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Pyrenophora tritici-repentis عامل بيماري لكه خرمايي گندم در شمال ايران   
  

Distribution and Frequency to Toxin Producing Genes (ToxA and ToxB) in 
Populations of Pyrenophora tritici-repentis, the Causal Agent of Wheat  

Tan Spot in North of Iran 
 

  4و امين ابراهيمي 3، محمد ترابي2، رحيم مهرابي1مهناز رجب پور
 

  ، دانشكده  پيشوا- ورامين به ترتيب دانشجوي سابق كارشناسي ارشد و استاد، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد-3 و 1
  شناسي گياهي، ورامين    كشاورزي، گروه بيماري

   به ترتيب استاديار و محقق موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال وبذر، كرج -4 و 2
  

  7/9/1392: تاريخ پذيرش                4/3/1392: تاريخ دريافت    
 

  چكيده
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 .73 - 83: 30-1نهال و بذر  نژادي  مجله به . عامل بيماري لكه خرمايي گندم در شمال ايران Pyrenophora tritici-repentisقارچ

  
در حـال   بـه شـدت      كشور   ي در مناطق شمال   ،رقام گندم  اكثر ا  ي بالا تي حساس ليدلبيماري لكه خرمايي گندم به      

 عامل   از ساختار ژنتيكي   يمنوط به وجود اطلاعات كاف    به اين بيماري    استفاده موفق از ارقام مقاوم      . گسترش است 
اولـين  تحقيق حاضر   . است قارچ   تيدر داخل جمع  و به ويژه وجود و عدم وجود فاكتورهاي بيماريزايي           بيماري

 ـ در جمع  ToxB و   ToxA يها ني كننده توكس  دي تول يها پراكنش و فراواني ژن   گزارش در زمينه       قـارچ  يهـا  تي
 ـ داراي علا   نـان   گنـدم  هـاي برگـي آلـوده       در اين تحقيق نمونـه    . در ايران است   عامل بيماري  خرمـايي    لكـه م  ي

هـا    دايـه  ج DNA ، و تكثير عامل بيمـاري     سازي خالصپس از جداسازي،    . ندشدآوري و به آزمايشگاه منتقل       جمع
هـاي    هـاي توليـد كننـده توكـسين          براي شناسايي ژن   آغازگرهاي اختصاصي ها با استفاده از      نمونه. استخراج شد 

از % 86نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كـه          . مورد ارزيابي قرار گرفتند   ) ToxB و   ToxAژن هاي   (اختصاصي  
ها داراي هر دو فاكتور بيماريزايي  از جدايه % 64و   ToxBها داراي ژن      از جدايه % ToxA، 77ها داراي ژن      جدايه
و  ToxAهـاي   هاي قارچ عامـل لكـه خرمـايي در شـمال ايـران داراي ژن      بر اساس اين نتايج اكثر جدايه   . بودند
ToxBايـن  . هاي جغرافيـايي خاصـي نبـود    هاي مورد مطالعه منحصر به موقعيت ها در جدايه آن  بوده و پراكنش

توان به فراواني بـالاي ايـن دو ژن           يم نكروز و كلروز ايجاد شده در روي ارقام گندم را مي           بررسي نشان داد علا   
  .نسبت داد

  
 هــاي توليدكننــده توكــسين، گنــدم، بيمــاري لكــه خرمــايي، فاكتورهــاي بيمــاريزايي، ژن: هــاي كليــدي واژه

Pyrenophora tritici-repentis.  
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  مقدمه

هـا از     در ميان عوامل بيماريزاي گنـدم، قـارچ       
ــه      ــوري ك ــه ط ــد ب ــي برخوردارن ــت فراوان اهمي

هـا و   هاي فوزاريومي، لكه برگي     ها، بيماري   زنگ
ــياهك ــرد و    س ــديد عملك ــاهش ش ــث ك ــا باع ه

بيمـاري لكـه خرمـايي      . شـوند   كيفيت گنـدم مـي    
 عنـوان يكـي     گندم در بسياري از مناطق جهان به      

لكـه  . هاي گندم مطرح است     از مهم ترين بيماري   
ــروف   ــارچ نكروتـ ــط قـ ــدم توسـ ــايي گنـ  خرمـ
Pyrenophora tritici-repentis (Died.) 

