
 (1395) 4شماره  2علوم و فناوری پسته سال 

11 
 

های میکوریز آربوسکولار همزیستشناسایی مورفولوژیکی و مولکولی قارچ  

با ریشه پسته در استان کرمان   

 مرضیه یزدانپناه1 ، ابراهیم صداقتی2 *، پژمان خدایگان3 ، حسین علایی2

 14/7/95 :پذیرش تاریخ       5/8/94: دریافت تاریخ

 چکیده

شوند. های زیستی و غیرزیستی میهای میکوریز آربوسکولار، موجب بهبود رشد گیاهان و مقاومت بیشتر به تنشقارچ

ی ریزوسفر درختان پسته استان کرمان های میکوریز آربوسکولار، از منطقهمنظور شناسایی مولکولی و مورفولوژیکی قارچبه

برداری شده با های نمونهبرداری انجام شد. اسپورهای قارچ میکوریز آربوسکولار از خاکنمونه 1392-1393های در سال

های مورفولوژیکی مانند رنگ اسپور، شکل، تزئینات سطح، اندازه و ساس ویژگیا راستفاده از روش الک مرطوب جداسازی و ب

با استفاده از آغازگر   18S rDNAاز تک اسپور انجام شد. بخشی از ناحیه DNAبندی شدند. استخراج ها گروهساختار دیواره آن

در مرحله اول و آغازگرهای اختصاصی قارچ میکوریز  AML1میکوریز آربوسکولار  و آغازگر اختصاصی قارچ NS4عمومی 

های مورفولوژیکی و مولکولی، ای، تکثیر شد. براساس بررسیآشیانه PCRدر مرحله دوم واکنش   AML1/AML2آربوسکولار

 .Rشناسایی گردید. گونه  Rhizophagus iranicusو Funneliformis mosseae  ،Claroideoglomus claroideumهایگونه

iranicus  های مورفولوژیکی در شناسایی و باشد. با توجه به محدودیت ویژگیبرای فلور قارچی درختان پسته جدید می

های مورفولوژیکی موجب اطمینان عنوان مکمل روشتوانند بههای مولکولی میها، روشتاکسونومی این گروه مهم از قارچ

 یند. های مشابه به حساب آبیشتر در تاکسونومی و تمایز گونه

ای، همزیستی.آشیانه پلیمراز ایزنجیره پسته، شناسایی مولکولی، قارچ میکوریز آربوسکولار، واکنشکلیدی:  گانژوا
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 مقدمه

باشد. از بین می Pistaciaو متعلق به جنس  Anacardiaceaeگرمسیری از خانواده ( گیاهی نیمه.Pistacia vera Lپسته )

ترین عنوان یکی از عمدهایران به(. 1یا پسته اهلی ارزش اقتصادی دارد ) L.  Pistacia veraگونه این جنس، تنها گونه 11

. براساس آمار منتشر درصد سطح زیر کشت این محصول در ایران قرار دارد 60های پسته در دنیا بوده و بیش از تولید کننده

از  خشکسالی و (. خشکی15هزار تن پسته وجود دارد ) 250هزار هکتار پسته با تولید سالانه  440شده، در ایران بیش از 

است.  متوسط جهانی سوم یک به نزدیک متوسط طوربه کشورمان بارندگی در زانمی و است ایران اقلیمی و طبیعی خصوصیات

کاری، راهکارهای های محیطی در مناطق پستهبا توجه به اهمیت اقتصادی قابل توجه این محصول و اثرات سوء ناشی از تنش

 برای استفاده قابل هایروش از یکی(. 5افزایش مقاومت و تحمل گیاه در این مناطق باید مورد توجه بیشتری قرار گیرد )

باشد ( می1AMFآربوسکولار ) میکوریز هایقارچ از استفاده غیرزنده، و زنده محیطی هایتنش از ناشی مخرب اثرات کاهش

(7.) 

ترین نوع ها با گیاهان، رایجط گسترده آنارتبا زعلت پراکنش جهانی و نیبه AMFدر بین انواع مختلف روابط میکوریزایی، 

(. با توجه به افزایش جذب آب و مواد غذایی از خاک در همزیستی 43دهند )در طبیعت تشکیل میرا آمیز همزیستی مسالمت

وامل های زنده )عدر برابر تنشرا ت بیشتری مگیاهان دارای این نوع همزیستی رشد و عملکرد بهتر و مقاومیکوریزایی، 

دهند( و غیر زنده )کمبود یا مسمومیت مواد غذایی، خشکی، سرما، شوری و بیماریزایی که ریشه گیاه را مورد حمله قرار می

ها موثر بودن در افزایش جذب فسفر از خاک و های کلیدی این قارچ(. از نقش50دهند )عناصر سنگین( از خود نشان می

 همزیستی و رندندا زیادی گستردگی آن فرعی هایریشه که است جمله گیاهانی از تهپس(. 33انتقال به گیاه میزبان است )

براین با استفاده از قابلیت بنا(. 20شود )آبی می کم به گیاه مقاومت و ریشه کننده جذب سطح موجب افزایش  AMF با هاآن

برای کشت را تری توان شرایط مناسبیمهای آبی و غیره ها در افزایش رشد، تحمل به شوری، تحمل به تنشاین قارچ

 محصولات کشاورزی از جمله پسته فراهم نمود. 

