
 1392/  1شماره /  1جلد / شناسی خاك مجله زیست

  
هاي کارایی تثبیت نیتروژن باکتري و زاییتوانایی گرهتنوع ژنتیکی،  مطالعه

  هاي یونجهریزوبیوم جداسازي شده از گره
  

  ، غلامرضا صالحی جوزانی، 1علی اشرف سلطانی طولارود، حسینعلی علیخانی
 رحمانی، کاظم خاوازي و احمدعلی پورباباییهادي اسدي 

   ali_soltani_t@yahoo.comدانشگاه محقق اردبیلی؛  استادیاردانشجوي سابق دکتري دانشگاه تهران و 
 halikhan@ut.ac.irدانشگاه تهران؛  دانشیار

 gsalehi@abrii.ac.irپژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي ایران؛  استادیار

  asadi_1999@yahoo.com؛ موسسه تحقیقات خاك و آب کشور دانشیار
  kkhavazi@yahoo.comموسسه تحقیقات خاك و آب کشور؛  دانشیار

 pourbabaei@ut.ac.irدانشگاه تهران؛  استادیار

  
  چکیده

-گیاهان به سیستمهاي ریزوبیومی، منبع اصلی براي ورود پایدار نیتروژن مورد نیاز تثبیت نیتروژن مولکولی توسط باکتري
هاي زنی گیاهان لگوم با باکتريتواند به وسیله مایهتثبیت زیستی مولکول نیتروژن در کشاورزي می. هاي کشاورزي است

-هاي بومی این باکتريآگاهی از تنوع زیستی جمعیت. ریزوبیومی داراي توانایی بالا در تثبیت این مولکول بهبود پیدا کند
زایی و کارایی در این تحقیق تنوع زیستی، توانایی گره. تواند مفید واقع شودزنی موفق میمایهها براي طراحی تدابیر 

هاي گیاه یونجه کشت شده در مناطق مختلف استان همدان هباکتري ریزوبیوم جداسازي شده از گر 48تثبیت نیتروژن 
 ITS-PCR-RFLPلعه با استفاده از تکنیک هاي مورد مطانتایج بررسی تنوع ژنتیکی سویه. مورد مطالعه قرار گرفت

 III گروه  4درصد به  70هاي مورد بررسی داراي تنوع ژنتیکی قابل توجه بوده و در سطح شباهت نشان داد که باکتري
,II ,Iو IV ها داراي توانایی ایجاد گره در گیاه یونجه زایی نشان داد که اکثر سویهنتایج آزمون گره .بندي شدندتقسیم

اي حاصل گره KH193و  KH16 ،KH24 ،KH10 ،KH6 ،KH133هاي دند، در حالیکه در اثر تلقیح این گیاه با سویهبو
ها به چهار دسته هاي مورد مطالعه، این باکتريبر اساس نتایج حاصل از آزمون بررسی کارایی تثبیت نیتروژن سویه. نشد

  .بندي شدندغیر مؤثر، نسبتاً مؤثر، مؤثر و خیلی مؤثر تقسیم
  

  و کارایی تثبیت نیتروژن زایی، گرهیونجه، تنوع زیستی: کلیدي هايواژه
  

  مقدمه
یک لگوم پایایی  (.Medicago sativa L)یونجه          

 اي در سرتاسر دنیا براي تغذیهاست که به طور گسترده
  .شوددام و به عنوان یکی از منابع مهم کود سبز کشت می

    
از  خاکزي هاي گرم منفیاست که با باکتري گیاه قادر این

نیتروژن  کنندههمزیستی مفید تثبیت سینوریزوبیومجنس 
  ؛ لانگر و همکاران،2010مرابت و همکاران، (برقرار کند 

                                                        
  گروه مهندسی علوم خاك ،دانشکده فناوري کشاورزي- پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران ،کرج: نویسنده مسئول، آدرس. ١
 5/2/92: و پذیرش 6/10/91: دریافت  
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از یازده  سینوریزوبیومرشد جنس هاي تندباکتري). 2008
، رديـف سینوریزویوم: اندگونه تشکیل شده

 )1998 چن و همکاران،( انگنسـزینجی ومـزوبیـینوریـس
، سینوریزوبیوم ملیلوتی، سینوریزوبیوم ساحلی

