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  چكيده
 ، همزيست با درخت كاج )Hebeloma cylindrosporum(كتوميكوريز هاي قارچي ا رات فيزيولوژي و مورفولوژي نمونهبه منظور بررسي تغيي

)Pinus pinaster(، و نقش مؤثر آن در فرايند همزيستي، نمونه برداري از دو ايستگاه متفاوت ساحلي و جنگلي نزديك شهر Bordeaux در 
 صورت گرفت و پس از به YMGها بر روي دا كشت نمونهدر ابت. دشها به آزمايشگاه منتقل   انجام و نمونه2003جنوب غربي فرانسه در اكتبر 

هاي هاپلوييد طبيعي، در آزمايشگاه،  هاي آزمايشگاهي حاصل از اختلاط نژاد نمونه اي و نمونه هاي ميسليوم طبيعي دو هسته دست آوردن نمونه
د كه در ش از كشت اوليه بررسي و مشاهده پس روز16 و10،13 درجه سانتيگراد در فواصل زماني 22 و 12تغييرات رشد قطري در دو دماي 

در ادامه، . هاي ديگر مشهود است داري از نظر ميزان رشد قطري نسبت به نمونه  درجه، تفاوت معني12هم فقط در دماي  هاي ساحلي، آن نمونه
 نمونه مورد بررسي، تنها يك مورد، 433 از ميان. هاي موتان انجام شد بررسي تغييرات رشد قطري، فنوتيپي، متابوليكي ومولكولي بر روي نمونه

كند و همچنين در اين بين، تنها در حضور  در محيط كشت حاوي آميدون و در حضور گلوكز، ترشح آميلاز به عنوان تركيب بازدارنده عمل مي
 433 نمونه از 10مولكولي بر روي هاي  در نهايت، بررسي. متيونين وسيستئين قادر به ايجاد ميكوريز با ميزبانش است تركيباتي چون سولفيت،

موتاسيون از طريق انتقال ژنتيكي .  به دست آمدT-DNAهاي مورد بررسي تنها يك كپي   نمونه از موتان9موتان انجام شد كه در اين بين در 
T-DNA  باكتري فيتوپاتوژن به وسيلةAgrobacterium tumefacies) ( ند نقش مفيدي در توان شود كه مي هايي مي ايجاد فنوتيپموجب

  .عملكرد همزيستي داشته باشند
 

  واژهکليد
 Hebeloma cylindrosporum - Pinus pinaster -Agrobacterium tumefaciens-T-DNA-همزيستي- Bordeaux -فرانسه .  
  سرآغاز

 وجود  ، مستلزم  مناسب  گياهي  پوشش گيري  در شكل موفقيت
   مقدار كافي  به  واملاح  آب ن بود  فراهم  يعني، رشد  مناسب شرايط
  همزيستي ايجاد با را  شرايط  گونه اين  توان مي موارد  بعضي در  كه  است
همزيستي موجودات در طبيعت از .  دو موجود بهبود بخشيد بين

 1879در سال » دباري« ليكن ،است تاريخ بسيار كهن برخوردار
هاي مختلف   گونه سمبيوز را به روابط بينةبراي اولين مرتبه واژ

 از آن زمان .)1385، ئىضو و،جرانأمست( دكراستفاده موجودات زنده 

گرفته  صورت روابط اين چگونگي بر روي مطالعات بيشماري تاكنون
توان  كه در حال حاضر از روابط متعدد و مختلفي مي  به طوري،است

از موارد قابل توجه همزيستي موجودات زنده در طبيعت .نام برد

   اين.دكرعنوان ميكوريز اشاره  بهوان به همزيستي قارچ و گياه ت مي
 و   خود وجذب  همزي  گياه  در تحريك  قارچ كه  است    اين  مبين مطلب
 با زا ازيكوريمهاي  قارچ. است  فعال   ريشه  داخل  به خاك  مواد از انتقال

