات سديم، 

باشد و    درصد مي10 دقيقه زمان نياز دارد و سپس محلول توقف كه همان اسيد استيك 10-1

  .آميزي است آبشويي نهايي ژل آخرين مرحله رنگ

 هر نوار چند شكل به عنوان يك نشانگر در نظر گرفته شد و الگوي AFLPدر تكنيك 

  ها  امتياز بندي نوار. امتياز بندي شد) 0(ود نوار و عدم وج) 1(نواري به صورت وجود نوار 

   AFLPهاي  ماتريس صفر و يك حاصل از امتيازدهي نشانگر. به صورت چشمي انجام گرفت

ي  هاكليه تجزيه و تحليل. هاي آماري مورد استفاده قرار گرفت  به عنوان ورودي براي تجزيه

 از ضريب تشابه دايس ،در اين بررسي. شد انجام NTSYS ver. 2/02آماري به وسيله نرم افزار 
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ضريب .  براي رسم دندروگرام استفاده شدUPGMAجهت برآورد شباهت ژنتيكي و از الگوريتم 

  .رسند گيرد كه از يك جد مشترك به ارث مي هايي را در نظر مي تشابه دايس نوار

011011

112

NNN

N
GSDICE

++
=  

N11  : وجود باند در هر دو فرد.  

N10 و N01: هايي كه فقط در يك فرد وجود دارند  باند.  

 

  نتيجه و بحث

آوري شده با استفاده از محلول رنگي رزبنگال و  آميزي غلاف گياهان جمع  نتايج رنگ

  . ييد نموداي مورد استفاده ت هامشاهده زير ميكروسكوپ، حضور قارچ را در ژنوتيپ

ها  ه صورت مارپيچ و موازي با آوندهاي قارچ به رنگ صورتي در فضاهاي بين سلولي ب ميسليوم

هاي گياهي كاملا متمايز و  ها داراي ديواره عرضي بوده و از سلول اين ريسه. مشاهده شدند

ي تشخيص داده شده  هاسازي شده با نمونه ي جدا هاخصوصيات قارچ. قابل تشخيص هستند

ري و دسته بندي ، نامگذاه مقايس(Dehghanpour et al. 2005)و همكاران دهقانپور توسط 

  .شدند

هاي مورد   تاييد نمود كه جدايهIS1/IS3 با جفت آغازگر اختصاصي PCRنتايج انجام 

 و و همكارانداس طبق نتايج . بودند Neotyphodiumمطالعه در اين پژوهش همگي از جنس 

   با اين جفت آغازگر كه براساس مناطقNeotyphodiumهاي  و همكاران قارچتسايي 

  كنند   جفت بازي ايجاد مي444اند، باند   ژن بتاتوبولين طراحي شده3و  1اينترون 

(Tsai et al. 1994, Doss et al. 1998).  

 نمونه 24بررسي نتايج به كارگيري هشت تركيب آغازگر در مرحله تكثير انتخابي روي 

 265د ي گياهي در اين تحقيق نشان داد كه از مجموع تعدا هاسازي شده از ژنوتيپ قارچ جدا

ميانگين تعداد نوار چند شكل هر . شكل بودند  نوار چند شكل و بقيه هم242نوار مشاهده شده، 

  تركيب آغازگري.  جفت بازي پراكنده بودند500 تا 70 باند، كه در فاصله 40آغازگر 

P(AAA)-M(TG) بيشترين چند شكلي و تركيب آغازگري P (AAA)-M (CCG) كمترين 

 استفاده ، نسبت به ژنوم گندميان كوچكتر است هااز آنجا كه ژنوم قارچ. چند شكلي را داشتند

هاي چند شكل را به طور قابل   با سه نوكلئوتيد انتخابي در اين تحقيق ميزان باند هااز آغازگر

 با دو نوكلئوتيد انتخابي استفاده Tru9Iهاي  اي كاهش داد، به همين خاطر از آغازگر  ملاحظه

  .شد
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هاي اندوفيت با   روي قارچAFLP با انجام (Tredway et al. 1999) ران و همكاتردوي

 باند چند شكل قابل 793 باند مشاهده كردند كه 963 تركيب آغازگر در كل 13استفاده از 

انجام شده  (Jong et al. 2003) و همكاران جونگدر تحقيق ديگر كه توسط . شناسايي بود

 باند 882 باند چند شكل را از بين 879ي مختلف تعداد  تركيب آغازگر10است با استفاده از 