 )1994لاجودي و همکاران، دي( سینوریزوبیوم ترانژائه
 )1996روم و همکاران، ( سینوریزوبیوم مدیکا

نیک و ( سینوریزوبیوم آربوریس، سینوریزوبیوم کوستینس
وي و ( سینوریزوبیوم کومروائه )1999همکاران، 
ونگ و ( سینوریزوبیوم مرولنس )2002همکاران، 
تولدو و ( امریکانوم سینوریزوبیومو  )2002همکاران، 
دو  سینوریزوبیومهاي در میان گونه ).2003همکاران، 

داراي  مدیکا سینوریزوبیومو  ملیلوتی سینوریزوبیومگونه 
بایلی و ( باشندتوانایی ایجاد گره در ریشه گیاه یونجه می

  . )2006همکاران، 
هاي مولکولی متنوعی هاي اخیر تکنیکدر سال

-PCR و , 1ERIC-PCR 2AFLP 3RAPD,: از قبیل
RFLP4 هاي ریزوبیومی براي بررسی تنوع ژنتیکی جمعیت

- ؛ رینکون2005وینوسا و همکاران، ( انداستفاده شده
؛ اسدي رحمانی و همکاران، 2009روسالس و همکارن، 

 PCR-RFLPهاي ذکر شده تکنیک درمیان روش. )2011
توسط محققین مختلف به عنوان یک روش شناسایی 

لاگور و ( ها گزارش شده استسریع براي باکتري
؛ دیوف و 1996؛ گورتلر و همکاران، 1994همکاران، 
 DNAهاي ریزوبیومی توالی در باکتري. )2000همکاران، 

تغییرات  23S rRNA5 (ITS)و  16S rRNAدر حد فاصل 
 دهندزیادي از نظر طول توالی و ترتیب بازها نشان می

مطالعه و تجزیه و تحلیل این  .)1993جنسن و همکاران، (
به عنوان  PCR-RFLPبا استفاده از تکنیک  DNAناحیه از 

هاي ی باکتريیک روش مناسب براي بررسی تنوع ژنتیک
؛ 2003بیوندي و همکاران، ( ریزوبیومی گزارش شده است

   ).2009ونگ و همکاران، ؛ 2009واسیک و همکاران، 
 هاي¬باکتري توسط مولکولی نیتروژن تثبیت

 مورد نیتروژن پایدار ورود براي اصلی منبع ریزوبیومی،
 زیستی تثبیت. است کشاورزي هاي¬سیستم به گیاهان نیاز

- مایه وسیله به تواند¬می کشاورزي در نیتروژن مولکول
 توانایی داراي ریزوبیومی هاي¬باکتري با لگوم گیاهان زنی
اسدي و ( کند پیدا بهبود مولکول این تثبیت در بالا

  .)2011همکاران، 
 کشت امروزه که است ايعلوفه گیاهی یونجه

 نبات این .باشدمی توسعهدر حال  بسرعت در کشور آن
                                                        

1. entrobacterial repetitive intergenic consensus 
genomic finger printing –PCR 

2. amplified fragment length polymorphism 
3. random amplified polymorphic DNA 
4. restriction fragment length polymorphism –PCR 
5. intergenic transcribed spacer 

 آن قدمت که باشدمی قدیمی بسیار تاریخی سابقه داراي
 در گسترده طور به یونجه. رسدمی تمدن تاریخ ابتداي به

 هکتار هزار 700 حدود و شده کشت ایران مختلف مناطق
 داده اختصاص خود به را کشور کشاورزي اراضی از

با وجود پر اهمیت بودن گیاه یونجه به عنوان یک . است
 تثبیت توان ارزیابی خصوص درگیاه استراتژیک در ایران، 

این  با همزیست بومی ریزوبیومی هايسویه در نیتروژن
 در چندانی ها اطلاعاتاین باکتري زیستی تنوع و، گیاه

این در حالی است که تثبیت نیتروژن . ندارد وجود کشور
تواند از هاي ریزوبیومی میبیشتر توسط باکتريمولکولی 

حاصل شود  N2هاي برتر تثبیت کننده طریق انتخاب سویه
 از آگاهی بدیهی است .)2002؛ رنگل، 1995هوویسون، (

 به هاباکتري این تاکسونومیکی وضعیت و ژنتیکی تنوع
 ضروري تلقیحمایه عنوان به برتر هايسویه انتخاب منظور