Drechs. (anamorph: Drechslera tritici-

repentis (Died.) Shoem.ايـن  . شود  ايجاد مي
ــال    ــا در ســـــ ــاري در آمريكـــــ    1940بيمـــــ

ــاك  ــان تـ ــزارش شـــد و از آن زمـ   نون وقـــوع گـ
ــت   ــزايش اســـ ــال افـــ ــدت آن در حـــ   و شـــ

(Pfender and Wootke, 1987) .  خسارت ايـن
محـصول بـالغ    % 50بيماري در شرايط اپيدمي تـا       

لكـه  . (Lamari and Strelkov, 2010)شود  مي
خرمــايي گنــدم در آمريكــاي جنــوبي بــه عنــوان 

ترين بيماري در حال گسترش مطرح اسـت          سريع
در آرژانتين، برزيـل    هاي قابل توجهي      و خسارت 

و پاراگوئه به محـصول گنـدم وارد كـرده اسـت            
(Ciuffetti and Tuori, 1999) . اين بيماري در

ــم     ــوان مه ــه عن ــتراليا ب ــمالي اس ــاطق ش ــرين  من   ت
  بيمـــــاري برگـــــي شـــــناخته شـــــده اســـــت 

(Loughman et al., 1998) .  ــايي ــه خرم لك
 از آسـياي مركـزي گـزارش و    1986گندم سـال   

  تـــرين  ن يكـــي از مهـــمبـــه ســـرعت بـــه عنـــوا 
  شــــــدهــــــاي گنــــــدم مطــــــرح  بيمــــــاري

(Postnifova and Khasanov, 1998) . ايــن
بيماري از آن نظر اهميت فراواني دارد كه دقيقـاً          
ــاري زنـــــگ زرد و  ــه بيمـــ ــاطقي كـــ   در منـــ

  اي بـــه دليـــل اســـتفاده از ارقـــام مقـــاوم    قهـــوه
  كنتـــرل شـــده، بـــه شـــدت شـــايع شـــده اســـت

)Francl, 1998 ؛Di Zinno et al., 1998 .( در
 ني ـ همـه سـاله ا     اًب ـي سـال گذشـته تقر     بيستطول  

 گلستان و مازنـدران     يها  در مزارع استان   يماريب
ه  ب ـ بـار  كي ـوجود داشته و هر سه تا چهار سـال          

ديـده   و با شـدت بـالا ظـاهر گر        يريگ حالت همه 
ــت  ــشده    (اس ــشر ن ــاي منت ــزارش ه ــي، گ  ).تراب
 طي در شرا  يماري ب ني نشان داد ا   ي اخير ها يبررس

 درصـد   50 تـا    5 ني و در ارقـام حـساس ب ـ       يدمياپ
در لكـه خرمـايي گنـدم       . كنـد  يم ـ خسارت وارد 

 در حـال گـسترش    به شدت    كشور   يمناطق شمال 
 زادمايه بيمـاري سـال بـه سـال در مـزارع             است و 

شـود بـه طـوري كـه در           استان گلستان بيشتر مـي    
هاي اخير اين بيماري بـه يـك بيمـاري مهـم              سال

مــشاهدات (يل شــده اســت گنــدم در منطقــه تبــد
  ).نگارندگان

اين قارچ هم از طريق جنسي و هـم از طريـق            
در روش . كنـــد غيـــر جنـــسي تكثيـــر پيـــدا مـــي

ــدي  ــسي كنيـ ــاي  غيرجنـ ــلولي روي 4-7هـ  سـ
در روش جنـسي    . شـوند   كنيديوفورها تشكيل مي  

 به صورت نقاط    (Pseudothecia)ها    سودوتسيوم
هـا هـستند بـر روي         سياه رنگ كه حاوي آسـك     

هـا معمـولاً داراي       آسك. شوند  گ تشكيل مي  بر
ــستند   ــلولي هــ ــه ســ ــپور ســ   هــــشت آسكوســ

)Weise, 1987 ؛Hosford, 1971 .(
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آسكوسپورهاي آزاد شده در اويل فصل زراعـي        
توانند به عنوان زادمايه اوليه، آلـودگي ايجـاد           مي

ي قارچ عامل بيماري      اسپورهاي جوانه زده  . كنند
ــستقيم از كوتيكــول نفــوذ  ــه طــور م ــيب ــد  م  كنن

(Dushnicky et al., 1996) .  ــاري ــن بيم اي
هـاي پـائيني ديـده شـده و در            معمولاً روي برگ  

هــاي بــالايي و مخــصوصاً  شــرايط اپيــدمي بــرگ
بيماري لكه  . شود  برگ پرچم به شدت آلوده مي     

