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 های همزیست میکوریزی درون ریشه بادام وحشي منظور تشخیص حضور قارچ به

 چکیده

با بهبود جذب ( Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF)هاي میکوریز آربوسکولار ) قارچ

استقرار موفق هاي محیطی و  آب و مواد مغذي، نقش مهمی در افزایش تحمل گیاهان به تنش

با  AMFرو، شناسایی دقیق همزیستی  کنند. از این خشک ایفا می آنها در مناطق خشک و نیمه

بادام گونه ، در این بین ریشه درختان جنگلی، براي مدیریت کارآمد منابع طبیعی ضروریست.

اي ارزشمند براي  به دلیل مقاومت به خشکی، گونه (.Amygdalus arabica Oliveوحشی )

هاي آن  پایین استقرار و بقاي نهال میزانهاي منطقه زاگرس است. با این حال،  احیاي جنگل

با ریشه  AMFبه منظور شناسایی دقیق همزیستی شود. در این راستا،  یک چالش محسوب می

هاي درختی جنگلی، این  اي سایر گونهتعمیم بربا قابلیت شناسی  بادام وحشی و ارائه یک روش

بس  هاي منطقه کره هاي ریشه بادام وحشی از جنگل براي این منظور، نمونه پژوهش انجام شد.

به آزمایشگاه منتقل  DNAژنوم  آوري و براي استخراج در استان چهارمحال و بختیاري جمع

بادام وحشی )آربوسکولار هاي موجود در ریشه  در این پژوهش، نوع همزیستی قارچشدند. 

بدین منظور، از  بودن( و روش شناسایی آنها با استفاده از نشانگرهاي مولکولی بررسی شد.

استفاده  AMF( و نشانگرهاي اختصاصی Nested PCRاي ) اي پلیمراز آشیانه واکنش زنجیره

شه درخت با ری AMFاستفاده از نشانگرهاي اختصاصی، همزیستی  توجه به پژوهش بااین شد. 

تواند  کند، بلکه می بادام وحشی را تأیید کرد. این نتایج نه تنها وجود این همزیستی را اثبات می

نیز  جنگلیهاي  سایر گونههمزیست با   AMFشناسی معتبر براي شناسایی  به عنوان یک روش

 مورد استفاده قرار گیرد.

مولکولی،  نشانگر، اي آشیانه PCR، قارچ و ریشه بادام وحشی، همزیستی کلیدی: های واژه

 هاي محیطی استرس
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 های همزیست میکوریزی درون ریشه بادام وحشي حضور قارچمنظور تشخیص  به

 های میکوریزی آربوسکولار با ریشه درختان همزیستي قارچ

 8۰گیاهان بیش از   هاي مختلف قارچی و همزیست با ریشه هاي میکوریزایی، گونه قارچ

 میلیون سال پیش ۴6۰حدود  به سابقه این همزیستیهاي گیاهی هستند.  درصد گونه

 زمین داشته است از دریا به رويزي  خشکینقش مهمی در استقرار گیاهان و گردد   برمی

(Atala et al., 2023). ها، قارچ از مجزا شاخه یک عنوان به آربوسکولار میکوریزي هاي قارچ 

 ریزوسفر و خاک در عمدتاً ها قارچ این .شوند می نامیده (Glomeromycota) گلومرومیکوتا

(Rhizosphere) هایی اندام گیاهان، با اندومیکوریزي همزیستی ایجاد با و شوند می یافت گیاهان 

ها، میکوریزا  ترین انواع این قارچ شایع .کنند می تولید اسپور و وزیکول آربوسکول، مانند

گروهی  . گیاهان اولیه خود را با(Bhupenchandra et al., 2024) هستند (AMF)آربوسکولارها 

کردند، زیرا  یزه میونهاي میکوریزا آربوسکولار کل یا قارچ هاي گلومرومیکوتا قارچقدیمی از 

است که گیاه، کربن قارچ را تأمین  بردي-بردسودمندانه  سازوکارقارچ با گیاه،  همزیستی

 کنند ها به گیاه در جذب فسفات و دیگر مواد معدنی از خاک کمک می کند و قارچ می

توده گیاهی و مقاومت گیاه  . نتیجه این همزیستی، افزایش زیست(۱۳97)پوریوسف و همکاران، 

هاي میکوریزي با ایجاد همزیستی با ریشه گیاهان، به  قارچ .استزا  عوامل بیماري ها و  به تنش

هاي محیطی  و افزایش مقاومت گیاه در برابر تنش (۱)شکل  جذب مواد غذایی و آب از خاک

 Bonfante and Genre, 2010; Bhupenchandra et al., 2024; Chaudhary) کنند کمک می

et al., 2025). ًمقاومت افزایش در خاک هاي میکروارگانیسم نقش به پژوهشگران توجه ،اخیرا 

 هاي قارچ ،میان در این .است شده جلب خشکی، ویژه به محیطی، هاي تنش به گیاهان

 این. کنند می ایفا خشکی بر گیاهاناثرهاي کاهش  مهمی در بسیار نقش آربوسکولار میکوریزي

 اصلاح و اکسیدانی آنتی هاي آنزیم فعالیت بهبود مغذي، مواد و آب جذب افزایش با ها قارچ

 ,.Tarazona et al) دهند می افزایش خشکی تنش برابر در را گیاهان مقاومت ریشه، محیط
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 شرایط تا کنند می کمک گیاه به خاک در خود هیفی شبکه گسترش با ها قارچ این .(2011

