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 چکیده

ها  میکروبیونت ها و توسعه  جانبه گیاه لگوم، باکتري ریزوبیوم و قارچ میکوریز میزان برقراري هر یک از همزیست سه در همزیستی
 دو و  Mesorhizobium ciceri  جدایه باکتري 6در این تحقیق  . تواند تحت تأثیر متقابل باکتري و قارچ باشد در ریشه گیاه می
 8پس از . ندشد زنی  با بذور نخود مایهGM (G. mosseae(و   Glomus intraradices )GI( وریز آربوسکولارگونه قارچ میک

هاي قارچی در ریشه و گره نسبت و تراکم گونه   Quantitative real-time PCRبا استفاده از روش مولکولیهفته رشد گیاه، 
  GI  تراکم دو گونهداري بر زنی باکتري تاثیر معنیتیمارهاي مایهنشان داد یج نتا. تعیین گردیدهاي باکتري نخود تحت تاثیر جدایه

   .هاي نخود داشتند ها و گره  در ریشه GM و 
 

 میکوریز، نسبت مولکولی گره، ، هاي مزوریزوبیومجدایهتراکم،  : کلمات کلیدي

 

   مقدمه

تواند مورد آنالیز قرار می بوسیله روشهاي مولکولی ها فقط  در داخل ریشه AM هاي هاي فعال از جمعیتترکیب گونه
هاي توسعه یافته است و برخی از آنها در نمونه  در چند ساله اخیر    PCRبدین خاطر چندین روش ردیابی بر پایه. گیرد

یک روش ) 2004(آلکان و همکاران     ).1998هلگاسون و همکاران، (  اند حاصل از مزرعه نیز مورد استفاده قرار گرفته
 در گیاهان با استفاده از  Glomus intraradices آربوسکولار   هاي میکوریز سریع جهت تعیین میزان کمی قارچ

تعیین دقیقی از  دهد تا به حال  می تا آنجایی که دانش و بررسی منابع نشان  .  ارائه دادند   qRT-  PCR1 تکنیک واکنش
 – qRT کاربرد   مطالعه حاضر   .لگومها صورت نگرفته است اي  ریشه هاي  ل گره به صورت کمی در داخ AMF هاي  جدایه
PCR  گونه از دو  جهت ارزیابی اثرات متقابل بین هاي قارچی، گونه را به عنوان یک سیستم تعیین کمی AMF  در 

  .دهد می مورد بررسی قرارنخود هاي باکتري همزیست تحت تاثیر جدایهکلنیزاسیون ریشه و گره نخود 
 

   مواد و روشها 

 8 که در مجموع ، تیمار بدون باکتري1و  ه جدای 6 تیمار مخلوط 1 ،ه باکتري همزیست نخودجدای 6در این آزمایش 
 .GM( G(  وG .intraradices) GI(دو گونه قارچ میکوریز با در کشت مخلوط  ،تیمار باکتري را شامل شدند

mosseaeو گره نخود تیمارها  ریشه،گردیده هفته گیاهان برداشت 8پس از گذشت . دندزنی گردی به گیاه نخود مایه 

                                                
1 Quantitative real-time PCR  
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تعیین مولکولی براي . داري شدند درجه سانتیگراد نگه-80 و در دماي گردیده فریز ع و در داخل نیتروژن مایجدا شده
تهیه  رهاي مورد نیاز طراحی و  آغازگ NCBI هاي موجود و پایگاه اطلاعات داده  با استفاده از منابع ها در ریشهقارچ
کد شناسایی (  GMگونه و )   DQ028775 کد شناسایی بانک ژن  ( GI براي تکثیر اختصاصی قارچ میکوریز گونه  .گردید

-را تکثیر می     bp 86     وbp 101 حدود   اي در قطعههااین جفت آغازگر استفاده به عمل آمد که )   AY541918 بانک ژن  
اي در  قطعهي کهاز جفت آغازگر)  Cicer arietinum ( گیاه نخود  DNA براي تکثیر اختصاصی   ).2006  کان، آل(ند نک

. ، استفاده به عمل آمدکندرا تکثیر می )   AJ404642.1 (بانک ژن   با کد شناسایی ORF در ناحیه bp 126   حدود 
با اعمال  و ) 2001(و دلاپورتا و همکاران ) 2000( ردکر هاي با استفاده از روشها و گرهشهیراز   DNA استخراج 

    .دی در پروتکل آنها انجام گردراتیتغیی
. استفاده به عمل آمد qRT-PCR واکنشدر ریشه و گره از مورد نظر دو گونه قارچ و تراکم سپس جهت تعیین نسبت 