هاي كوچك تيره و      خرمايي ابتدا به صورت لكه    
ــا حالــت روشــن در   بيــضوي يــا دوكــي شــكل ب

ها بـه سـرعت       اين لكه . شود  مياطراف لكه ظاهر    
اي رنگ تبـديل شـده و         هاي گسترده قهوه    به لكه 

هــاي شــديد كــل بــرگ بــه حالــت   در آلــودگي
ــد  ســوختگي در مــي در . (Hosford, 1971)آي
هاي جنسي قـارچ بـه صـورت          انتهاي فصل، اندام  

هاي آلوده  نقاط كوچك سياه رنگ روي قسمت     
 نيـز   گذراني قارچ   شود كه فرم زمستان     نشكيل مي 

  . هستند
مطالعــات اوليــه بيــانگر وجــود تفــاوت در     

 هاي مختلف قارچ عامـل لكـه   بيماريزايي جدايه

ــود   ــايي ب  ؛ Luz and Hosford, 1980(خرم

Weis, 1987 .(پارامترهــــايي نظيــــر انــــدازه  
ــه، درصــــــــد نكــــــــروز بــــــــرگ     لكــــــ

(Schilder and Bergstrom, 1990)  تعـداد ، 
ــه ــودگي   لكــــــ ــد آلــــــ ــا و درصــــــ   هــــــ

(Daluz and Hosford, 1980) تواننـد بـه     مـي
هـا از نظـر       عنوان معيارهايي براي تفـاوت جدايـه      
محققـين  . بيماريزايي مـورد اسـتفاده قـرار گيرنـد      

ند كه علايـم نكـروز و كلـروز ايجـاد           ا  هنشان داد 

شده كاملاً نتيجه برهمكنش اختـصاصي قـارچ و         
  ؛Lamari and Bernier, 1989(ميزبـان اسـت   

Lamari and Bernier, 1991( ــابراين ، بنـ
 نـوع   اسـاس توانـد بـر       هـا مـي     بنـدي جدايـه      گروه

  پاتوتايــپ و توانــايي توليــد نكــروز و يــا كلــروز  
هاي ارقـام افتراقـي انجـام شـود           روي برگ ها    آن

(Lamari and Bernier, 1989) . نكــروز و
  توسـط كلروز حاصـل از بيمـاري لكـه خرمـايي           

ايجــاد  ToxCو  ToxA، ToxB ســه توكــسين
هـا بـه عنـوان فاكتورهـاي       از آنابراينبن شود،  مي

ــي   ــرده مــــ ــام بــــ ــاريزايي نــــ ــود بيمــــ   شــــ
)Friesen et al., 2003 ؛ 

Lamari and Strelkov, 2010؛  
Strelkov and Lamari, 2003 .(ToxA  باعـث 

ايجاد نكروز و دو توكـسين ديگـر باعـث ايجـاد            
 ToxBو   ToxAهاي    تاكنون ژن . شوند  كلروز مي 

 كلـون  ToxCژن  مـا  انـد ا    شناسايي و كلون شـده    
و بنـابراين بـا توجـه بـه عـدم شناسـايي ژن               نشده

ToxC توان بـا آزمـون ژنتيكـي وجـود و يـا              نمي
. ها ارزيابي كـرد     عدم وجود اين ژن را در جدايه      

تحقيق حاضر با توجه به اهميت زياد دو توكسين         
ToxA   و ToxB       در ايجاد نكروز و كلروز، براي 

ــي ژن   ــراكنش و فراوان ــي پ ــاي بررس و  ToxA ه
ToxB  در هـاي قـارچ عامـل بيمـاري            در جمعيت

  . اجرا در آمدمناطق آلوده ايران به
  

  مواد و روش ها
 در  ضمن سفر به منـاطق آلـوده مـورد كـشت          

ــستان در بهــار ســال   اســتان ــدران و گل هــاي مازن
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 داراي   نـان   گنـدم  هاي برگي آلـوده     نمونه،  1391
وري و بـه آزمايـشگاه      آ  جمعلكه خرمايي   م  يعلا
 قطعـاتي  ابتدا   ،براي جداسازي قارچ  . شدندقل  منت

ه جــدا شــده و بــعلايــم بيمــاري از بــرگ داراي 
 دقيقـه   2-3به مدت   % 1 وسيله هيپوكلريت سديم  

قطعات برگ سه بار با     . شدندضدعفوني سطحي   
آب مقطر استريل شستـشوي سـطحي شـده و در           

آگار قرار گرفتـه  -آب محيط كشت    روينهايت  
ــشتكو  ــري   تـ ــاي پتـ ــاهـ ــه 20ي در دمـ  درجـ