شده است. با توجه به محدود ریزی طور معمول براساس مورفولوژی اسپورها پایهبه AMهای تاکسونومی قارچشناسایی و 

های در سالباشد. ها دشوار میهای نزدیک به هم در برخی جنسهای مورفولوژیکی مبتنی بر اسپور، تمایز گونهبودن ویژگی

                                                             
1 Arbuscular mycorrhizal fungi 
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ها بیشتر بر اساس این روش AMFهای جدید مولکولی، مطالعه روابط فیلوژنتیکی و تنوع ژنتیکی اخیر با توجه به توسعه روش

  DNAاطلاعات توالی بوده است. 1ریبوزومی DNAیابی توالی اساس ها برقارچ این های شناساییروش ه است. اکثرانجام شد

تا  40طور متوسط (. به22ها، برای محققین قابل دسترس است )ها در پایگاه دادههای آندر حال افزایش و توالی ریبوزومی

میزان  (.55کیلو باز متغیر است ) 7-50 ها بینها موجود و طول آناین قارچریبوزومی در ژنوم  DNA هایکپی از واحد 400

چنین این زیر واحد نسبت به باشد، همکمتر می ITSنسبت به  در سطح گونهریبوزومی  DNAتغییرات در زیر واحد کوچک 

باشد می ناحیه این به مربوط اختصاصیآغازگرهای  بیشتر مورد مطالعه قرار گرفته است و اکثرریبوزومی  DNAزیر واحد بزرگ 

های مورفولوژیکی مطرح و موجب عنوان مکمل روشتوانند بهدلیل دقت زیاد در شناسایی میهای مولکولی به(. روش40)

 AMFهای شناسایی گونه ها شوند. هدف از این پژوهشاطمینان بیشتر در شناسایی و ثبات بیشتر در تاکسونومی این قارچ

باشد. این نوع از شناسایی برای اولین بار های مولکولی و مورفولوژیکی میا ریشه درختان پسته با استفاده از روشهمزیست ب

 شود.کاری ایران انجام میدر مناطق پسته

 هامواد و روش

 برداری نمونه

انجام  1393و  1392های سالهای رفسنجان و زرند )استان کرمان( در های پسته در شهرستانبرداری از برخی باغنمونه

متری خاک اطراف ریشه درختان سانتی 50صورت تصادفی از چند نقطه مختلف باغ و از عمق پنج تا برداری بهشد. نمونه

به آزمایشگاه  های خاکهای نازک اطراف درخت بود. نمونهپسته صورت گرفت. هر نمونه شامل یک کیلوگرم خاک و ریشه

 (.9)در دمای آزمایشگاه قرار داده شدند، تا خشک شوند دو هفته مدت منتقل شده و به

 های مورفولوژیکیبندی اسپورها بر اساس ویژگیجداسازی و گروه

ها با استفاده از روش آمیزی ریشهبا درختان پسته، رنگ AMهای برداری، جهت اثبات رابطه همزیستی قارچپس از نمونه

برداری شده، بر اساس روش سری الک مرطوب های نمونهاز خاک AMF( انجام شد. سپس اسپورهای 32) 2فیلیپس و هیمن

های اساس ویژگیر ب (Nikon SMZ 1000)(. اسپورهای جدا شده در زیر استریومیکروسکوپ 18جداسازی گردید )

های بندی شده و هر کدام از این گروه( گروه44و  8مورفولوژیکی مانند اندازه، رنگ، شکل، تزئینات سطح و هیف اتصال )

                                                             
1 Ribosomal DNA 
2 Philips and Hyman  
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ها برای شناسایی مورفولوژیکی، یک گروه برای شناسایی مولکولی (. یکی از این گروه13اسپوری نیز به سه گروه تقسیم شدند )

 سازی( مورد استفاده قرار گرفتند.و گروه دیگر برای استقرار کشت چند اسپوری میکوریزایی )خالص

 ی میکوریز آربوسکولارشناسایی مورفولوژیک

 1:1و معرف ملزر به نسبت  1PVLG های مورفولوژیکی و مورفومتریکی اسپورها، از مخلوط حجمیجهت بررسی ویژگی

-Nikonبا استفاده از میکروسکوپ نوری کالیبره شده ) AMFهای (. شناسایی مورفولوژیکی گونه19استفاده گردید )

ECLIPSE-80iمانند شکل، رنگ، اندازه و ساختار دیواره اسپور، نحوه اتصال هیف به اسپور و باز یا  ییها( و با بررسی ویژگی

بسته بودن روزنه هیف در محل اتصال به اسپور و نحوه انسداد در صورت بسته بودن انجام شد. شناسایی اسپورها با استفاده 

 ( انجام شد.30و مقالات کلیدی ) http://www.zor.zut.edu.plو   http://www.invam.wvu.eduاز تارنماهای اینترنتی معتبر

 از اسپور DNAاستخراج 

ت. اسپورهای هرتز قرار گرف 37ثانیه در معرض امواج مافوق صوت با شدت  30، هر اسپور به مدت DNAقبل از استخراج 

ولیتر محلول شامل میکر 20از هر گروه اسپوری یک اسپور در  .تیمار شده سه مرتبه با آب دو بار تقطیر استریل، شسته شدند

 60ای دقیقه در دم 15میکرولیتر آب مقطر استریل خرد شده و سپس به مدت  10و  5X GoTaq PCRمیکرولیتر بافر  10

 DNAعنوان ی بهدور بر دقیقه، فاز روی 13000دقیقه سانتریفیوژ با سرعت  10درجه سلسیوس قرار داده شد. بعد از  65تا 