 .کند تحمل بهتر را محیطی نامساعد

 نیب يزیکوریم یستیهمز لیعدم تشک ،يکار جنگل يها شکست پروژه یاصل لیاز دلا یکی

 يزیکوریم يها . قارچ(Johnson et al., 1991) خاک پس از کاشت است يها ها و قارچ نهال

آنها،  ازیمورد ن ییمواد غذا نیعلاوه بر تأم اهان،یبا گ یستیهمز جادیبا ا یآربوسکولار بوم

 يداده و به بهبود و بازساز شیافزا یمانند خشک یطیمح يها را در برابر تنش اهانیمقاومت گ

 Atala مطالعات جینتا .(Atala et al., 2023) کنند یکمک م شده بیتخر یجنگل هاي  بوم  زیست

با  اهانیتناسب گ توانند یم یبوم يزیکوریم يها که قارچ دهد ی( نشان م۲۰۲۳و همکاران )

مانند  یآنها را پس از وقوع اختلالات ییایمیوشیو ب یکیولوژیزیف يها و شاخص یطیمح طیشرا

 یبوم يها گونه يایاح يها ها در برنامه قارچ نیاستفاده از ا ن،یبخشند. بنابراببهبود  يسوز آتش

 يها شده توسط قارچ دیتول یفیمهم است. شبکه ه اریبس يا ترانهیمد هاي  بوم زیستدر 

مورد استفاده قرار  يکار به رشد و مقاومت درختان کمک کرده و در نهال تواند یم يزیکوریم

کود  نوانخود به ع ضرر یو ب اینقش مؤثر، پو لیبه دل دیمف يها سمیکروارگانیم نی. اردیگ

با  ن،ی. بنابرارندیگ یمورد استفاده قرار م يکشاورز یو اراض یجنگل يها در نهالستان یستیز

 يها، استفاده از آنها برا آربوسکولار در رشد و مقاومت نهال يزیکوریم يها قارچ تیتوجه به اهم

 .(Caravaca et al., 2003) ستیضرور ها يکار جنگل تیموفق

هاي میکوریزي   تواند همزیستی آن با قارچ  می ،یکی از دلایل تحمل درختچه بادام به خشکی

تواند نقش مهمی در سازگاري  هاي میکوریزي در بادام وحشی می وجود قارچآربوسکولار باشد. 

 در. (Kalamulla et al., 2024; Li et al., 2025) این گیاه با شرایط محیطی سخت داشته باشد

هش مانند کا یبا مشکلات يا و درختچه یدرخت يها از گونه ياریزاگرس، بس یشیمناطق رو

 و عدم استقرار مناسب روبرو هستند. يزادآور



 های آربوسکولار قارچ  معرفي روش مولکولي اختصاصي برای تکثیر ژنوم/   4

 های همزیست میکوریزی درون ریشه بادام وحشي حضور قارچمنظور تشخیص  به

آمیزي و مطالعه ریختی در زیر میکروسکوپ، همزیستی  رنگ در مطالعات گذشته با روش

یکی از اما  (.۱۳97، جعفریان و همکاراناند ) هاي میکوریزي در ریشه بادام را مشاهده کرده قارچ

  دقیق آن است.هاي میکوریزي، ارائه روش شناسایی  هاي پژوهش چالش

بوم مورد مطالعه کلونیزه شدن  این بود که مشخص کند آیا در زیست این پژوهش،هدف 

؟ استدر صورت وجود آیا نوع آربوسکولار با ریشه بادام وحشی همزیست  قارچی وجود دارد؟ و

ا در رآربوسکولار میکوریزي انواع لکولی واي براي مطالعه م  توان روش کارآمد و بهینه شده  و می

توان با   ها می  با این تکنیکزیرا  داد.  قرار  بررسی مورد با نشانگرهاي مولکولی ریشه بادام وحشی

 ,.Manga et alهاي میکوریزي با ریشه این گیاه پی برد )  قارچهمزیستی  اطمینان بالا به

2025.) 

 

 
 شهیر و ی آربوسکولارزیکوریم یها  قارچ نیب يآل و يمعدن مواد تبادل و ارتباط نحوه (1 شکل

 (Bonfante and Genre, 2010از مقاله  اقتباس شده) اهانیگ



 5/   های آربوسکولار قارچ  معرفي روش مولکولي اختصاصي برای تکثیر ژنوم

 های همزیست میکوریزی درون ریشه بادام وحشي منظور تشخیص حضور قارچ به

 های میکوریزی آربوسکولار در ریشه روش مولکولي استخراج و تکثیر ژنوم قارچ

را در ریشه  آربوسکولارهاي میکوریزي  تاکنون، مطالعات متعددي در ایران، همزیستی قارچ

اند )آرمند و  آمیزي ریشه، گزارش کرده هاي رنگ هاي گیاهی مختلف، با استفاده از روش گونه

ها،  (. این پژوهش۱۳97پوریوسف و همکاران، ؛ ۱۳97؛ جعفریان و همکاران، ۱۳97همکاران، 

هیف، وزیکول و آربسکول مبتنی  مانندهاي قارچی  عمدتاً بر مشاهدات میکروسکوپی اندام

انجام اند. با این حال، مشاهده آربسکول در بسیاري از موارد دشوار است و اغلب به آسانی  ودهب

 (. ۱۳97)جعفریان و همکاران،  شود نمی

هاي مولکولی پیشرفته براي  کارگیري روش شایان ذکر است که تاکنون، هیچ گزارشی از به

اي مهم مانند  هاي درختچه نهزي در ریشه گو هاي درون بودن قارچ آربوسکولاربررسی دقیق 

هاي مولکولی و استفاده از  بادام وحشی منتشر نشده است. این در حالی است که روش

را با  آربوسکولارهاي میکوریزي  نشانگرهاي اختصاصی، امکان تشخیص دقیق همزیستی قارچ

، این بنابراین(. Matinizadeh et al., 2024; Manga et al., 2025) ندکن میاطمینان بالا فراهم 

