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  چكيده

و آغازگرهـاي اختصاصـي در رديـابي    هـاي كلاسـيك    اين تحقيـق بـه منظـور بررسـي روش    

هاي اندوفيت در گياهان علفي تيره گندميان صورت گرفت كـه در راسـتاي ايـن هـدف بيسـت       قارچ

ــي    ــان مرتعــ ــار ميزبــ ــارچ از چهــ ــه قــ   ، Bromus tomentellus،Lolium prenneجدايــ

Festuca  pratensis و Festuca  arundinacea آميزي  ق رنگها ابتدا از طري نمونه. جداسازي گرديد

هـاي حـاوي قـارچ     رز بنگال از نظر حضور قارچ اندوفيت آزمايش شدند، سپس نمونه با محلول رنگي

هـاي انـدوفيت در هـر     با توجه به تفسير دندروگرام قارچ. هاي كشت متفاوت كشت شدند روي محيط

ــد   ــابه بودنــــ ــان مشــــ ــارچ. ميزبــــ ــده از    قــــ ــدا شــــ ــاي جــــ   F. pratensisهــــ

  ك گروه قرار گرفتند كه اين امر نشان دهنـده شـباهت بيشـتري بـين ايـن     در ي F. arundinacae با
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هاي اندوفيت پس از استخراج با استفاده از يك گروه آغـازگرعمومي   قارچ DNA. ها است قارچ

ITS1, ITS4  و دوگروه آغازگر اختصاصي IS1, IS3  اي پليمـراز   طـي واكـنش زنجيـره    2-11 ,1-11و

  تمــام . در آنــان مــورد بررســي قــرار گرفــت Neotyphodiumتكثيــر شــده و حضــور قــارچ انــدوفيت 

  بـازي نمودنـد كـه ايـن بانـد       جفـت  550ـ  750ايجاد باندي بين   ITS1, ITS4آغازگرهايها با  نمونه

هـا   نمونـه  بـا برخـي   2-11 ,1-11آغازگرهـاي  . نشانه وجود قارچ اندوفيت استمنابع موجود بر اساس 

به منظور بـالا  . است Neotyphodiumاند مختص جنس بازي نمودند كه اين ب جفت 1000ايجاد باند 

ايجـاد بانـد    Neotyphodium جـنس  انـدوفيت  هاي با قارچ كه IS1, IS3آغازگرهاياز  ،بردن دقت كار

جدايـه توليـد بانـد     18جدايه مورد آزمـايش،   20از ميان . نمايد، استفاده گرديد بازي مي جفت 444

دو جدايـه بـا   . بـود را توليـد نمودنـد    Neotyphodiumجنس هاي  بازي كه مختص جدايه جفت 444

بـازي نمـوده    جفـت  550ـ  750بانـد   ايجاد  ITS1, ITS4ي كه با آغازگرها FaSmو  FpGonهاي  نام

هـا   به احتمال زيـاد ايـن جدايـه   . بازي را توليد نكردند جفت 444باند  IS1, IS3بودند، با آغازگرهاي 

  . باشند مي Neotyphodium هاي گونه هاي اندوفيتي به جز قارچ

  

  مقدمه

هاي اندوفيت و گياهان علفي تيره گرامينه يكي از انـواع همزيسـتي    رابطه همزيستي بين قارچ   

تيـره   Ascomycetesهاي انـدوفيت متعلـق بـه رده     قارچ. شناخته شده است 1950است كه از دهه 

Clavicipitaceae  و قبيلهBalansieae ايـن  . شوند ري به نتاج منتقل ميكه از طريق پايه ماد هستند

تـوان بـه    ها فوايد زيادي براي گياه ميزبان خود دارند كه از مزايـاي ايـن رابطـه همزيسـتي مـي      قارچ

 خشكي، ،pH هاي محيطي مثل تغييرات مقاومت در مقابل تنش، ها مقاومت در مقابل آفات و بيماري

  شوري و افزايش مقاومت به چرا، اشاره كرد

هايي كه در مراتع از گياه فسـكيوي   يافتن علت بيماري دام در پي انمحقق 1950در سالهاي 

  ).Bell et al.1957(هـاي انـدوفيت در ايـن گياهـان شـدند       كردند متوجه وجود قـارچ  بلند تغذيه مي

باشند و بـا حـذف آن    ها از عوامل بيماريزاي گياه فسكيوي بلند مي ابتدا تصور براين بود كه اين قارچ

درپي ايـن فرضـيه اقـدامات بعـدي جهـت      . هاي تغذيه كننده بر طرف خواهد شد اري داممشكل بيم

هـا بـا    عاري ساختن گياهان فسكيوي بلند از قارچ با موفقيت انجام شـد و برخـي از مراتـع و چراگـاه    

  . گياهان فسكيوي عاري از قارچ احداث شدند

بلنـد بـر طـرف گرديـد، امـا      هاي تغذيـه كننـده از فسـكيوي     با اين اقدام معضل بيماري دام

مشكلات جديدي در رابطه با مديريت چراگاه، از جمله از بين رفتن گياهان بعد از چرا، ضعيف شدن 

). Christensen et al. 1991(هـا بـروز نمـود     هاي محيطـي و آفـات و بيمـاري    گياهان در مقابل تنش

گياهـان ميزبـان خـود مشـخص      هاي اندوفيت را براي تامين رشد چنين عوارضي تاثيرات مفيد قارچ