. ندا شدهن بيتخر يخاكها موجود در اغلب يها سميكروارگانيم نيتر تياهم
 ةجامعهاي  زيتوده % 70 موجود حدود يها نيكه برطبق تخم يطور هب
  2003(دهند  يل ميها تشك ن قارچيوم ايليسي خاكها را ميكربيم

Chamola,  Mukerji(. ها در  ن قارچي بر وجود اين گزارش مبنياول
زا به يكوري ميستي همزة رابطوجود آمدن هزبان و بياه مي گةشياطراف ر

  Reissek .شود ي مربوط م)Hartig)1840توسط   گرفته قات صورتيتحق
اهان ي با گيستي مستقل در همزيها را به عنوان موجود  قارچني ا)1847(

 يبه دنبال بررس )Frank )1885.كرد ي معرف وييده شناسايارك

 :poonehrasooli@yahoo.com E-mail                                                                                          09124750480:تلفن: سندة مسئولينو



 ة در منطقي خوراكيها  به منظور كشت قارچييراهكارها
زبان ياهان مي گةشي ر،شتركت ميفعال حاصل از  Prussiaيجنگل
 .دينامزا يكوري و آن را ماييست را شناسايزا همزيكوري ميها قارچ

شوند كه  ها همزيست مي  مختلف گياهي با قارچة گون2500بيش از 
 وسيعي از گياهان ابتدايي غير آوندي فاقد دانه تا گياهان ةمجموع

هاي  وادهتعداد كمي از خانفقط . دنشو بسيار پيشرفته را شامل مي
توان از  اند كه به عنوان نمونه مي  فاقد همزيستي ميكوريزايي،گياهي
.  نام برد Brassicaceae, Cyperaceae, Proteaceaeهاي خانواده

علاوه بر ريشه كه اندام اصلي گياهان در همزيستي ميكوريزايي 
 ،دهند است، ساختارهاي زيرزميني در گياهاني كه ريشه تشكيل نمي

اسپوروفيت  طور همين  و  ها پتريدوفيت  و  ها بريوفيت  فيتنظيرگامتو
 هاي قارچ. شوند ها نيز درگير همزيستي ميكوريزايي مي تريدوفيت

 هستندكه ها  مهم در سلسله قارچةسه شاخ اعضاي شامل همزيست

 .Basidiomycota و Zygomycota, Ascomycotaاز  عبارتند
 و ها اكوسيستم از عيوسي دامنه در ميكوريزايي هاي همزيستي
 ،كننده خزان هاي جنگل ،ها بيابان، ها تالاب نظير گياهي اجتماعات

 هاي  عرض گياهي اجتماعات  ،پست  اي حاره  باراني  هاي جنگل

 فيتي  اپي اجتماعات آبي، هاي سيستم بالا، و ارتفاعات بالا جغرافيايي

 .است يزاييميكور گياهان  فاقد  كه است قطب  فقط و ند موجود ...و
 قديمي گياهان از برخي و است برخوردار ديرين از قدمتي ميكوريزا

ميكوريزاي  قدمت .دهند مي ارائه را ميكوريزا از شواهدي فسيل
اين زمان، . شود  ميليون سال پيش مربوط مي400نخستين به حدود 

شود كه شريك قارچي  زمان گذار از آب به خشكي است و تصور مي
كردن اكوسيستم  كمك رساني به گياهان در كلون در نقشي كليدي
ت قارچ ي، فعاليستين همزي حاصل از اةجينت.ده استكرخشكي ايفاء 

ك طرف يزبان از ياه مي به گييجذب و انتقال عناصر غذا منظور  به
اه يبات كربنه حاصل از فتوسنتز گيافت تركيگر دريو از طرف د

اهان و ين گي بيتسين همزيا .است  ستيزبان توسط قارچ همزيم
مانند  شهي ريها اه در ساختماني گيا شهيستم ريكه در س ييها قارچ