   Epichloë و Neotyphodiumگزارش كردند كه بيشترين ميزان چند شكلي بين دو جنس 

  .بوده است)  درصد كل باندهاي چند شكل66 و 72به ترتيب (

مربوط ) 063/0(بررسي ضرايب تشابه در اين پژوهش نشان داد كمترين ضريب تشابه 

 و جونگگونه كه  همان.  بودN. loliiو  N.cf. uncinatum با  N. coenophialumهاي هبه جداي

 N. lolii و N. uncinatum در مطالعه خود نشان دادند، دو گونه  (Jong et al. 2003)همكاران

   دارند، N. coenophialumفاصله ژنتيكي كمتري با يكديگر و فاصله ژنتيكي بيشتري با 

  ي بومي ايران  هاهاي جدا شده از ميزبان ز نتايج مشابهي براي جدايهدر تحقيق حاضر ني

 و همچنين FaGn2 و FaGn1مربوط به دو جدايه ) 98/0(بيشترين ضريب تشابه . به دست آمد

   گياهي  متعلق به چهار ژنوتيپ هااين جدايه.  بودFaGn4 و FaGn3هاي  جدايه

F. arundinacea اند بود و بيانگر ارتباط مستقيم  اب شدهاز ناحيه گندمان انتخ كه همگي

 نشان داده 1ها در شكل  بندي نمونه دندروگرام حاصل از گروه .احتمالي قارچ با ميزبان است

  .شده است

  
  .AFLPهاي مولكولي   جدايه قارچي براساس نشانگر24 دندروگرام - 1شكل 

Fig. 1. Dendrogram based on AFLP molecular markers.  

N. cf. uncinatum 
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 سه دسته 19/0هاي مولكولي نشان داد كه در ضريب تشابه  دندروگرام حاصل از داده

 Neotyphodiumها نشان دهنده گونه خاصي از جنس   متفاوت ايجاد گرديد، كه هر كدام از آن

هاي استخراج شده از دو جنس گياهي فستوكا و لوليوم بودند   كه قارچ با توجه به اين. بود

ي قارچ نيز در دندروگرام در كمترين ضريب تشابه به دو دسته  ها  جدايهرفت كهمي انتظار 

هاي قارچي جنس   و ديگري جدايهفستوكاهاي استخراج شده از جنس گياهي   يكي قارچ

   باN. cf. uncinatumطور كه در شكل مشخص است گونه    قرار بگيرند، ولي همانلوليوم

N. loliiرفت مي كه براساس قرابت ميزباني انتظار   حالي در يك گروه قرار گرفته است، در  

 در  اند كه هر دو از فستوكا به دست آمده N. coenophialum وN. cf. uncinatum هاي  گونه

. ها نسبت داد   به سطوح پلوييدي ميزبانلاتوان احتما  اين تناقض را مي. يك گروه قرار گيرند

 & Chandrasekharan)  توماسواندراسخاران چو (Xu & Sleper 1994)   اسلپرورو مطالعات 

Thomas 1971) نشان داده است كه F. arundinaceaپلوييد   هگزا) n2=x6=42 ( از

و گونه ) subsp. fenus Lag.  F. arundinacea) n2=x4=28هيبريداسيون بين گونه تتراپلوييد

طوح پلوييدي هر دو  از آنجايي كه س.ايجاد شده است) F. pratensis) n2=x2=14ديپلوييد 

   ديپلوييد و سطح پلوييدي ميزبانN. cf. uncinatum و N. loliiي  هاقارچ ميزبان

N. coenophialumكراون .باشد  مي  هگزاپلوييد (Craven 2003) احتمال داده است كه تعداد 

 از اين رو در. ي كروموزومي ميزبان بر روند تكاملي و تنوع ژنتيكي قارچ مؤثر است هادسته

 ديپلوييد  هاي گياهي آن ها كه ميزبانN. cf. uncinatum  وN. loliiي  هامطالعه حاضر قارچ

اي  باشد در دستهمي  هگزاپلوييد  ها كه ميزبان آنN. coenophialum هستند در يك دسته و

  .مجزا قرار گرفتند

   واقع  در.هايشان است  ها نيز كاملا آينه ميزبان   در داخل توده هابندي قارچ دسته

 قارچ ها نيز از هم تفكيك ، ها جغرافيايي متفاوت ميزبان گياهي، در داخل تودهابراساس منش