 گرفتنـد تـا قـارچ عامـل بيمـاري       گراد قرار  سانتي
 اسپورهاي توليد شده از سـطح       .اسپورزايي نمايد 

آوري و با كمك لـوپ سـترون روي           برگ جمع 
 PDA (Potato Dextrose Agar)محيط كشت 

سـازي قـارچ بـا اسـتفاده از           و خـالص  كـشي     خط
    .شدانجام  روش تك اسپور

ه دو توكـسين    ننـد ك كـد    هاي  ازآن جا كه ژن   
ToxA   و ToxB      توليد شده توسط عامل بيماري 

مطالعــه ، بــراي نــدا لكــه خرمــايي شناســايي شــده
 ها و جمعيت  جدايهدر  ها   ژناين   و فراواني    وجود

بدين منظـور از    .  استفاده شد  PCRقارچ از روش    
ــصاصي دو ژن    ToxB و ToxAآغازگرهــاي اخت

ــين  ــرل  CHS1و همچن ــوان كنت ــه عن ــتفاده   ب   اس
ــد  ــتخراج. (Andrie et al., 2007)شـ   اسـ
DNAــه ــتفاده از روش    از جدايــ ــا اســ ــا بــ   هــ

SDS (Sodium Didecyle Sulphate)  انجـام 
  بـــدين منظـــور ابتـــدا بـــافر اســـتخراج    . شـــد

[Tris-HCl pH=8 (100mM), EDTA 

(50mM), NaCl (500mM), 2β-

mercaptoethanol (2%), SDS (1%)]   تهيـه 

 نيتـروژن  در   يـر، پـس از تكث   هـا    ميسليوم جدايـه  و  
ــودر   ــايع پ ــدهم ــوب  و  ش ــه تي ــله ب ــاي بلافاص   ه

ــي 5/1 ــل  ميل ــري منتق ــر600و  ليت ــافر  ميكروليت  ب
ــتخراج ــه آناس ــا   ب ــافه ه ــداض ــه. ش ــا در  نمون   ه

 دقيقـه  20بـه مـدت    گـراد     درجه سـانتي   65دماي  
ــرار  ــهقـــ ــپس گرفتـــ ــر 700 و ســـ    ميكروليتـــ
هــا  بــه تيــوب) 1:24(ايزوآميــل الكــل / كلروفــرم

 و پـنج دقيقـه بـه آرامـي در دمـاي             يدگرداضافه  
ــه ــه مــدتدر نهايــت  شــدند وم زده  هــاتــاق ب   ب

ــا 10 ــه ب ــه 12000  دقيق ــانتريفيوژ دور در دقيق  س
فاز رونشين به تيوب جديد منتقل گـشته و      . شدند

 به نسبت يك (pH = 5.2) مولار 5استات سديم 
 .شـد  اضـافه    هـا   دهم حجم بافر استخراج به نمونه     

اسـتات سـديم، ايزوپروپـانول      بعد از اضافه شدن     
 سپسبه تيوب اضافه و     ) به مقدار هم حجم   (سرد  

ــدت   ــراي م ــاي 20ب ــه در دم ــه  -20  دقيق درج
ــانتي ــراد س ــرار گ ــد ق ــانتريفيوژ دوم  .گرفتن  درس
 دقيقـه انجـام     5بـه مـدت     و  دور در دقيقه     12000

 به صـورت رسـوب      DNA كه در اين مرحله      شد
مـايع دور   نازكي در ته تيوب قـرار گرفتـه و فـاز            

 بـا اتـانول     DNAشستـشوي رسـوب     . ريخته شـد  
 دقيقـه در    20هـا بـه مـدت         و لولـه   شدانجام  % 70

دماي اتاق به صورت درب باز و وارونه گذاشـته          
 100رســوب حاصــل در . شــد تــا خــشك شــوند

 TE [Tris-HCl pH=7بــــافر ميكروليتــــر 

(10mM), EDTA (1mM)] يـــا آب مقطـــر 
 مـراز   پلياي   هاي زنجيره  واكنش .شداستريل حل   

  بـــا اســـتفاده از پرايمرهـــاي اختـــصاصي انجـــام 
ــد ــت  .ش ــي كيفي ــراي بررس ــت DNA ب  و موفقي
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ــره  ــنش زنجي ــي واك ــاي  اي پل ــراز از آغازگره  م

CHS-79F و CHS-354R بـــه عنـــوان كنتـــرل 
ــتفاده شــد(Internal control)مثبــت  ــن .  اس اي