هاي اندوفيت از نظر همزيسـتي مفيـد بـا فسـكيوي بلنـد و سـاير        نمود و لذا در مطالعات بعدي قارچ

هاي اندوفيت بـه صـورت    قارچ. گياهان علفي و اثرات مثبت اين رابطه متقابل مورد توجه قرار گرفتند

كننـد، امـا اثـرات     يـاه ايجـاد نمـي   معمول در داخل گياه رشد بين سلولي دارند و علايم خاصي در گ

ــاوتي روي دام ــه   متفــ ــه از آن جملــ ــد كــ ــان دارنــ ــده از ايــــن گياهــ ــه كننــ ــاي تغذيــ   هــ

توان كاهش جذب غذا، كاهش وزن، زبر شدن موها در طول فصل تابسـتان، كـاهش توليـد شـير،      مي

ز علوفه آلوده هاي تغذيه كننده ا معمولا دام. ها، دم و كاهش توليد مثل را ذكر نمود نكروزه شدن سم

كننـد كـه ايـن اثـرات      به قارچ به علت احساس عطش، بيشتر وقتشان را در سايه و يا آب سپري مي

ــد    ــد آلكالويي ــوادي مانن ــد م ــه تولي ــمي در نتيج ــت    س ــت اس ــارچ همزيس ــط ق ــمي توس ــاي س   ه

)Melaren 1991.(  

 ـ رنگ 1988در سال ) Saha et al.1988( ساها يـابي   راي ردآميزي با استفاده از رز بنگال را ب

ها از طريـق مشخصـات ميسـليومي ماننـد      اين قارچ. ندهاي اندوفيت در گياهان علفي به كار برد قارچ

از روش ) Johnson et al. 1982( و همكـاران جانسـون  . قطر و انشعابات اندك قابل شناسايي هسـتند 

ELISA ايزوزايمي با استفاده اختلاف  1990در سال . هاي اندوفيت استفاده كردند يابي قارچ براي رد

به كار ) Leuchtman & Clay 1990(  لچمن ها توسط  بندي اين قارچ آنزيم مختلف براي گروه 10از 

اسـتفاده   Neotyphodium هـاي  گونـه  يـابي  هاي مونوكلونال براي رد همچنين از آنتي بادي. برده شد

واكـنش  ) Doss & Welty.1995( و همكـاران داس  1995در سـال  ). Hiatt et al. 1997( شده است

 .هاي اندوفيت در فسـكيوي بلنـد بـه كـار بردنـد      را براي بررسي وجود قارچ) PCR(اي پليمراز زنجيره

ــوالي نوكلئوتيــدي   IS1, IS3آغازگرهــاي ) Doss et al. 1998( و همكــارانداس  كــه برمبنــاي ت

  برازجـاني . به كار بردنـد ها  طراحي شده بود را براي تشخيص اين قارچ 2ژن توبولين و1هاي  اينترون

هـاي انـدوفيت جـنس     بـراي مقايسـه گونـه    ITSآغازگرهاي  از) Borazjani et al.1998( و همكاران

Acremonium  ــد ــتفاده كردن ــران. اس ــويي  ،  در اي ــام نك ــارانخي ــدوفيت  )  2001(و همك ــود ان وج

Neotyphodium نجايي كه ايـران  از آ. اند هاي كلاسيك نشان داده را در فسكيوي بلند به كمك روش

از نظـر  بررسـي گنـدميان ايـران    . هاي گياهان اين تيـره اسـت   يكي ازخاستگاه ومركز تنوع گندميان 

هـا در چهـار    رسد، از اينرو اقدام به بررسي حضور اندوفيت ها ضروري به نظر مي اثبات حضور اندوفيت

  .گرهاي اختصاصي شدا آغازب PCRهاي كلاسيك رنگ آميزي و  ميزبان علفي با استفاده از روش



  روش بررسي

 Bromus tomentellus, Loliumهـاي مختلـف    بيست نمونـه غـلاف بـرگ و بـذر از ميزبـان     

prenne, Festuca arundinacea, Festuca  paratensis        از منـاطق مختلـف ايـران و برخـي نيـز از

م اسـتان اصـفهان   بانك ژن ايستگاه تحقيقاتي شهيد فزوه مركز تحقيقـات منـابع طبيعـي و امـور دا    

ــع ــه   جمـ ــام جدايـ ــه نـ ــد كـ ــع  آوري شـ ــل جمـ ــا و محـ ــدول  هـ ــان در جـ ــده  1آوري آنـ   ديـ

پس از تهيه  آميزي شدند،  ها رنگ در اولين مرحله با استفاده از محلول رنگي رز بنگال نمونه. شود مي

  .هاي آلوده شد اسلايد ميكروسكوپي و اثبات وجود ميسليوم قارچ اقدام به كشت بذور و اندام

             

  هاي اندوفيت از بذر جداسازي قارچ

هاي اندوفيت از بذر ابتدا گلوم و گلومل بذر حذف شـد و پـس از اينكـه     براي جداسازي قارچ

  دقيقـه در محلـول هيپوكلريـت سـديم     30-50درصد قرار گرفتند مـدت  70ثانيه در الكل  30-60

هاي سـطحي از بـين    ند تا كاملاً آلودگيقرار داده شد Tween 20ليتر  درصد به همراه يك ميلي 5/0

پس از اين مرحله چندين بار بـا اسـتفاده از آب مقطـر سـترون آبشـويي انجـام شـد، سـپس          . بروند

  گرديدنــــــد  كشــــــت PDA,YE,CMA هــــــاي هــــــا روي محــــــيط كشــــــت نمونــــــه

)(khayyam Nekkouei et al. 200.  