 مهم هايخاستگاه از یکی ایران دیگر طرف از. باشدمی
؛ میچواد 1384کریمی، (است  شده گزارش دنیا در یونجه

 زیستی و شناسایی تنوع از آگاهی و )1984و همکاران، 
 محققین براي تواندمی گیاه این با همزیست ریزموجودات

این ف اهدا. باشد اهمیت حائز نیز کشور از داخل و خارج
 گیاه با همزیست هايباکتري ژنتیکی پژوهش مطالعه تنوع

 و ارزیابی ITS-PCR-RFLP نشانگر از استفاده با یونجه
 ایران بومی ریزوبیومی هايسویه در نیتروژن تثبیت توان

 کننده تثبیت گونه بهترین یونجه و معرفی گیاه با همزیست
  .بود نیتروژن

  هامواد و روش
  هاي باکتريتهیه سویه
سویه  48تحقیق تعداد براي انجام این   

هاي یونجه بر اساس ریزوبیومی جداسازي شده از گره
پراکنش جغرافیایی، مشخصات اقلیم و خاك منطقه از 

. انتخاب گردید موسسه خاك و آبکلکسیون میکروبی 
 YMA 6ها با باز کشت بر روي محیط کشت سویه

 سینوریزوبیومسویه مرجع  4همچنین . ندسازي شدخالص
ملیلوتی  سینوریزوبیوم، HAMBI1318سویه  ملیلوتی
سویه  تومفاسیئنس آگروباکتریوم، HAMBI2148سویه 

HAMBI1811  سویه  مدیکا سینوریزوبیومو
HAMBI12306  از کلکسیون میکروبی دانشگاه هلسینکی

هاي مورد استفاده نیز در کنار سویه (HAMBI)فنلاند 
  .)1جدول (مورد آزمایش قرار گرفتند 

  هاباکتري DNA جداسازي
از سلول باکتري با استفاده از  DNAاستخراج   

و استفاده ) 2000بائله و همکاران، (هاي لیز قلیایی روش
 ®DNA (PowerMicrobial از کیت مخصوص استخراج

Midi DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, 
Inc) انجام گرفت.  

                                                        
6. Yeast Manitol Agar 
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  ITSژن و هضم اي پلیمراز واکنش زنجیره
با استفاده از  16S-23S rDNAتکثیر قطعه   

لاگور و ( FGPS132و  FGPS1490 1هايآغازگر
 اي پلیمراز درواکنش زنجیره. انجام شد) 1996همکاران، 

50µl همحلول واکنش با استفاده از دستگاPTC-200 
peltier thermal cycler(MJ Research) طبق الگوي :

 34دقیقه،  10براي  oC94 در دماي 2اولیه واسرشت شدن
 ،ثانیه 35 به مدت oC94در دماي  واسرشت شدن(دوره 
 در دماي 4بسط براي یک دقیقه و oC52 در دماي 3اتصال

oC72 و بسط نهایی در دماي ) براي دو دقیقهoC72  براي
اي براي انجام واکنش زنجیره. انجام گردیددقیقه  10

شامل  PCR 5ها یک مخلوط پلیمراز، بر اساس تعداد نمونه
الگو تهیه و سپس مقدار   DNAشامل همه مواد به جزء 

توزیع  PCRمیکرولیتر آن در هر تیوب مخصوص  49
الگو به آن  DNAاز  100ngگردید و در نهایت مقدار 

غلظت و اندازه محصول واکنش به وسیله . افزوده شد
آمیزي شده درصد رنگ 5/1الکتروفورز روي ژل آگاروز 

به منظور هضم آنزیمی، . گردیدارزیابی  با اتیدیوم بروماید
5µl  از محصولPCR  واحد از هر آنزیم  5/4به وسیله

 DNAقطعات. هضم گردید MspIو  HaeIII 6کنندهمحدود
حاصل از هضم بوسیله الکتروفورز افقی   DNAقطعات

آمیزي شده با اتیدیوم بروماید از رنگ% 3روي ژل آگاروز 
 100در ولتاژ عمل الکتروفورز . یکدیگر تفکیک گردید

 UVها تحت شرایط ژل. ساعت انجام شد 2ولت و براي 
افزار مولکولی و نرمDC-290 به وسیله دوربین کداك 