 (.41استفاده شد ) PCRالگو در 

  DNAتکثیر 

ای استفاده شد. مرحله آشیانه PCRاستخراج شده از تک اسپور متعلق به هر گروه اسپوری، از روش  DNAبرای تکثیر 

( و آغازگر '5'-TTCCGTCAATTCCTTTAAG-3) AML1با استفاده از آغازگر اختصاصی میکوریز آربوسکولار  PCRاول 

میکرولیتر  25(. واکنش تکثیری در حجم 25( انجام گردید )'5'-AACTTTCGATGGTAGGATAGA-3) NS4عمومی 

، یک میکرولیتر آغازگر  Ampliqon Taq DNA Polymerase 2xمیکرولیتر 5/12میکرولیتر آب مقطر دیونیزه،  5/5شامل 

استخراج شده با شرایط زیر انجام  DNAرومولار و پنج میکرولیتر میک 10میکرومولار، یک میکرولیتر آغازگر برگشت  10رفت 

 95ثانیه در  30چرخه شامل  30و سپس  DNAدرجه سلسیوس برای واسرشت نمودن اولیه  95شد: سه دقیقه در دمای 

درجه  72دقیقه در  10درجه سلسیوس و در آخر  72درجه سلسیوس و یک دقیقه در  45درجه سلسیوس، یک دقیقه در 

                                                             
1 Polyvinyl-Lacto-Glycerol 
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-'AML2 (5و  AML1با آغازگرهای اختصاصی قارچ میکوریز آربوسکولار،  PCRلسیوس برای گسترش نهایی. مرحله دوم س

CCAAACACTTTGGTTTCC-3'( انجام گردید )در این مرحله پنج میکرولیتر از محصول 25 .)PCR عنوان اول بهDNA 

اول بود اما با این تفاوت که دمای  PCRدوم مشابه به  PCRها و مراحل الگو استفاده شد. حجم واکنش تکثیری، تعداد چرخه

 5/1روی ژل آگارز  DNAمنظور صحت تکثیر ای بهآشیانه PCRدرجه سلسیوس بود. محصول حاصل از  43مرحله اتصال 

، از تکثیر شده DNAولت الکتروفورز شد. جهت محاسبه و بررسی اندازه قطعات  85با اختلاف پتانسیل  1TBEدرصد با بافر 

 جفت بازی )شرکت کیاژن( استفاده گردید. 100نشانگر استاندارد 

 تعیین توالی قطعات تکثیر شده و رسم درخت فیلوژنتیکی

به شرکت  )http://www.denazist.com(قطعات تکثیر شده از هر نمونه جهت تعیین توالی از طریق شرکت دنازیست 

ویرایش و بررسی مشابهت  BioEditافزار ها پس از دریافت، با استفاده از نرامجنوبی ارسال گردید. نتایج توالیماکروژن کره

های مرجع با بیشترین انجام شد. توالی )NCBI(2ها با اطلاعات موجود در بانک ژن مرکز ملی اطلاعات بیوتکنولوژی توالی ژن

های حاصل (. رابطه فیلوژنی بین توالی51انجام گردید ) Clustal Wافزار ها با نرمسازی توالیو همردیفمیزان شباهت انتخاب 

تجزیه و تحلیل گردید. در آخر شجره فیلوژنتیکی با  MEGA6.06های برداشت شده از بانک ژن با استفاده از برنامه و توالی

 (. 42تکرار رسم شد ) 1000 4جیبراساس آزمون اعتبارسنو  3NJ روش

 های میکوریز آربوسکولارسازی قارچخالص

شناسایی شده، از روش کشت چند اسپوری استفاده شد. گیاه سورگوم  AMFهای سازی گونهبرای تکثیر و خالص

(Sorghum bicolorبه ) دقیقه  10منظور استقرار کشت خالص میکوریزی انتخاب گردید. بذور سورگوم قبل از کشت به مدت

ور شده و پس از اتمام زمان مورد نظر، چند مرتبه با آب مقطر شسته شدند. در نهایت در هیپوکلریت سدیم یک درصد غوطه

( کشت شدند. به مدت دو تا سه 1:3:1های حاوی محیط پایه )خاک، ماسه و پرلایت با نسبت عدد بذر در گلدان 10هشت تا 

زنی داشته باشند. بعد از این مدت، هر گروه زایی اولیه کافی برای مایهنی داده شد تا ریشهزهفته به بذرها فرصت رشد و جوانه

                                                             
1 Tris Borate EDTA 
2 National Center for Biotechnology Information 
3 Neighbor joining 
4 Bootstrapping 
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ها در گلخانه به مدت چهار اسپوری متعلق به یک گونه با میکروپیپت برداشته و در مجاورت ریشه گیاهان قرار گرفتند. گلدان

 (.53درجه سلسیوس قرار داده شدند ) 25-30تا پنج ماه با دمای 

 بررسی موفقیت کشت خالص

های کشت خالص در گلخانه، تنش خشکی با قطع آبیاری صورت گرفت بعد از گذشت چهار تا پنج ماه از نگهداری گلدان

های هوایی گیاهان از سطح خاک بریده شده و وارد دوره اسپورزایی شوند. پس از خشک شدن کامل، اندام AMFهای تا گونه

ها با روش آمیزی ریشهآوری شدند. رنگمنظور بررسی آلودگی میکوریزایی جمعهای گیاهان بهها به همراه ریشهخاک گلدان

