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  نويک يدر درختان نارنگ زآربسکولاريکوري ميها  قارچييشناسا

(Citrus nobilis × Citrus deliciosa) ه ي پايوند شده بررويپ  
  مراز ي پليا رهيواکنش زنجک يتکناستفاده از رافلمون با
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  چکيده
  

 ازقارچ ي مختلفيهاهيجدا ه رافلمون باي پايوندشده بروينو دوساله پي کي نارنگدرختان

  بصورت  Glomus manihotis, Gigaspora gigantean, Glomus mosseaeزآربسکولار شامل يکوريم

  به  Gigaspora و Glomus يها جنسيمر اختصاصيپنج پرا. دندي گرديکوبهيمخلوط ما جداگانه و

استخراج  DNAبا استفاده از  ساخت و  پس ازVAGIGA و VANS1, NS21, NS61 VAGLO يهانام

آزمون  مورد مرازي پليارهيک واکنش زنجيتکن استفاده از با زآربسکولاريکوري آلوده به ميهاشهير شده از

مر يبه همراه پرا Glomus جنس يمر اختصاصيبعنوان پرا VAGLOمر ين مطالعه پرايدرا. گرفتند قرار

VANS1 با اندازهيا قطعهيزيآمتي راسته گلومرال بصورت موفقيمر اختصاصيبعنوان پرا   

 يرو مرها برين پرايکاربرد ا. رنموديراتکث G. manihotis و G. mosseae يهانمونه ازجفت باز  ۱۹۰ 

ن قطعه يد ايمنجربه تول)  نشدهيکوبهياهان مايگ( ن شاهديهمچ  وG. gigantean  ي حاويهانمونه

اندازه   بايا هستهيهاژن  ازي کاملر قطعه نسبتاًي تکثي براVANS1-NS61مر ياستفاده ازجفت پرا. دينگرد

ن قطعه يا استفاده از بود و زيآمتي موفقنمايند  ميدرا ك rRNAكه زير واحد كوچكي از کيلوباز  ۱حدود 

 يمرهايمراه جفت پرابه ه) شتريربيمنظورتکث به( PCR يک چرخه اضافي الگو پس ازDNAبعنوان 

VANS1-VAGLO و VANS1-VAGIGAازياد قطعهيبه تول  منجر  DNAياندازه مورد انتظاربرا  در 

ق به وضوح ين تحقيا.  نداشتيپ  درياجهيدوم نت مريمورد جفت پرا د و دريمراول گرديجفت پرا

 قارچ ييشناسا شان دادن و نيع برايسر ق وي دقيک بعنوان ابزارين تکنيا دهنده امکان استفاده از نشان

  .باشدينو مي کي نارنگيشه هايزآربسکولاردرون ريکوريم

  

  .گاسپوراي مراز، گلوموس، گي پليارهيز، واکنش زنجيکوري م:يدي کليها واژه

  
  مقدمه   

هاي ارچق  جزو(AMF)سكولار بهاي ميكوريز آر قارچ
. سازند خاكزي هستند كه ريشه اكثر گياهان را آلوده مي

هاي دروني،  وميسليمگيري  لودگي ريشه منجر به شكلآ
. گردد  وسيكل مي وسكولب بنام آريمنشعبساختار

بين ريشه گياه و قارچ باعث  برقراري رابطه همزيستي
گردد كه ناشي از افزايش جذب برخي  رشد بهتر گياه مي

 و آهن ،عناصر كم تحرك در خاك از قبيل فسفر، روي
 تاكنون بر روي AMFيد اثرات مف. باشد منگنز مي

 ,.Usha et al)بسياري از درختان ميوه از قبيل مركبات
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 آووكادو ،)Fortuna et al., 1996(، سيب (2004
)Menge et al.,1980( ،ا يپاپا)Cruz et al., 2000(، موز 
)Declerck et al.,1995(و انگور  (Sonawane et al., 

ه  ريش بر رويAMFحضور .  گزارش شده است(1998
گياه ميزبان براحتي با استفاده از مشاهدات 

