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 دهیکچ
 یروش چند شکلاست که عبارتند از: ها  با استفاده از سه روش دیگر برای تمایز ژنوتیپ SIهدف از مطالعه اخیر مقایسه 

های  و الل RAPDها  و آنالیز ایزوآنزیم 1آمیزشی - های تیپ (، بررسی اللRAPD) یر تصادفیحاصل از تکث DNAقطعات 

ژنوتیپ شناسایی شده بر اساس آنالیز بودند، مورد استفاده قرار گرفتند.  36ایزوله، که متعلق به  73آمیزشی در  - تیپ

در  SIتیپ آمیزشی و های  ، اللRAPDsبا استفاده از پلی مورفیسم ایزوآنزیم انجام شد. ها  بررسی تعداد محدودی از ایزوله

متفاوت بودند. در دو  RAPDهای  شامل دو زیرگروه با فنوتیپ SIهای  تمایز یافته از طریق واکنشهای  هر سه مورد ایزوله

های تیپ آمیزشی را به اشتراک گذاشتند. آنالیز  از اللمجموعه مشابهی   SIهای  تمایز یافته از طریق واکنشهای  مورد گروه

باعث ها  یک گونه یکسان بود. این یافتههای  ناچیز بین ژنوتیپهای  ای و تفاوت بین گونههای  ایزوآنزیم نشان دهنده تفاوت

در نظر گرفته شود.  Armillariaهای  به عنوان روشی روتین و معتبر برای مطالعات اپیدمیولوژیک گونه SIشده تا استفاده از 

ها  میتوکندری نیز بررسی شدند. این آنالیز ژنوتیپ DNAمربوط به  EcoR Iقطعه های  در گروه یکسانی از ایزوله ها، پروفایل

بندی کرد که سیتوپلاسم معمولی را به اشتراک گذاشته و احتمالا از طریق تولید  گروه‘ میتوکندریاییهای  تیپ’را مجددا در 

 .ارتباط نزدیکی با یکدیگر دارندمثل جنسی 

 

 .آمیزشی - های تیپ ، اللRAPD ،RFLPها،  ، ژنوتیپArmillarisهای جنس  گونه :ها  کلیدواژه
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 مقدمه
تر برای حل  وسیعمروزه رویکرد ژنتیک جمعیت به شکلی ا

قارچی، به ویژه  2های و اپیدمیولوژی پاتوژن 1مشکلات اکولوژی
های پراکنده به فرم رویشی در خاک، مورد استفاده قرار  گونه
 Armillariaهای جنس  هایی، گونه گیرد. در بین چنین قارچ می

محققین از طریق ] .1[ اند توجه خاصی را به خود معطوف نموده
به  Armillariaهای مختلف  مطالعه قلمروهای اجتماعات گونه

ها دست  نتایجی در مورد اکولوژی و اپیدمیولوژی این قارچ
 .  ]2[اند  یافته

در گذشته دو روش اصلی برای شناسایی ژنتیک هر یک از 
های ناسازگاری  اند: )الف( واکنش ها مورد استفاده قرار گرفته گونه

آمیزشی. روش اول نخستین بار  - های تیپ یک، )ب( اللسومات
)در  Kileو سپس توسط  ]3[ 1978در سال  Korhonenتوسط 

 Hood، 1984در سال  Thompson، ]4[( 1986و  1983سال 
و  Guillaumin؛ ]6[ 1987در سال   Sandbergو  ]5[

Berthelay  1990در سال ،Marxmuller ،Holdenreider  و
Muller  1990در سال ،Klein-Gebbnick ،Blenis  و

Hiratsuka  و 1991در سال ،Rizzo  وHarrington  در سال
. روش پرمشقت تر شامل شناسایی ]7 -10[ استفاده شد 1993

در سال  Korhonenهای تیپ آمیزشی است که توسط  الل
1978 ،Ulrich  وAnderson  1978در سال ،Anderson  و

و  Berthelayو  1983در سال  Kile، 1979همکاران در سال 
Guillaumin  15-11[مورد استفاده قرار گرفت  1985در سال[ .

محققینی که از هر دو روش در کارهای مطالعاتی خود استفاده 
در سال  Kile، 1978در سال  Korhonenنموده اند عبارتند از 

، در 1990در سال  Berthelayو  Guillaumin، و 1983
در سال  Kileطالعات به استثنای کار مطالعاتی تمامی این م

 ها در نظر گرفته شد.  ، معمولا تعریف یکسانی برای ژنوتیپ1983
، که به شکلی فزاینده برای مشخص 3مارکرهای مولکولی

های عالی مورد استفاده  های درون گونه ای قارچ نمودن گروه بندی
 ;Kohli et al., 1995; Vilgalys, 1991اند ) قرار گرفته

Garbelotto et al., 1993; Karlson, 1993; Jacobson, 
Niller & Turner, 1993 در کار مطالعاتی ،)Smith  و
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 Armillariaهای  نیز برای شناسایی گونه 1990همکاران در سال 
اند. این محققین با تعریف تخصیص داده شده  به کار گرفته شده

ی در جمعیتی از های تیپ آمیزش ها از طریق الل به ژنوتیپ
 mtDNA 4های به مقایسه هاپلوتیپ Armillariaهای  گونه

سیتوپلاسمی بوده و  mtDNAپرداختند. با وجود این که 
شوند، اما محققین  هسته کد می DNAهای آمیزشی توسط  تیپ

های ژنوتیپی مبتنی بر  با نقشه mtDNAهای  تطابق کامل بین تیپ
رسد که حداقل  ند. به نظر میهای تیپ آمیزشی را مشاهده کرد الل

به اندازه کافی برای تمایز  mtDNAها،  در برخی از جمعیت
باشد. با این وجود  5ها پلی مورفیک اغلب یا حتی تمام ژنوتیپ

ها الزامی نیست. در کار  پلی مورفیسم همیشه برای تمایز گونه
و  Smith ،Bruhn، 1994مطالعاتی جدیدتری در سال 