  

  هاي اندوفيت از غلاف برگ جداسازي قارچ

يك  بار با استفاده از مايع ظرفشـويي شسـته شـد و پـس از چنـد بـار        هاي برگ ابتدا غلاف

  درصـد   70ثانيـه در الكـل    30-60متر تقسيم شدند و مدت   سانتي 5/0آبكشي، به قطعاتي با طول 

درصد قرار داده شـدند و   5/0دقيقه در محلول هيپو كلريت سديم  30-50سپس مدت . قرار گرفتند

  . افزوده گرديد و روي همزن الكتريكـي قـرار داده شـدند    Tween 20ليتر  ميلي يكبه مخلوط حاصل 

دقيقه در آب مقطـر سـترون    15-20بعد از اين مدت دو بار با آب مقطر سترون، آب شويي شدند و 

هـاي بـرگ روي كاغـذ صـافي      غـلاف . روي همزن الكتريكي قرار داده شدند و سپس آب تخليه شـد 

سپس چندين خراش در سطح داخلي غـلاف  . خارج شودنها آسترون شده قرار گرفتند تا آب اضافي 

بـه   PDAتـر شـود و در محـيط كشـت      برگ با كمك اسكالپل سترون ايجاد شد تا خروج قارچ آسان

ــه ــد      گون ــرار گرفتن ــد،  ق ــرون بمان ــت بي ــيط كش ــف آن از مح ــه نص ــتك. اي ك ــس از   تش ــا پ   ه

. انتيگراد و تـاريكي قـرار داده شـد   درجه س 22-24ماه در دماي  1-2شدن با پارافيلم مدت  پوشانده

انتقال داده ) ,GPY, M102, PBS)Bacon 1994 هاي كشت مايع  اي از ميسليوم قارچ به محيط قطعه

  . شدند



  ها  تعيين مشخصات مورفولوژيك اندوفيت

روز پـس از بازكشـت تعيـين شـد در ايـن تحقيـق نـه صـفت          60هـا   مشخصات مورفولوژيكي قارچ

دار نبـودن   دار بودن پرگنـه يـا چـين    ور رنگدانه و عدم حضور رنگدانه، چينحض :مورفولوژيك شامل

عدم وجود هاله، رنگ پرگنه، نوع گلوله ميسليومي ايجـاد شـده روي محـيط كشـت      ياپرگنه، وجود 

ــد     ــرز بلنــــ ــتن پــــ ــايع، داشــــ ــاه    ) < mm 3(مــــ ــرز كوتــــ ــتن پــــ ــا داشــــ   يــــ

)mm 3 <(گنه مورد بررسـي قـرار گرفـت    ، وجود بر جستگي در وسط پرگنه، قطر پرگنه و شكل پر

فاصـله اقليدسـي   مربـع   Wardاستفاده از روش با  SPSS, Ver.10با استفاده از نرم افزار  .)2جدول (

  . دندروگرام مربوطه ترسيم شد

  

  DANاستخراج             

ــتخراج ــتفاده از روش  DNAاس ــا اس ــوريب ــون  و م   ) Murry & Thopmson (1980تامپس

  مقـدار يـك گـرم از ميسـليوم منجمـد در يـك هـاون چينـي سـترون         . فـت با  تغييراتي صـورت گر 

ــور     ــد و در حض ــه ش ــد ريخت ــده بودن ــرد ش ــزر س ــل در فري ــه از قب ــروژنك ــد   نيت ــودر ش ــايع پ   م

  ليتـر از بـافر اسـتخراج    ميلـي  10مقـدار  . ليتـري منتقـل شـدند    ميلـي  20هـاي سـانتريفوژ   و به لوله

 EDTA 20mM, Tris-Hclدقيقه در حمام آب 30ت به هر نمونه اضافه شد و مخلوط گرديد و به مد

pH 8 100 mM, NaCl 1.4) mM,%2 (W/V) CTAB,%0.2 β-mercaptoethanol ( درجـه   60گرم

  هـا چنـد مرتبـه بـه آرامـي مخلـوط شـدند        گراد قرار گرفت و در طي اين مدت محتويات لوله سانتي

هـا اضـافه شـد و     هر لوله محتوي نمونـه به ) 24:1(ليتر از مخلوط كلروفوم ـ ايزوآميل الكل   ميلي 6 

دور در دقيقـه سـانتريفوژ شـدند و سـپس بـه       000/10دقيقـه در   15پس از اختلاط كامل به مدت

مايع فوقاني برداشته و درون لوله سترون جديدي ريخته شد و ) Cut tip( هاي نوك بريده وسيله تيپ

رديد و پس از چندين بار مخلـوط كـردن   حجم محلول به آن ايزوپروپانل سرد اضافه گ 6/0به اندازه 

در اين مرحله كلاف . گراد قرار داده شدند  درجه سانتي -20دقيقه در فريزر 10ـ20ها به مدت  نمونه

DNA  دور در  10000دقيقـه در   15هـا بـه مـدت     لوله. تشكيل شد كه به آساني قابل مشاهده بود

به آرامي خـالي شـد طـوري     DNAيي رسوب مايع بالا. رسوب شود  DNAدقيقه سانتريفوژ شدند تا 

هـاي نـوك بريـده بـه      با استفاده از تيپ  DNAرسوب. داخل لوله دست نخورده باقي ماند  DNAكه 