 & Merryweather)ميكروسكوپي قابل تشخيص است

Fitter, 1998) ي ملکوليها روش  درحال حاضرمنتها 
 يکي مرفولوژيها روش نسبت به يا  قابل ملاحظهيبرتر

  ي برا(Sakamoto et al., 2004) ييايميوشيب و
  اند فتهايزبان ياه ميشه گير درون AMFمطالعات 

(Wyss & Bonfonte, 1993; Millner et al.,1998; 
Schubler et al., 2001)ن ي ازاي ازآن ناشي که بخش

ژه درسطوح ي بوAMF يبند رده ت است که دريواقع
  وجوديزي ناچيکيخانواده اختلافات مرفولوژ تر از نيپائ

ت ي قابلي خاصيها  موارد گونهيبرخ بعلاوه در و دارد
   ندارند رازبانياه ميشه گيون ر دريزيآم رنگ

(Clapp et al., 1995; Redecker et al., 2003) .يك 
 که سكولاربيز آررروش ويژه براي تشخيص قارچ ميكو

را طي  طي يك دهه اخير بتدريج مراحل تكميلي خود
اي است كه زير  هاي هسته  از ژني تكثير بخش،نمايد مي

ا استفاده از  ب.دننماي ميدرا ك rRNA واحد كوچكي از
هاي مر و پراي(PCR) رازم اي پلي  زنجيرهنشروش واك
 را از نظر گونه AMFهاي آلوده به  توان ريشه ويژه مي

 كننده مورد تجزيه و تحليل قرار داد  قارچ آلوده
)Redecker, 2000.( از مزاياي اين روش امكان تشخيص 

كننده در ريشه گياهان  مستقيم گونه قارچ آلوده
آوري اسپور و   است بدون اينكه نيازي به جمعاي مزرعه

  . تكيه بر خصوصيات مرفولوژيك آن باشد
Simon et al. (1992) براي نخستين بار پرايمرهاي 

 بر اساس آن توانستند حضور که  طراحي كردنديا ويژه
از آن . شخيص دهندميزبان تاه يگن ريشه وقارچ را در

 استفاده از هاي متعددي مبني بر زمان تاكنون گزارش
 درون ريشه AMF تشخيص يهاي ملكولي برا تكنيك

گياه ميزبان منتشر شده است كه اكثراً مبتني بر 
 و به دنبال PCR با همراهاستفاده از پرايمرهاي تخصصي 

 ,.Redecker et al)باشد  ميRFLPآن كاربرد تكنيك 

1997;  Vandenkoornhuyse et al., 2002).  اين نتايج   
 از جدا شدههاي  دهد كه ريشه شان ميمطالعات ن

 AMF گونه دوا بيشتر از باي يا باغي اكثراً  گياهان مزرعه
 ,.Helgason et al., 1999; Turnau et al)باشند آلوده مي

آزمايشاتي كه با استفاده از مايه قارچ مخلوط . (2001
دهنده روابط  انجام شده نشان) بيشتر از يك گونه(

هاي آلوده كننده  ونيستي مابين گونهرژيستي يا آنتاگنسي
  ;Lopez-Aguilion & Mosse, 1987) بوده است

Di Bonito et al., 1995; Van Tuinen et al., 1998).  
Di Bonito et al. (1995) براي نشان دادن قارچ 

Glomus intraradices  ،درون ريشه گياهان كاهو
 VANS1- NS21فرنگي، فلفل و آنديو از جفت پرايمر تره
در روش آنها بدون نياز .  استفاده نمودندPCR  روشبه

 قارچ ، مواد ژنتيكي DNAبه استخراج و خالص سازي 
  . لازم مستقيماً از ريشه گياه ميزبان بدست آمد

Edwards et al. (1997) با استفاده از روش PCR 
 درون ريشه Glomus mosseaeموفق به ارزيابي كمي 