رنگ براساس میزان تراکم ساختار آبی و از طیف پر رنگ تا کمهای قارچی به رنگ ( انجام شد. اندام32فیلیپس و هیمن )

 ها قابل مشاهده بودند. پذیری آنقارچی و رنگ

 نتایج و بحث

ها برای آوری شده، تعدادی از آنهای خاک پسته جمعاز بین نمونهمنطقه استان کرمان انجام شد و  12نمونه برداری از 

 (. 1شناسایی مولکولی مناسب بودند )جدول 

 های قارچ میکوریز آربوسکولار شناسایی شده از مناطق مورد بررسیگونه -1 جدول

 گونه قارچ میکوریز آربوسکولار رقم پسته برداریمنطقه نمونه شماره

 Claroideoglomus claroideum اکبری رفسنجان 1

 Rhizophagus iranicus احمدآقایی رفسنجان 2

 - احمدآقایی رفسنجان-ابادهرم 3

 Funneliformis mosseae احمدآقایی رفسنجان 4

 - اکبری و اوحدی رفسنجان 5

 Funneliformis mosseae اکبری و احمدآقایی رفسنجان-مقویه 6

 Funneliformis mosseae قوچیکله رفسنجان-نوق 7

 Funneliformis mosseae احمدآقایی رفسنجان-نوق 8

 - قوچیکله رفسنجان-نوق 9

 Funneliformis mosseae اوحدی زرند-کوهبنان 10

 Funneliformis mosseae اوحدی زرند 11

 - اوحدی و ممتاز زرند 12
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باشد، اسپورهای با براساس اسپور، وجود اسپورهای سالم، جوان و بالغ می AMFشناسایی مولکولی شرط که از آنجایی

بندی های مورفولوژی گروهآوری و براساس ویژگیظاهر سالم و زنده و دارای محتویات سیتوپلاسمی از هر نمونه خاک جمع

علت تواند بهمی ن بود که این امرهای خاک پسته پاییت و تنوع اسپوری سالم در نمونهدست آمده، جمعیشدند. طبق نتایج به

 موقعیت اقلیمی و بافت خاک درختان پسته باشد.

در هر اسپور، برخی از  DNAعلت میزان کم کارایی مناسبی دارد اما به DNAکار برده شده برای استخراج روش به

رت گرفت. به دنبال تک اسپور صو از DNAبا موفقیت انجام نشد. لذا در برخی موارد چندین مرتبه استخراج  PCRهای واکنش

 در مرحله دوم  AML1/AML2در مرحله اول و AML1/NS4با استفاده از آغازگرهای   18S rDNAتکثیر بخشی از ناحیه

 (. 1جفت باز تکثیر گردید )شکل  793ای به طول ای، قطعهآشیانه PCRواکنش 

 

 

 

 

 قارچ میکوریز آربوسکولار  18S rDNAجفت بازی تکثیر شده از ناحیه 793قطعه  – 1شکل

M نشانگر اندازه ،DNA 100 .جفت باز 

 ، کنترل منفی. C-، اسپورهای قارچ میکوریز آربوسکولار جدا شده از نمونه خاک پسته شهرستان رفسنجان.1-4های چاهک

 

(. آغازگرهای 2شناسایی شدند )شکل  Glomeralesدر این تحقیق سه گونه متعلق به سه جنس و دو خانواده در راسته 

ها را با درجه اعتبار نسبتاً بالا از دارند و آنهای میکوریز آربوسکولار در سطح جنس را مورد استفاده قابلیت تفکیک قارچ

 های مختلف در هر جنس توسط این آغازگرها متفاوت بود. نمایند. قابلیت تفکیک و شناسایی گونهیکدیگر متمایر می

و  Clade Aباشد که به ترتیب در می Claroideoglomeraceaeو  Glomeraceaeشامل دو خانواده  Glomeralesه راست

Clade B  های این راسته هستند، با درجه اعتبار بالا از ، کلادهای معتبری که معرف خانواده یا جنس2قرار گرفتند. در شکل
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های اعضای این راسته نسبت به یکدیگر و سایر کلادهای گاه کلادها و دودماناند. موقعیت فیلوژنتیکی و جاییکدیگر متمایز شده

 ( مطابقت دارد.23و همکاران )1مورد بررسی در درخت ترسیم شده با نتایج کروگر

 

افزار با نرم Neighbor-Joiningستفاده از روش اهای میکوریز آربوسکولار با های شناسایی شده از قارچگونهروابط تکاملی  -2شکل 

MEGA6.06  آنالیز شده است. آزمون اعتبار سنجی با روشbootstrap  گونه تکرار در کنار انشعابات نشان داده شده است 1000و.FR750053.1 

- Paraglomus brasilianum عنوان بهout group گردیده است. استفاده 

 

ریبوزومی  DNAهای حاصل از تکثیر بخشی از ناحیه زیر واحد کوچک در پژوهش حاضر، با استفاده از تجزیه و تحلیل توالی

 Claroideoglomusعنوان گونه به جدا شده از نمونه خاک رفسنجان B2 های مورفولوژیکی، جدایهو بررسی ویژگی

claroideumهای ، جدایهE1  وG1 های خاک زرند و رفسنجان و جدایه جدا شده از نمونهE2 عنوان سنجان بهجدا شده از رف

Rhizophagus iranicus های مرجع در درصد به همراه توالی 100های شناسایی شده با درجه اعتبار گونه .شناسایی شدند