Anderson های با ژنتیک متفاوت یک  که در گونه دریافتند
 ممکن است مشترک باشند.  mtDNAهای  جمعیت محلی تیپ

انتقاد اصلی وارد شده به تست ناسازگاری سوماتیک این 
 6های ها به تعداد لوکوس است که درجه تفکیک در تمایز ژنوتیپ

تعیین کننده فنوتیپ و الگوی آمیزشی در جمعیت بستگی دارد. 
بحرانی و مهم از طریق شانس توارث عوامل تعیین  این اطلاعات

و بدین ترتیب ضریب  SIکننده یکسان، احتمال همسانی فنوتیپ 
ها را تحت تاثیر قرار  در تمایز ژنوتیپ SIهای  اطمینان دقت تست

، این اطلاعات 7های بازیدیومیست دهد. در اغلب جمعیت می
های  وارد، گروهبحرانی و مهم در دسترس نیستند. در بسیاری از م

های متعدد با منشاء  ناسازگاری زیستی ممکن است شامل ژنوتیپ
مستقل از یکدیگر باشند. این ویژگی قطعا در مورد 

 Cryphonectria parasisticaمانند 8هایی آسکومیست
(Anagnostakis, 1983) وOphiostoma ulmi) Brasier, 

 Rhizoctonia solani 9و در قارچ هتروبازیدیومیست 1983)
های سازگاری شامل  ها گروه نیز وجود دارد، در این قارچ

هایی هستند که در سایر خصوصیات ژنتیکی با یکیدیگر  ایزوله
 10ها تفاوت دارند. با این وجود، به نظر در هوموبازیدیومیست

تست ناسازگاری سوماتیک روش دقیق تری برای تفکیک هر یک 
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است تا اندازه ای ناشی از ها باشد. این وضعیت ممکن  از ژنوتیپ
ها، )به دلیل آمیزش دو  این واقعیت باشد که در این گروه از قارچ

های دی کاریوتی یا  در وضعیتی بین میسیلیوم SIهاپلوئید( پاسخ 
تست شده و در چنین شرایطی هر دو هسته در  1دیپلوئیدی

سازگاری سوماتیک نقش دارند. با این وجود، چنین ادعایی از 
آزمایشی پائینی برخوردار است، چون مبنای ناسازگاری تائید 

ها تا اندازه زیادی ناشناخته باقی مانده  سوماتیک در بازیدیومیست
 Neurosporaهای آسکومیست مانند است. بسیاری از گونه

crassa ،Podospora anserina ،Ophiostoma ulmi ،
Cryphonectria parasiticaهای  ، گونهAspergillus ین از ا

 ;Esser & Elaich, 1973اند ) جنبه مورد بررسی قرار گرفته
Perkins, 1988; Glass & Kuldau, 1992, Leslie, 

1993   .) 
های سازگاری  مورد خاص و مشکوک این است که آیا تست

های مرتبط با یکدیگر از طریق  سوماتیک قادر به تمایز ژنوتیپ
به عنوان مثال، دو (. (Rees, 2021هستند یا خیر 2درون آمیزی

های  دیپلوئید ایجاد شده از یک والد احتمالا در لوکوس
گذارند، حتی اگر والد  های زیادی را به اشتراک می ناسازگاری الل

باشد. استفاده از  3ها تا اندازه ای هتروزیگوت در این لوکوس
آمیزشی به عنوان مارکر قادر به حل این مشکل  - های تیپ الل

لوئیدهای به وجود آمده از طریق آمیزش بین نیست، چون دیپ
شبیه به والد  Bو  Aهای مشابه  حامل الل 4های هم نیا گونه

 دیپلوئید اصلی هستند.      
های هر دو روش به شکل بالقوه مشکل جدی  محدودیت

شود.  محسوب می Amillariaهای گونه  برای مطالعه جمعیت
ق الذکر تنها قادر به توانست بدان معنا باشد دو روش فو این می

ها برون  های جدیدی هستند که منشاء آن شناسایی ژنوتیپ
است )یعنی حاصل آمیزش دو هاپلوئید به وجود آمده از  5آمیزی

های  دو ژنوتیپ متفاوت هستند(، و قادر به شناسایی ژنوتیپ
جدید با منشاء درون آمیز نمی باشند. در نتیجه، تفسیر نواحی با 

های  های گونه ایی که با برخی از ژنوتیپعدم پیوستگی فض
Armillaria ها معمولا  اشغال شده کار مشکلی است. این گونه
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های یک ژنوتیپ بزرگتر، قدیمی مدنظر قرار  به عنوان باقی مانده
 & Kile, 1983; Legrand, Ghahariگیرند ) می

Guillaumin, 1966هایی  (. با این وجود، چنین گونه
های متفاوتی باشند که به واسطه نیای خود  یپتوانستند ژنوت می

 ارتباط نزدیکی با یکدیگر دارند. 
های  های گونه هدف کلی ما درک نحوه پاسخدهی جمعیت

Armillaria طبیعی در  6نسبت به تغییرات آنتروپوژنیک
های جنگلی است. در این مطالعه از یک جنگل  اکوسیستم

ی مطالعه استفاده کوهستانی درختان راش به عنوان مدلی برا
 ,Legrand, Ghahariکردیم. در کار مطالعاتی قبلی

Guillaumin 1966) از روش ،)SI های  برای تهیه نقشه ژنوتیپ
، در چهار جنگل کوهستانی واقع در Armillariaهای  گونه

 764ماسیف مرکزی )مرکز فرانسه( استفاده کردیم. در مجموع 
، A. ostoyaeژنوتیپ از 58بین  Armillariaهای  ایزوله از گونه

توزیع   A. gallicaژنوتیپ  15و  A. cepistipesژنوتیپ  36
های سوماتیک بوضوح  شده بودند. تقریبا تمامی جفت

های ناسازگاری بودند. تنها چهار  های سازگاری یا واکنش واکنش
 های حدوسط را نشان دادند.  واکنش A. ostoyaeجفت در گونه 