   ،4/0 در خط ضريب تشابه N. cf. uncinatumهاي  در دسته اول يعني جدايه . اندشده

هاي هم گروه خود   از ساير جدايهFpBn2ها به سه گروه مجزا تقسيم شدند و جدايه  جدايه

   با PCR بودن اين جدايه با انجام واكنش Neotyphodiumكه   با توجه به اين.مجزا بود

 اين جدايه ممكن است از لحاظ تكاملي با ، تاييد شده بودIS3 و IS1هاي اختصاصي  آغازگر

 و همكاران تردويگونه كه در تحقيقي كه   گروه خود متفاوت باشد همان  هاي هم  ساير جدايه

(Tredway et al. 1999)ها به طور كامل از گروه خود دور افتاده   برخي از جدايه، انجام دادند

هايي همچون   نشان دادند كه فرآيند(Schardl et al. 1994)و همكاران شاردل . بودند

هايي   ي اندوفيت منجر به بروز تفاوت هاجنسي قارچ هيبريداسيون بين تيپ جنسي و تيپ غير

 عواملي ،همچنين. شودمي گروهان خود  سبت به ساير همبندي نوع غيرجنسي ن در نحوه گروه

  .تواند اين نحوه گروه بندي را توجيه نمايد  مثل نوتركيبي و يا موتاسيون نيز مي
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 هاي  جدايه،)1شكل (هاي قارچي  در دسته دوم دندروگرام حاصل از گروه بندي نمونه

N. loliiهيچ روند دور از انتظاري  جغرافيايي تفكيك شدند و ا به طور كامل براساس منش

 و همكاران تردوي، (Chunge et al. 1997)و همكاران چونگ   هايگزارش. مشاهده نشد

(Tredway et al. 1999) ،و همكاران جونگ (Jong et al. 2003) و همكارانپيانو  و  

(Piano et al. 2005) كند ييد ميا جغرافيايي ميزبان را نيز تا منشبراساس گروه بندي قارچ ها.  

  N. coenophialumهاي  متعلق به قارچ) 1شكل (هاي دندروگرام  دسته سوم جدايه

 جغرافيايي ميزبان از ا سه گروه براساس منش75/0داخل اين دسته نيز در ضريب تشابه . است

گروهان خود   تا حدودي از ساير همFaGd1بندي جدايه  در اين گروه. شدند يكديگر تفكيك 

هاي ساير مناطق جغرافيايي در دسته  ا اين وجود تفاوت بيشتري با جدايهفاصله گرفت ولي ب

  .سوم داشت

ي  ها و به طور خاص قارچ ها روي تنوع ژنتيكي قارچ هااز آنجايي كه بيشترين بررسي

ي مختلف، همچون خصوصيات پرگنه، شكل  هااندوفيت براساس تنوع مورفولوژيك ميان جدايه

   مسطح يا برآمده بودن پرگنه، هاله دار يا بدون هاله بودنو رنگ آن، شكل حاشيه پرگنه،

  ي، وضعيت چين خوردگي پرگنه هاي مختلف طول يآن، وضعيت ميسليوم هاي هوا

  ي اندوفيت  ها در اين تحقيق تنوع ميان قارچ، استوار بود هاكنيديوم و يا تنوع آيزوزايم

  .  مورد بررسي قرار گرفتAFLPپذير  گندميان ايراني براساس تكنيك كارآمد و تكرار

  ي مورفولوژيك هانتايج به دست آمده با تنوع ژنتيكي به دست آمده توسط داده
(Ganjali et al. 2004, Khayyam Nekouei et al. 2001, Dehghanpour et al. 2005)  

  .به مقدار زياد همخواني دارد
  

  سپاسگزاري

هاي   در اختيار قرار دادن نمونهنگارندگان از خانم مهندس سعيده دهقانپور به خاطر

  نمايند و همچنين از آقايان دكتر مي شناسايي شده قارچ هاي اندوفيت سپاسگزاري 

پور به پاس  محمد مهدي مجيدي، مهندس محمدرضا سبزعليان و خانم مهندس محبوبه اميري

  .نمايند ي بيدريغشان تقدير و تشكر مي ها و مشورت هازحمت
  

  منابع

  .ابع به متن انگليسي مراجعه شودجهت ملاحظه من
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