ميكروليتر  DNA500هاي محتوي  به لوله. ليتري انتقال داده شد ميلي 5/1 هاي سانتريفوژ درون لوله

دور در دقيقـه سـانتريفوژ گرديـد، سـپس      000/10دقيقه در  5درصد افزوده شد و مدت  70اتانول 

ها در مجاورت هوا به صورت وارونه روي كاغذ جاذب رطوبت قرار داده شدند تـا رسـوب حاصـله     لوله

ها بـه   ميكروليتر آب مقطر ديونيزه افزوده شد، نمونه 700پس از اين مرحله به هر لوله . خشك شود

داخل آب حـل شـود،    DNAرديد تا توده درجه سانتيگراد نگهداري گ 4مدت يك شب درون يخچال



ها به مدت يك سـاعت در   به هر نمونه اضافه شد و لوله Rnase (10mg/ml)ميكروليتر آنزيم  3مقدار 

هم حجم محلول داخل هر لوله مخلوط كلروفـرم ايزوآميـل   . نگهداري شدند c ˚37حمام آب گرم در

دور در  14000دقيقـه در   دويم بـه مـدت   ها افزوده و پس از مخلوط كردن ملا به لوله )24:1(الكل 

ليتـري   ميلـي  5/1محلول فوقاني لوله به آرامي و با تيپ نوك بريـده بـه لولـه     . دقيقه سانتريفوژ شد

به روش كلروفرم ايزوآميل الكل مجددا تكرار گرديد و پس از  DNA سازي  خالص. جديد انتقال يافت

  مـولار  سـه حجـم نمونـه  اسـتات سـديم      1/0انـدازه   برداشت نهايي و انتقال آن به لوله جديد و بـه 

)pH 4.8 ( و دو حجم اتانول خالص سرد) به آن افزوده شد ) قرار داده شده بود -20كه قبلاً در فريزر

درصد شستشو و در شرايط آزمايشگاه خشك گرديد بسته به حجم نمونه  70و توده حاصله با اتانول 

  ها به مدت يك شـب در دمـاي    ب ديونيزه اضافه شد و نمونهميكروليتر آ 50 – 100مورد نظر مقدار 

بـه منظـور مشـاهده كميـت و     . درآب به خوبي حل شـود   DNAدرجه سانتيگراد  نگهداري شد تا 4

  .الكتروفورز شد TAEبافر در %  7/0استخراج شده روي ژل آگارز   DNA،DNAكيفيت 

  

  استفاده از آغازگرهاي اختصاصي

و  ITS1(5´GCGGCCATGTAGTAGAG3´)   ز آغازگرهـاي ا DNAپـس از رقيـق كـردن    

ITS4(5´TCCTCCGCTTATTGATATGC3´) هـايي   پس از اين مرحله در نمونـه . استفاده گرديد

ــاي   ــا آغازگره ــه ب ــاي    ITS1, ITS4ك ــد از آغازگره ــد نمودن ــاد بان ــين 2-11 ,1-11ايج   و همچن

IS1, IS3 استفاده شد.(Dos & Welty 1995)  در بافر%  2/1از ژل آگاروز محصولات با استفادهTBE 

نـام و تـوالي    .الكتروفورز شدند و پس از رنگ آميـزي بـا اتيـديوم برومايـد قابـل مشـاهده گرديدنـد       

  :آغازگرهاي اختصاصي استفاده شده در آزمايش، به صورت زير است

  
5´TCATACCGGCTAACCGGCAAT3΄), 11-2 

(5´TGTTACAGGATTGGTAGAGGC3΄) 11-1(   
, IS3:( 5´GTCTCATCTCCGGGGCGGTAT3´))IS1:( 

5´GGTGTTGACCCCCCCTGATTT3´  
  

  )PCR(اي پلي مراز  واكنش زنجيره

. آورده شده اسـت   3در جدول  PCRمواد لازم و مقدار هر يك از آنها براي تهيه محلول پايه 

براي جلوگيري از بروز خطاهاي احتمالي در هنگام برداشتن مقادير كم مـواد و نيـز بـراي راحتـي و     

 Taq DNAآنـزيم . گرديـد  3سـرعت عمـل بيشـتر، اقـدام بـه تهيـه محلـول پايـه، مطـابق جـدول           

polymerase   و مخلوط نوكلئوتيد به اضافه بافرهاي مربوطه از شركتRoche كليه وسايل . تهيه شد

  بـراي هـر مخلـوط واكـنش، مقـدار     . به كار برده شده قبل از استفاده سترون شدند PCRهاي  و لوله



اضافه گرديـد   PCRميكروليتر از مخلوط واكنش  21به ) ng/µl 25 با غلظت ( DNAيتر از ميكرول 4

پس از اضافه كردن يك قطره روغـن  . رسيد µl 25كه در نهايت حجم محلول واكنش تكثير شده به 

اي پليمـراز در دسـتگاه    مخلوط حاصـله سـريعا تحـت واكـنش زنجيـره     ) Merk(معدني سترون شده 

  . آورده شده است 4در جدول  PCRشرايط انجام واكنش . گرفتترموسايكلر قرار 
 

  نتيجه و بحث 

آميزي بذر و غلاف برگ با رزبنگال ميسليوم قارچ به رنـگ قرمـز صـورتي ديـده      پس از رنگ    

و در غلاف برگ بـه صـورت نـواري كـه     ) 1شكل (اي  شدند آلودگي مسليومي در بذر به صورت توده

  .)2شكل ( ديده شد ،ن دو سلول بودهايي در بي داراي فرورفتگي

  

  . F. arundinaceaدر بذر FaTsh1.جدايه  ميسليوم -1كلش
Fig.1.Mycelia of FaTsh1 isolate in seed of F. arundinacea.   