های مختلف های مورفولوژیکی اسپورها نشان داد که جدایه(. بررسی ویژگی2کلادهای مجزا قرار گرفتند )شکل 

Funneliformis mosseae های ورهای زنده جدا شده از نمونهبرآن، با بررسی اسپباشند. علاوهدارای تنوع مورفولوژیک بالایی می

های مورد بررسی با فراوانی بالاتری نسبت به که اسپورهای این گونه در بیشتر خاک توان گفتخاک به صورت ضمنی می

 نشان داده شده است. 3شکل  های شناسایی شده درها وجود داشتند. تصاویر مربوط به گونهسایر گونه

                                                             
1 Kruger 

 AY635833.1 - F. mosseae

 FR750227.1 - F. mosseae

 AY635833 - F. mosseae

 G1

 E1

Clade A1

 EU232660.1 - R. intraradices

 EU232659.1 - R. intraradices
Clade A2

 E2

 HM153422.1 - R. iranicus

 HM153424.1 - R. iranicus

 HM153420.1 - R. iranicus

Clade A3

Clade A

 B2

 AJ276080.2 - C. claroideum

 AJ276079.2 - C. claroideum

 AJ276079 - C. claroideum

Clade B

 FR750053.1 - Paraglomus brasilianum

75

100

100

89

100

99

77

100

0.05
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. C :Funneliformis mosseaeو  A ،Bدر ریزوسفر درختان پسته استان کرمان. های قارچ میکوریز آربوسکولار شناسایی شده گونه -3شکل 

D ،E  وF ،Rizophagus iranicus .G ،H و I :Claroidoglomus claroideum .های دیواره اسپور، لایهL1 ،لایه اول :L2:  ،لایه دومL3 : لایه

 عرضی(. : سپتوم )دیوارهSE: لایه چهارم، L4سوم، 

، قبلا از نقاط مختلف ایران و از محصولات مختلف از جمله پسته، مرکبات، غلات، C. claroideumو  F. mosseae دو گونه

باشد. برای فلور قارچی درختان پسته ایران جدید می R. iranicus(. گونه 4و  2، 1اند )زمینی و غیره گزارش شدهبادام، سیب

های مورفولوژیکی آن ( اما ویژگی11آوری شده از گندم در جنوب غربی ایران شناسایی گردید )این گونه از نمونه خاک جمع

 به شرح زیر است: R. iranicusتاکنون توصیف نشده است. توصیف گونه 

Rhizophagus iranicus (Blaszkowski et al.,) Walker and Schussler 

Syn.: Glomus iranicum Blaszkowski et al 

ندرت منفرد در خاک باغ و گاهی اوقات ای و بهصورت خوشهها عمدتاً بهاسپوروکارپ در این گونه مشاهده نشد و اسپور

ندرت کروی، برخی مواقع بیضوی، بهرنگ، کروی تا نیمه شوند. اسپورها به رنگ زرد کمداخل ریشه گیاهان تله تشکیل می

باشند. دیواره اسپور از سه لایه تشکیل شده است که در معرف ملزر میکرومتر می 50-70کشیده با اشکال نامنظم با ابعاد 

موسیلاژی، شفاف، زبر و به  (L1)آید. لایه اول ای مایل به قرمز در میفقط لایه اول واکنش نشان داده و به رنگ قرمز تا قهوه

پایدار، نیمه سخت، شفاف  (L2)میکرومتر است. این لایه معمولاً در اسپورهای بالغ تجزیه شده بود. لایه دوم  1-5/1ضخامت 

رنگ که ای، صاف، روشن تا زرد کمورقه (L3)میکرومتر که اتصال ضعیفی به لایه سوم دارد. لایه سوم  1-8/1و به ضخامت 

ای تا رنگ، مستقیم یا خمیده، استوانه، به رنگ روشن تا زرد کم(SH)متر ضخامت دارد. هیف متصل به اسپور میکرو 3-2

باشد. دیواره هیف اتصال از سه لایه میکرومتر می 5/6-9اسپور  به محل اتصال در هیف کمی قیفی شکل مشاهده شد. قطر
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، در بیشتر اسپورهای بالغ باز بوده و گاهی اوقات توسط یک (P)منفذ باشند. اسپور می های دیوارهتشکیل شده که امتداد لایه

 دیواره امتداد یافته از لایه سوم دیواره اسپور بسته شده است.

ه اسپورهای دارد و انداز Septoglomus xanthiumبراساس منابع، این گونه از نظر ساختار دیواره اسپور شباهت زیادی به 

رنگ طور قابل توجهی تیرهبهSe. xanthium (. اسپورهای 10پور هر دو گونه شبیه یکدیگر است )بالغ و لایه دوم دیواره اس

باشند. همچنین لایه اول این گونه در معرف ملزر واکنش های دیواره اسپورها روشن و شفاف نمیهستند و هیچ کدام از لایه

باشد که می R. iranicus ،Viscospora viscosaشود. گونه دیگر شبیه به غ دیده میدهد و در اکثر اسپورهای بالنشان نمی

تر بوده و دو لایه داخلی از نظر اندازه بزرگ Vi. viscosaای هستند. اسپورهای رنگ و سه لایهیش روشن تا زرد کماسپورها

دهد باشد. همچنین، لایه اول دیواره اسپور در معرف ملزر واکنش نمیدیواره اسپور بسیار نازک، پایدار و و نیمه ارتجاعی می

