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 آنها بین ژنتیکی تنوع مقدار کاهش که موجب آیندمی بدست هاییروش از اغلب نیز آن شده جدید اصلاح ارقام و باشدمی محدود ژنتیکی سویا دارای تنوع

ژنومی از روش  DNA  استفاده شد. جهت استخراج  ISSRژنوتیپ مختلف سویا از نشانگر  33تنوع ژنتیکی بین  شود. در این تحقیق به منظور بررسی می

   DNAو رنگ آمیزی با اتیدیم برماید بررسی شد. سپس   3%استخراج شده با استفاده از الکتروفورز ژل  DNAدلاپورتا استفاده گردید و کیفیت و کمیت 

ها بر اساس صفات مورد مطالعه ای ژنوتیپتجزیه خوشهها نشان داد که تکثیر شد. نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل داده ISSR پرایمر 3استخراج شده توسط 
 14/4با میزان تشابه 3و  3های و بیشترین فاصله بین ژنوتیپ 33/4با میزان تشابه  1و 4های کمترین فاصله ژنتیکی بین ژنوتیپکلاس قرار داد.  1آنها را در 

متغیر بوده است،  33/4تا  14/4های مورد بررسی با استفاده از روش دایس نشان داد که فاصله ژنتیکی از بود، بنابراین نتایج حاصل از ماتریس تشابه ژنوتیپ

( PICای چند شکلی )باشد. . نتایج حاصل از محتونشان داد که دندروگرام توجیه مناسبی از همبستگی می r= 33/4همچنین ضریب همبستگی کوفنتیک  

دارای  33/4با   IS13باشد، بود که نشان دهنده کارایی بالای این پرایمر در این آزمایش می 34/4با   IS1مربوط به  PICنشان داد که بالاترین مقدار 
 باشد.می 43/4در این آزمایش برابر  PICباشد همچنین میانگین می PICکمترین مقدار 

 ISSRسویا، تنوع ژنتیکی، 
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ها در بازیافت این ها مهمترین میکروارگانیسمقارچ شود.سلولز ترکیب اصلی بیومس گیاهی است که سالانه در حجم بسیار زیادی در سرتاسر جهان تولید می

مهمترین سلوبیوهیدرولاز در  CBHIترین آنزیم سلولازی و ولازی، اگزوگلوکونازها )سلوبوهیدرولازها( کلیدیروند. از سه گروه آنزیم سلپلیمر به شمار می

های وابسته به کشت های ایران استفاده شد تا بدون نیاز به روشاز خاک جنگل DNAباشد. در این مطالعه از روش استخراج مستقیم روند تخریب سلولز می

های قابل کشت و غیرقابل کشت خاک دسترسی پیدا کرد. برای ها دارند بتوان به محتوی ژنتیکی میکروارگانیسمشد تمام قارچکه کارایی پایینی در ر

کند مورد استفاده قرار گرفت. سپس پرایمر دژنره ها را شناسایی میقارچی در رسوب حاصل، پرایمری که چهار گروه اصلی قارچ DNAاطمینان از وجود 

ها به عنوان بخشی از ذخایر ژنتیکی که این ژنزی جداسازی شود. در نهایت ضمن اینهای خاکه کار برده شد تا این ژن از میکروارگانیسمب cbhIمخصوص 

وی ژن حا ی آن در صورت امکان شناسایی و به عنوان قارچگونه GeneBankهای ثبت شده در ها با توالیی آنشوند، با مقایسههای ایران گزارش میخاک

های ایران استخراج شده و پس از حصول نتیجه با ناحیه از جنگل 3موجود در  DNAگردند. تاکنون با این روش، های ایران اعلام میمورد نظر در خاک

 ، باندهای متعددی از خاک سه ناحیه به دست آمد که نتایج آن در این گزارش آورده خواهد شد.18s rDNAپرایمر 
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ست. شود و در کشور ما نیز در دهه گذشته تحول شگرفی داشته ازمینی به عنوان یک گیاه صنعتی و پردرآمد به صورت جهانی کشت میگیاه سیب
زمینی های بیماریزای گیاهی هستند که طیف وسیعی از آنها  سبب خسارت به سیبها یا اروینیاهای عامل پوسیدگی نرم گروه مهمی از باکتریپکتوباکتریوم

دین منظور طی سال زراعی ها، برای اعمال روشهای کنترلی، ضروری است. بشوند. شناسایی دقیق عامل بیماری و بررسی تنوع فنوتیپی و ژنوتیپی باکتریمی