 SIهای  های نسبی واکنش هدف از این مطالعه مقایسه قابلیت
ها است. تعدادی  ها بین ایزوله ها برای تمایز ژنوتیپ و سایر روش

های انتخاب شده متعلق به سه گونه از جنس  از ایزوله
Armillaria ها سه توده جنگلی از چهار  بودند و خاستگاه آن

قبلی ما بود. این توده جنگلی بررسی شده در کار مطالعاتی 
های زیر مجددا  ها به شکل آزمایشی با به کارگیری روش ایزوله

میتوکندری از طریق  DNAطبقه بندی شدند: )الف( آنالیز 
RFLP ب( آنالیز( ،DNA  هسته از طریقRAPD  آنالیز )و )پ

ها نیز  های تیپ آمیزشی. آنالیز ایزوآنزیم تعداد اندکی از ایزوله الل
  انجام شد.    

 
 ها مواد و روش

 ها مکان
، لا 7ها بودند )یعنی وال بلیکس ای که خاستگاه ایزوله سه منطقه

( به طور کامل در کار مطالعاتی قبلی 1، کل دی سیسات8مورانژی
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7
 Valbeleix 

8
 La Morangie 
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(. وال بلیکس و لا Legrand et al., 1996توصیف شده بودند )
های نژاد خالص راش، در ارتفاعات  مورانژی به ترتیب جنگل

و  Armillaria gallicaهای  متری هستند. گونه 1220و  850
A. cepistipes  در هر دو مکان وجود دارند. در لا مونژی گونه
A. osteoyae سیسات کشتزاری  دی نیز موجود است. کل

ساله است که در یک توده جنگلی از  60متشکل از درختان نراد 
 ،A. gallicaدرختان راش قرار دارد. در این منطقه سه گونه 

A. cepistipes  وA. ostoyae حضور دارند، به علاوه 
A. ostoyae  شایع ترین گونه بوده و مانند یک انگل ضعیف رفتار

 کند.  می
 

 RFLPمیتوکندری با تکنیک  DNAآنالیز 
، Armillariaهای طبیعی جنس  این روش برای بررسی جمعیت

توصیف شده، 1990و همکاران در سال  Smithکه توسط 
 شود. استفاده می

های سلول استخراج شده، و سپس قبل از DNAکل 
گارز % فرایند هضم آنزیمی به کمک با 7 2الکتروفورز روی ژل آ

انجام گردید. با استفاده از روش  EcoRIآنزیم محدودکننده 
میتوکندری با  DNAو نشاندار کردن  3هیبریداسیون ساترن

 محدود شده ایزوله DNAترکیبات رادیواکتیو الگوی قطعه 
 ,Andersonمشاهده شد ) A. ostoyaeگونه  430-1

Petsche & Smith, 1987 .) 
 
 RFLPهسته با تکنیک  DNAآنالیز 

 DNAچند شکلی قطعات  سلول با استفاده از روش DNAکل 
، Smith( و مطابق با پروتکل RAPDحاصل از تکثیر تصادفی )

Bruhn  وAnderson  4ارزیابی شدند. سه پرایمر 1992در سال 
دلخواه که در این پروتکل مورد استفاده قرار گرفته بودند عبارتند 

 ، پرایمرR-25 (ACTTGAGGCG)از: پرایمر 
R-28 (ATGGATCCGC) و پرایمر 

UBC-31 (CCGGCCTTCC) . 
 

                                                                                    
1
 Col de Ceyssat 

2
 electrophoresis on 0·7 % agarose gels  

3
 Southern hybridization 

4
 Primer 

 آنالیز ایزوآنزیم
 5در این مطالعه هفت آنزیم مورد بررسی قرار گرفتند، از این میان 

 5% آنالیز شدند: مالات دهیدروژناز12آنزیم بر روی ژل نشاسته 
(MDHاستراز ،)6 (ESTو فسفوگلوکوموتاز )7 (PGM و اسید )

های  نیز بر روی ژل 9اکسید دیسموتاز-سوپر(. ACP) 8فسفاتاز
شناسایی گردید. دو آنزیم  MDHو  PGMمورد استفاده برای 

( بر NADP-GDHو  NAD-GDH) 10گلوتامات دهیدروژناز
کریلامید مطالعه شدند.     روی ژل پلی آ

 7.0معادل  pHبا  11فرایند استخراج با استفاده از بافر تریس
-میلی گرم( و بتا 75) EDTAمیلی گرمDTT (15  ،)حاوی 

برای تهیه ژل و . میلی لیتر( انجام شد 0.1) 12مرکاپتواتانول
بافرهای متعددی ارزیابی شدند: که از  DNAجابجایی قطعات 
( بهترین 7.2معادل  pH) EDTA-مالئات-این بین بافر تریس

درجه سانتی گراد به  5نتایج را به همراه داشت. جابجایی دمای 
 10ا ولتاژهای مختلف، و حفظ توان در مقدار ساعت ب 5مدت 

های آنزیمی مطابق با کار  ولت، رخ داد. موقعیت مکانی فعالیت
بودند. در مورد  1987و همکاران در سال  Pasteurمطالعاتی 

-نفتیل-، راجنت مورد استفاده شامل آلفا13های استراز آنزیم
مورد  %( بود. در1پروپیونات )-نفتیل-%( و بتا1) 14پروپیونات

، غلظت پلی NADP-GDHو  NAD-GDHالکتروفورز 
کریلامید % و غلظت آن برای ژل 1.5 16برای ژل متراکم کننده 15آ
در دمای  DNA% بود. جابجایی و حرکت قطعات 6 17جداکننده

به مدت یک ساعت، و سپس  150و ولتاژ  گراد درجه سانتی 5
ی ساعت رخ داد. بافر مورد استفاده برا 4ولت به مدت  100

های  بود. باندهای مربوط به فعالیت 18گلیسین - جابجایی تریس
 یابی موقعیت 19آنزیمی با استفاده از سیستم سنجش تترازولیوم