با استفاده هاي میکوریزي آربوسکولار همزیست با ریشه بادام وحشی،  قارچ نحوه مطالعه پژوهش

 & Dong) است را مورد بررسی قرار دادهاي  آشیانه PCR هاي پیشرفته مولکولی مانند روش از

Zhao, 2006; Mueller et al., 2016).  کافیبراي انجام مطالعات مولکولی، به مقدار DNA 

هاي میکوریزي آربوسکولار به صورت اجباري درون  ژنومی نیاز است. با توجه به اینکه قارچ

 هایی همراه است با چالش از ریشه ها این قارچ DNA کنند، استخراج ریشه گیاهان زندگی می

(Hamelin et al., 1996) محققان براي غلبه بر این مشکل از آغازگرهاي عمومی و اختصاصی .

 DNAدر  LSUو  ITS  ،SSUاحیوها، ازجمله ن هایی از ژنوم این قارچ راي تکثیر بخشب

بنابراین، هدف از این  .(Mueller et al., 2016؛ Lord et al., 2002اند )  کردهاستفاده ریبوزمی 

ها در ریشه درختچه بادام وحشی است   پژوهش بررسی و معرفی نحوه مطالعه مولکولی این قارچ

 هاي تلقیح شده به ریشه بادام از نوع آربوسکولار است یا خیر.  آیا قارچو اینکه 



 های آربوسکولار قارچ  معرفي روش مولکولي اختصاصي برای تکثیر ژنوم/   6
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 های زاگرس  و اهمیت آن در جنگل يوحش دامبادرخت 

و  یبوم يها از گونه یکیبه عنوان  ،(.Amygdalus arabica Olive))وامچک(  یوحش داماب

برخوردار  ییبالا يو اقتصاد یکیاکولوژ تی، از اهم(۲)شکل  در زاگرس يا ارزشمند درختچه

 –هاي ارزشمند ایران است که در بخش کوهستانی منطقه ایران  این گونه یکی از رستنی است.

گونه با دامنه تحمل گسترده نسبت به  نیاتورانی در مرکز، شرق و غرب ایران پراکندگی دارد. 

و  پورلاتونی  شریف) زاگرس دارد يها و توسعه جنگل اءیاح يبرا ییبالا ظرفیت ،یطیمح طیشرا

دارا بودن خواص  لیبه دل یبادام وحش کهاند  نشان داده نیشیمطالعات پ (.۱۳9۴همکاران، 

 زین يخاک، از لحاظ اقتصاد شیعلاوه بر نقش مؤثر در کنترل فرسا ،ییو غذا یصنعت ،ییدارو

تان بس اس انجام شده در منطقه کره قاتیتحق(. ۱۳96و جهانبازي،  حقیقیان) است تیحائز اهم

و  عیبر توز یقابل توجه ریتأث ،ییایکه جهت جغراف دارداز آن  حکایت ياریچهارمحال و بخت

 دارد.  یرشد بادام وحش

 ییآب و هوا طیشرا لیبه دل یشمال يها شگاهیکه رو دهد یمطالعات نشان م نیا جینتا

و  Jahanbazi Goujani) کنند یفراهم م هگون نیا يبرا يتر مطلوب ستگاهیتر، ز مناسب

 سهیدر مقا یو خشک ينسبت به شور يمقاومت بالاتر یبادام وحش ن،یهمچن (.۲۰۱۴همکاران، 

درخت بادام وحشی (. ۱۳96و جهانبازي،  حقیقیان) دهد یبادام از خود نشان م يها گونه ریبا سا

به دلیل ریشه قوي و عمیق خود، گزینه مناسبی براي کاشت در مناطقی است که با مشکل 

مانند  یمنحصر به فرد بادام وحش يها یژگیتوجه به و باآبی و فرسایش خاک مواجه هستند.  کم

 اهیگ نیا شهیدر اطراف ر يزیکوریم يها و سرما، احتمالاً وجود قارچ يشور ،یمقاومت به خشک

، هدف از رو ازاین. کند یم فایسخت ا یطیمح طیآن با شرا يدر سازگار ی( نقش مهمزوسفری)ر

با  یشه بادام وحشیدر ر آربوسکولارهمزیست  يزیکوریم يها وجود قارچ یبررس ،پژوهش نیا

 ست.ها  این قارچ لکولیوم هاي اختصاصی  استفاده از نشانگر
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 بس استان چهارمحال بختیاری  ای بادام وحشي در رویشگاه کره  گونه درختچه (2ل شک

 

 يوحش دامبادرخت های   ریزوسفر و ریز ریشه

به منابع آب زیرزمینی دسترسی  تارود   میتا عمق زیادي در خاک فرو ی وحش دامباریشه 

و  حقیقیان) کند تا در شرایط خشکسالی مقاومت کند پیدا کند. این ویژگی به درخت کمک می

ریشه درختان بادام وحشی به صورت گسترده در اطراف درخت پخش (. ۱۳96جهانبازي، 

ریشه  .مواد مغذي بیشتري از خاک جذب کندتا د کن و به آن کمک می (۳A)شکل  شود می

ضمن  با جذب مواد مغذي از خاک و انتقال آن به درخت، واین درخت با گسترش در خاک 

و به غنی شدن خاک نیازهاي درخت، با ایجاد تعاملات با خاک و موجودات میکروسکوپی مین أت