های ها با آزمونجدایه مورد بررسی قرار گرفتند. شناسایی جدایه 33از مزارع شهرهای مختلف استان گلستان نمونه برداری انجام گردید، و  34-33
ای پلیمراز با روش در واکنش زنجیرهژنومی استخراج و  DNAها، بیوشیمیایی و فیزیولوژیک انجام گرفت. به منظور ارزیابی دامنه تنوع ژنتیکی جدایه

BOX-PCR  آمیزی شد. از ضریب تشابه جاکارد برای درصد الکتروفورز و با اتیدیوم برماید رنگ 4/3به کار برده شدند. محصول تکثیر شده در ژل آگارز

 ها به عنوان جنسفاده شد . طبق نتایج  جدایهای استبرای آنالیز خوشه 4نسخه  NTYSYS-pcافزار و نرم UPGMAها و از روش تعیین تشابه جدایه

Pectobacterium spp. ای نتایج، نشان داد که در ها براساس خصوصیات فنوتیپی اختلافاتی جزئی را نشان دادند. آنالیز خوشهشناسایی شدند، جدایه
 دهد.  ها نمایش میگروه تقسیم شدند. نتایج فوق تنوع  را درون جدایه 3ها به درصد، جدایه 14سطح تشابه 

  BOX-PCR تنوع ژنتیکی، پوسیدگی نرم، ساق سیاه،
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ها در بازیافت این ها مهمترین میکروارگانیسمقارچ .شودسلولز ترکیب اصلی بیومس گیاهی است که سالانه در حجم بسیار زیادی در سرتاسر جهان تولید می

مهمترین سلوبیوهیدرولاز در  CBHIترین آنزیم سلولازی و کلیدی( سلوبوهیدرولازها)لوکونازها از سه گروه آنزیم سلولازی، اگزوگ. روندپلیمر به شمار می

های وابسته به های ایران استفاده شد تا بدون نیاز به روشاز خاک جنگل DNAدر این مطالعه از روش استخراج مستقیم . باشدروند تخریب سلولز می

برای . های قابل کشت و غیرقابل کشت خاک دسترسی پیدا کردها دارند بتوان به محتوی ژنتیکی میکروارگانیسمکشت که کارایی پایینی در رشد تمام قارچ

سپس پرایمر دژنره . کند مورد استفاده قرار گرفتها را شناسایی میقارچی در رسوب حاصل، پرایمری که چهار گروه اصلی قارچ DNAاطمینان از وجود 

ها به عنوان بخشی از ذخایر که این ژندر نهایت ضمن این. زی جداسازی شودهای خاکد تا این ژن از میکروارگانیسمبه کار برده ش cbhIمخصوص 

 ی آن در صورت امکان شناسایی و به عنوان قارچگونه GeneBankهای ثبت شده در ها با توالیی آنشوند، با مقایسههای ایران گزارش میژنتیکی خاک

 . گردندهای ایران اعلام میظر در خاکحاوی ژن مورد ن

 

 ، قارچCBHIهای ایران، جنگل :یدیواژگان کل
 

 مقدمه

به  4و1-های طویل واحدهای گلوکز است که با پیوند بتامتشکل از زنجیرهو  n(C6H10O5)ساکاریدی غیرقابل حل در آب، با فرمول شیمیایی سلولز پلی

-این پلی. دهدسلولی گیاهان عالی را تشکیل میی پذیر زمین بوده و قسمت اعظم دیوارهتجزیه ی زیستیتودهسلولز فراوانترین . (1)اند هم متصل شده

ن، ساکاریدهای دیگر از جمله لیگنیای از پلیقدرت کششی بالایی دارد و به دلیل قرارگیری در زمینه، باشدمیساکارید دارای نواحی بلورین و غیربلورین 

ی این ماده علاوه بر دیواره. (2) تر استشود، نسبت به سایر پلیمرهای گلوکز در برابر تجزیه مقاومها میسلولز و پکتین، که سبب دسترسی کمتر آنزیمهمی

 .شودها و کیست برخی پروتوزوئرها یافت میها، برخی قارچسلولی گیاهان در جلبک

از حداقل سه گروه متشکل ای خانوادهها آن. (3)اند هایی متشکل از واحدهای مجزای ساختاری و عملکردی هستند که به طور مجزا تا خوردهسلولازها آنزیم

ها این آنزیم. (4)باشند می β-glucosidaseو   endo(1,4)-β-D-glucanase ،exo(1,4)-β-D-glucanaseهای مآنزیم هستند که شامل آنزی

های سلولازی، از بین آنزیم. (5)لوکز تجزیه کنندکنند تا سلولز را به اولیگوساکاریدهای کوچک و در نهایت به گبصورت هماهنگ با یکدیگر عمل می

باشند که از حداقل یک بخش هایی متشکل از چند جزء می، آنزیمCBHI یخانواده اعضای متعلق به. روندها به شمار میسلوبیوهیدرولازها مهمترین آن

. (6,7)اند ترئونین به هم متصل شده/ سرین/ ز پرولینکاتالیتیک و یک بخش متصل شونده به سلولز تشکیل شده است که با یک پل رابط غنی ا

ها گیرند که از بین آنقرار می GH48  وGH6، GH7ی گلیکوزید هیدرولازی ای، در سه خانوادهسلوبیوهیدرولازها بر اساس تشابه توالی اسیدآمینه

GH7 (3)باشد ها میمنحصرا متعلق به قارچ. 