  با استفاده ازOba et al. (2002). گياه ميزبان شدند
 موفق به تجزيه كمي آلودگي  PCR- RFLPتكنيك 

 Gigasporaهاي  هاي پياز گرديدند كه با گونه ريشه

margarita و Scutellospora cerradensis  به صورت
دراين آزمايش .  بودشدهكوبي  جداگانه يا مخلوط مايه

فاده از  با است18sRNAاز ژن  kbp۲/۱اي به اندازه  قطعه
 قارچ ميكوريز ياختصاص مريپرا كه VANS1 رپرايم

از ريشه گياه  NS1 غيرتخصصي رسكولار است و پرايمبآر
  . ميزبان استخراج و تكثير گرديد

 AMF  از سه گونهصيتشخآزمايش حاضر با هدف 
 و Glomus manihotis، Glomus mosseaeشامل 

Gigaspora gigantean مخلوط  وبصورت جداگانه 
 ه رافلمون باي پايوند شده برروي پنارنگي كينودرختان در

 قارچ به همراه کاربرد DNA روش استخراج  استفاده از
طراحي و اجرا  PCRک يتکن  وي اختصاصيمرهايپرا

  .گرديد
  

  ها مواد و روش
 بخش باغباني انستيتو ي آزمايشباغاين آزمايش در

 اجرا نوواقع در دهلي) I.A.R.I(تحقيقات كشاورزي هند 
 فلمون ساله كينو كه بر روي پايه را۲ درختان .گرديد

پيوند شده و داراي شرايط مشابهي از نظر اندازه و قدرت 
  و با سه گونه از قارچ ميكوريزدهرشد بودند انتخاب ش
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  :  گرديدنديکوب هيما سكولار به شرح زيربآر
T0 :كيلوگرم به ازاء هر درخت۲۰واني به مقدار يكود ح  

 )شاهد(
:T1 كود حيواني +  G. manihotis  گرم ۱۰۰به ميزان 

  به ازاء هر درخت
T2: كود حيواني  +G. gigantean  گرم به ۱۰۰به ميزان 

  ازاء هر درخت 
:T3 كود حيواني  + G. mosseae  گرم به ۱۰۰به ميزان 

  ازاء هر درخت
:T4 كود حيواني  +T3+T2+T1  گرم به ازاء ۱۰۰به ميزان 

  هر درخت
 بعلاوه سفر بود از خاك ريزويرچ كه مخلوطمايه قا
ليوم خارجي و قطعات ريشه گياه ميزبان از ساسپور، مي

بخش ميكروبيولوژي انستيتو تحقيقات كشاورزي هند 
كينو در بهمن  يونديپمايه كوبي درختان . تهيه گرديد

كننده در حالت رشد  هاي تغذيه ماه يعني زمانيكه ريشه
براي اين منظور خاك اطراف . فعال بودند انجام گرديد

 سانتيمتري كنار زده شد ۱۰‐۱۵ريشه درخت تا عمق 
هاي جديد و فعال گياه ظاهر گرديدند  بطوريكه ريشه

شده به آرامي و بدون  سپس مايه قارچ به ميزان توزين
اي به سيستم ريشه و پس از  وارد آمدن هيچگونه صدمه

ها و  هافزودن آب به آن به صورت يكنواخت بر روي ريش
خاك اطراف آنها قرار گرفت و چاله حفر شده مجدداً با 

هايي   نمونه، قبل از مايه كوبي هفته يك.خاك پر گرديد
بودن آنها ن كينو تهيه و آلوده يوندي پاز ريشه درختان

 با استفاده از روش ميكروسكوپي مورد تاييد AMFبه 
هاي ريشه با استفاده از  رنگ آميزي نمونه. قرار گرفت

 ,Phillips & Hayman)لو ب تريپان‐ فنل ومخلوط لاكت

تعيين درصد آلودگي ريشه  با استفاده از و (1970
مجدداً ) Jalil & Domsch, 1975(مشاهده ميكروسكوپي 