هاي حاصل از هضم الگو. برداري گردیدندکداك عکس
به وسیله نرم  UPGMA7آنزیمی به منظور رسم دندروگرام 

مورد استفاده قرار  6نسخه  Bionumericsافزار نرم 
هاي داراي الگوي هضم مشابه در این روش سویه. گرفتند

و  رحمانی اسدي(قرار گرفتند  ITSدر یک گروه 
  ).2011همکاران، 

  هاسویهدر نیتروژن تثبیت زایی و کاراییتوان گرهبررسی
زایی و کارایی تثبیت به منظور بررسی توان گره  

هاي مورد مطالعه از روش ویسنت و نیتروژن سویه
استفاده ) 1992(و فریرا و مارکوس ) 1970(همکاران 

 بدین منظور بذرهاي یونجه تهیه شده از مؤسسه .گردید
 سازي و بابذر یکدست و نهال تهیه و اصلاح تحقیقات

 کلریت هیپو و) ثانیه 30 مدت به% (96 الکل از استفاده

                                                        
1. Primers 
2. Denaturation 
3 .Annealing  
4. Extention 
5. Master Mix PCR 
6. Restriction enzymes 
7. Unweighted Pair Grouping with Mathematic 

Average 

زادمایه  .شدند سطحی استریل) دقیقه 3 مدت به( سدیم
 لیتري¬میلی 100 هايدر فلاسکهاي مورد مطالعه سویه

 از بذر عدد 20و  تهیه YMB محیط لیتر¬میلی 50 حاوي
 هاي¬فلاسک از یک هر درون به شده دار¬جوانه قبل

 .گردید منتقل شاهد فلاسک و باکتري زادمایه حاوي
 120rpm دور با شیکر نیم ساعت رويها به مدت فلاسک

 سپس .شدند داده قرار گراد¬سانتی درجه 28 دماي و
 پلاستیکی هايگلدان همچنین و بذر حاوي هاي¬فلاسک

 بهرقیق  اسید با شده شسته ماسه حاوي) گرمی 200(
 داخل دار¬جوانه بذرهاي. گردید منتقل لامینار درون

 کاغذي دستمال روي بر آنها دادن قرار با فلاسک هر
 براي. شدند آبگیري دقیقه 2 حدود مدت به استریل

 هايگلدان و انجام تکرار سهعمل کشت در  سویه هر
 نگهداري گلخانه در روز 45- 60 مدت به شده تلقیح
 هوایی، اندام خشک و تر وزن پارامترهاي .شدند
 موجود روابط از استفاده با و گردید گیرياندازه

  . شد محاسبه) SE8( هاسویه همزیستی کارایی
 نتایج و بحث

هاي مورد باکتري زیستی تنوع بررسی منظور به  
 حد قطعه توالی ترتیب و طول بودن رمتغی میزان مطالعه،
 از استفاده با 23S rRNA و 16S rRNA ژن دو بین فاصل
 مختلف گزارشات. گردید بررسی PCR-RFLP روش
 نشانگر یک تواندمی ITSقطعه که است آن از حاکی

 در ژنتیکی هايتفاوت شناسایی براي ثرؤم مولکولی
 و بندي آنها باشدو گروه هاباکتري مختلف سطوح

 عنوان به را ITS-PCR-RFLP از استفاده مختلف محققین
 تنوع تشخیص براي اعتماد قابل و کارا سریع، روش یک

 پیشنهاد لگوم گیاهان با همزیست هايباکتري ژنتیکی
؛ ونگ و همکاران، 2007لین و همکاران، (اند نموده
  ). 2011؛ اسدي و همکاران، 2009

 پلیمریزاسیون زنجیري واکنش مطالعه این در  
با اندازه ( منفرد باند یک هاسویه اکثر براي ITS قطعه

 شده تولید قطعه. نمود تولید) 1500bp-1200bp حدوداً
 ITSتر از قطعه کوچک KH24 و KH16 سویه دو براي

 در سویه اضافی باند یک. هاي مورد مطالعه بودبقیه سویه
KH186  آنزیمی هضم از بعد. )1شکل(مشاهده گردید 
 مطالعه مورد سویه 48 میان در ژنوتیپ PCR، 15 محصول

 در. )4 و 3 ،2اشکال(شد  داده تشخیص مرجع سویه 4 و
 الگوهاي بین شباهت از استفاده با شده رسم دندروگرام