  . ),Harly & Smith 1983(ديآ يوجود م هاند، ب مستقر شده
ست منتقل شده و در ادامه ياه به قارچ همزي از گيابتدا انرژ

 .), Allen  1991(د شو ياه منتقل مي از قارچ به گييعناصر غذا
 با توانند ها مي قارچ. بسياري دارند شناختي اهميت نظر بوم از ها قارچ

اي و  ريشه-قارچ . همزيستي برقرار كنندةساير جانداران رابط
با جانداران  ها قارچ   همزيستية مشخص از رابطةگلسنگ دو نمون

ل همزيستي قارچي از گروه اي حاص ريشه-قارچ .فتوسنتزكننده است

قارچ در . آوندي مثل كاج، بلوط و بيد است گياه ةها با ريش مسيتبازيديو
 ة و مواد معدني ديگر از خاك به ريش، ازتبه انتقال فسفر  ارتباطاين 

 مينأت مورد نياز قارچ را   كربوهيدرات،كند و گياه گياهان كمك مي
  دو   به   كه   است   قارچ  و   گياه   ةريش   بين   پايدار  همزيستي،ميكوريز .كند مي
 ،اندوميكوريز در.شود مي  تقسيم اندوميكوريز و كتوميكوريزا   اصلي   نوع

 اما در اكتوميكوريزها، ،هاي ريشه نفوذ كرده ميسليوم به درون سلول
 را Hartigميسليوم در اطراف سلول ميزبان جاي گرفته و ايجاد شبكه 

   داراي  كه درختي .كند ده كه كمك به تبادلات غذايي ميكرايجاد 
  فاقد ميكوريزاست  كه  از درختي  بيشتري مراتب  ه رشد ب استميكوريز

 و   قارچ  گسترش از طريق  فقط   ريشه ة در ناحي  گياه ازدياد فعاليت  .دارد
 نفوذ   زمين  درون  به  قارچ هاي  ميسليوم  بلكه،گيرد مين   صورت ريشه
 و در اختيار هكرد جذب  مستقيم از خاك به طور را  غذايي و مواد  آب ، كرده

ميكوريزها را در رشد  انكار  لبغيرقا  آثار ،  عيني   مشاهدات .دهند مي   قرار گياه
 .H قارچي مورد مطالعه، گونه ةق، نمونيدر اين تحق .كند يد مييأ ت درختان

cylindrosporum از خانواده Cortinariaceae  كه براي اولين بار است
 غربي جنوب در ن قارچيا.  توصيف شدRomagnesi) (1965توسط 

 به (Courtecuisse & Duhem, 1994)فرانسه در حاشيه آتلانتيك 
  يگانه و شود مي مشاهده  P.pinaster صورت همزيست با درخت كاج

محيط آزمايشگاه  در تكثير و مساعد رشد اكتوميكوريز قارچي نمونه
 دست به اين تحقيق، امانج  اوليهةفرضي. (Debaud & Gay, 1987)است

 رشد شان طبيعي محيط بتوانند همانند كه بوده ساحلي هاي نمونه آوردن

   .باشند جنگلي داشته هاي نمونه به بهتري نسبت

 دنبال ميوز، دو به ميتوز سلولي از تقسيم پس توليد مثل ةچرخ در

اي قادر به  هاي دو هسته ميسليوم كه است اي هسته دو و تك ةمرحل
  ) .1 شمارة شكل(هستندتشكيل اكتوميكوريز 

  

  Hebeloma ylindroporumقارچ مثلي توليد ةچرخ:)۱(شمارة شكل
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  ها مواد و روش
 در 2005ن ئ تا ژو2003اين تحقيق طي دو سال از سپتامبر 

بر  فرانسه 1آزمايشگاه اكولوژي ميكربي دانشگاه كلود برنارد ليون 
آوري  نمونه طبيعي جمع 74 -)1 روي نمونه هاي ذيل انجام شد