ریشه این درختان  .(۱۳97و همکاران،  جعفریان)کند  فرسایش آن کمک می و کاهش به تثبیت
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 .تواند عمر طولانی داشته باشد ها بسیار مقاوم است و به همین دلیل می در برابر آفات و بیماري

کند تا در برابر باد مقاومت  به درخت کمک می آنبسیار محکم و قوي  هاي ریشههمچنین 

 هاي ریشهریز نشان داد که  مشاهدات آزمایشگاهی در این پژوهش دیگر، سوياز  .نشان دهد

بري آن با  آمیزي و رنگ اي است براي رنگ  این درخت با توجه به اینکه داراي رنگ زیاد و قهوه

هاي همزیست با آن نیز مشکل   استخراج ژنوم قارچ و (۳C-D)شکل  بسیار مشکل استاسید 

 .باشد می

 

 
 از ریزوسفر برداری  نمونه (3شکل 

(A) نمونه ریشه ،(B) در زیر میکروسکوپ بادام وحشیهاي  و ریز ریشه (C  وD) 

 

 ضرورت و جنبه نوآوری

 بسیار محیطی شرایط به درختان و گیاهان سازگاري مرتعی و جنگلی نظام  از آنجا که در بوم

سکولار که از آربو میکوریزي هاي  قارچ با گیاهان این رابطه به بردن پی رو، ازاین .است مهم

. ضروریست بسیار هستند، ثرؤم یاهانگ بر خشکی هاياثر کاهش در مفید هاي  میکروارگانیسم
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 به معطوف بیشتر گیاهان ریشه با ها  قارچ همزیستی دادن نشان براي ایران در گذشته تحقیقات

اهده مش و ریشه آمیزي  رنگ هاي  روش از استفاده با آنها ریشه در قارچی هاي  اندام مشاهدات

 با ها  قارچ این همزیستی دقیق بررسی ،رو ازاین. است بوده میکروسکوپ زیر در قارچی هاي  اندام

که  از آنجایی. است ارزشمند و ضروري بسیار اختصاصی هاي  نشانگر و مولکولی هاي  روش

گذار ثیرأتهاي همزیست   ژنوم قارچ وماهیت ساختاري ریشه بر کیفیت استخراج ژنوم گیاهی 

خاص و اختصاصی  راهبردهاي همزیست،   هاي هدف قارچ  آمیز ژن است و براي تکثیر موفقیت

 دنبال به فنی گزارش اینبا توجه به عدم وجود گزارش قبلی،  بنابراینبهینه شده لازم است، 

 و مطالعه نحوه واندومیکوریزي  هاي همزیست  بررسی قارچ کارآمد PCR مولکولی روش معرفی

 .وحشی با روش مولکولی استام باد ریشه در ها  قارچ این تشخیص

 

 درختان های میکوریزی درون ریشه  قارچمطالعه    روش

ها، ازجمله  مطالعات مولکولی نقش حیاتی و بسیار مهمی در شناسایی دقیق میکروارگانیسم

هاي ژنتیکی، نیازمند دسترسی به  (. انجام این بررسیWang et al., 2025) کنند ها، ایفا می قارچ

یابی نوکلئوتیدي  هاي دقیق و جدید توالی هایی با تجهیزات پیشرفته و روش آزمایشگاه

هاي  با این حال، مطالعه قارچ (.Jobim et al., 2019است ) RNAو  DNAهاي  مولکول

استخراج ژنوم آنها همزمان با ژنوم  زیراهایی روبروست؛  میکوریزي درون ریشه گیاهان، با چالش

هایی را در روش مطالعه آنها نسبت به سایر  شود و این موضوع، تفاوت گیاه انجام می

ها، محققان براي مطالعه  کند. براي رفع این مشکلات و تفاوت ها ایجاد می میکروارگانیسم

ا توجه به تنوع بالاي این باند.  هاي مختلفی بهره گرفته از روش آربوسکولارهاي میکوریزي  قارچ

 اند.  ها، نشانگرهاي مولکولی متعددي معرفی و مورد استفاده قرار گرفته قارچ
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با استفاده از نشانگرهاي عمومی و  (Nested PCR)اي  در این مطالعه، از روش تکثیر آشیانه

 .استفاده شد و نتایج مورد نظر به دست آمد آربوسکولارهاي میکوریزي  اختصاصی قارچ

زیر  شرحهای میکوریزی آربوسکولار درون ریشه بادام وحشی به   مطالعه مولکولی قارچمراحل 

 :است

 (؛)ریشه گیاهان از محیط ها  ریز ریشه برداري  نمونه 

 ؛(هاي اختصاصی  استخراج ژنوم و اسید نوکلئیک )با کیت 

  استفاده ازPCR اختصاصی  هاي عمومی و  آغازگربا  اي  اي یا چند مرحله  آشیانه

 .هاي میکوریزي  قارچ

 

 گونه درختي بادام وحشي از ریشه  برداری  نمونه

هاي درختی بادام  ، گونهآربوسکولاردر این پژوهش، براي بررسی همزیستی میکوریزي 

بس در  برداري شدند. منطقه کره بس انتخاب و نمونه هاي زاگرس در منطقه کره وحشی از جنگل

و به دلیل  (۴)شکل  چهارمحال بختیاري و در شهرستان لردگان قرار داردغربی استان  جنوب

هاي جنگلی زاگرسی، از اهمیت اکولوژیکی بالایی  ویژه وجود گونه پوشش گیاهی غنی، به

متر و جهت دامنه  ۱9۵۰تا  ۱8۵۰ارتفاع از سطح دریا در این مناطق بین  برخوردار است.