                                                           
5
 malate dehydrogenase (MDH) 

6
 Esterase (EST) 

7
 phosphoglucomutase (PGM) 

8
 acid phosphatase (ACP) 

9
 Super-oxide dismutase (SOD) 

10
 glutamate dehydrogenase 

11
 Tris 

12
 β-mercaptoethanol 

13
 esterase 

14
 α-naphtyl-propionate 

15
 polyacrylamide 

16
 Stacking gel 

17
 Resolving gel 

18
 Tris-Glycin 

19
 tetrazolium assay system 
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 (. Blumenthal & Smith, 1973شدند )
 
 ها  یافته

 میتوکندری DNAآنالیز 
ایزوله موجود( آنالیز شده به شکل  73ایزوله )از  62در مجموع 

تعلق داشتند  SIجنس شناسایی شده از طریق  32پشت سرهم به 
های  یافت شده نسبت به ژنوتیپ mtDNAهای  (. تیپ1)جدول 

کمتر بودند. در دو مکان مورد  SIشناسایی شده با استفاده از 
تیپ میتوکندریایی  وجود داشتند. هر mtDNAتیپ  19مطالعه 

شناسایی  SIهای  ژنوتیپ بود، که بر مبنای واکنش 5شامل یک تا 
در ‘ f’شده بودند. در موقعیت مکانی لا مورانژی تیپ مینوکندری 

وجود  MB5و  MB2 ،MB3 ،MB4چهار ژنوتیپ بزرگ 
داشت که در مجموع یک سوم کل منطقه تحت مطالعه را تشکیل 

 دادند. می
سه شکل قابل تعمیم بود: )الف( تمام این یافته را به 

های متعلق به ژنوتیپ یکسان تیپ میتوکندریایی یکسانی  ایزوله
های مختلف همیشه  های متعلق به گونه بودند؛ )ب( ایزوله

های متعلق به  های میتوکندریایی متفاوتی بودند؛ )پ( ایزوله تیپ
 های میتوکندریایی مختلفی داشتند.  های متفاوت تیپ مکان

در هر مکان  mtDNAهای  توزیع تیپ 2و شکل  1در شکل 
منتخبی از الگوهای قطعه محدود  2شود. در شکل  نشان داده می

 گردد.   شونده ارائه می
 

 در دو جنگل از درختان راش. A. cepistipesو  Armillaria gallicaهای  میتوکندری ایزوله DNAبر روی  RFLPنتایج آنالیز . 1جدول 

 
 



 سپیده قهاری ./)قارچ عسلی( Armillarisهای جنس  های گونه های مختلف برای شناسایی ژنوتیپ بررسی روش 70

 

 هسته DNAآنالیز 
گونه( با هر سه پرایمر آنالیز  36ایزوله، )متعلق به  73تمامی 

توانستند  می SIها تمایز یافته از طریق  (. ژنوتیپ3شدند )شکل 
از طریق الگوهای آمپلیکون خود از یکدیگر متمایز شوند. حداقل 

های به دست آمده از هر سه پرایمر به شکل  زمانی که یافته
گرفتند، اثرانگشت ژنی هر ژنوتیپ به  تجمعی مدنظر قرار می

شد. در برخی موارد، تمایز  ای منحصربفرد تعیین می شیوه
ر، یا حتی یک پرایمر، امکان پذیر بود: ها فقط با دو پرایم ژنوتیپ

 .Aهای  برای تمایز تمامی ژنوتیپ UBC31به عنوان مثال پرایمر 
gallica .متعلق به منطقه وال بلیکس کافی بود 

های مختلف یک ژنوتیپ سوماتیک  کلی، ایزوله به طور
یکسانی داشتند. با این  RAPDیکسان با هر پرایمری  اثرانگشت 

وجود، سه استثناء مورد توجه قرار گرفتند: )الف( یکی از شش 
( در منطقه والبیکس A. gallica) E2قطعه متعلق به ژنوتیپ 

قطعه دیگر این ژنوتیپ به نظر رسیدند )اگر چه این  5متفاوت از 
این  R28تفاوت با هر سه پرایمر مشاهده شد اما در مورد پرایمر 

 .B7 (Aکمتر مشهود بود؛ )ب( دو ایزوله ژنوتیپ  تفاوت
cepistipesمورانژی، که از دو سمت جاده جمع ( در منطقه لا

الگوی متفاوتی را نشان داد، اما با  R28آوری شده بود، با پرایمر 
الگوها مشابه بودند؛ )پ( در دو  UBC31و  R25پرایمرهای 

والبلیکس  منطقه A. cepistipesگونه  VB1ایزوله ژنوتیپ 
ها  وضعیت یکسانی وجود داشت: با این تفاوت که الگوهای آن

 متفاوت بود. UBC31فقط با پرایمر 
 

 آنالیز ایزوآنزیم
روی ژل  MDHهای مطالعه شده )برای مثال  اغلب آنزیم

های آشکاری را  ( تفاوتPAGEروی  NAD-GDHنشاسته، 
 نشان دادند.  Armillariaبین سه گونه 

های متعلق به یک گونه یکسان  های موجود بین ایزوله تفاوت
تنها در موارد محدودی آشکار شدند. با استفاده از آنزیم استراز 

مشاهده  A. gallicaهای  )روی نشاسته( دو گروه در ایزوله
یک گروه که دارای دو باند و گروه دیگر سه باند را نشان  شدند،

 گروه شایع بود. سه ایزوله داد. یکی از باندها در هر دو می
A. cepistipes  یعنیMX2 ،MX4  وMY4  تماما متعلق به(

( و سوپراکسید ACPمنطقه لامورانژی( به واسطه اسیدفسفاتاز )

 MX4( از یکدیگر متمایز شدند. در ایزوله SODدیسموتاز )
 MY4و  MX2کمتر از   ACPباند تک ایجاد شده در  rFمیزان 