 نزديك شهر Arcachonدر Truc Vert (TV) در منطقه( شده
Bordeauxدر جنوب غربي فرانسه (Gryta et al., 1997;     

Guidot et al., 2002) ايستگاه  )الف از دو ايستگاه متفاوت
 )ب هاي قارچي  خاك فقيرو تنوع كم گونه با نمونه39 ا ب1ساحلي

هاي  خاك غني و تنوع زياد گونه  با و  نمونه35 ا ب2يايستگاه جنگل
 قارچاين  رشد  در اين منطقهبه علت احداث اماكن تفريحي(قارچي 

حاصل اختلاط ( مصنوعي ةنمون 83 ‐ )2   استسالانه به صورت 
 توليد )DxD, FxF, FxD(هاي هاپلوييد ساحلي و جنگلي  نژاد نمونه

  .شده در آزمايشگاه 
هاي  رداري از محيط طبيعي، ابتدا كشت ميسليومپس از نمونه ب

مايع، حاوي YMG 3اي بر روي محيط كشت  هستهدو
پس از . (Gryta et al., 1997)هاي متفاوت انجام شد  بيوتيك آنتي

اوي  جامد حYMGها، كشت ساده آنها بر روي  رشد ميسليوم
هاي  سپس ميسليوم. فنيكل صورت گرفتبيوتيك كلرام آنتي
 زير ميكروسكوپ شناسايي و اختلاط نژاد در داخل و اي هسته تك

در ادامه، به منظور  .هاي ساحلي و جنگلي انجام شد در بين نمونه
بر روي ) mm 5(ها   بررسي تغييرات رشد قطري، كشت ميسليوم

YMG جامد )mm 15(، )3در ) مرتبه تكرار كشت براي هر نمونه ،
ي محيط در زمان اوج نزديك به دما(درجه سانتيگراد  12 دو دماي

نزديك به ( درجه سانتي گراد 22 و )باروري قارچ در اواخر پاييز
 انجام شد و رشد قطري بر حسب ميليمتر در )دماي اپتيمال رشد

  . دشگيري   روز بعد از كشت اوليه اندازه16 و 13، 10
 اي تحليل آماري با نرم افزار رايانهو  پس از آن تجزيه 

Statview (SE + Graphics)نمونة موتان 433بر روي . انجام شد 
 نمونه كه در ابتدا به منظور شناسايي 2000اي شامل  مجموعه از

 (Combier et al., 2003)هاي غير ميكوريز ايجاد شده بود  موتان
 توسط T-DNAها در اثر انتقال ژنتيكي اين موتان(

Agrobacterium tumefaciens موارد ذيل بررسي )  ايجاد شدند
 YMG محيط كشت درها  كشت ميسليوم( رشد قطري تغييرات: شد

محيط ( تغييرات متابوليكي ،) درجه سانتيگراد22 و 12در دو دماي 
 تغييرات ،) حاوي منابع جداگانه كربن، نيتروژن و فسفرN2P3كشت 

 auxotrophهاي   شناسايي موتان،)YMGمحيط كشت (فنوتيپي 

. ويتامين و اسيد آمينه وتحاوي انواع متفا N2P3در محيط كشت 
هاي خاص از بين   نمونه موتان با ويژگي10مطالعات مولكولي بر روي 

  . موتان به شرح ذيل انجام گرفت433
 ، Van Kan, et al )(1991استفاده از روش  با DNAاستخراج  

 الكتروفورز با ژل آگاراز باشده  استخراجDNA  بررسي كميت و كيفيت
و سنجش ميزان  سپكتروفتومترا  از  استفاده  با DNA  غلظتين ي،تع% 1

  و نسبتnm280 و nm260 در طول موج DNAهاي  حد نوري نمونه
260 /280 DO= .هاي متعدد از  سپس به منظور به دست آوردن نسخه