ن زمان يهم در و. كوبي صورت گرفت روز پس از مايه۶۰
استخراج  مارها به منظوريه تيشه کلي ازرييها نمونه

DNAگرفته شد .  
 كينو با يوندي پ در ريشه درختانAMFص تشخي

   PCRاستفاده از تكنيك 

 از ريشه و بدست آوردن DNAخراج تبراي اس
 روش   همچون  چندي    هايروش  كيفيت،   بهترين 

CTAB، هاي جداسازي  كيتDNAو روش   

Di Bonito et al.) 1995 (با . مورد ارزيابي قرار گرفت
 نتيجه را به همراهبهترين  CTAB اينكه روش توجه به
  . شوددر ادامه توضيح داده ميداشت 

   DNA      استخراج 

 AMFهاي ريشه درختان كينو تيمار شده با  نمونه
به همراه شاهد با آب كاملاً شسته و با كاغذ صافي 
خشك شده و سپس بوسيله يك بوته چيني از قبل سرد 

  كاملاً كوبيده و بصورت پودر درعي ماشده با نيتروژن
هاي پلاستيكي  گرم از پودر حاصل به لولهنيم . آمد

 بافر از m1۱۰ منتقل و m1 ۵۰استريل با حجم 

 CTAB) g ۱( ،NaCl 5M (14ml) ،EDTA 2%[ استخراج

0.5 M, pH 8.0 (5ml) ،Tris-HCl 1M (5ml)آب دو  و 
مدت يك ه به آن افزوده شد و ب ])(26ml ريتقط بار

 درجه سانتيگراد ۶۰در حمام آب گرم در دماي ساعت 
 به آرامي تكان کباريقه يدق چند  هرها قرار گرفت و لوله

كلروفرم و  ، هر لوله مخلوطي از فنل بهسپس داده شد
اضافه گرديد و ) ۲۵ : ۲۴: ۱به نسبت (ايزوآميل الكل 

ته گرديدند  و  دقيقه سر۱۰ها به آرامي براي مدت  لوله
 . آمدتا سوسپانسيون يكنواخت و شيري رنگي بدست

 دقيقه در دماي اتاق ۲۰ها به مدت  محتويات لوله
)C°۲۰( سرعت  با وrpm۱۰۰۰۰د يگرد وژيفي سانتر

د منتقل و ي جديها به لوله شده و ع جدايسپس فازما
 ۱/۰ع به آن پروپانول سرد و يما حجم فاز ۶/۰ برابر

 ک شب دريمدت ه و ب ديم اضافه گرديحجم استات سد
 ۱۰به مدت بعد از آن . د قرار داده ش‐C°۲۰ يدما

سانتريفيوژ  rpm ۸۰۰۰و با سرعت  C°۴دقيقه در دماي 
و  %۷۰ بدست آمده با اتانل DNA رسوبگرديد و 

 پس از DNAرسوب .  شسته شدmM۱۰استات آمونيم 
به آن افزوده   µl۲۰۰TE و تخليه فاز مايع خشك

  .ديگرد
   مطالعهپرايمرهاي مورد استفاده در اين 

و  ۱به شرح مندرج در جدول  يمر پرا۵مجموعاً 
 اصلي جنس دو ني به منظور يافتن تمايز ب۲شكل 

 بر Gigaspora  و Glomusميكوريزهاي دروني يعني 
 مورد) Simon et al., 1993 (يقبلاساس آزمايشات 
  . استفاده قرار گرفت
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  ) PCR(مراز اي پلي  زنجيرهنششرايط واك

هاي  نهنمو جفت پرايمرها، از تركيبات متفاوتي
DNA اتصال و دماهاي(Annealing temperature)  با 

شامل  (Reaction mixture) نشاستفاده از مخلوط واك
 20mM Tris-HCl( (Master mixture) مخلوط اصلي

[pH 8.4]/100 mM KCl/3mM MgCl2/0.02% 

gelatin/200 mM [each] nucleotide/1.25 U of Taq 

DNA polymerase و ) مريهرجفت پراکومول ازي پ50 و
µlاز ٢ DNAالگو  (Template DNA) بار كه با آب دو 