های  ژل )شناسایی شده بر روی SODبود. از سوی دیگر واکنش 
PGM  وMDH  به عنوان رنگ بر محیط(، بر خلاف ایزوله
MX4های  ، در مورد ایزولهMX2  وMY4  مشاهده شد. شایان

های  به ژنوتیپ MY4و  MX2های  ذکر است که ایزوله
( ’f( و به تیپ میتوکندریایی )MB3و  MB2سوماتیک متفاوت )

( به تیپ MB1)ژنوتیپ  MX4سانی تعلق دارند، در حالی که یک
 ( تعلق دارد. ’b‘میتوکندریایی متفاوتی )

 
 های تیپ آمیزشی الل

در  A. cepistipesآمیزشی گونه  - های تیپ الل 2در جدول 
در منطقه لامورانژی، گونه  A. ostoyaeمنطقه لامورانژی، گونه 

A. ostoyae شوند.  سیسات لیست میدیدر منطقه کل 
ها تعریف  در هر دو گونه متعلق به منطقه لامورانژی، ژنوتیپ

های  های تیپ وحشی دقیقا مشابه ژنوتیپ شده از طریق الل
ها حداقل در سه الل، و در  بودند. ژنوتیپ SIتعریف شده با روش 

 اغلب موارد، در هر چهار الل با یکدیگر تفاوت داشتند.    
 MB5و  A. cepistipes ،MB3وتیپ گونه در بین هشت ژن

)متعلق به تیپ میتوکندریایی یکسان( به شکل متداول تنها یک 
 MB12مشترک با  Aنیز تنها یک الل  MB3داشتند و  Bالل 

و  MB15مشترک با  Bدارای یک الل  MB12داشت. ژنوتیپ 
MB1  و نیز یک الل مشترکA  باMB8  بود. در مجموع هشت

را به اشتراک گداشتند )حداکثر  Bالل  14و  Aالل  14ژنوتیپ، 
 (. 16الل احتمالی: 

به دست آمد.  A. ostyaeهای مشابهی در مورد گونه  یافته
بود  MC2با ژنوتیپ  Aدارای یک فاکتور مشترک  MC3ژنوتیپ 

داشت؛ به علاوه دارای یک  MC7مشترک دیگری با  Aو فاکتور 
و یک الل مشترک دیگر با  MC8و  MC2مشترک بین  Bالل 

MC4  وMC7  الل  9بود. شش ژنوتیپ مجموعاA  الل  10وB 
 (.  12مشترک داشتند )حداکثر الل احتمالی: 

ها پیچیده  سیسات، یافتهدیرسد که در منطقه کل به نظر می
( SC9و  SC8؛ SC7و  SC5تر باشند. برای دو جفت ژنوتیپ )

ها و  سازگاریهای سوماتیک نقش حدواسط بین  واکنش
های مشاهده شده را دارند.. هر یک از این جفت  ناسازگاری
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آمیزشی یکسانی را به اشتراک -های تیپ ها الل ژنوتیپ
 Aفاکتورهای  SC8-SC-9و  SC3گذارند. به علاوه،  می

فاکتور  SC1متفاوتی دارند.  B( و فاکتورهای A6و  A5یکسان )
B2  مشترکی باSC8  وSC9  .داشتSC3  وSC10  فاکتورB 

 12و  Aالل  12ژنوتیپ سوماتیک  9مشترکی داشتند. در مجموع، 
 ( 18داشتند )حداکثر الل احتمالی:  Bالل 

سیسسات با دیدر منطقه کل A. ostoyaeهاپلوئیدهای 
هاپلوئیدهای همان گونه در منطقه لامورانژی آمیزش نداشتند، 

 35با فاصله  بنابراین اطلاع نداریم که آیا این دو جمعیت،
های مشترکی دارند یا خیر. برای ساده تر  کیلومتری از هم، الل

به دو توده جنگلی و هر گونه  11تا  1، یا 10تا  1شدن کار اعداد 
 تخصیص داده شد. 
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 بحث
یایی DNAهای  تیپ  میتوکندر

های میتوکندریایی یافت شده در این مطالعه کمتر از  تعداد تیپ
های شناسایی شده بر مبنای سلیر معیارها بودند:  تعداد ژنوتیپ

در بیش از یک ژنوتیپ وجود  mtDNAهای  برخی از تیپ
های یک ژنوتیپ  داشتند. با این وجود در تمامی موارد، ایزوله

داشتند. این الگوی کلی با الگوی  مشابهی mtDNAیکسان تیپ 
 1990و همکاران در سال  Smithمشاهده شده در کار مطالعاتی 

همخوانی دارد، به استثنای این که این محققین هیچ گونه  1994و 
های مختلف نیافتند، که دلیل  مشترکی در ژنوتیپ DNAتیپ 

، های شناسایی شده بود. به علاوه احتمالی آن تعداد اندک ژنوتیپ
های متعددی  ، که ایزولهA. gallicaژنوتیپ گونه  45در بیش از 

به ازاء هر  mtDNA ها به دست آمده است، تنها یک تیپ  از آن
 ژنوتیپ یافت شد.   