 و با استفاده از TAIL-PCR5 (Liu et al, 1995) ژن خاص از روش
 سپس .)1شمارةل  و جدو2شمارةشكل ( پرايمرهاي مخصوص اين روش

 در هر موتان از روش ساترن T-DNAبراي شناسايي تعداد كپي 
 استفاده شد كه در اين )Southern Blot) Southern, 1975بلاتينگ 

 باشد مي هكنند  به عنوان مشخصpBGgHg پلاسميد ،روش
   ). 3شمارة  شكل(

   
  

 
 ة در سه مرحلDNAتكثير ( TAIL-PCRاساس روش ):۲(شمارةشكل 

اين دو . شود به كمك پرايمرهاي خاص هر مرحله به صورت مكمل انجام مي 3و2و1
 قطعات تكثير شونده ةانداز-2كند و   كه بايد تكثير شود را تعيين مييمحل ژن-1پرايمر

  ).را تخمين مي زند
  

  TAIL-PCRپرايمرهاي مورد استفاده در روش : )۱(شمارة جدول

W: بازهاي آليAيا T  و  
N :بازهاي آلي C, T, A يا G 

 Tm(°C)  ’3        ’5 انسسك ايمرپر
  اتصال

LB1 GGGTTCCTATAGGGTTTCGCTCATG ٦٤ 
LB2 CATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCT ٦٠ 
LB3 GAATTAATTCGGCGTTAATTCAGT ٥٦ 
AD1 WGTGNAGWANCANAGA ٤٥ 

LB RB

AD1 
LB1

LB2

LB
پرايمر specificپرايمر

1
2 
3

T-DNA 
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هاي   به همراه آنزيمpBGgHgسميد پلا: )۳( شمارة شكل
 T-DNAقطعه ( )Chen et al., 2000(ثر برآن ؤمحدودالاثر م

)LB-RB (ژني مقاوم به آنتي ةبر روي كارت نمايش داده شده كه داراي ناحي 
 محل هاي جديد  (نواحي زير خط كشيده شده. استhygromycine بيوتيك 

  .)العه استآنزيم هاي محدودالاثر شناسايي شده در اين مط
  

 به دست DNA ةسازي قطع  خالص،كردن ژن  كلونةدر ادام
 سپس وارد  kit Qiagen توسط TAIL-PCR3 ةآمده در مرحل

 به كمك pGEM-Tبه دست آمده به داخل وكتور DNA كردن 
 دن وكتور به داخل سوشكر و در ادامه وارد T4 DNA ligasآنزيم 

 DH5α  باكتريE.coli انجام شد و  با كمك شوك حرارتي
كه وكتور به داخل باكتري  هاي سفيد به دست آمده نشان داد  كلوني

  طبق برنامه6 تعيين توالينفوذ كرده است در نهايت عمل
BLAST7صورت گرفت .  

ند هاي به كار رفته در اين پژوهش عبارت مواد و محيط كشت
  :از
 گرم آگار 5/8با  )YMG )Rao &Niederpruem محيط كشت-1

هاي قارچي و  به منظور نگهداري و كشت ساده نمونهدر ليتر 
 . DNAاستخراج 

براي مطالعه تغييرات  )N2P3)Gay, 1990 محيط كشت ‐2
ها در محيط هاي كشت حاوي منابع  فنوتيپي و متابوليكي موتان

  .كربن ، نيتروژن و فسفر به طور جداگانه
كه در سنتز ميكوريز ) Melin) Gea et al,1994محيط كشت -3

 .شود مياستفاده 

محيط ، Auxanography of Holliday (Holliday, 1956)تست -4
شناسايي  آمينه به منظور هاي حاوي انواع ويتامين و اسيد كشت

  .4)نندك كه در محيط كشت ساده رشد نمي هايي موتان(
  يافته ها

هاي ساحلي در محيط  نه اوليه مبني بر اينكه نموةبراي اثبات فرضي
هاي جنگلي دارند،  ميزان رشد بيشتر و بهتري نسبت به نمونهطبيعي خود 