 

  

  .B. tomentellus برگ  در غلاف BtAni ميسليوم جدايه -2شكل
Fig. 2. Mycelia of BtAni isolate in leaf sheath of  B.tomentellus.   

  

محـيط  . هاي كشت سريع تر بود نسبت به ساير محيط PDAها روي محيط كشت  رشد قارچ

 خيام نكـويي  100µg/ml (و استرپتومايسين µg/ml 50يكل همراه آنتي بيوتيك كلرامفن PDAكشت 

هـاي   پرگنـه . تـرين محـيط كشـت تشـخيص داده شـد      به منظور كشت غلاف برگ مناسـب ) 2001

. مـاه پـس از كشـت ظـاهر شـدند      1-2وفيت به رنـگ سـفيد و كـرم بودنـد و معمـولاً      هاي اند قارچ

هـاي قـارچي    از سرعت رشد بيشتري نسبت بـه پرگنـه    Bromusهاي حاصل از بذور  هاي قارچ پرگنه



هـاي   داده). 2جـدول  (ها به اشكال متفاوتي ديده شـد   پرگنه. ساير بذور مورد مطالعه برخوردار بودند

و بـا تجزيـه كلاسـتر و ترسـيم      SPSS, V.10هاي صفر و يك در نرم افزار  ورت دادهمورفولوژي به ص

ضريب تشابه مربع فاصـله اقليدسـي مـاتريس تشـابه مربوطـه       و Wardروش دندروگرام با استفاده از 

ــبه   محاســــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

هاي اندوفيت  شود كه قارچ مشخص مي) 3شكل(با توجه به دندروگرام . و دندروگرام مربوطه رسم شد

سه گروه اصـلي     قطع شود، 10اگر دندروگرام در مقياس تغيير يافته . باشند ميزبان مشابه مي در هر

 ,F.pratensisهـاي جـدا شـده از     قـارچ . باشد شود كه هر گروه مربوط به يك ميزبان مي تشكيل مي

F.arundinacae هـاي جـدا    گيرند كه اين امر نشان دهنده شـباهت بـين قـارچ     در يك گروه قرار مي

هاي مختلـف   هاي ميزبان بندي قارچ توان به منظور دسته از اين مي. شده از دو گونه ميزبان فوق است

نيـز بـا اسـتفاده از روش تجزيـه كلاسـتر موفـق بـه        ) 1991( و همكارانكريستنسن . استفاده نمود

ــروه ــه گ ــدي ايزول ــف  بن ــاي مختل ــان   Acremonuimه ــاه ميزب ــده از گي ــدا ش ــدند rye-grassج   .ش

بــر اسـاس مطالعــات ايـزوزايم، مشخصــات    (Christen sen et al. 1993) و همكـاران نسـن  كريست

هـاي قـارچ    هـا جدايـه   كش بنوميل در محيط كشت و توليد آلكالوييد مورفولوژيك، حساسيت به قارچ

Acremonium  جدا شـده از F. arundinacea L. prenne و F. Pratensis هـاي مجزايـي    در گـروه  را

  .قرار دادند

در محيط مايع ميسـليوم قـارچ   . تر بود سريع PSBرشد روي محيط  ،هاي مايع ز ميان محيطا

انواع مختلفي از گلوله ميسليومي وجود داشت كـه   .در آمدند) گلوله ميسليومي(به شكل گلوله مانند 

هـاي   توان به تك گلوله ميسليومي بزرگ، تعدادي گلوله ميسليومي كوچـك و گلولـه ميسـليومي    مي

هـاي موجـود در هـر     شود كه قـارچ  مشخص مي 3و شكل  2با توجه به جدول . ريز اشاره كرد بسيار

  زماني كـه از نقطـه    3در شكل  .ميزبان از نظر مشخصات مورفولوژيك شباهت زيادي با يكديگر دارند

باشـد،   شود كه هر گروه مربوط به يك ميزبان مي چهار گروه اصلي ديده مي ،قطع شود 5تغيير يافته 

باشـند كـه ايـن نتيجـه توسـط       هاي انـدوفيت موجـود در هـر ميزبـان اختصاصـي مـي       ر واقع قارچد

 Lp1Prelludeرنگ پرگنـه جدايـه   . دست آمده استه نيز ب )1993و 1991(و همكاران  كريستنسن

پرگنـه   رنـگ  Lp2Prelludeجدايه كه در  سفيد، داراي پرزهاي كوتاه و شكل پرگنه گرد بود در حالي

ها باز هم هر دو ايزولـه فـوق در يـك     كرم، بدون پرز و شكل پرگنه آن منظم بود، با وجود اين تفاوت

هـاي انـدوفيت    بندي قارچ روي طبقهو همكاران  كريستنسناين امر با مطالعات . كلاستر قرار گرفتند

پـرز و رنـگ پرگنـه     توان اين گونه استنباط كرد كه شكل پرگنه، از اين مطالعات مي. مطابقت داشت

باشد و صفات مورفولوژي ديگر ظاهراً از اهميت بيشتري در  ها مناسب نمي بندي اين قارچ براي دسته

هايي كه از نظر رنگ پرگنه، شكل پرگنـه و نـوع    تفاوت با وجود BtFdجدايه . بندي برخوردارند دسته