موارد مشاهده شده در سطح مزرعه به شکل قابل ملاحظه ای 
های  در آمیزش mtDNAبا الگوهای مشاهده شده از انتقال 

و همکاران  Smith 1990آزمایشگاهی متفاوت است. در سال 
مشاهده کردند که کلنی دیپلوئید تشکیل شده از طریق آمیزش دو 

ها mtDNAهاپلوئید وضعیت موزائیکی نسبت به دو تیپ از 
های آزمایشگاهی و  دارد. اختلاف فاحش موجود بین آمیزش

شدن های مشاهده شده در سطح مزرعه نیازمند مطرح  آمیزش
، Amillariaهایی در این زمینه است. تولیدمثل جنسی در  بحث

تواند به دو روش قابل  می ها، شبیه به بسیاری از بازیدیومیست
پیشروی است: از طریق آمیزش دو هاپلوئید، یا از طریق آمیزش 

)پدیده  1یک دی کاریون )یا دیپلوئید( با یک هوموکاریون هاپلوئید
هاپلوئید، هر دو سمت شرکت  - اپلوئیدهای ه (. در آمیزش2بولر

های  ، دهنده و گیرنده هسته‘ماده’و ‘ نر’کننده در آمیزش به شکل 
ای در  حرکت گسترده‘ نر’های  در حال لقاح هستند. هسته

میسیلیوم جنس مخالف داشته و معمولا این فرایند دو طرفه و 
بجا ها جا باشد. با این وجود، بر خلاف این که هسته متقابل می

                                                           
1
 haploid homokaryon 

2
 Buller phenomenon 
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حرکتی ندارد. نتیجه  mtDNAشوند، سیتوپلاسم، همراه با  می
این آمیزش یک کلونی دیپلوئید است که حالت موزائیکی از 

نشات گرفته از والدهای اولیه خود را  mtDNAهای مختلف  تیپ
های  شود که چرا ژنوتیپ دارند. بدین ترتیب این سوال مطرح می

هستند؟  mtDNAپ موجود به شکل طبیعی فقط دارای یک تی
های متعددی در این رابطه مطرح شده که ممکن است  فرضیه

هایی از  توجیه کننده این تناقض آشکار باشند: )الف( بخش
جدید  1های برای کلونیزاسیون میرند، و سایر قسمت میسیلیوم می

به شکل  mtDNAکنند، سپس یک تیپ  تولید می 2اینوکولوم
تواند مزیت انتخابی  می شود؛ )ب( یک تیپ تصادفی حذف می

برای یک زمینه دیپلوئیدی معین باشد؛ و )پ( در حالت طبیعی، 
تواند شکل نامتعادلی داشته باشد: یعنی  ورودی سیتوپلاسم می

های هاپلوئید تثبیت شده به وسیله هاگی با  فرایند لقاح میسیلیوم
   شود. ضعیف و از بین رفته انجام می mtDNAتیپ 

های طبیعی پدیده مولر نقش اصلی  جمعیتدر صورتی که در 
را ابفا کند، توجیه وضعیت آسان تر خواهد بود. معمولا در پدیده 

شود که، سیتوپلاسم دیپلوئیدی که به  بولر این گونه فرض می
 3تازگی ایجاد شده به شکل یکطرفه و از سمت میسیلیوم هاپلوئید

م تقارن تواند توجیه کننده عد شود. این ویژگی می فراهم می
در سال  Guillaumonتبادلات هسته ای باشد. با این وجود 

1986 ،Korhonen  ،در سالRizzo  وHarrington  در سال
 1995در سال  Andersonو  Carvalho ،Smith، و 1992

های  های آزمایشگاهی بین میسیلیوم نشان داده اند که در آمیزش
ئید جایگزین های میسیلیوم دیپلو هاپلوئید، هسته-دیپلوئید

شوند.  ها می های هاپلوئید موجود در سیتوپلاسم این سلول هسته
اگر چنین وضعیتی، در حالت طبیعی رخ دهد، باز هم به ارتباط 

 گردد.  یک نوع هسته با دو نوع سیتوپلاسم مختلف منتج می
یکسانی  mtDNAهای مختلف تیپ  زمانی که ژنوتیپ

تواند  گذارند، می اشتراک می دارند، یعنی سیتوپلاسم یکسانی را به
ها ارتباط نزدیکی با نیای خود دارند.  بدین معنا باشد که ژنوتیپ

توانستند به یک خانواده  یکسان می mtDNAهای با تیپ  ژنوتیپ
های مجاور  تعلق داشته باشند. این حقیقت که ژنوتیپ 4مادرتبار

                                                           
1
 colonization 

2
 Inoculum 

3
 haploid mycelia 

4
 Matrilinear family 

یکسانی تعلق دارند با این احتمال که  mtDNAاغلب به تیپ 
در فواصل نسبتا کوتاهی انتقال  Armillariaبازیدیوسپورهای 

یابند، همخوانی دارد. آزمایش این احتمالات نیازمند انجام  می
 خواهد بود. 5های تعیین کننده و گسترده در حوزه تبارشناسی تست

 تعریف ژنوتیپ ها
، با استفاده از RAPDدر مجموع انگشت نگاری به کمک 

های به دست آمده از طریق  سه پرایمر مختلف، موجب تائید یافته
SI  شده است. در موارد نادر، به نظر رسید که انگشت نگاری

شده  SIای موجب روشن شدن تغییر بیشتری نسبت به  هسته
ای سه ژنوتیپ به  است، چون با انگشت نگاری هسته

ها با  رد، تعریف ژنهایی تقسیم شدند. در سه مو زیرگروه
توانیم تشخیص دهیم که این  مشکلاتی همراه است. ما نمی

های مجزا، و بنابراین نشان دهنده  ها حاصل از آمیزش زیرگروه
های جداگانه هستند، یا این که حاصل موتاسیون  ژنوتیپ

ها قادر به ارائه  سوماتیک یا نوترکیبی میوزی بوده که در آن زیرگروه
، که با استفاده از VE2اوت نمی باشند. ژنوتیپ های متف ژنوتیپ
آلودگی منطقه ای  شناسایی شده، حداقل در شش SIروش 

غیرمسری وجود داشت و تنها یک ایزوله متعلق به یک موقعیت 
ها داشت.این نتایج  مکانی ظاهری متفاوت نسبت به سایر ایزوله

ند. تعداد هایی مقدماتی در نظر  گرفته شو بایست به عنوان یافته می
پرایمرهای مورد استفاده محدود بود و این احتمال وجود داشت 
که با پرایمرهای متفاوت نتایج مختلفی حاصل شوند. این احتمال 
وجود داشت که انتخاب مناسب پرایمرها موجب روشن شدن 

های سوماتیک شود.  ناهمگونی ژنتیک در تعداد زیادی از ژنوتیپ
این مورد غیرمحتمل بوده و با کار  با این وجود عقیده داریم که