 (.52چسبند )ت خاک به آن میو در اسپورهای بالغ باقی مانده و ذرا

باشد اما موقعیت فیلوژنتیکی این سه های مورفولوژیکی مشابه دو گونه ذکر شده میاز نظر ویژگی R. iranicusاگرچه 

G. iranicum (R. iranicus )( موقعیت فیلوژنتیکی 23(. در بررسی انجام شده توسط کروگر و همکاران )11گونه متفاوت است )

تشکیل دادند که در پژوهش حاضر  Glomeraceaeیک کلاد پایه در خانواده  G. indicumنامشخص باقی ماند و به همراه گونه 

به اشتباه به جنس  G. iranicum( بر این باورند گونه 36و همکاران ) 1ردکرجدا شده است.  R. intraradicesنیز این گونه از 

Rhizophagus طور دقیق مشخص نیست و باید با نام راین موقعیت فیلوژنتیکی آن بهمنتقل شده است. بنابG. iranicum 

باشد، تعیین های موجود در بانک ژن بسیار اندک میجایی که این گونه به تازگی توصیف شده و تعداد توالیمعرفی شود. از آن

 ا آغازگرهای مختلف دارد.دقیق موقعیت فیلوژنتیکی و جایگاه تاکسونومیکی آن نیاز به بررسی بیشتر ب

های گونه آمیزی شده مربوط بههای ریشه رنگپس از گذشت چهار تا پنج ماه از استقرار کشت چند اسپوری، در نمونه

F. mosseae  وR. iranicus های قارچی مرتبط با اندامAMF ،ره( مشاهده شد که وزیکول و غی )اسپور، میسیلیوم، آربوسکول

 (. 4باشد )شکل ها میتکثیر گونه ها با سورگوم وبیانگر برقراری ارتباط همزیستی آن

                                                             
1 Redecker 
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 آمیزی شده گیاه سورگوم.رنگهای های قارچی میکوریز آربوسکولار داخل ریشهاندام -4شکل 

 A :Funneliformis mosseae. B :Rizophagus iranicus. 

(، درجه حرارت 38موجود در خاک با عوامل متعددی از جمله فعالیت میکروبی خاک ) AMFتعداد و نوع اسپورهای 

( بستگی دارد. همچنین عواملی مانند اسیدیته و 28( و حاصلخیزی خاک )21(، نور )56(، عملیات خاکی انجام شده )45)

ها تنوع و جمعیت اسپوری این گروه از قارچ(. 50دهند )قرار می تأثیر  ید اسپور را تحت زنی و تولمیزان فسفر خاک جوانه

ورزی مداوم خاک یابد که دلیل اصلی آن دستهای طبیعی در معرض دخالت انسان قرار گیرد، کاهش میکه اکوسیستمزمانی

کاری های مناطق پستههای ساختمانی خاکلت ویژگیع(. بدیهی است به37)باشد های کشاورزی میو افزایش استفاده از نهاده

های پسته در اعماق ورزی زیاد خاک، پایین بودن تنوع گیاهی، فعالیت ریشهاستان کرمان از جمله اسیدته و شوری بالا، دست

 F. mosseaeنه متر، پایین بودن جمعیت و تنوع اسپورهای سالم و زنده قابل انتظار است. با این وجود، گوسانتی 50بیش از 

علت تواند بهبرداری، از ناحیه ریزوسفر درختان پسته شناسایی شد. این امر میبه میزان فراوان و در بیشتر مناطق نمونه

کمتر  تأثیرها و شرایط محیطی مناطق مختلف، قابلیت استفاده بیشتر از ترشحات ریشه، سازگاری بالای این گونه با تنش

 (. 31و  12های اسپوری باشد )عملیات خاکی بر اسپورزایی آن و تولید خوشه

د های مورفولوژیکی اسپورها محدوکه ویژگیباشد، از جمله اینهایی میدارای محدودیت AMFشناسایی مورفولوژیکی 

ها تحت شرایط خاص اسپور تولید هکه برخی گونطوریشرایط محیطی قرار دارد. به بوده و تولید اسپور به شدت تحت تأثیر

ها اسپوری که دو شکلی مورفولوژیکی های رویشی دارند. همچنین برخی گونهکنند و در بیشتر شرایط محیطی فقط انداممی

حتی  AMهای برآن تنوع زیادی در مورفولوژی اسپور قارچ شود. علاوهکنند که موجب شناسایی اشتباه میدارد، تولید می

اند و درنتیجه فاقد آوری شده از مزرعه اغلب پارازیته، تخریب شده یا نابالغ(. اسپورهای جمع29گونه وجود دارد )درون یک 

همراه گیاهان  AMFگلدانی  های تلهتواند با کشتباشند. این مشکل میمشخصات مشخص و ضروری برای تشخیص گونه می

آیند. دست میصورت اسپورهای سالم در همه مراحل بهشود که در این ها مانند سورگوم، ذرت و غیره حلمیزبان مناسب آن
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های قارچی مزرعه وجود نداشته باشد تا بتواند همه گونه های تله،کار گرفته برای کشتالبته ممکن است در نمونه خاک به

های خاک طبیعی نطقه، بررسی نمونههای اسپوری یک ممنظور مطالعه جمعیتگیاه مورد استفاده را کلونیزه کنند. بنابراین به

های را که داخل ریشه AMFهایی از ها قادر نیستند گونه یا گونهو کشت تله گلدانی مورد نیاز است. در اکثر موارد این روش