 يشگاهيهاي طبيعي و آزما ها در نمونه بررسي ميزان رشد قطري ميسليوم
هاپلوييد طبيعي، در آزمايشگاه صورت   هاي حاصل از اختلاط نژاد نمونه
 درجه 12هاي ساحلي در  در نمونه  فقطگرفت و مشاهده شد كه 

د كه شداري از نظر ميزان رشد قطري مشاهده  معنيسانتيگراد، تفاوت 
  ). 2  شمارةجدول(اين تفاوت در بقيه گروهها مشهود نبود 

 درجه سانتيگراد، 22 درجه در مقايسه با 12 ديگر، در از طرف
  .شود پراكنش منظمي در روند رشد قطري مشاهده مي

ان در هاي موت  نمونهبه منظور مطالعه تغييرات رشد قطري و فنوتيپي
صورت  جامدYMG در آنها كشت ، h7مقايسه با نمونه مادر و طبيعي

شكل  (رشد پاييني دارندها  از نمونه% 5/3 تنها مشاهده شد كه گرفت و
  ).4شمارة

 
 
  
 

 
  
  
  
  
  
 

هاي موتان در مقايسه با  پراكنش رشد قطري نمونه: )۴(شمارة شكل
  ).ايين استهاي با رشد پ  موتانة فلش نشان دهند( H7 نمونه

  
 حاوي منابع N2P3ها، در محيط كشت  تغييرات متابوليكي در موتان

در . بررسي شد(DNA)و فسفر ) ژلاتين(، ازت )آميدون (جداگانه كربن 
 خارج سلولي آميلاز حالت طبيعي، در محيط كشت حاوي آميدون، آنزيم

ط و آنزيم نوكلئاز در محيط كشت حاوي ژلاتين و آنزيم پروتئاز در محي

coR V E
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تعداد نمونه ها

mm/j سرعت

Moy= 6.22 
N= 220 
h7=7.05 mm/j
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 Tتست كمكبا  قطري رشد ميانگين دو به دو ةمقايس):۲(شمارة جدول

  .) است درجه سانتيگراد12قطري در  رشد  مربوط بهيكتاليانوشته هاي (
 

 اي شود كه در حضور تركيبات بازدارنده  ترشح ميDNAحاوي كشت 
  .شوند ها ترشح نمي ها اين آنزيم گلوكز، آمونيم و ارتوفسفات:همچون 

آميزي مربوط به هر محيط  ها و رنگ پس از كشت ميسليوم
 433از ) 1c551 ةنمون( در يك مورد   فقطكه شدكشت، مشاهده 

نمونه موتان كشت داده شده، ترشح آميلاز در محيط كشت حاوي 
. گيرد آميدون و در حضور گلوگز به عنوان تركيب بازدارنده صورت مي

 به منظور شناسايي  Auxanography Hollidayسپس تست
 حاوي انواع متفاوت N2P3 در محيط كشت auxotrophهاي  موتان

  (Holliday, 1956).اسيد آمينه و ويتامين انجام شد
در  (1w553نمونه   فقط مشاهده شد كه نچني بررسي همن ايدر

توانايي استفاده از سولفات به عنوان منبع )  نمونه موتان433بين 
گوگرد را ندارد و از سولفيت، ميتيونين و سيستئين استفاده كرده و 

 .در حضور اين تركيبات قادر به ايجاد ميكوريز با ميزبانش است  فقط
  : موتان انجام شدة نمون10نهايت، مطالعات مولكولي بر روي در 

، يك نمونه موتان نامنظم در auxotrophيك نمونه موتان 
اي و چهار نمونه  متابوليسم كربن، چهار نمونه موتان با ميسليوم پنبه

، DNAمطالعات مولكولي كه شامل استخراج . با رشد قطري پايين
TAIL-PCR، Southern blotژن و   كردن ن، كلوSequencing 
   .بوده، انجام شد