پایه با خصوصیات مورفولوژیک  ۱۵هاي بادام وحشی،  ز ریشهبرداري ا براي نمونه غربی بود. شمال

 ۲متر(، با فاصله تقریبی  ۲۰۰پایه با فواصل میانگین  ۵یکسان از سه منطقه )هر منطقه 

متر، از نقاط  میلی ۱هایی با قطر حدود  ها، ریشه کیلومتر از یکدیگر، انتخاب شدند. از این پایه

هاي نایلونی  ه پس از پاکسازي اولیه از خاک، در کیسههاي ریش مختلف برداشت گردید. نمونه

درجه  -۲۰مدت، در دماي  براي نگهداري طولانی بعدداخل یخدان به آزمایشگاه منتقل و 

 گراد نگهداري شدند. سانتی



 11/   های آربوسکولار قارچ  معرفي روش مولکولي اختصاصي برای تکثیر ژنوم

 های همزیست میکوریزی درون ریشه بادام وحشي منظور تشخیص حضور قارچ به

 
 محدوده مورد مطالعه در استان چهارمحال بختیاری موقعیت (4شکل 

 

 ها سازی مواد اولیه و ریشه آماده

هاي این درخت با توجه به اینکه داراي رنگ   آزمایشگاهی نشان داد که ریز ریشهمشاهدات 

 .(C-D ۲بري آن با اسید بسیار مشکل است )شکل  آمیزي و رنگ اي است براي رنگ  زیاد و قهوه

هاي گیاهی ابتدا با آب مقطر به دقت شستشو داده شدند تا  ها، ریشه سازي نمونه براي آماده

 طحی و ذرات خاک حذف گردد. هرگونه آلودگی س

هایی که  گرم وزن تر( از بخش میلی ۱۰۰تا  ۵۰سپس، قطعات کوچکی از ریشه )حدود 

ها،  به منظور پودر کردن ریشه بیشترین آلودگی قارچی ظاهري را داشتند، انتخاب شدند.

درجه  ۲۰۰ها پس از شستشوي کامل با آب مقطر، در آون با دماي  هاون  ها و دسته هاون

  هاي میکروفیوژ، هاون و دسته . در ادامه، تیوبندگردیدساعت استریل  ۲۴سلسیوس به مدت 

 هاون در نیتروژن مایع کاملاً سرد شدند. 
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 ه بادام وحشيهای ریش  از نمونه DNAاستخراج 

به  ،هایی مواجه است. در این مرحله  هاي همزیست با گیاه با چالش  استخراج ژنوم قارچ

روش  ازجمله ،هاي مختلف  از روش DNAسازي روش مناسب براي استخراج   منظور بهینه

 MBST (Molecular Biological Systemمحصول شرکت تجاري    و کیت CTABدستی 

Transfer) در این بین کیت شد.  استفاده (کشور ایران)هر تهران واقع در شMBST  داراي

 شود.  آن در زیر تشریح مییند افرکه  بود DNAبهترین عملکرد براي استخراج 

ها، سرسمپلرها  پیش از شروع فرایند استخراج ژنوم، تمام وسایل مورد نیاز شامل تیوبتوجه: 

 شدند.ای کاملاً استریل  ها( و ظروف شیشه )تیپ

 طی مراحل زیر انجام گردید. DNAاستخراج 

 ؛گرم  میلی 50 های ریشه آماده شده به اندازه  وزن کردن نمونه 

  ؛لیتری  میلی 2و انتقال به ویال ها با ازت مایع   ریشهریز  کردنپودر 

 مقدار µl 600 بافر استخراج یا  لیز از بافر(lysis buffer )؛ها اضافه شد  به نمونه 

  سپسµl 20  پروتیئاز آنزیمk ؛اضافه شد 

 15تا 10های حاوی مواد، با استفاده از دستگاه ورتکس به مدت کوتاهی )تقریباً  ویال 

طور کامل مخلوط   ثانیه( و با سرعت بالا تکان داده شدند تا محتویات درون هر ویال به

 ؛گردد

 درجه سلسیوس در داخل هیتربلاک قرار  60دقیقه در دمای  90 مدت به ها  سپس نمونه

 ؛داده شدند

  دقیقه با دور 10ویال به مدت xg 8000 ؛سانتریفوژ شد 

 ؛کرد پیدا انتقال لیتری  میلی 5/1های   بالایی )سوپرناتانت( به لوله بخش 

  سپسµl580  باندینگ بافر(binding buffer)  با ها ویال محتویاتاضافه شد و 
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 مخلوط کامل طور  به بالا سرعت با و ثانیه 15 تا 10 مدت به ورتکس، دستگاه از استفاده