انـد، كـه    ها در يك كلاستر قرار گرفته دارد، اما باز اين جدايه Bromusاعضاي جدا شده از  پرز با ساير



  تأييــــد بيشــــتري در بيــــان ايــــن مطلــــب اســــت كــــه صــــفت رنــــگ پرگنــــه،         

بـا توجـه بـه    . باشند هاي اندوفيت مناسب نمي بندي قارچ شكل پرگنه و نوع پرز به تنهايي براي دسته

توجه به محـل  آوري شده بودند بدون  هايي كه از يك گونه ميزباني جمع كه در اين تحقيق جدايه  اين

هاي  برد كه جدايه توان پي اند مي آوري از نظر مورفولوژي يكسان بوده و در يك گروه قرار گرفته جمع

هـا   قارچي مربوط به هر ميزبان احتمالاً اختصاصـي آن ميزبـان بـوده و بـا قـارچ درون سـاير ميزبـان       

  .باشد متفاوت مي

ها با آغازگرهـاي   و مايع تمام نمونه هاي جامد با وجود اشكال متفاوت مورفولوژي روي محيط

ITS1, ITS4 كـه ايـن بانـد بنـا بـه نظـر      ) 4شـكل  ( بازي نمودند جفت 550-750د باندي بين ايجا  

از  با برخي 2-11 ,1-11آغازگرهاي . نشانه وجود قارچ اندوفيت است) 2001( و همكارانخيام نكويي 

 Neotyphodiumكه ايـن بانـد مخـتص جـنس      )6 شكل (  نمودندبازي  جفت 1000ها ايجاد باند نمونه

 DNAكـه بـا    IS1, IS3آغازگرهـاي  به منظور بالا بردن دقت كـار از   .(Doss 1995 & Welty)است 

 (Doss et al. 1998)نماينـد  بازي مـي  جفت444ايجاد باند  Neotyphodium جنس هاي اندوفيت گونه

 كه FpGon, FaSmي ها دو جدايه به نامجدايه مورد آزمايش،  20از ميان ). 5شكل ( استفاده گرديد

بانـد   IS1, IS3آغازگرهاي بازي نموده بودند، با  جفت 550-750باند ايجاد  ITS1,ITS4يآغازگرهابا 

هـاي انـدوفيت بـه جـز      هـا قـارچ   بـه احتمـال زيـاد ايـن جدايـه     . بـازي را توليـد نكردنـد    جفت 444

Neotyphodium هاي مورفولوژيكي تاييـد شـد   طريق روشاز  والتر گمسباشند اين نتيجه توسط  مي  

  .اما براي تاييد اين امر مطالعات بيشتري در زمينه مولكولي مورد نياز است) مكاتبات شخصي(

  طـور كـه در شـكل    همـان . هستند FaSm, FpGonهاي  مربوط به جدايه 12و 11هاي  چاهك

  در شـكل  15و  14چاهـك   در .انـد  هكـرد جفت بازي ن 444 ايجاد باند ها اين جدايه شود ديده مي 5

تواند به علت موتاسيون، حذف شـدن، اضـافه شـدن و     شود كه مي الگوي باندي متفاوتي ديده مي 5 

تغيير ترتيب قرار گرفتن ژن باشد كه باعث تغيير الگوي باندي شده اسـت، بـه عنـوان مثـال اضـافه      

ازگر شـده و در نتيجـه در   تواند باعث افزايش وزن مولكولي قطعه قابل تكثير توسط اين آغ ـ شدن مي

  . بازي باندي توليد كند جفت 444باند  ناحيه بالاتر از محل قرار گرفتن

بـازي توليـد شـده     جفت 444ها باند  ، در تمام ميزبان شود ديده مي 5طور كه در شكل  همان

  ، باشـد  هـاي متفـاوت مـي    هاي قارچي گرفته شده از ميزبان اين امر به علت شباهت ژنوم جدايه. است

اند، احتمالا توالي اين ژن  از روي ژن بتاتوبولين طراحي شده  IS1, IS3آغازگرهاي باتوجه به اين كه 

  )Schardle 1997(شـاردل ايـن نتيجـه در مطالعـات    . باشـند  هاي بررسي شـده مشـابه مـي    در ايزوله

اي انـدوفيت  ه ـ هاي مختلف قـارچ  وي نشان داد كه توالي ژن بتا توبولين در گونه. دست آمده است هب

با توجه به اين كه . هاي مختلف، متفاوت است هاي اين ژن در گونه مشابه هستند و فقط تعداد نسخه

ها  تشخيص داده بود و اين جدايه Epichloë bremicolaرا  Bromusهاي گرفته شده از  جدايه سگم



اد كـه ايـن قـارچ بـا     تـوان اختمـال د   جفت بازي نمودند، مي 444باند  توليد IS1, IS3آغازگرهاي با 

خويشاوندي نزديكي دارند و داراي توالي مشتركي در ژنوم كه مربـوط بـه    Neotyphodiumهاي  قارچ

 .مطابقت دارد) 1997( شاردلباشد هستند كه اين امر با نتايج  ژن بتا توبولين مي

 هـاي مختلـف   هـاي انـدوفيت بـين ميزبـان     توان گفت قارچ مي ،با توجه به تحقيق انجام شده

شوند كه از نظـر ژنتيكـي    هايي يافت مي باشند، همچنين درون هر گونه ميزباني نيز قارچ متفاوت مي