   توسط دستگاه رسيده بودµl٢٥تقطير به حجم نهايي 
PCR (CR-CORBETT RESEARCH model CGI-
پروفيل دمايي بصورتي .  مورد آزمون قرار گرفت(960
  نوبت چرخه تقليب٤٠ريزي گرديد كه  برنامه

(Denaturation) )ماي دقيقه د ٥C°٤٥و پس از آن  ٩٥ 
) ٤٠‐٦٥°Cدماي  ثانيه٤٥ (ل، اتصا)٩٥°Cثانيه در دماي 

 در نهايت و) ٧٢°C دقيقه دماي ١(و پلي مريزاسيون 
 دقيقه ١٠مدت ه  ب٧٢مرحله طويل شدن در دماي 

  . انجام گيرد
و با % ۲در ژل آگارز  PCR  حاصل ازمحصولات

آميزي  رنگ .الكتروفورز گرديدند  TAEاستفاده از بافر 
  mgL-1 0.1ژل با استفاده از اتيديوم برومايد به غلظت

 Uvidoc)اكيومنتدانجام و تصاوير توسط دستگاه ژل 

model BTS-20.M) ثبت گرديد   .  
  

  نتايج 
پي ميزان آلودگي وبراساس مشاهدات ميكروسك

 درصد متغير ۴۸ تا ۲۰كينو بين  يونديپريشه درختان 
رفت  تظار مينانگونه كه اهم. )۴تا  ۱ يهاشکل (بود

 ۴۸ (بيشترين درصد آلودگي متعلق به تيمار مخلوط بود
   دربي به ترت و پس از آن بيشترين آلودگي)درصد

G. manihotis )۳۹ درصد( ،G. mosseae) ۲۶ و  )درصد
G. gigantean) ۲۰ مشاهده شد) درصد.  

DNA  روش اصلاح شدهالگوي استخراج شده با 
CTAB كيفيت ني بهتر ديگر داراينسبت به دو روش 

   .بود
قابليت جفت پرايمرهاي مورد استفاده در آزمون 

الگوي مستخرج از  DNAبا استفاده از  تشخيص

. مورد ارزيابي قرار گرفت )T4 تا T0( تيمارهاي مختلف 
نتيجه آزمايشات مختلف انجام شده در زير توضيح داده 

   :شود مي
 VANS1- NS61در آزمايش نخست از جفت پرايمر 
اي كه  هاي هستهبراي تكثير قطعه نسبتاً كاملي از ژن

 Glomus و Gigaspora  را درrRNAزيرواحد كوچكي از 
استفاده شد ) 1kb به اندازه تقريبي( نمايند  ميدك

 براي تكثير VANS1- NS21همچنين از جفت پرايمر 
اختصاصي راسته  bp 550    يبيتقر   با اندازه کهاي قطعه

Glomales باشد در طيفي از دماهاي اتصال مي  
)C°۵۵‐۴۳ (در نتيجه اين بخش از . استفاده گرديد

هيچگونه محصولي در  PCRآزمايش و پس از انجام 
  . هاي مورد انتظار مشاهده نگرديد اندازه

 VANS1-VAGLOدر آزمايش بعدي، جفت پرايمر 
باشد با استفاده  مي  Glomusكه اختصاصي براي جنس 

 و در دماهاي مختلف اتصال مورد )T1) G. manihotis از
 نتايج نشان داد كه در دماهاي اتصال .آزمون قرار گرفت

اي با اندازه تقريبي   درجه سانتيگراد، قطعه۵۳و  ۵۰
bp۱۹۰ يقبل نتايج  باكه مطابق) ۶شكل ( توليد گرديد 
 Glomusباشد كه با همين پرايمرها براي جنس  مي

   را گزارش كرده بودندbp۱۸۸اي با اندازه  قطعه
(Simon et al.,1993) .  