 ؛شدند

 درجه سلسیوس در داخل هیتربلاک قرار داده  70دقیقه در دمای  10ها به مدت  نمونه

 ؛شدند

 دقیقه با دور 10ها به مدت  ویال xg 8000 ؛سانتریفوژ شدند 

 رویی )سوپرناتانت( به ستون  بخشA 4و هر بار به مدت  انتقال داده شد و دو مرتبه 

 ؛ها حذف شدند ستون بعدو  گردیدسانتریفوژ  xg 8000 دقیقه با دور

  ،در این مرحلهµl440  ؛درصد اضافه و مخلوط شد 100اتانل 

  در این مرحله، ژنوم استخراج شده با ستونB دقیقه با دور 1مدت  فیلتر شد و به xg 

 ؛سانتریفوژ گردید 8000

  سپس، ستونB  میکرولیتر محلول شستشوی ژنوم  500با(wash buffer)  شستشو داده

 ؛شد سانتریفوژ xg 8000دور دقیقه با  1شد. در ادامه، به مدت 

  ؛با ویال جدید تکرار شد 15مرحله 

 دقیقه با دور تند  2به مدت  ها ، نمونهدر این مرحله(full speed) ؛سانتریفوژ شدند 

  ستونB های جدید قرار داده شدند. همزمان الوشن بافر   در ویال(Elution buffer)  در

 ؛قرار داده شدسلسیوس درجه  70دمای 

 در این مرحله، µl50  الوشن بافر روی ستونB دقیقه در دمای  3مدت  ریخته شد و به

 گردید؛ نگهداری گراد( درجه سانتی 25) اتاق

  دقیقه با دور 1به مدت xg 8000  ؛انجام شدسانتریفوژ 

  روی ستون  19 حلهطبق مر دوباره، 20محصول حاصل از مرحلهB مدت  افزوده شد و به

 ؛سانتریفوژ گردید xg 8000 دوردقیقه با  1

  قرار داده شد. -20ژنوم استخراج شده برای کمیت و کیفیت سنجی در فریزر 
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 های همزیست میکوریزی درون ریشه بادام وحشي حضور قارچمنظور تشخیص  به

 با ژل آگاروز شده استخراج DNA ارزیابي

 ۱ژل آگارز ) درونشده، از روش الکتروفورز  استخراج DNAبراي تعیین کمیت و کیفیت 

به همراه یک میکرولیتر  DNAهاي  میکرولیتر از نمونه ۵درصد( استفاده شد. به این منظور، 

هاي  چاهک دروناین مخلوط  بعدمخلوط شده و  (Loading Buffer 6X)محلول بافر بارگذاري 

 .شدانجام  درصد بارگذاري و فرایند الکتروفورز ۱ژل آگارز 

اي انتخاب شد که بدون شکستگی بود و حداقل میزان  شده استخراج DNAدر نهایت، تنها 

با تشکیل یک باند پررنگ و  DNAرا داشت. این  RNAآلودگی با پروتئین، کربوهیدرات و 

نامناسب تشخیص داده  DNAمشخص روي ژل آگارز قابل تشخیص بود. در صورتی که کیفیت 

 شد.هاي مربوطه تکرار  از نمونه DNAستخراج شد، فرایند ا می

 

 (Nested-PCR) ای ای پلیمراز آشیانه واکنش زنجیره

واکنش از است،  S18هاي کدشونده  که شامل ژن (rRNA)ژن ریبوزومی  براي تکثیر

هاي متعدد استفاده شده است. براساس   ها و واکنشآغازگراي از   مجموعه و اي پلیمراز زنجیره

اي   زنجیرهکنش تکثیري اطراحی و و آغازگر مجموعهچند  جدید،منابع  ورمرتجارب قبل ما و 

هاي جانبی، کاهش اثر مواد  جلوگیري از آلودگی جرا شد که براساس نتایج حاصل و با هدفا

 شد.  منتخباي  آشیانه تکثیر روش ،کردن واکنش  تر بازدارنده و اختصاصی

طور خاص   بهپرایمر اختصاصی  مجموعهو دو پی در پی از دو واکنش تکثیر ، پژوهشاین در 

این ناحیه  که طوري به. شداستفاده عنوان هدف تکثیر  هب (SSU)ناحیه ژنومی زیرواحد کوچک 

 هاي میکوریزي آربوسکولار، انتخاب شده است به دلیل اختصاصی بودن آن براي مطالعه قارچ

 (.۵شکل )
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 ریبوزومي  DNAمنطقه  (5شکل 

  AMFهاي  و محل اتصال آغازگرها به ژن (SSU)شامل ژنوم زیرواحد کوچک 

 (Schlaeppi et al., 2016 )اقتباس از

 

 AML1در مرحله اول و جفت آغازگرهاي  NS4و  NS1جفت آغازگرهاي  ازبدین ترتیب که 

  شد.استفاده  SSU rRNAبراي تکثیر منطقه  PCRدر مرحله دوم  AML2و 

-´NS1 (5 :شامل آربوسکولار میکوریز هاي قارچ تر آغازگرهاي عمومی

GTAGTCATATGCTTGTCTC-3´)  وNS4 (5´-GTTCCGTCAATTCC TTTAAG-

 يها و جفت آغازگرهاي اختصاصی براي قارچ bp ۱۲۰۰اي به طول  براي تکثیر قطعه (´3

و  AML1 (5´-ATCAACTTTCGATGGTAGGATAGA-3´) لشام میکوریزي آربوسکولار

AML2 (5´-GAACCCAAACACTTTGGTTTCC-3´)  در مرحله دومPCR براي تکثیر ،

 (. Zhao et al., 2025؛۱۳97پوریوسف و همکاران، استفاده شدند ) bp 8۰۰اي به طول  قطعه

این ؛ شد( استفاده SSUطور خاص از ناحیه ژنومی زیرواحد کوچک )  پژوهش، بهاین در 

هاي میکوریزي آربوسکولار، انتخاب شده  ناحیه به دلیل اختصاصی بودن آن براي مطالعه قارچ

، ابتدا مخلوطی از آب دو بار تقطیر، مستر PCRسازي واکنش  براي آماده .(۵)شکل  است
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 های همزیست میکوریزی درون ریشه بادام وحشي حضور قارچمنظور تشخیص  به

 PCRمیکرولیتر از این مخلوط به هر چاهک پلیت  ۱9میکس و جفت آغازگر تهیه شد. سپس، 

 ,.Lisek et al) به هر چاهک اضافه شد DNAمیکرولیتر از نمونه  ۱در نهایت،  منتقل گردید و

در هنگام تکثیر از روغن  ،در دستگاه PCR محصول محتویات تبخیر کاهش منظور (. به2011

 مخصوص استفاده شد.