از qRT-PCR  براي انجام .  انجام شد Bio-rad, MyiQTM Single Color  Real Time PCR با دستگاه این واکنش 
 با برنامه  PCR انجام   .استفاده گردید)  Bio-RAD    ) iQTMSYBR®Green Supermix, 1.25 ml کیت سایبرگرین 
براي هر نمونه مشخص    DNA  غلظت ) Ct =35 (در یک سیکل آستانه مشخصو  دیدانجام گر) 2006(آلکان و همکاران 
  ).2006آلکان، ( گردید گیاه تعیین و گره  ریشه درهر گونه قارچی و تراکم  زیر نسبت مولکولی بطاوو با استفاده از ر

  ) Ct =35(نسبت مولکولی گونه قارچی =   ]  ) Ct =35( قارچ به نانوگرم DNA مقدار )/  Ct =35( گیاه به نانوگرم DNA مقدار [  
  تراکم نسبی گونه قارچ در ریشه   = نسبت مولکولی گونه قارچ در ریشه ×  وزن خشک ریشه 

  تراکم نسبی گونه قارچ در گره   = نسبت مولکولی گونه قارچ در گره ×  وزن تر گره   
و ها کشت مخلوط قارچ ها براي هرگونه قارچی میزان استقرار آن گونه در ریشه و گره نخود در با مقایسه این نسبت

   . قرار گرفتهاي باکتري مورد بررسی تحت تاثیر جدایه
  

  نتایج و بحث
 و GI ،براي گیاه نخود  از ریشه و گره نخود، با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی سنتز شده  DNA پس از استخراج 

GM  و با استفاده از روش PCR نتایج .  معمولی و و برنامه مربوطه نسبت به آزمایش صحت آغازگرها اقدام گردید
هاي باکتریایی  داد، تیمار زنی باکتري بر نسبت مولکولی دو گونه قارچ میکوریز نشان  مایهتجزیه واریانس اثر تیمارهاي

اکتري هاي ب جدایه ولی )  1 شکل(نداشتند  هاي نخود  ا و گرهه  در ریشه GM  و  GI داري بر نسبت مولکولی تاثیر معنی
 M. ciceri هاي قارچی  داري بر تراکم گونه  تأثیر معنی GI  و  GM 3 و 2شکل (د شتنهاي نخود دا گره ها و   در ریشه.( 

ها مقایسه میانگین جهت مقایسه تاثیر تیمارهاي مختلف بر میزان تراکم مولکولی دو گونه قارچ میکوریز از آزمون 
دید تراکم زنی گر ها مایه  و مخلوط جدایه2، 1  هاي  دهد، وقتی که گیاه با جدایهشان مینمقایسات این   .استفاده گردید

زنی نشده بود، این تراکم بیشتر از سایر گیاه با باکتري مایه ها افزایش یافت، و همچنین وقتی که   در ریشه GI نسبی 
ها  بودند در ریشه زنی نشده   وقتی که گیاهان با باکتري مایه GM همچنین تراکم قارچ میکوریز گونه . ها بود جدایه

هاي هاي قارچی در گرهتراکم گونه نتایج مقایسات میانگین .  صورت گرفته بودزنی باکتریاییبیشتر از زمانی بود که مایه
ها نسبت به سایر   و مخلوط جدایه4، 3هاي  جدایه هاي نخود در حضور   در گره GI دهد، تراکم گونه نخود نشان می

 نسبت به 3 در گره در حضور جدایه  GM دهد تراکم نسبی می همچنین این نتایج نشان . ها افزایش پیدا کرد جدایه
    .ها افزایش پیدا کرد سایر جدایه

  GI تراکم نسبی دوگونه قارچ میکوریز داري بین زنی با باکتري تفاوت معنیدهد در اثر مایههمانطور که نتایج نشان می
بر استقرار و       M. ciceri ی با باکتري زندهد مایهاین نتایج نشان می. گره نخود مشاهده گردیده است در ریشه و    GM و 

با استفاده از ) 2006(  آلکان و همکاران . همچنین الگوي استقرار دو گونه قارچ در ریشه و گره نخود تاثیر گذار است 
ها  نشان دادند، در کشت مخلوط این قارچ   GM  و  GI  و استفاده از آغازگرهاي اختصاصی براي  qRT – PCR تکنیک 
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در ریشه بیشتر بوده، بنابراین قابلیت آن براي مقاومت    G.  mosseae  نسبت به گونه  G. intraradices اوانی گونه  فر
    .بوده استخیلی ممتازتر  تیمارهاي شوري  به شوري براي گیاه تحت تأثیر 