ــينتيز   ــايتين ســ ــشي از ژن كــ ــا بخــ   آغازگرهــ
1 (Chitin synthase 1)ــي را ــر م ــد  تكثي . كنن

 قطعات  CHS1آغازگرهاي مربوط به مكان ژني      
bp-275  آغازگرهـاي   . كند   توليد ميTA51F  و 

TA52R      مربوط بـه ژن ToxA    قطعـات bp-573 
 ToxBتوليــد كــرده در حــالي كــه آغازگرهــاي  

آغازگرهــاي . كننــد  توليــد مــيbp-232قطعــات 
TB71F ،TB6R و TB60R قادرنــــد ToxB را 

ــف  ــاي مختلـ ــد  در نژادهـ ــر كننـ ــارچ تكثيـ .  قـ
 Toxb قادرنــد TB58R و TB71Fآغازگرهــاي 

اســت را  ToxB كـه يـك هومولــوگ غيـر فعـال    
  .شناسايي و تفكيك كنند
 25اي پليمـــراز در حجـــم  واكـــنش زنجيـــره

ميكروليتر بـراي هـر واكـنش بـا اسـتفاده از بـافر              
PCR (1X)    آغازگرهاي اختـصاصي هـر كـدام ،

 1)پليمـراز  مولار، آنزيم تـگ  نانو 200با غلظت 

unit) ،dNTPs (0.2 mM) ،  بـه  كلريـد منيـزيم 
% DNA  ،2 نـانوگرم    10مـولار،      ميلي 5/2غلظت  

انجام ) ToxBفقط براي   (داي متيل سولفوكسايد    
 و ToxAهـاي   ي ژن برا PCRيبرنامه حرارت .شد

CHS1    يسـاز   چرخـه واسرشـت    كيبه صورت 
 2 بــه مــدت وسي درجــه سلــس94ي در دمــاهيــاول
 يخه شامل مراحل واسرشت ساز     چر 35 و   قهيدق

 ه،ي ـ ثان 45 به مـدت     گراد  سانتي درجه   94يدر دما 
 بـه مـدت     گـراد   سـانتي  درجه   50 ياتصال در دما  

 گـراد   سـانتي  درجـه    72 ي و بسط در دما    هي ثان 45

 چرخـه بـسط     كي ـو در خاتمـه      قهي دق 2به مدت   
ــا ــايينهــــــــــــــــــــ   ي در دمــــــــــــــــــــ

. شد مي تنظ قهي دق 7 به مدت    گراد   سانتي  درجه 72
 كي ـبـه صـورت      ToxBي ژن    برا يارتبرنامه حر 

 درجـه   94ي در دمـا   هي ـ اول يساز چرخه واسرشت 
 چرخـه شـامل     40 و   قـه ي دق 2 به مدت    گراد  سانتي

ــل واسرشــت   درجــه 94ي در دمــايســاز مراح
  ي اتـصال در دمـا     ه،ي ـ ثان 30 بـه مـدت      گراد  سانتي

 و بسط در    هي ثان 45 به مدت    گراد  سانتي درجه   58
و در   قـه يدق 1 به مـدت     وسي درجه سلس  72 يدما

  ي در دمـــايي چرخـــه بـــسط نهـــاكيـــخاتمـــه 
. شد مي تنظ قهي دق 7 به مدت    گراد  سانتي درجه   72
هاي تكثير شـده       انجام الكتروفورز فرآورده   يبرا

PCR       درصد اسـتفاده   5/1 از ژل آگارز با غلظت 
  .شد

  
  نتايج و بحث

رين و  ت ـ   مقاومت ژنتيكي اقتـصادي    استفاده از 
محيطي بـراي    خطرترين روش از نظر زيست     كم

بـه همـين دليـل      است،   ي گياهي ها  كنترل بيماري 
هــا در  يــافتن منــابع مقاومــت و بــه كــارگيري آن

نــژادي از اولويــت   هــاي بــه  بــسياري از برنامــه 
اسـتفاده موفـق از ارقـام مقـاوم         . برخوردار اسـت  

منوط به وجود اطلاعات كافي از عامـل بيمـاري          
اســت، چــرا كــه تعيــين راهكارهــاي مناســب در  

هــاي اصــلاح بــراي مقاومــت بــه بيمــاري   امــهبرن
مستلزم وجود اطلاعات كـافي و دقيـق در زمينـه           