  براي تائيد اختصاصي بودن جفت پرايمر

VANS1-VAGLO در آزمايش ديگري اين پرايمرها به 
 الگوي بر گرفته شده از تمامي تيمارها در DNAهمراه 

 كه بر اساس نتايج قبلي انتخاب شده C°۵۳دماي اتصال 
 نشان داد كه در نتايج. بود مورد استفاده قرار گرفتند

 و با استفاده از اين جفت پرايمر G. mosseaeمورد 
 .)۷شكل(  توليد گرديدbp ۱۹۰اي با اندازه حدود  قطعه

توان اين جفت پرايمر را بعنوان  به همين لحاظ مي
  . پيشنهاد نمودGlomusپرايمرهاي اختصاصي جنس 

عنوان ه ب VANS1-VAGIGAجفت پرايمر 
 با استفاده از Gigaspora پرايمرهاي اختصاصي جنس

DNAخرج از ت الگوي مسT4 و T2)  تيمارهايي كه
كوبي  مايهG. giganteanبصورت انفرادي يا مخلوط با 

و در طيفي از دماهاي مختلف اتصال بين ) شده بودند
C°۶۵‐۵۰نتايج اين آزمايش .  مورد آزمون قرار گرفتند

توسط ي كه يها دهنده هيچگونه محصولي با اندازهنشان
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  .ساير محققين قبلاً گزارش شده بود نبود
   VANS1با توجه به اختلاف زياد در دماي اتصال 

)C°۴/۶۶ ( وNS61 )C°۶/۷۸ ( ما مجدداً اين جفت
  ازپرايمر را در دماهاي بالاتر اتصال با استفاده

DNA الگويT4و با موفقيت م مورد آزمون قرار دادي 
 C°۶۵اي اتصال  در دم1kbاي با اندازه حدود   قطعه

بدست آورديم كه از نظر كمي چندان قابل توجه نبود به 
يل دمايي فالگو در پرو DNAهمين جهت از آن بعنوان 

استفاده نموديم كه منجر به بدست ) C°۶۵(مشابه 
 ‐ ۸شكل (آوردن محصولي با كميت و كيفيت بهتر شد 

 الگو به همراه DNAسپس از اين قطعه بعنوان ) چپ
 استفاده شد كه منجر به VANS1-NS21جفت پرايمر 

 گرديد كه مورد انتظار bp۵۵۰اي به اندازه  توليد قطعه
 در آزمايش ديگري، جهت بررسي .) راست‐۸شكل (بود 

 در تيمار  Glomus و  Gigasproraهاي تشخيص جنس
) 1kb(، قطعه بدست آمده در آزمايش بالا )T4(مخلوط 
 گرفت كه منجر به  مورد استفاده قرار الگوDNAبعنوان 

اي  با بدست آوردن قطعه  Glomusتائيد حضور جنس 
 گرديد اما استفاده از جفت bp۱۹۰با اندازه تقريبي 

  . اي در پي نداشت   نتيجهVANS1- VAGIGAپرايمر 
  

           بحث   
آربسكولار بدليل اينكه مرحله  هاي ميكوريز قارچ

ور يك اي ندارند و بدون حض رشد جنسي شناخته شده
باشد به سختي قابل  گياه ميزبان قابل كشت نمي

شناسايي اين . باشند تشخيص و ارزيابي از نظر كمي مي
غلب بر اساس خصوصيات مرفولوژيكي اسپور اقارچها 

در حاليكه براي ارزيابي ) Morton et al.,1993(باشد  مي
هاي  ها از آزمون  آلودگي ريشه به اين قارچميزان

 .)Frey et al., 1995( گردد اده مياستفبيوشيميايي 
 مقدار بيوشيميايي اغلب بر اساس تعيين هاي آزمون

ها و كيتين استوار است كه هيچيك در مورد  استرول
AMF شناسايي . باشد مطلوب نميAMF در ريشه گياه 

ميزبان بر اساس مشاهدات ميكروسكپي تقريباً غيرممكن 
هاي   تفاوتهاي مختلف اين قارچ، است زيرا بين گونه