 DNAپس از اطمينان از مطلوب بودن كميت و كيفيت 
 مطابق PCR به كمك دستگاه DNAاستخراج شده نسبت به تكثير 

  . اقدام شدTAIL-PCR روش
 آن با ة تكثير شده، پس از مقايسDNAطول تقريبي قطعات 

آميزي اتيديوم  رنگ و ژل آگاراز   بر رويDNA Ladder mixماركر 
است متفاوت  هاي مختلف ، در نمونهUV ةبرومايد و اشع

  ).6و 5  شمارةيها  و شكل3شمارة جدول(

 
  

 هاي مورد مطالعه نمونه موتانفهرست ): ۳(جدول شمارة

  بحث و نتيجه گيري
  

پذيري  شناسايي و تعيين ميزان تغييردر  اين مطالعه  از  هدف
 Hebelomaاكتوميكوريز   قارچي  ي ها نمونه  مختلف  درگروههاي

cylindrosporumبه اين منظور و با توجه به مطالعات قبلي . بوده است
 تغييرپذيري ميزان ،Pringle & Taylor ( 2002)انجام شده توسط 

سرعت رشد قطري به عنوان اولين ويژگي مورد مطالعه در نظر گرفته 
  .شد

پذيري  شناسايي و تعيين ميزان تغييردر  اين مطالعه  از  هدف
 Hebelomaاكتوميكوريز   قارچي  ي ها نمونه  مختلف  درگروههاي

cylindrosporumه مطالعات قبلي به اين منظور و با توجه ب. بوده است
   ميزان  تغييرپذيري، Pringle & Taylor ( 2002) توسط  انجام شده

  

Habitat DxD FxF DxF D F 

 Unpaired t 
value prob Unpaired t 

value prob Unpaired t 
value prob Unpaired t 

value prob Unpaired t 
value prob 

DxD   12/0- 4533/0 63/1- 0543/0 82/3- 0002/0 35/1- 0913/0 
FxF 36/2 0114/0   46/1- 0754/0 76/3- 0002/0 24/1- 1099/0  
DxF 12/2 0193/0 6/0- 2764/0   17/3- 0011/0 6/0- 4772/0 

D 19/2 0163/0 2/0- 4199/0 38/0 3515/0   8/2 3300/0 
F 52/3 0004/0 17/1 1238/0 98/1 0257/0 47/1 0736/0   

 قطعه
TAIL 3 

(pb) 

 قطعه
TAIL 2 

(pb) 

پي
د ك

عدا
 ت

T
 -D

N
A

 نمونه  فنوتيپ 

 Auxotroph  553W1 1  مشاهده نشد 200
نا منظم در  1 400 300

 متابوليسم كربن
551C1 

 549R3  رشد كم 1 متغير 400
400  
800  

500 
900 

 550C2 رشد كم 2

 552G3 رشد كم 1 مشاهده نشد 300

 555A1 رشد كم 1 400 متغير
 550M2 ميسليوم پنبه اي 1 500 400

 550M4 ميسليوم پنبه اي 1 600 500
 551E1 ميسليوم پنبه اي 1 500 400
 552Q2 ميسليوم پنبه اي 1 500 400
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550C2                    550M2                   550M4 

                      

  
  

-TAIL در روش T-DNAنمايش تكثير قطعه : )۵ (شمارة شكل

PCR   
 بر DNAقطعات  . AD1 و LB موتان به كمك پرايمرهاي در سه نمونه از( 

 نشان ،فلش. تفكيك شد درصد/. 8اساس وزن مولكولي شان روي ژل آگاراز 
  ). استDNA Lader mix (GibcoBRL) ماركر ةدهند

 
آمده در   به دستT-DNAنمايش تعداد كپي : )۶(شمارة شكل
      BgL II-1  كمك آنزيم هاي محدودالاثر به Southern blot روش