اين تفاوت درون يك توده بذري نيز مشـاهده گرديـد و حتـي درون يـك بـذر نيـز       . متفاوت هستند

 با توجـه بـه سـطح وسـيع تنـوع در بـين      . هايي يافت شد كه از نظر مورفولوژيكي متفاوت بودند قارچ

هاي اندوفيت و نيز با توجه به اين نكته كه توليد آلكالوييد بستگي به ژنوتيپ ميزبـان و ژنوتيـپ    قارچ

هاي مختلـف و در نتيجـه اعطـاي     ها از نظر ميزان و نوع توليد آلكالوييد احتمالا اين جدايه. قارچ دارد

هـاي   يـد آلكالوييـد  شدت مقاومت گياه ميزبان در رابطه بـا كنتـرل بيولوژيـك، و همچنـين عـدم تول     

بردن به اين مهم احتياج به مطالعـات بيشـتري    باشند، كه پي آور براي دام با يكديگر متفاوت مي زيان

  .در اين زمينه دارد

  

  سپاسگزاري

نگارندگان از آقاي دكتر مجتبي خيام نكويي به خاطر در اختيار گذاشتن برخي مواد گيـاهي  

هـاي ارزنـده    فكـري و ارايـه راهنمـايي    سعود بهار به لحاظ هـم نامه و از آقاي دكتر م و مشاورت پايان

  .نمايند صميمانه قدرداني مي
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  .آوري آنها هاي مورد استفاده و مكان جمع جدايه -1جدول
Table 1. Isolates and their collection localities, used in this study.       

  

  رديف  
Ser. No.  

  نام جدايه      
Isolate              

  ميزبان       
Host species  

  آوري محل جمع       
Location  

1  FpGan1  Festuca paratensis  منطقه گندمان - بروجن  

2  FpGan2  Festuca paratensis  منطقه گندمان - بروجن  

3  FpGan3  Festuca paratensis  منطقه گندمان - بروجن  

4  FpGon  Festuca paratensis  گرگان  

5  FaFh  Festuca arundinacea  فزوه - اصفهان  

6  FaTsh1  Festuca arundinacea  منطقه توانكش - كردستان  

7  FaTsh2  Festuca arundinacea  منطقه توانكش - كردستان  

8  FaA1  Festuca arundinacea  منطقه ولي عصر -اردبيل  

9  FaFn1  Festuca arundinacea  فريمان -شهدم  

10  FaFn2  Festuca arundinacea  فريمان -مشهد  

11  Fasm  Festuca arundinacea  سميرم - اصفهان  

12  BtFh  Bromus tomentellus   فزوه –اصفهان  

13  BtFd  Bromus tomentellus   قرق فخر آباد –اصفهان  

14  BtMh  Bromus tomentellus   قرق موته –اصفهان  

15  BtAbi  Bromus tomentellus   قرق آبخيزداري –اصفهان  

16  BtAni  Bromus tomentellus   قرق انصاري –اصفهان  

17  LpIn  Lolium prenne  اصفهان  

18  LpApm  Lolium prenne   آمريكا -واريته اصلاح شده  

19  Lp1Prellude  Lolium prenne   آمريكا -واريته اصلاح شده  

20  Lp2Prellude  Lolium prenne  آمريكا -لاح شده واريته اص  

  



ــه  -2جــدول  ــان  مشخصــات توصــيفي جداي ــدوفيت از ميزب ــاي ان ــي در روي   ه ــف علف ــاي مختل   ه

  .PDAمحيط كشت جامد 
Table 2. Description of endophytic fungi colonies isolated from various graminous plant 
on PDA medium.  

  

  كد  رديف

  جدايه

وجود 

رنگدانه در 

  محيط

  كشت

  دار ينچ

  بودن پرگنه

  رنگ  هاله

  پرگنه

  شكل

  پرگنه

داشتن 

  پرز بلند

برجستگي در 

  وسط پرگنه

قطر پرگنه   

  پس از

 روز 60

(mm)  

1  FpGan1+  +  -  12- 13  -  -  منظم  كرم  

2  FpGan2+  +  -  10- 11  -  -  منظم  كرم  

3  FpGan2+  +  -  10- 11  -  -  منظم  كرم  

4  FpGon+  +  -  4-6  -  -  منظم  كرم  

5  FaFh+  +  -  5-7  -  -  منظم  كرم  

6  FaTsh1+  +  -  5-7  -    منظم  كرم  

7  FaTsh2+  +  -  7- 11  -  -  منظم  كرم  

8  FaA1+  +  -  5-7  -  -  منظم  كرم  

9  FaFn1+  +  -  5-7  -  -  منظم  كرم  

10  FaFn2+  +  -  5-7  -  -  منظم  كرم  

11  Fasm+  +  -  5-7  -  -  منظم  كرم  

12  BtFh-  -  +  20- 33  +  +  گرد  سفيد  

13  BtFd-  +  -  2-3  -  -  نامنظم  كرم  

14  BtMh-  -  +  25  +  +  گرد  كرم  

15  BtAbi-  -  +  19- 26  +  +  گرد  سفيد  

16  BtAni-  -  +  25  +  +  گرد  سفيد  

17  LpIn+  +  -  15  -  -  منظم  كرم  

18  LpApm+  +  -  2-3  -  -  نامنظم  كرم  

19  Lp1Prel+  +  -  15  -  -  گرد  سفيد  

20  Lp2Prel+  +  -  12  -  -  منظم  كرم  

 



  PCR. مواد لازم و مقدار آن براي تهيه محلول پايه واكنش -3جدول

Table 3. Materials and their quantities used for PCR amplification.  