 

 PCR مرحله اول واکنش

هاي ذخیره هر  محلولمیکرولیتر از  ۱۰انتخابی، ابتدا  سازي آغازگرهاي پیش براي آماده

میکرولیتر آب دو  9۰( برداشته شد و pmol/µlپیکومول در میکرولیتر ) ۱۰۰آغازگر با غلظت 

 ۱۰پیکومول در میکرولیتر ) ۱۰و غلظت  ۱:۱۰بار تقطیر به آن اضافه گردید تا رقت نهایی 

pmol/µlحاصل شود. در مرحله تکثیر پیش ) ( انتخابیpre-amplificationآغازگره ،) اي مورد

سازي  سازي و آماده غنی برايداراي یک نوکلئوتید اضافی بودند،  ۳'استفاده که در انتهاي 

 شدند.  استفاده( selective amplificationمناسب براي مرحله تکثیر انتخابی ) DNAالگوهاي 

رقیق  ۱:۱۰شده از مرحله قبل، به نسبت  متصل DNAهاي  پیش از آغاز این مرحله، نمونه

(، اجزاي زیر به ازاي هر pre-amplification PCRاولیه ) PCRانجام واکنش  براي. یدندگرد

با ، ۱:۱۰یا  ۱:۱۰۰شده از مرحله قبل )به نسبت  رقیق DNAمیکرولیتر  ۱واکنش ترکیب شدند: 

 PCR (PCR Masterمیکرولیتر مسترمیکس  ۱۰عنوان الگو،  ( بهDNAبه غلظت اولیه  توجه

mix 2X) ،8 میکرولیتر از هریک از آغازگرهاي  ۱یونیزه و  یتر آب ديمیکرولNS1  وNS4  با(

سازي، براي تکثیر در دستگاه  پیکومول در میکرولیتر(. مخلوط واکنش پس از آماده ۱۰غلظت 

PCR میکرولیتر  ۵آمیز بودن واکنش و بررسی محصول تکثیر،  قرار داده شد. براي تأیید موفقیت

آبی( در  Loading Buffer 6Xمیکرولیتر بافر بارگذاري ) ۱به همراه  PCRاز محصول 
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الکتروفورز تحت  بعد( بارگذاري و TAE 6Xشده با بافر  درصد )تهیه ۱هاي ژل آگارز  چاهک

. مشاهده باند )هاله( واضح در اندازه تقریبی گردیددقیقه انجام  ۴۰ولت به مدت  9۰ولتاژ ثابت 

آمیز بودن تکثیر در این  به عنوان معیار موفقیت ( تحت اشعه فرابنفش،bpجفت باز ) ۱۲۰۰

 .(6)شکل  مرحله تلقی شد

 

 
 الگوی الکتروفورز  (6شکل 

تکثیر یافته  DNA. باندهاي NS4و  NS1با آغازگرهاي  PCRدرصد محصول واکنش  ۱ژل آگارز 

AMF  شوند. جفت باز مشاهده می ۱۲۰۰با طول 
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 های همزیست میکوریزی درون ریشه بادام وحشي حضور قارچمنظور تشخیص  به

 PCRمرحله دوم واکنش

. شدند رقیق ۱:۱۰ نسبت به قبل مرحله شده اتصال هاي  مرحله نمونهقبل از آغاز این 

( به ۱:۱۰۰شده از مرحله قبل )به نسبت  رقیق DNAمیکرولیتر  ۱اولیه،  PCR انجام منظور به

میکرولیتر  ۱و  زدوده میکرولیتر آب یون PCR Master mix 2X ،8میکرولیتر  ۱۰عنوان الگو، 

میکرولیتر  ۲۰با هم ترکیب شدند و حجم نهایی به  AML2و  AML1 هاياز آغازگر یکاز هر

میکرولیتر از محصول تکثیر به همراه یک میکرولیتر  ۵رسید. براي تأیید مراحل انجام واکنش، 

ولت به  9۰تحت ولتاژ ثابت  TAE 1Xدرصد( در بافر  ۱رنگ )بافر بارگذاري آبی( در ژل آگارز )

ي معیار عنوان به بنفش  اله روي ژل تحت اشعه ماوراءدقیقه الکتروفورز شد. مشاهده ه ۴۰مدت 

 8۰۰ اي به اندازه  قطعهبراي اجراي موفق روش تا این مرحله تلقی خواهد شد. در این مرحله 

 .تکثیر گردید (bpجفت باز )

 

 نتایج

 هاي  آغازگر، از (SSUزیرواحد کوچک )در ناحیه ژنومی  AMLبراي تکثیر قطعه کامل 

درصد  ۱ژل آگارز  درحاصل،  PCRاستفاده شد. محصول  AML2و  AML1اختصاصی 

( در موقعیت مورد bpجفت باز ) 8۰۰الکتروفورز گردید. مشاهده باندي واضح به طول تقریبی 

آمیز ناحیه ژنی هدف بود. این  تکثیر موفقیتاولیه (، تأییدکننده 7انتظار بر روي ژل )شکل 

طور مشخص   شده، به طراحی هاي  آغازگر ی بودنصمحدوده ژنی تکثیر شده، با توجه به اختصا

 پذیر هاي میکوریزي آربوسکولار قرار داشت و شناسایی مولکولی آنها را امکان در محدوده قارچ

 .است کرده
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 الگوی الکتروفورز )7شکل 