بسيار ناچيزي از نظر خصوصيات ظاهري ميسليوم وجود 
اي يا  هاي مزرعه  در نمونهAMFدارد  بعلاوه شناسايي 

توان اظهار نظر  باغي بسيار سخت است و با قاطعيت نمي

 و نداشته وجود ها اين قارچ صكرد زيرا امكان كشت خال
توان از خصوصيات آنها براي  علاوه اسپورها كه ميب

 اغلب در خاك و خارج از کردشناسايي استفاده 
 يق براين تحقيا  در.گردند هاي آلوده تشكيل مي ريشه
ر يتر شامل تکث ک روش مطمئني  ازAMFص يتشخ
 زير  بوده وAMFژه ي واي  كه هاي هسته  از ژنيبخش

ند بعلاوه جفت نماي ميدرا ك rRNA واحد كوچكي از
کاربرد روش  و با يرتخصصيغ  وي تخصصيمرهايپرا

PCRج بدست آمده کاربردينتا بنابر .دي استفاده گرد 
 Glomus جنس يتخصص مري که پراVAGLOمر يپرا
 راسته ي که اختصاصVANS1مر يباشد به همراه پرايم

 يبي با اندازه تقرير قطعه اي است منجربه تکث گلومرال
bp ۱۹۰ي درنمونه ها G. manihotis و G. mosseae 

  باشدي ميقبل يهاافتهي با د که مطابقيگرد
(Simon et al., 1993) .يهانمونه ن قطعه دريا  

G. giganteanن يبنابرا. ديافت نگردين شاهد ي و همچن
ه يص کلي تشخيتواند برايم مرين جفت پراياستفاده ازا

 استفاده از. ه باشدي قابل توصGlomus جنس يها گونه
قطعه ر يبه تکث  منجرVANS1-VAGIGAمر يجفت پرا

DNAج يکه با نتا دينگرد نظر  موردSimon et al. 
ن يتواند به درصدپائ ي مطابقت ندارد که م(1993)

.  مربوط باشدG. gigantean نو بهي کيها شهي ريآلودگ
براي تكثير  VANS1-NS61مر ياستفاده ازجفت پرا

اي كه زير واحد  هاي هسته قطعه نسبتاً كاملي از ژن
 دكGlomus  و Gigaspora  را درrRNAكوچكي از 

 بود و زيآم تي موفقkb۱اندازه حدود   بانمايند مي
  پس   الگوDNAعنوان ه ن قطعه بيا استفاده از

 با) شتريب ريجهت تکث( PCR يک چرخه اضافي از
 و VANS1-VAGLO يمرهايجفت پرا استفاده از

VANS1-VAGIGAاندازه   درياد فرآوردهيبه تول  منجر
مورد  در و دياول گرد مري جفت پرامربوط به نظر مورد

 ما يج قبليدوم ناموفق بود که با نتا مريجفت پرا
 VANS1-NS21مر يجفت پرا استفاده از. مطابقت داشت

 يمارهايت شه برگرفته ازي ريها ب با نمونهيترک در
 مختلف ين دماهايهمچن ش وين آزمايا مختلف در

 د دري نگرديا چگونه فرآوردهيد هيبه تول اتصال منجر
مر مشابه يجفت پرا استفاده از  با.Simon et al که يحال

 bp ۵۵۰ در اندازه يا  فرآوردهAMF مختلف يها و گونه
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 يج به احتمال قوينتا ن تفاوت دريا. بدست آورده بودند
  نو يشه کي ريهانمونه  درين آلودگيبه درصد پائ

  ش ما نشان يج آزماينتا. شوديمربوط م) درصد ۲۰‐۴۸(
 ي برايعنوان روشه تواند بيک مين تکنيهد که اديم

 زيکوريم شه بهي ريمطمئن آلودگ ع ويص سريتشخ
 يمنتها طراح رديگ استفاده قرار مورد آربسکولار