 ژنوتیپUPGMA، 15 الگوریتم و RFLP مختلف
 III ,II ,I گروه 4 به درصد 70 شباهت سطح در باکتریایی

 سطح در I گروه). 5شکل( شدند بنديتقسیم IV و
 تقسیم Ic و Ib ,Ia گروه زیر سه به درصد 85 شباهت
 سینوریزوبیوممرجع  هايکه باکتري Ia گروه. گردید

                                                        
8. Symbiotic Efficiency 
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 ملیلوتی سینوریزوبیوم وHAMBI1318 سویه  ملیلوتی
 69/57 با گرفت، قرار گروه این در HAMBI2148 سویه

 را هاسویه تعداد بیشترین درصد 23 با Ic گروه و درصد
 مورد سویه دو فقط شامل Ib گروه .دادند جاي خود در

سویه  مدیکا سینوریزوبیوم مرجع هايباکتري .بود مطالعه
HAMBI12306 سویه تومافیسئنس آگروباکتریوم و 

HAMBI1811 هايگروه در ترتیب به II و III با  همراه
 سویه دو. گرفتند قرار مطالعه مورد سویه سه یک و
KH24 و KH16 گروه در هاسویه دیگر از جدا IV قرار 
در هیچکدام از  KH10و  KH133هاي سویه. گرفتند
  .ها قرار نگرفتندگروه

 داراي تحقیق این در بررسی مورد هايباکتري
 16S ژن دو بین فاصل حد قطعه طول نظر از ژنتیکی تنوع

rRNA 23وS rRNA در قطعه این طولی تنوع. بودند 
 توسط لگوم گیاهان با همزیست ریزوبیوم هايباکتري

آندرید و همکاران، (است  شده گزارش مختلف محققین
؛ اسدي و همکاران، 2005رومدهان و همکاران، ؛ بن2002
 هضم از حاصل متفاوت الگوهاي تحقیق این در ).2011

 در باکتریایی ژنوتیپ 15 تشکیل و ITS قطعه آنزیمی
 این توالی بودن رمتغی دهندهنشان مطالعه مورد هايسویه
 همکاران و ونگ. باشدهاي مورد بررسی میدر سویه قطعه

 را ITS قطعه توالی نظر از بالا ژنتیکی تنوع وجود) 2009(
آندرید و . دادند نشان مطالعه مورد هايریزوبیوم میان در

 رمتغی نیز) 2011( همکاران و اسدي و) 2002( همکاران
- لگوم با همزیست هايباکتري در را قطعه این توالی بودن

 PCRوجود یک باند اضافی در الگوي . نمودند گزارش ها
دو  ITSمبین این واقعیت است که قطعه  KH186 سویه
این دو کپی از نظر طولی با  در ژنوم این سویه دارد و کپی

تواند می این تفاوت در طول عمدتاً. باشندیهم متفاوت م
 ITSدر مناطق  tRNAهاي متنوع به دلیل وارد شدن ژن

هاي متعدد حضور کپی). 1993جنسن و همکاران، (باشد 
هاي ریزوبیومی نشانگر این در ژنوم باکتري ITSاز ژن 

هاي متعدد در ژنوم یدر کپ rRNAواقعیت است که اپرون 
این موضوع توسط محققین . ها وجود دارداین باکتري

؛ 1993جیناکس و همکاران، (مختلف گزارش شده است 
). 2007؛ استوارت و کاواناق، 1994پابل، هابر و سلنسکا

نشان داد که اندازه  KH16 و KH24 سویه دو PCRنتیجه 
اي در این دو باکتري بطور قابل ملاحظه ITSقطعه 

 همچنین در. هاي مورد مطالعه استکوچکتر با دیگر سویه
 الگوهاي بین شباهت از استفاده با شده رسم دندروگرام

، این دو ITSقطعه  UPGMA الگوریتم و RFLP مختلف
این . بندي شدندهاي دیگر گروهجدا از سویه سویه کاملاً

توانند می KH16 و KH24 سویه دهد که دونتایج نشان می
هاي دیگر باشند و هیچ خویشاوندي با متفاوت با باکتري

   .هاي مورد مطالعه نداشته باشندبقیه سویه

زایی نشان داد که اکثر نتایج حاصل از آزمون گره  
هاي مورد بررسی داراي توانایی ایجاد گره در گیاه سویه