  

  حجم براي يك واكنش  غلظت نهايي  غلظت پايه  ماده

  µl 85/14      آب دو بار تقطير

  X10  1 X  µl 5/2  كلريد منيزيم mM 15با  PCRبافر 

dNTPs  mM10  X2/0  Μl5/0  

  µ Μ 5/12  µ Μ 5/12  µl 1/1  هر آغازگر

  unit / µl5 unit75/0  µl 075/0  پليمرازTaq DNA آنزيم 

   µl20  

  

  

  

 ,ITS1, ITS4 – IS1بـراي آغازگرهـاي    PCR زمان و دماي لازم براي سه مرحله مختلف  -4جدول

IS3 – 11-1, 11-2 .  

Table 4. Tempereture and time used for PCR ampilification using primers 11-1, 11-2, 
IS1, IS3, ITS1,ITS4  

 

  درجه حرارت          زمان                 مرحله انجام               تعداد دور

  )گراد سانتي(        

  ITS(  94(دقيقه  3    

    )IS ,11(دقيقه  1 (denaturation)واسرشت  دور 1

  94  دقيقه 1  واسرشت  

  IS(  50(دقيقه 2    

  IS(  60(دقيقه 1 (annealing)اتصال   دور 35

  68  )11(دقيقه  1  

  72  دقيقه 2 (extension)گسترش 

  72  دقيقه 10 گسترش نهايي دور 1

  
  

  

  

  

  

  



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

بـع  مرو Wardبا استفاده از روش SPSS V.10هاي مورفولوژي در نرم افزار دندروگرام مربوط به داده -3شكل

  .فاصله اقليدسي
Fig. 3. Dendrogram of morphological data using Ward Method and squared Euclidean 
distance using SPSS V.10 program 
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كه حاصل تكثير شده  هاي بررسي بازي در چند جدايه از جدايه جفت 550-750ايجاد باند  -4شكل

  ITS4 آغازگرهاي باITS1, ITS4 باشند مي.  
Fig. 4. A 550-750 bp band produced in some isolates with ITS1, ITS4.  

 

1- FpGan1 2-FaFh 3-BtAbi 4-BtMh 5 -LpApm 6-Lp1prellude 7-Lp2prellude 

  

  

  

M   1   2   3    4    5   6    7    8   9    10    11   12   13   14    15   L   

   

  

  

  

  

  

444 bp  

550-750 bp  



هـاي   در جدايـه  ,IS1 IS3با آغازگرهـاي   PCRبازي كه پس از تكثير  جفت 444ايجاد باند  -5شكل 

  .دست آمده است ههاي اندوفيت مورد مطالعه ب مختلف از قارچ
Fig. 5. A 444 bp band  produced in some isolates with IS1, IS3.  

  

1- FaFh 2- FaTsh1 3-FaTsh2 4- FaAl 5- FaFn1 6- FaFn2 7- BtFh 8- BtFd 9- BtMh 10- 
BtAbi 11- FaSm 12-  
FpGon 13- FpGan2 14- FpGan1 15- FaTsh2  M- Life Marker III (Roche) L- Ladder 
50bp (techlologies)  
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در  2-11 ,1-11بـا آغازگرهـاي    PCRبـازي كـه پـس از تكثيـر      جفـت  1000ايجـاد بانـد    -6شـكل  

  .دست آمده است ههاي اندوفيت مورد مطالعه ب هاي مختلف از قارچ جدايه
Fig. 6. A 1000 bp band  produced in some isolates with 11-1, 11-2.  

 

1- FpGan3 2-FaFh 3-FaTsh1 4-FaFn1 5-FaAl 6-FaFn2 7-BtAni 8-BtMh M-Life Marker 
III (Roche) L-Ladder 50bp (techlologies) 

  

1000 bp  
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Abstract 

Mutual relationship between endophytic fungi and some gramineuos plants is one 
of the recently known host-microbe interactions. Endophytic fungi are classified in class 
Ascomycetes, order Hypocreales, tribe Balansieae and mostly genus Neotyphodium. 
They are transferred into the progeny via maternal stock and have many benificial 
effects to their host plants, such as resistance to pests and diseases, environmental 
stresses such as pH fluctuation, drought, salinity and grazing. because Iran has a wide 
range of plant genomic resources and is known as one of the origins of gramineous 
plants, it is necessary to know more about endophytic fungi and their presence by using 
classical and molecular methods. Twenty isolates of endophytic fungi were obtained 
from seed and leaf sheaths of Bromus tomentellus, Lolium prenne, Festuca arundinacea 
and Festuca pratensis. Mycelia of endophytic fungi were observed red or pink in seed 
and leaf sheath when stained by Rose Bengal. The DNA of endophytic fungi was 
extracted by Murry and Thompson method with minor modification. In order to confirm 
the identity of endophytes, three universal and specific primer e. g. ITS1, ITS4, IS1, IS3, 
and 11-1, 11-2 were used. All isolates showed a 550-750 bp band with ITS1, ITS4 and 
eighteen of them showed a 444 bp band with IS1, IS3 primers, which is an indicator of 
Neotyphodium endophytes. when primers 11-1, 11-2 were used, a 1000 bp band was not 
observed in all isolates. Isolates FaSm and FpGon3 that did not have shown a 444 bp 
band, may probably differ from Neotyphodium endophytic fungi.   
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