هاي قارچ عامل بيماري،      ساختار ژنتيكي جمعيت  
ــراكنش و   شناســايي فاكتورهــاي بيمــاريزايي و پ
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فراواني آن در داخل جمعيت قارچ عامل بيماري        
تـاكنون چنـين اطلاعـاتي در مـورد قـارچ           . است

خرمايي گندم در ايـران منتـشر   عامل بيماري لكه    
با توجه به اهميت زيـاد دو توكـسين         . نشده است 

ToxA و ToxB  ،ــروز ــروز و كلـ ــاد نكـ  در ايجـ
تحقيق حاضر بـراي بررسـي پـراكنش و فراوانـي           

هـاي     با استفاده از آزمون    ToxBو   ToxAهاي    ژن
هـاي    ها در جمعيـت     ژنتيكي تعيين حضور اين ژن    

  . قارچ عامل اين بيماري به اجرا درآمد

  از هي ـجدا 22 ي برا مرازي پل يا رهيواكنش زنج 
ــه 15 ــتانمنطق ــستان   اس ــدران و گل ــاي مازن ــا ه  ب

اختــصاصي دو توكــسين  ياســتفاده ازآغازگرهــا
ToxA و ToxBــين ــا و همچن ــنيتي ژن ك  زيتني س

(CHS1)   نـشان داد   جينتـا  .)1جـدول   (شد  انجام  
 ردادنـد يتكث  را bp-275 ها قطعه  هي جدا يكه تمام 

 بـراي   DNAكه بيانگر كيفيت و كميت مناسـب        
ــايش ــاي  آزمـــ ــود PCRهـــ ــكل ( بـــ  ).1شـــ

  
هاي قارچ   در جدايهToxB و ToxAهاي  براي شناسايي ژنآغازگرهاي مورد استفاده  -1 جدول

Pyrenophora tritici-repentis  
Table 1. Primers used for detection of ToxA and ToxB in isolates of Pyrenophora tritici-

repentis 
 

 توالي
Sequence 

 آغازگر
Primer 

 ژن
Gene  

5′-GCGTTCTATCCTCGTACTTC-3′ TA51F ToxA 
5′-GCATTCTCCAATTTTCACG-3′ TA52R  
5′-GCTACTTGCTGTGGCTATC-3′ TB71F ToxB 
5′-ACGTCCTCCACTTTGCACACTCTC-3′ TB6R  
5′-ACTAACAACGTCCTCCACTTTG-3′ TB60R  
5′-TATGAATGATTGACTGGGGTTA-3′ TB58R Toxb 
5′-TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG-3′ CHS-79F CHS-1 
5′-TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG-3 CHS-354R  

Andrie et al. (2007) 

  
 ي بــراToxA ژن مــرازي پليا رهيــواكــنش زنج

 بــا اســتفاده از P. tritici-repentis هــاي هيــجدا
ــا ــصاصيآغازگرهـ  TA52R و TA51F ي اختـ

 ري ـتكثمنجـر بـه     هـا     از نمونـه   يتعـداد در   وانجام  
  شــد   bp-573قطعــه مــورد انتظــار بــه انــدازه     

  ،هيــ جدا22 انيــ از منتــايج نــشان داد). 1شــكل (
 قطعه مورد   ري قادر به تكث   %)86حدود   (هي جدا 19

 در ايـن    ToxA وجـود ژن     انگري كه ب  ندتظار بود ان
ــ نهيــجدا 3 بــراي .بــود هــا جدايــه  گونــه چيهــ زي

   كــه نــشانگر عــدم حــضور  نــشد انجــام يريــتكث
   ايــــ وجــــود 2در جــــدول . بــــود ToxA ژن

ــود ا  ــدم وج ــع ــراي ــ جدا22 ين ژن ب ــارچ هي    ق
، P31ي  هـا  هي ـجدا. ه شده است  ي ارا يماريعامل ب 

P33 و P35  ــذكور را تكث ــات م ــقطع ــد د نداري   ن
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 با Pyrenophora tritici-repentis  قطعات تكثير شده براي تعدادي ازجدايه هاي قارچ  - 1شكل 
  ToxB (C) و CHS-1 (A) ،ToxA (B) هاي  ژن اختصاصياستفاده از آغازگرهاي

Fig. 1. Amplified fragments for some Pyrenophora tritici-repentis isolates using CHS-1 
(A), ToxA (B) and ToxB (C) genes specific primers  

  
  هـستند  ييها جزو نژادهـا    هي جدا نيا كه نشان داد  

واكــنش . كننــد نمــي ديــ را تولني توكــسنيــكــه ا
 ي ، بــا اســتفاده از آغازگرهــامــرازي پليا رهيــزنج