ها در مجاورت علت وجود اسپور طیف وسیعی از این قارچ(. این مشکل به35گیاهان وجود دارند، شناسایی و تفکیک کنند )

براین کلید شناسایی جامع و دقیقی (. علاوه 34باشد )ها و کلونیزه شدن ریشه گیاه توسط بیش از یک گونه قارچ میشهری

های آن کامل و صحیح و فراوانی گونه AMFتاکنون ارائه نشده است. این مشکلات سبب شده برداشت ما از جوامع  AMFبرای 

لوژیکی نادیده گرفته شوند. با توجه به اهمیت این گروه مهمی قارچی و همچنین ها در مطالعات اکونباشد و بسیاری از گونه

 های مولکولی و مورفولوژیکی انجام شد.معایب شناسایی مورفولوژیکی، این پژوهش با تلفیق روش

ا تک ( ی13(، چند اسپور )39و  14های کلونیزه شده )(، ریشه27های خاک )از نمونه DNAاستخراج  AMهای در قارچ

ها نفوذ طور عمیقی در ریشهها بههای آنکه در این گروه قارچی، اندامگیرد. با توجه به این( صورت می41و  26، 25اسپور )

علت وجود اسیدهای نوکلئیک گیاه و همچنین حضور های کلونیزه شده بهها از ریشهاین قارچ DNAکنند، استخراج می

(. برای غلبه بر این مشکلات، 6پاتوژن در ریشه گیاهان، مشکلات زیادی به همراه دارد )های ساپروفیت و برخی مواقع قارچ

استفاده کرد. علاوه بر آن در شرایط طبیعی یک قطعه ریشه ممکن است توسط  AMهای باید از آغازگرهای اختصاصی قارچ

های میکوریزایی در مطالعات اکولوژیکی کاربرد دارد از ریشه DNAهای مختلف این گروه قارچی کلونیزه شود. استخراج گونه

 DNAترین دلیل استخراج (. مهم54خالص یک جدایه نیاز است ) DNAهای تاکسونومیکی و فیلوژنتیکی به ولی در بررسی

پور در باشد. حذف آلودگی متصل به سطح تک اسهای دیگر میهای جانبی توسط ارگانیسماز تک اسپور، کاهش آلودگی

 (.46باشد )تر میتر و سریعمقایسه با چند اسپور و ریشه کلونیزه شده آسان

 DNAهای تکراری استخراج شده، واحدDNA دست آمده از تک اسپور و میزان پایین به DNAبا توجه به لزوم استفاده از 

 (.50اند )ها استفاده شدهاکثر پژوهشدر  AMFهای عنوان یک ناحیه مناسب برای شناسایی بسیاری از گونهریبوزومی به

، تجزیه و تحلیل روابط AMFروش مناسبی برای شناسایی  18S rDNAبراساس تحقیقات انجام شده، تجزیه و تحلیل ناحیه 

با توجه به (. 47و  16)باشد ها میفیلوژنتیکی، بررسی تنوع در جوامع اکولوژیکی و مطالعات بیولوژیکی جمعیت این قارچ

از طرف دیگر،  انتخاب شد. AMFهای مختلف برای تکثیر و شناسایی مولکولی گونه 18s rDNAناحیه  بیان شده،عوامل 

تر کردن واکنش و همچنین وجود میزان پایین های جانبی، کاهش اثر بازدارنده، اختصاصیمنظور جلوگیری از تکثیر آلودگیبه
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DNA  دقیقدر تک اسپور، از روش بسیار حساس و PCR ای باشد که تکثیر استفاده شد. شرایط واکنش باید به گونه ایآشیانه

های غیراختصاصی منجر به تفسیر کاذب طور یکسان تکثیر شوند زیرا تکثیر توالیها به یک اندازه و بهمد و همه نمونهآکار

 شود. می

ای آشیانه PCRدر بخش مرکزی کره جنوبی، واکنش  AMهای ( جهت شناسایی و بررسی تنوع قارچ13و همکاران ) 1چو

دوم  PCRدر  AML1/AML2اول و جفت آغازگرهای اختصاصی  PCRدر  NS1/NS4با استفاده از جفت آغازگرهای عمومی 

ای به اسپور برای هر گونه( صورت گرفت و قطعه 60تا  50از مجموع اسپورها ) DNAانجام دادند. در این بررسی استخراج 

 PCRبرای   AML1/NS4( با بهبود و توسعه جفت آغازگرهای25جفت باز با موفقیت تکثیر شد. لی و همکاران ) 793طول 

با استفاده از  AMFهای مختلف دوم اقدام به شناسایی مولکولی گونه PCRبرای  AML1/AML2اول و جفت آغازگرهای 

DNA غازگرهای ها نشان دادند جفت آآن .استخراج شده از تک اسپور، کردندAML1  وAML2 های حداکثر تطابق با توالی

ها و نیز برای دلیل برخی مشکلات از جمله عدم تکثیر برخی گونهدارند. بنا به AMFهای مختلف حاصل از تکثیر گونه

صیت منظور افزایش اختصابه AML1/AML2( آغازگرهای 26های غیر هدف، لی و همکاران )جلوگیری از تکثیر ژنوم ارگانیسم

گونه گیاهی مورد بررسی و  14از (  Sorghum bicolorو Lilium tigrinumبهبود بخشیدند. با این حال، دو گونه گیاهی )