2- EcoR V  3- Kpn I  4- EcoR I . معرف پلاسميد ،فلش pBGgHg 
 به عنوان شاهد منفي h7و ) T-DNAداراي قطعه كامل (به عنوان شاهد مثبت 

  .)T-DNAفاقد (
سرعت رشد قطري به عنوان اولين ويژگي مورد مطالعه در نظر 

بر روي  Simchen  (1966)فتن مطالعات با در نظر گر.گرفته شد
تفاوت  ،Schizophyllum communeنمونه ساپروفيت بازيديوميست

هاي متفاوت مشاهده  داري از نظر ميزان رشد قطري در نمونه معني
 اوليه، نتيجه به ة در اين تحقيق با در نظر گرفتن فرضيشده، ولي

 گروههاي در  H.cylindrosporum ةنمون  كه  بوده  اين  آمده  دست
هاي  هم فقط در بين نمونه درجه سانتيگراد، آن12 درفقط ، متفاوت 

نسبت به ساير ساحلي، تفاوت چشمگيري از نظر ميزان رشد قطري 
  . درجه مشهود نيست22ها مشاهده شده كه اين تفاوت در  نمونه

 تغييرات متابوليكي ةدومين ويژگي در نظر گرفته شده، مطالع
 ,.Jargeat et al .ابوليسم ازت، فسفر و كربن استها در مت موتان

متابوليسم ،H.cylindrosporumهاي درنمونه كه داده نشان(2000,2003)
نيز ثابت كرده كه Tatry ) (2003ازت تحت كنترل آمونيم بوده و

اما براي اولين بار كشت  .ستها كنترل ارتوفسفاتدرمتابوليسم فسفر، 
رات در متابوليسم كربن در اين تحقيق بررسي تغيي  لدليها به  موتان

 كه بي نظمي در متابوليسم 1C551انجام شد و با به دست آوردن نمونه 
 .Hكه   درسينتيجه   ناي  به توان مي كربن ايجاد كرده بود

cylindrosporumو  دهد  بخوبي آميدون را مورد استفاده قرار مي
كنترل تركيب در   قارچي كاملاةمتابوليسم كربن در اين نمونهمچنين 
 . ست نيگلوكزمانند اي  بازدارنده

 (1997)Smith &Read همزيستي  طابترا را در يمطالعات 

 گياه يا پتاسيم و ،فسفات ازت، حاوي روي تركيبات غذايي بر ميكوريز

گوگرد انجام  تركيبات روي بر كمي خيلي مطالعات  اما،انجام دادند ميزبان
 انجام ةزمين توان مي آمده دست  بهauxotroph ةشده كه با توجه به نمون

  نتايج  به  توجه  با  نهايت در .ساخت  فراهم  رابطه  اين  در را  بيشتري  مطالعات
 انتقال  به وسيلة  موتاسيون  كه  گرفت  را  نتيجه  اين  توان مي  آمده  دست  هب
  ايه ايجاد فنوتيپ   موجب ،A. tumefaciens باكتري  T- DNAژنتيكي 

و اكتوميكوريز بودن   همزيست  متفاوتي شده و نيز با در نظر گرفتن
  دست  جديدي  هاي نمونه  به  توان موتاسيون مي   قارچي، از طريقةنگو اين

عملكرد همزيستي و  در  مؤثرتري و بهتر  يياكار  بتوانند  كه  يافت
يت تنوع و  به منظور بالاتر بردن رشد ميزبان و بهبود كيف،اكتوميكوريزي

 كشت ةاي در زيستگاه سود جست كه اين مستلزم ادام  گونهياحيا
 .استها و مطالعات مولكولي  تانمو
  ادداشت هاي

1- Dune  
2- Forest  
3- Yeast, Malt, Glucose 
4- Auxotroph 
5-Thermal Asymmetric Inter Laced-PCR  
6- Sequencing  
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