ToxB ي كه فقط آغازگرهانشان داد  TB71F و
TB60R     نـدازه    قطعه مورد انتظار به اbp-232  را 

 قطعـات بـا     ني ا ري تكث انگري ب 1 شكل.  دادند ريتكث
 يهـا  هي از جدا  ي تعداد ي مذكور برا  يآغازگرها

در مجمـوع از  . است P. tritici-repentis يرانيا
 قطعه  %)77حدود   (هي جدا 17 در ،هي جدا 22 انيم

ــرا  ــوردنظر بـ ــ تكثToxB ژن يمـ ــد ريـ    درو شـ
ــ جدا5 ــتكث P24 و P6 ،P15 ،P22 ،P23 هيـ  ريـ

   . انجام نشد ToxB ژن يقطعه مورد انتظار برا
ــان     ــده از مي ــت آم ــه دس ــايج ب ــاس نت ــر اس   ب

 جدايــه حــاوي هــر دو ژن 14 جدايــه، تعــداد 22
ToxA   وToxB      دهـد     بودند كه اين يافته نشان مي

ها قادر بـه توليـد همزمـان          جدايه% 63كه بيش از    
ــسين  ــابراين  ToxBو  ToxAدو توك ــستند، بن  ه

روي م مـشاهده شـده      أوز و كلروز تـو    علايم نكر 
تواند حاصل  آوري شده مي   هاي جمع    نمونه برگ

 ToxCيـا    ToxA  ،ToxBهاي    فعاليت همزمان ژن  
كه هنوز ژن مربوط به آن شناسايي نـشده اسـت،           

ــد ــاران  .باشـــ ــات ليپوينـــــت و همكـــ   مطالعـــ
(Lepoint et al., 2010)    نـشان داد كـه از ميـان 

ــداد  82 ــه تع ــ%) 83 (68 جداي ــاوي ژن جداي ه ح
ToxA             بوده و تنهـا دو جدايـه حـاوي ژن ToxB  

 در ميـان  ToxBدهنده فراواني كم     بودند كه نشان  
ــه ــي آن  جداي ــورد بررس ــاي م ــود  ه ــا ب ــايج . ه نت

تحقيقات در ايالت آركانزاس آمريكـا نيـز نـشان      
هـاي بـه دسـت آمـده          از جدايـه  % 14داد كه تنها    
 و بــه همــين ميــزان حــاوي ژن ToxAحــاوي ژن 

ToxB جدايــه مــورد بررســي42 و تنهــا از ميــان   
ــاوي دو ژن 2 ــه ح ــم   ToxB و ToxA  جداي ــا ه ب

 آنتـــوني و .(Andrie et al., 2007) بودنـــد
 نـشان دادنـد   (Antoni et al., 2010)همكـاران  

 جدايـه متعلـق بـه اسـتراليا هـيچ           119كه از ميـان     
 نبوده در حـالي كـه همـه         ToxBكدام حاوي ژن    

نتـايج تحقيـق    .  بودنـد   ToxAها داراي ژن      جدايه
دهد كـه در منطقـه شـمال ايـران            حاضر نشان مي  

A

B

C

275-bp 

573-bp 

232-bp 

P4      P9      P15    P16   P13    P31   P12   P14 
Isolates
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آوري   جمع(Pyrenophora tritici-repentis )هاي قارچ عامل بيماري لكه خرمايي   جدايه-2جدول 
 و ToxA ،ToxBشده از مناطق شمالي ايران و نتايج حاصل از آزمون مولكولي تشخيص حضور ژن هاي 

CHS1 ها در آن  
Table 2. Fungal isolates of tan spot disease (Pyrenophora tritici-repentis) collected from 

north of Iran and the results of molecular detection of ToxA,ToxB and CHS1 genes 
 

  
 بيـشتر از ميـزان      ToxB و   ToxA هـاي   ي ژن فراوان

گزارش شده براي سـاير نقـاط جهـان اسـت امـا             
هاي مورد مطالعـه   ها در جمعيت اين ژن پراكنش

هاي جغرافيايي خاصي نيـست       منحصر به موقعيت  
 لامـاري و    ري ـمطالعات اخ اين نتايج با    ). 2شكل  (

 (Lamari and Strelkov, 2010)اســترلكف 
ــت دارد ــد   . مطابق ــشان دادن ــين ن ــن محقق ــه اي ك