و  Basidiomycota (Coprinus atramentarius ،Naematoloma fasciculareهمچنین سه گونه قارچ متعلق به شاخه 

Boletus violaceofuscus)  .خیلی ضعیف تکثیر شدند 

های مختلف، بلکه درون تک اسپور یک گونه بسیار بالا است و این تنوع نه تنها بین گونه AMFتنوع ژنتیکی در جوامع 

با  ریبوزومی DNAباشد. از طرف دیگر، وجود چندین نیز گزارش شده است که یکی از مشکلات اصلی شناسایی مولکولی می

ها یا ، تشخیص گونهریبوزومی DNAعلت ناهمگنی (. بنابراین به40و  24کمی تفاوت در تک اسپور اثبات شده است )

باشد. شناسایی و تعیین موقعیت فیلوژنتیکی در سطح خانواده و جنس هایی که ارتباط نزدیکی با هم دارند، دشوار میجدایه

های که نواحی فوق ممکن است امکان تمایز گونهآید. درحالیدست میبه LSUه یا بخشی از ناحی SSUبا استفاده از ناحیه 

های مولکولی و مورفولوژیکی و تعیین توالی قسمت بیشتری از نزدیک به هم را نداشته باشند. در این صورت با تلفیق روش

های شاخه محدودی از گونه (. برای تعداد52شود )تری حاصل میریبوزومی یا سایر نواحی نتایج دقیق DNAنواحی 

                                                             
1 Cho 
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Glomeromycota  نواحی مختلفDNA ها که به باشد ولی برای برخی تاکسونیابی شده و در دسترس میریبوزومی توالی

های (. این امر باعث شده که گاهی جایگاه40باشد )ها وجود ندارد یا محدود میاند، توالی مولکولی از آنتازگی توصیف شده

اوتی برای یک تاکسون مشخص با توجه به ناحیه ژنتیکی بررسی شده و روش تجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی، فیلوژنتیکی متف

 Glomeromycotaهای مختلف شاخه بندی فیلوژنتیکی برای تعیین روابط تکاملی بین گروهپیشنهاد شود. بنابراین هر طبقه

 (.49رار گیرد )تواند مورد بررسی و آزمایش قدهنده یک فرضیه است که مینشان

 .قرار دارد R. intraradicesدر یک کلاد متفاوت از  R. iranicusدست آمده، جایگاه تاکسونومیکی در درخت فیلوژنتیکی به

باشد و شاید در آینده تر میبنابراین تعیین دقیق موقعیت فیلوژنتیکی این گونه مستلزم بررسی بیشتر با آغازگرهای مناسب

دست توان با ترکیب نتایج بهها، میعنوان یک جنس جدید معرفی شود. با توجه به نتایج حاصل و معایب هر کدام از روشبه

(. بنابراین، تلفیق این دو روش از 17های موجود در هر روش غلبه کرد )ولی بر محدودیتهای مورفولوژی و مولکآمده از روش

 باشد.های میکوریز آربوسکولار برخوردار میبندی قارچدقت و صحت بالاتری در شناسایی و طبقه

به تنوع بسیار بالای  باشد. با توجهها می، ماهیت همزیست اجباری بودن این قارچAMFترین مانع برای تولید انبوه مهم

باشد. پذیر نمیهای مورفولوژیکی اسپورهای یک گونه، امکان شناسایی مورفولوژیکی در همه مراحل رشد و توسعه امکانویژگی

های آنتوژنتیکی، تاکسونومیکی، فیلوژنتیکی و استفاده کاربردی به عنوان های میکوریزایی امکان بررسیتهیه کشت خالص گونه

سازی با استفاده از روش کشت تک اسپوری، درصد موفقیت پایینی دارد )کمتر از کند. خالصلوژیکی را فراهم میکودهای بیو

دهد. با این وجود درصد افزایش می 70سازی میکوریز را تا بیش از درصد(. کشت چند اسپوری احتمال موفقیت خالص 10

سازی لازم لوژیکی وجود دارد. بنابراین جهت اطمینان از دقت خالصهای مشابه از نظر مورفوزنی اسپورهای گونهامکان مایه

 (.49)است پس از اتمام دوره کشت اسپورهای تکثیر شده مجددا مورد بررسی قرار گیرند 
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Fungi Associated with Pistachio Roots in Kerman Province 
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Abstract 

Arbuscular mycorrhiza fungi (AMF) promote plant growth and enhance resistance against biotic and abiotic 

stresses. In order to study morphological and molecular identification of AMF, samples of rhizosphere soil of 

pistachio orchards in Kerman province were collected during 2013-2014. AMF spores were extracted from the 

soil samples using wet sieving and were assorted based on morphological characteristics such as spore color, 

shape, surface ornamentation, spore contents and wall structures. DNA was extracted from a single spore. 

Partial 18S rDNA was amplified by nested PCR method using universal primer NS4 and AML1 in the first 

amplification and AML1/AML2 in the second amplification. Based on the morphological and molecular 

criteria, Funneliformis mosseae, Claroideoglomus claroideum and Rhizophagus iranicus were identified. R. 

iranicus is the new record for pistachio mycoflora. Due to the limitations of morphological characteristics for 

identification and taxonomy of this important group of fungi, molecular methods can apply as complementary 

tools for the differentiation of morphologically similar species and taxonomic purposes. 

Keywords: Arbuscular mycorrhizal fungi, Molecular identification, Nested PCR, Pistachio, Symbiosis. 
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