نقاط مشترکی وجود دارد، این  1983در سال  Kileمطالعاتی 
های پراکنده اغلب حاصل از هم  محقق بر این باور بود که ژن

های  گسیختن یک ژنوتیپ قدیمی هستند که نسبت به ژنوتیپ
تری  های هم نیا فضای بزرگ آمیزی گونه ایجاد شده به واسطه درون

 کنند.  شغال میرا ا
ها قدرت تمایز بیشتری نسبت به ناسازگاری RAPDاگر چه 

آمیزشی به عنوان -های تیپ زیستی دارند، اما با استفاده از الل
مارکرهای مندلی ثابت شد که این روش توانایی تمایز ناچیزی  

موجود(. مطالعات قبلی  23موجود به جای  21دارد )تفکیک 
                                                           
5
 Parentage  )شناسایی والد )پدری یا مادری 
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آمیزشی -ناسازگاری زیستی و تیپ های نشان داده اند که تست
یکسانی هستند  1قادر به شناسایی موجودات کلونال

(Korhonen, 1978; Kile, 1983; Guillaumin & 
Berthelay, 1990 تنها یک مورد استثنا توسط .)Kile  در سال

عنوان شده است، این محقق گزارشی از یک کلون  1983
که شامل دو ژنوتیپ  را ارائه داد A. luteobubalinaسوماتیک 

دیپلوئید متفاوت از یکدیگر به واسطه یک الل تیپ آمیزشی بود. 
نتایج به دست آمده از کار مطالعاتی ما بر خلاف گزارش ارائه 

است، چون در کار مطالعاتی ما نشان داده شد  Kileشده از سوی 
های سوماتیک  که دو جفت ژنوتیپ تعریف شده به واسطه واکنش

(SC3  وSC7؛ SC8  وSC9الل )  های تیپ آمیزشی یکسانی را
گذارند. همچنین در این مورد، احتمالا دو جفت  به اشتراک می

ژنوتیپ فوق دیپلوئیدهای هم نیایی هستند که حداقل در یکی از 
های متفاوتی  های فرضی مسئول ناسازگاری زیستی ژن لوکوس

 2روگونیستیهای آنت رسد که واکنش دارند. با این وجود، به نظر می
( ضعیف تر از واکنش SC9و  SC8)یا بین  SC7و  SC5بین 

های سوماتیک متفاوت بود. این وضعیت  شایع بین کلون
های  نشان دهنده وجود تاثیرات بیشتر بین لوکوس‘ حدواسط’

 باشد. می Armillariaمتفاوت دخیل در پدیده ناسازگاری 
سوماتیک های  در سایر موارد بررسی شده این مطالعه، ژن

متفاوت در حداقل سه الل از چهار الل تیپ آمیزشی و اغلب در 
های تیپ آمیزشی با یکدیگر تفاوت داشتند. موردی  تمامی الل

 B( یافت شد که در آن تنها دو الل SC8-SC-9و  SC3)بین 
متفاوت بودند. این شرایط بر عدم وابستگی ناسازگاری زیستی و 

تاکید دارد. دو ژنوتیپ فوق  آمیزشی-عوامل تعیین کننده تیپ
 احتمالا ارتباط نزدیکی با یکدیگر نداشتند. 

های بین  ها تائیدکننده احتمال یافتن تفاوت مطالعه ایزوزیم
های  های مجاور( از نظر وجود ایزوآنزیم ای )حتی بین ایزوله گونه

های  خاص بود، که این یافته غیرمنتظره ای در رابطه با ارگانیسم
، تنها 1993در سال  Harringtonو   Rizzoبرون آمیز نیست. 

متفاوت مربوط  3فنوتیپ ایزوزایمی 10با چهار سیستم آنزیمی، 
از یکدیگر تفکیک نمودند، که از را   .Aژنژنوتیپ سوماتیک  11به 

دادند. با این  این بین تنها دو ژنوتیپ الگوی یکسانی را نشان می

                                                           
1
 clonal entities 

2
 antagonistic 

3
 isozyme phenotypes 

وجود، در تجربه مطالعاتی ما، استفاده از یک روش به عنوان 
کاری روتین در اپیدمیولوژی، خصوصا به دلیل مساله 

رسد که  تکرارپذیری، مشکل است. علاوه بر این، به نظر نمی
ها دقیق تر از روش ناسازگاری  بتنی بر ایزوآنزیمهای م روش

، Harringtonو  Rizzoزیستی باشند، چون در کار مطالعاتی 
های سوماتیک با استفاده از مارکرهای  هیچ یک از ژنوتیپ

های کوچکتر تقسیم نشدند. با این وجود، با  ایزوآنزیمی به گروه
کیک و تمایز های پلی مورفیک بیشتر موجب بهبود تف یافتن آنزیم

 ها خواهد شد.    ژنتیکی هر یک از گونه
 

 نتایج        
های مورد  پایایی آنالیز جمعیت قارچی مبتنی بر دقت روش

های تشکیل دهنده این  استفاده در تعریف و تمایز ژنوتیپ
 Armillariaهای  های گونه جمعیت است. برای تمایز ژنوتیپ

-های تیپ ش الل، سنجSIچهار روش اتخاذ شده است: تست 
هسته ای تصادفی. هر  DNAآمیزشی، آنالیز ایزوآنزیم و آنالیز 

هایی دارند. درجه تفکیک  ها محدودیت یک از این روش
های  ها به سه عامل بستگی دارد: )الف( تعداد لوکوس ژنوتیپ

ها  ها در هر لوکوس و فراوانی آن بررسی شده، )ب( تعداد الل
های آمیزشی تخصیص داده شده به یک الگوی  )پ( میزان تقریب

شی در هر لوکوس محدودیت های آمیز فضایی خاص. تیپ
بیشتری داشته و کاملا به هتروزیگوسیتی در دیپلوئیدها محدود 