  
  

  
  

ري با باکت زنی بدون مایه. نخود)  b (و گره )  a (هاي باکتري بر نسبت مولکولی دو گونه قارچ میکوریز در ریشه یهجدا    اثر-1 شکل
) NB (زنی با شش جدایه باکتري ، مایه M. ciceri )  I6, I5, I4, I3, I2, I1   ( و مخلوط شش جدایه) I7  .(  AM/Chickpea در 

   .باشد گیاه میDNA گونه قارچی به DNA  نشان دهنده نسبت مولکولیYمحور 

  
  

  
  

به تراکم   مربوط  Y در محور AMRDR   .  ها و باکتري  تراکم نسبی بافت قارچی در ریشه نخود در کشت مخلوط قارچ-2شکل 
زنی با شش جدایه  ، مایه) NB (زنی با باکتري بدون مایه .  a   . G. intraradices    b   . G. mosseae . باشدنسبی بافت قارچی می

   ).  I7 (و مخلوط شش جدایه )   M. ciceri )  I6, I5, I4, I3, I2, I1 باکتري 
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به تراکم   مربوط  Y  در محور     AMRDN.ها و باکتري نخود در کشت مخلوط قارچ تراکم نسبی بافت قارچی در گره -3شکل 

 ,M.  ciceri )  I6, I5, I4 زنی با شش جدایه باکتري مایه.   a   . G. intraradices    b   . G. mosseae . باشدنسبی بافت قارچی می
I3, I2, I1   ( و مخلوط شش جدایه) I7  .(   

. نخود داشتند دار و متفاوتی بر تراکم نسبی قارچ میکوریز در ریشه و گره   باکتري تأثیرات معنیهاي مختلف جدایه
هاي باکتري  به سایر جدایه  موجب افزایش بیشتر تراکم نسبی قارچی در ریشه و گره نخود نسبت 2زنی با جدایه  مایه

 3جدایه . ها در ریشه گردیدمخلوط قارچ همچنین این جدایه موجب افزایش کلنیزاسیون قارچی در کشت . گردید
ها گردید و همین جدایه موجب کاهش تراکم نسبی قارچ  گره  در  GM  و  GI موجب افزایش تراکم نسبی قارچ میکوریز 

 موجب افزایش بیشتر جلب قارچ میکوریز 3توان نتیجه گرفت که جدایه  بنابراین می .  در ریشه شد GM  و  GI میکوریز 
 به طور کلی موجب افزایش بیشتر جلب قارچ میکوریز 2ولی جدایه . گردد ها می نسبت به بقیۀ جدایه ها  رهبه سمت گ

 در ریشه بیشتر  GM  و  GI هاي  میزان تراکم نسبی قارچ6 و 2هاي  در حضور جدایه .شود سمت ریشه و گره گیاه می به 
این دو  یاز طرف دیگر میزان کلنیزاسیون قارچ. دباشمیها  یه، کمتر از بقیه جدا ولی این تراکم نسبی در گره بودند، 

توان نتیجه گرفت که این دو  بنابراین می. از بقیه تیمارها بودبیشتر ) ها نشان داده نشده استداده(جدایه در ریشه 
موجب افزایش هاي نخود ندارند ولی به طور عمومی  کردن گرههاي میکوریز در کلنیزهقارچ جدایه تأثیر زیادي بر 

دهد که یک ترجیح گیاهی نیز  جمله تحقیق حاضر نشان می مطالعات اخیر از   .شوند ریشه میکلنیزاسیون میکوریزي  
مهمی  رسد این خصوصیت فاکتور  به نظر می. باشد مورد پذیرش می  در ریشه دخیل بوده و  AM هاي  قارچ در استقرار 

هاي قارچی  دهد که جدایه خوبی نشان می تحقیق حاضر به . باشداکوسیستم   در تعیین ساختار جامعه گیاهی و عملکرد
باشند و در مواردي این ترجیح گیاهی تحت تأثیر فاکتور  می گیاهی در استقرارشان در ریشه و گره گیاه  داراي ترجیح 

   .گیرد می باشد قرار  همزیست  دیگر که باکتري 
  

  قدردانی
  همکاري و حمایت مالیبه خاطر) ABRII(ران پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي کرج بدینوسیله از مسئولین و همکا

  .آیداین پژوهش تقدیر و تشکر به عمل می
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