شه ي ريزان آلودگيک طرف و مي  ازي تخصصيمرهايپرا
باشد ي مياديت زيگر حائز اهميطرف د زبان ازياه ميگ

ن استخراج يح در گري ديهايآلودگ ن وجوديهمچن
DNAتواند بر ين روش ميا ع دريسر ري با توجه به تکث 

 ريتفس  گذاشته وياديز ريج بدست آمده تاثي نتايرو
  .اشتباه روبرو سازد با ج بدست آمده راينتا
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شه ي  ري بر روG. manihotis ي داخليهاوميسليم کل وي وس‐۲ شکل
  )×۱۰۰(نو ي کيونديدرخت پ

  ي خارجيهاوميسليم  جوانه زده ويگوسپور،اسپورهاي زا‐۱ شکل
G. manihotis ۴۰(نو ي کيوندي درخت پيرو  بر×(  

   

  
  
 ن دردرختي موئيهاشهي و رG.gigantean ي خارجيهاوميسلي م‐۴ شکل

  )×۴۰( نوي کيونديپ
شه درخت يدر سلول پوست ر G. mosseae آربسکول  ‐۳ شکل

  )×۴۰۰( نوي کيونديپ
    

 
  شين آزمايا استفاده در  مورديمرهاي پرايتوال  نام و‐۱جدول 

Primer  Sequence 
VANS1 5' GTC TAG TAT AAT CGT TAT ACA GG 3' 
NS61 5' TCA GTG TAG CGC GCG TGC GGC 3' 
NS21 5' AAT ATA CGC TAT TGG AGC TGG 3' 
VAGLO 5' CAA GGG AAT CGG TTG CCC GAT 3' 
VAGIGA 5' TCA CCA AGG GAA ACC CGA AGG 3' 

 
    ►                      ◄                          ◄                                                                                                      ◄     
VANS1             VAGLO                    NS21                                                                                               NS61 
                         VAGIGA 
        ├--------------------------------------┤ 
                            550bp 
        ├‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐┤ 
                                                               1kb 
        ├‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐┤             
              190bp 

   دينمايم کد  راrRNA  ازيرواحد کوچکي که زيا ژن هستهي طرح کل‐۵شکل 
 .باشديش مين آزمايا استفاده در  مورديمرهايجهت پرا مکان و نشانگر
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 T4 تا T0 ي مربوط به نمونه هاPCR يهاوردهآ فر‐۶شکل 
 د در ژل آگارزيوم برومايدي شده با اتيزيآمرنگ

 VANS1-NS61مريب باجفت پراي درترکT0: ۱ون ست
   VANS1-VAGLOمر يب باجفت پراي درترکT1: ۲ستون 
   VANS1-VAGLOمر يب با جفت پراي درترکT3: ۳ستون 
 VANS1-NS61مريب با جفت پراي درترک T4: ۴ستون 

  

  
  

 T4 تا T0 حاصل از تيمارهاي  PCRهاي  فرآورده‐۷شکل 
 در دماي VANS1-VAGLOدر ترکيب با جفت پرايمر 

   درجه سانتيگراد۵۳اتصال 
   T3: ۳         ستون T2: ۲           ستون T1: ۱ستون 
   مارکرT0        DNA:M:  ۵           ستون T4: ۴ستون 

  

                 
 پس VANS1-NS61 در ترکيب با جفت پرايمر T4 حاصل از  PCRفرآورده:  چپ‐۸شکل 

  .دهد را نشان ميkb ۱اي با اندازه حدود نوک پيکان قطعه) ۲۰ن ستو( دور تکثير ۲از 
 از آزمايش بالا به عنوان ۲۰ ستون PCR با استفاده از فرآورده PCRفرآورده :  راست‐۸شکل 

DNA الگو در ترکيب با جفت پرايمر VANS1-NS21) ۱ستون( ،VANS1-VAGLO 
 جه سانتيگراد در۵۳در دماي اتصال ) ۳ستون (VANS1-VAGIGA، )۲ستون(

  