آمیزشی قادر به تمایز  - های تیپ شوند. بنابراین الل می
های یک جمعیت محلی، که نسبت به یک جمعیت بزرگ  ژنوتیپ

ای درون آمیز هستند، نمی باشد. با این وجود، در  منطقه
آمیزشی، به دلیل تعداد -های تیپ ال های برون آمیز، جمعیت

ها در هر لوکوس تیپ آمیزشی، با کارایی بالایی  بیشتر الل
کنند. در مقابل، آنالیز  ها را از یکدیگر تفکیک می ژنوتیپ

ها است، اما  ایزوآنزیم قادر به سنجش تعداد زیادی از لوکوس
تواند به واسطه سطوح پائین پلی  ها می قدرت تفکیک ژنوتیپ

از  RAPDها محدود شود. آنالیز  فیسم در این لوکوسمور
ها برخوردار بود. با  پتانسیل بررسی تعداد نامحدودی از لوکوس

گمنامی که در این آنالیز  DNAاین وجود، روش بررسی قطعات 
نقش دارند، شناخته نشده است. ایراد اصلی این روش نبود 

ها با دو  فتهپتانسیل تکرارپذیری آن است که، هنگام مقایسه یا
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 DNAهای متفاوت آنزیم  آنالیز قبلی انجام شده به وسیله بچ
های گرمایی  ، شرایط بافری متفاوت و سیکلTaqپلیمراز 

تواند باعث بروز مشکلاتی گردد. به علاوه،  مختلف، می
کنند، به طوری  های غالب رفتار می شبیه الل RAPDمحصولات 

یرقابل تمایز از فرم که شکل هتروزیگوت به لحاظ فنوتیپی غ
‘ 1نول’باشد. مشکل بعدی این است که الل  هموزیگوت می

مغلوب ممکن است منشاء هتروزیگوتی داشته باشد و در این 
 توان آن را با نیای الل یکسان فرض کرد.  صورت نمی

ناسازگاری سوماتیک ساده ترین و سریع ترین روش است، اما 
شده است. گونه طور کامل درک ن مبنای ژنتیکی آن به

Heterobasidion annosum  نخستین بازیدیومیستی است که
به  SIبا مطالعه بر روی آن اطلاعات مربوط به مبنای ژنتیکی 

 ,Hansan, Stenlid & Johanssonدست آمده است )
(. از بین دو یا سه لوکوس، حداقل یک مورد شامل 1993

ای  اندازه توانست تا اللی بودند. این سیستم می-وضعیت چند
باشد. با  Armillariaهای جنس  شبیه به سیستم موجود در گونه

در کار مطالعاتی ما  SIاین وجود، در نظر نگرفتن مبنای ژنتیکی 
شود که  مانع از برآورد این احتمال می Armillariaبر روی 

های مدنظر  های با ارتباط نزدیک در برخی از لوکوس ژنوتیپ
ها،  ت هستند. در مقایسه با  اکتیومیستمتفاو SIهای  دارای الل

ها از این نظر آنالیز شده اند، وجود  های آن که برخی از گونه
همزمان دو نوع هسته متفاوت در سیتوپلاسم هر یک از دو والد 

 شود.  باعث پیچیده تر شدن وضعیت می
علیرغم وجود این نواقص و کمبودها، اغلب کارهای 

ها،  های شناسایی ژنوتیپ با سایر روش SIمطالعاتی مقایسه کننده 
ها توافق کاملی  به این نتیجه رسیده اند که بین تمامی این روش

 & Korhonen, 1978; Guillauminوجود داشته )
Berthelay, 1990; Smith et al., 1990, 1994 یا در )

 & Kile; Rizzoهای ناچیزی وجود دارند ) مواردی تنها تفاوت
Harrington, 1993  و کار مطالعاتی پیش رو(. در مطالعه

و همکاران در  Jacobsonتوسط  Suillus granulatusجمعیت 
در  RAPDsبا نتایج به دست آمده از  SIهای  ، تست1993سال 

توان به  ها همخوانی نداشت. این یافته را می گروه بندی ایزوله
سادگی و از طریق نشان دادن وجود سطح بالای درون آمیزی 

                                                           
1
 Null 

ها، و وجود تعداد کمی از عوامل تعیین کننده  به کل گونه نسبت
، توجیه نمود. تحت این شرایط، SIبرای تفکیک در تست 

یکسانی دارند. این نوع  SIهای  های مستقل اغلب فنوتیپ ژنوتیپ
بایست همیشه به عنوان یک احتمال مدنظر  ساختار جمعیتی می

ای ه قرار گیرد. با فرض اثبات این که در جمعیت
هوموبازیدیومیست برون آمیزی نسبت به درون آمیزی شایع تر 

همچنان به عنوان ابزاری کارامد در شناسایی  SIاست، تست 
 ها استفاده خواهد شد.    ژنتیک هر یک از گونه
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Abstract 
The purpose of the recent study is to compare SI with three other methods for distinguishing 

genotypes, which are: DNA fragment polymorphism method resulting from random 

multiplication (RAPD), investigation of mixed-type alleles and analysis of RAPD isoenzymes 

and type-type alleles. A mixture of 73 isolates, belonging to 36 genotypes identified based on 

the analysis, were used. A limited number of isolates were investigated using isozyme 

polymorphism. RAPDs, mixed-type alleles and SI in all three cases of isolates differentiated 

through SI reactions included two subgroups with different RAPD phenotypes. In two cases, 

the groups differentiated through SI reactions shared a similar set of alleles of the mixing 

type. Isoenzyme analysis showed interspecies differences and insignificant differences 

between genotypes of the same species. These findings have led to consider the use of SI as a 

routine and valid method for epidemiological studies of Armillaria species. In the same group 

of isolates, profiles of the EcoR I fragment related to mitochondrial DNA were also 

investigated. This analysis regrouped the genotypes into 'mitochondrial types' that share 

common cytoplasm and are likely closely related through sexual reproduction. 
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