گیرد، ها انجام میها و برخی آسکومیستی کامل لیگنین تنها توسط بازیدیومیستی سلولز و نیز بدلیل اینکه تجزیهکنندههای تجزیهبدلیل تنوع زیاد قارچ

-ها و نحوهی این قارچدربارهبا این وجود اطلاعات ناقصی .  (10)روندهای ساپروترف به عنوان اولین عوامل تجزیه در مناطق جنگلی به شمار میقارچ (8,9)

ها، در بدلیل کارایی پایین روش کشت در رشد بسیاری از میکروارگانیسم. شودها احساس میها وجود دارد و نیاز به تحقیقات بیشتری بر روی آنی عمل آن

 .دهای مستقل از کشت استفاده شده است تا از مشکلات موجود در روش کشت اجتناب شواین بررسی از روش
 

  ها روش و مواد

DNA سپس با استفاده از روش . با نیتروژن مایع به خوبی سائیده شد تا کاملا به حالت پودر درآید خاک نواحی مختلفگرم از  25/0 در ابتدا :از خاک

 .دماکرولیتر آب مقطر حل و نگهداری ش 50جمع آوری و در  DNAرسوب  ،کلروفرم – با استفاده از فنول DNAومی استخراج عم

PCR ی استخراج شدهنمونه: PCR  اختصاصی ژنcbh1  پس از تائید وجودDNA  با  (11)هارچبا استفاده از پرایمرهای عمومی قا در نمونهقارچی ،

 Taqماکرولیتر آنزیم  25/0ماکرولیتر از هر پرایمر و  MgCl2 ،5/0ماکرولیتر  5/0ماکرولیتر بافر،  2ماکرولیتر آب،  25/12شامل  یواکنشمخلوط 
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polymerase درجه سانتی 22ثانیه،  50گراد به مدت درجه سانتی 55ثانیه،  40به مدت  گراددرجه سانتی 44دور شامل  40واکنش برای . انجام شد-

 4ی بعد در مرحله .گراد ادامه یافتدرجه سانتی 22ی دقیقه در دما 10دور، واکنش به مدت  40پس از پایان . دقیقه انجام شد 45/1گراد به مدت 

از ژل با استفاده از  DNAی باندها، پس از رنگ آمیزی با اتیدیوم برماید و مشاهده .الکتروفورز گردید% 2/1روی ژل آگارز  PCRماکرولیتر از محصول 

 .استخراج شد DNA (Fermentase)استخراج کیت 

ها با اطلاعات موجود در بانک ژنی با از آن از ژل، توالی هر یکهای استخراج شده نوکلئوتیدی نمونهیابی توالی پس از  :توالی یابی و آنالیز بیوانفورماتیکی

 .مقایسه و بررسی شد Blastی برنامه

 

 بحث و نتایج

با  سه باندختصاصی، چند باند بر روی ژل مشاهده شد که پس از استخراج، ها و ابا پرایمر عمومی قارچ PCRپس از : PCRاز خاک و  DNAاستخراج 

 .برای توالی یابی فرستاده شد جفت باز 500و  400طول 

 .های موجود نشان ندادهیچ نوع تشابهی با توالی GeneBankهای موجود در با توالی هامقایسه توالی این ژن :نتایج آنالیز بیوانفورماتیکی

      
  
 

 

 

 تقدیر و تشکر
 .نمایماند صمیمانه تشکر و قدردانی میاین مقاله مرا یاری نمودهتمامی مراحل ی در تهیه از تمام عزیزانی کهدر نهایت 
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به ترتیب از چپ با .  cbh1با پرایمر مخصوص  PCRنتیجه 

های مارکر مولکولی، کنترل منفی، کنترل مثبت، نمونه: راست

 های ایرانخاک مناطق مختلف جنگل

به ترتیب از . هابا پرایمر عمومی قارچ PCRنتیجه 

رکر مولکولی، کنترل مثبت، کنترل ما: چپ با راست

 ی خاک منفی، نمونه
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