هاي اي با سویهدر اثر تلقیح این نبات علوفه. یونجه بودند
KH16 ، KH24 ،KH10 ،KH6 ،KH133  وKH193 گره -

در این تحقیق دامنه وسیعی از ). 2جدول( اي حاصل نشد
هاي مورد بررسی درصد کارایی همزیستی در بین باکتري

بر اساس نتایج حاصل از آزمون بررسی . مشاهده شد
ها به هاي مورد مطالعه، این باکتريکارایی همزیستی سویه

ثر ؤثر و خیلی مؤموثر، م چهار دسته غیر مؤثر، نسبتاً
درصد کارایی همزیستی در ). 2جدول(بندي شدند تقسیم
-75ثر ؤمهاي نسبتاً ، در سویه75ثر زیر ؤهاي غیر مسویه
ثر ؤهاي خیلی مو در سویه 100ثر ؤهاي م، در سویه100

از نظر تثبیت  KH13و  KH186دو سویه . بود 100بالاي 
N2 هاي سویه. ثر بودندؤغیر مKH202 ،KH126 ،KH57 
  .را داشتند %.S.Eبالاترین KH21  و

- تثبیت نیتروژن مولکولی بیشتر توسط باکتري  
هاي برتر تواند از طریق انتخاب سویههاي ریزوبیومی می

؛ رنگل، 1995هوویسون، (حاصل شود  N2تثبیت کننده 
هاي برتر، بررسی منظور دستیابی به سویهبه). 2002

تحت شرایط کنترل شده  N2ر تثبیت ها دتوانایی سویه
نتایج . اي و شرایط طبیعی در مزرعه لازم استگلخانه

هاي حاصل از این پژوهش نشان داد که توانایی اکثر سویه
خوب بود و  مورد مطالعه در تثبیت نیتروژن مولکولی نسبتاً

- هاي برتر بهدهد که تلقیح با سویهاین موضوع نشان می
  . نیاز است N2منظور دستیابی به مقادیر بالاي تثبیت 

  گیري کلینتیجه
نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که روش 

ITS PCR-RFLP تواند یک نشانگر مولکولی مناسب می
- هاي اولیه باکتريبراي بررسی تنوع ژنتیکی و غربالگري
نتایج حاصل از . هاي همزیست با گیاهان لگوم باشد

هاي مورد زایی نشان داد که بعضی از سویهگرهآزمون 
. هاي یونجه را نداشتندبررسی توانایی ایجاد گره در ریشه

بندي انجام شده با استفاده از این نتایج و نتایج گروه
هاي دهد که باکترينشان می ITS PCR-RFLPتکنیک 

هاي جداسازي شده از در میان باکتريغیر ریزوبیومی 
با توجه به نتایج حاصل از این  .وجود داردهاي یونجه گره

تر، مطالعه فیلوژنی تحقیق به منظور شناسایی هر چه دقیق
هاي کدکننده یابی ژنباکتري نماینده با استفاده از توالی 16

و  2زاییهاي درگیر در گرهو ژن 1دارهاي خانهپروتئین
  .گرددپیشنهاد می 3تثبیت نیتروژن

                                                        
1. House keeping genes 
2. Nod genes 
3. Nif genes 
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  پژوهش نیا در استفاده مورد يهاهیسو - 1 جدول

  ژنوتیپ ITS  سازي شدهمنطقه جداسازي   گیاه میزبان  سویه
KH21  2    چپقلو  یونجه  

KH183  2   شیرین سو  یونجه  
KH49  2 زنگنه  یونجه  

KH152  2 فاماست  یونجه  
KH69  2 میلاجرد  یونجه  

KH162  2 وهمان  یونجه  
KH182  2 کوهاون  یونجه  
KH198  2 باباخنجر  یونجه  
KH95  2 قلعه آسی جان  یونجه  
KH44  2 حاتم آباد  یونجه  

KH121  2 سلم سرایی  یونجه  
KH43  2 کبودر آهنگ  یونجه  

KH202  2 رزن   یونجه  
KH153  2 جعفرآباد  یونجه  
KH70  2 امامزاده پیرنهان  یونجه  
KH31  2 ده دلیان  یونجه  