 زي قارچ در منطقه هلال حاصـلخ      ني ا يها تيجمع
 منطقه به عنـوان     ني و ا  دارند تنوع نژاد را     نيشتريب

 شـده  ي قـارچ معرف ـ   ني ـل و خاسـتگاه ا    منشا تكام 
تحقيـق  . (Lamari and Strelkov, 2010) است

حاضر به عنوان اولين بررسي پراكنش و فراوانـي         
هــاي قــارچ   در جمعيــتToxBو  ToxAهــاي  ژن

عامل بيماري لكه خرمايي در ايران نشان داد كـه          

 هاي مورد بررسي ژن
Genes of studied 

 برداري موقعيت جغرافيايي مكان نمونه
Coordinate of sampling location 

 مشخصات جدايه
Isolate information 

ToxB ToxA CHS1 شماره  كد تاريخ جداسازي طول جغرافيايي عرض جغرافيايي 
ToxB ToxA CHS1 Latitude  Longitude Isolation Date Code  No. 

+ + + 36˚59΄15˝ 54˚58΄25˝ 26.5.2012 P4  1 
-  + + 36˚43΄37˝ 53˚45΄35˝ 17.5.2012 P6  2 
+ + + 36˚42'51˝ 53˚41΄39˝ 27.7.2012 P9  3 
+ + + 36˚59΄15˝ 54˚58΄25˝ 01.8.2012 P12  4 
+ + + 36˚46΄08˝ 54˚00΄21˝ 24.7.2012 P13  5 
+ + + 36˚48'24˝ 54˚08΄25˝ 16.7.2012 P14  6 
- + + 36˚49'14˝ 54˚13΄52˝ 27.7.2012 P15  7 
+ + + 36˚46΄08˝ 54˚00΄21˝ 25.7.2012 P16 8 
+ + + 36˚48΄08˝ 54˚07΄25˝ 27.7.2012 P21  9 
-  + + 36˚43'28˝ 53˚44΄41˝ 27.7.2012 P22  10 
-  + + 36˚40'17˝ 53˚22΄15˝ 27.7.2012 P23  11 
-  + + 36˚48΄08˝ 54˚07΄25˝ 26.7.2012 P24  12 
+ + + 36˚53΄49˝ 54˚48΄47˝ 01.8.2012 P25  13 
+ + + 36˚53΄37˝ 54˚43΄51˝ 18.7.2012 P27 14 
+ + + 36˚4416˝ 53˚50΄04˝ 01.8.2012 P30  15 
+ - + 37˚01΄05˝ 55˚01΄41˝ 01.8.2012 P31  16 
+ + + 36˚48΄08˝ 54˚07΄25˝ 26.7.2012 P32  17 
+ - + 36˚37΄50˝ 53˚16΄17˝ 01.8.2012 P33  18 
+ - + 36˚46΄08˝ 54˚00΄21˝ 25.7.2012 P35  19 
+ + + 36˚44΄37˝ 53˚52΄55˝ 01.8.2012 P44  20 
+ + + 36˚44΄37˝ 53˚52΄55˝ 01.8.2012 P45  21 
+ + + 36˚37΄50˝ 53˚16΄17˝ 06.7.2012 P47  22 

17  19 22    22 Total no. 
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 ارچ عامل بيماري لكه خرماييهاي ق  در جدايهToxBو  ToxAهاي  ژن پراكنش حضور - 2شكل 
(Pyrenophora tritici-repentis)هاي  هاي مازندران و گلستان بر اساس داده  در مناطق مختلف استان

  (GPS)موقعيت جغرافيايي 
هـاي    هاي سـفيد و جدايـه        در مستطيل  ToxBهاي حاوي ژن      هاي هاشور خورده، جدايه      در مستطيل  ToxAهاي حاوي ژن      جدايه

  .هاي سياه مشخص شده اند  در مستطيلToxA/ToxB هاي حاوي ژن
Fig. 2. Distribution of ToxA and ToxB genes in fungal isolates of tan spot disease 
(Pyrenophora tritici-repentis) in different locations of Mazandaran and Golestan 

provinces based on GPS coordinates 
Isolates possessing ToxA, ToxB and ToxA/ToxB genes are depicted as patterned, white and black 
rectangles, respectively. 

  
 هـاي  هاي ايراني اين قارچ حاوي ژن اكثر جدايه

ToxA   وToxB         بوده و علايم همزمـان نكـروز و 
توان به    كلروز ايجاد شده روي ارقام گندم را مي       

  . ژن نسبت دادفراواني زياد اين دو
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