 DNA. باندهاي AML2و  AML1با آغازگرهاي اختصاصی  PCRواکنش  درصد محصول ۱ژل آگارز 

 شوند. جفت باز مشاهده می 8۰۰با طول  AMFتکثیریافته 

 

 گیری  نتیجه

هاي میکوریزي آربوسکولار را در ریشه بادام وحشی با  این مطالعه با موفقیت، حضور قارچ

و  AML1هاي اختصاصی آغازگرتأیید کرد. براي این منظور، از  اي  آشیانه PCRاستفاده از روش 

AML2  جفت بازي از ژنوم ریبوزومی زیرواحد کوچک  8۰۰که ناحیه(SSU rDNA) AMF  را

 ۱ژل آگارز  داخلحاصل پس از الکتروفورز  PCRدهند، استفاده شد. محصول  هدف قرار می

جفت باز را  8۰۰، باندي واضح به طول DNAمخصوص با بافر بارگذاري آمیزي  درصد و رنگ
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 های همزیست میکوریزی درون ریشه بادام وحشي حضور قارچمنظور تشخیص  به

هاي میکوریزي  قارچآمیز ناحیه ژنی مورد نظر و وجود  وفقیتبر تکثیر مییدي أتنشان داد که 

، این روش استفاده شدههاي آغازگربود. شایان ذکر است با توجه به اختصاصی بودن آربوسکولار 

شوند( است و براي شناسایی  )که نوعی اندومیکوریزا محسوب می AMFقادر به شناسایی  فقط

 کتومیکوریزاها کاربرد ندارد. ا مانندهاي میکوریزي  سایر انواع قارچ

 موردتواند اطلاعات دقیقی در  می PCRیابی محصول  در راستاي تکمیل این پژوهش، توالی

 AMF. در مجموع، این رویکرد امکان شناسایی دقیق دکنها فراهم  اي این قارچ شناسایی گونه

سازد. این  یهاي درختی جنگلی و گیاهان مرتعی را فراهم م هاي گونه همزیست با ریشه

 زیراتواند براي تولیدکنندگان کودهاي میکروبی از اهمیت بالایی برخوردار باشد،  دستاورد می

هاي گیاهی مختلف را  همزیست با گونه AMFهاي  قابلیت شناسایی و تکثیر بهترین سویه

موار بر مبناي الگوهاي طبیعی هثر ؤم زیستی سازد و راه را براي تولید کودهاي پذیر می امکان

 شود: بر همین اساس، پیشنهاد می .دنمای می

 هاي قارچی میکوریزي آربوسکولار همزیست با ریشه بادام  تولید انبوه، گونه براي

 یابی و شناسایی شوند. وحشی باید توالی

 با استفاده  خشک و نیمه هاي درختی دیگر در مناطق خشک وضعیت میکوریزي گونه

هاي قارچی غالب براي هر گونه  طور دقیق مشخص و شناسایی سویه از این روش به

 درختی در دستور کار قرار گیرد.

 هاي تحقیقاتی و آموزشی مربوط مورد استفاده و ترویج  نتایج این تحقیقات در بخش

  قرار گیرد.
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 سپاسگزاری

همکاري در بخش  دلیل به، کشور مراتعها و   جنگلتحقیقات سسه ؤمهمکاران محترم از 

  .شود  آزمایشگاه بیولوژي خاک تشکر می ویژه به ،آزمایشگاهی تهیه مواد آزمایشگاهی

سازمان و  (۴۰۱۵۳۲۲)شماره طرح:  پشتیبانی اعتباري دلیل بههمچنین بنیاد علم ایران 

یشگاه زیست فناوري پژوهشکده زیست فناوري و آزما ویژه به ،هاي علمی و صنعتی ایران  پژوهش

اي داشتند،   که در انجام این پژوهش با ما همکاري شایستهسازمان محیطی و ایمنی زیستی آن 

 شود.  سپاسگزاري می
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 های همزیست میکوریزی درون ریشه بادام وحشي حضور قارچمنظور تشخیص  به

 منابع

 يها  قارچ یفراوان یفصل راتییتغ. ۱۳97 .م ،سیخوشنو .،م ،زاده  ینیمت .،ا ی،روانیش ن.، ،آرمند

 زوسفریر يها  میآنز یبرخ تی( و ارتباط آنها با فعالCerasus mahaleb L. Millمحلب ) آربوسکولار

 . ۱۲-۱ ص:، ۱ شماره: ،۱۰دوره: ، مجله جنگل ایران. : چهارطاق اردل(يمورد   )مطالعه

شناسی در مطالعه  هاي مولکولی و ریخت . مقایسه روش۱۳97. م ،واعظ .،ج ،همت .،ح ،پوریوسف

شناسی  زیست،  (.Crocus sativus L)هاي میکوریزي آربوسکولار گیاه زعفران همزیستی قارچ

 .۱۰-۱ ص:، ۲6 شماره: ،7دوره:  ،میکروبی

هاي میکوریز  تنوع زیستی و کلنیزاسیون قارچ .۱۳97. ، محیدري.، ، ممرادي ، ج.،میرزایی ن.، ،جعفریان

 شماره: ،7۱دوره:  ،چوبهاي   وردهافرنشریه جنگل و ‌هاي جنگلی زاگرس. آربوسکولار با برخی گونه

 . ۴7-۳۵ ص:، ۱

بس استان چهارمحال   معرفی آفات بادام وحشی در منطقه کره. ۱۳96 .، حجهانبازي، ف.، حقیقیان

، ۱۵. جلد: پژوهشی تحقیقات حمایت و حفاظت جنگلها و مراتع ایران-دو فصلنامه علمی. بختیاري

 . ۱۵۲-۱۴7 ص:، ۲شماره: 
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