KH212  2 قلقل آباد  یونجه  
KH57  2 کرتیل آباد  یونجه  

KH126  2 قوري چاي  یونجه  
KH42  2 سردارآباد  یونجه  
KH25  2 حاجی آباد  یونجه  

KH142  2 سامن  یونجه  
KH187  2 طارقیه  یونجه  
KH209  2 کرفس  یونجه  
KH74  2 نیشر  یونجه  

KH109  2 بیتران  یونجه  
KH22  2 خماجین  یونجه  
KH41  3 سرداران  یونجه  

KH115  4 دربند  یونجه  
KH140  5 ملایر  یونجه  
KH82  6 زمان آباد به طرف ملایر  یونجه  

KH150  6 آورزمان  یونجه  
KH173  6 قوره جنیه  یونجه  
KH40  6 سرورآباد  یونجه  
KH63  6  برزون  یونجه  

KH119  6 حسن قشلاق  یونجه  
KH105  7 اسد آباد   یونجه  
KH81  7  سیاکمر  یونجه  
KH33  7 شراء  یونجه  
KH73  7 علی آباد  یونجه  
KH10  8 النجه  یونجه  
KH6  9 چنار علیا  یونجه  

KH133  11 توشمال  یونجه  
KH13  12  زیر باغ  یونجه  

KH193  12 گنبد چاي  یونجه  
KH186  14  کمی قلعه  یونجه  
KH16  15 ازن دریان  یونجه  
KH24  15 دهلق  یونجه  

HAMBI1318    1  هلسینکی  
HAMBI21148    1  هلسینکی  
HAMBI12306    10  هلسینکی  

HAMBI1811   13  هلسینکی  
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  هاي مورد استفادهسویه%.S.E زایی و نتایج حاصل از آزمون گره - 2 جدول
  %.S.E  زاییآزمون گر  سویه
KH21  +  106   
KH183  +  96  
KH49  +  104 
KH152  +  80 
KH69  +  101 
KH162  +  84 
KH182  +  85 
KH198  +  86 
KH95  +  82 
KH44  +  77 
KH121  +  62 
KH43  +  76 
KH202  +  121 
KH153  +  97 
KH70  +  84 
KH31  +  92 
KH212  +  105 
KH57  +  110 
KH126  +  114 
KH42  +  90 
KH25  +  90 
KH142  +  100 
KH187  +  78 
KH209  +  93 
KH74  +  75 
KH109  +  91 
KH22  +  93 
KH41  +  94 
KH115  +  100 
KH140  +  103 
KH82  +  80 
KH150  +  83 
KH173  +  87 
KH40  +  79 
KH63  +  66  
KH119  +  90 
KH105  +  94 
KH81  +  70  
KH33  +  97 
KH73  +  92 
KH10  -  16 
KH6  -  15 

KH133  -  17 
KH13  +  63  
KH193  -  13 
KH186  +  70  
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KH16  -  10 
KH24  -  14 

  

  

 
 

  درصد 5/1روي ژل آگاروز  ITSمشاهده محصولات واکنش زنجیري پلیمریزاسیون قطعه  -1 شکل
L : نشانگر مولکولی استفاده شدهplus Fermentas) (100 bp شماره سویه هاي استفاده شده: شماره روي چاهک ها 
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 HaeIIIبا استفاده از آنزیم برشی  ITSقطعه  PCRالگوي برشی محصولات  - 2شکل 
:L  نشانگر مولکولی استفاده شده(50 bp Fermentas)  هاي استفاده شدهشماره جدایه: هاشماره روي چاهک  

    

   
 MSPIبا استفاده از آنزیم برشی  ITSقطعه  PCRالگوي برشی محصولات  - 3شکل 

:L  نشانگر مولکولی استفاده شده(50 bp Fermentas)  هاي استفاده شدهشماره جدایه: هاشماره روي چاهک  
  

 هاي هاي مرجع با استفاده از آنزیمسویه ITSقطعه  PCRالگوي برشی محصولات  -4 شکل
 )سمت چپ( MSPIو ) سمت راست(  HaeIIIبرشی 

L : نشانگر مولکولی استفاده شدهFermentas)  (50 bp هاي استفاده شدهشماره جدایه: هاشماره روي چاهک  
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    UPGMAو الگوریتم ITSقطعه  RFLPدندروگرام رسم شده با استفاده از شباهت بین الگوهاي مختلف  -5 شکل
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