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  چكيده
عنوان عامل پوسيدگي طوقه برنج در   بهF. verticillioides و Fusarium fujikuroi ،F. proliferatum سه گونه

هاي قارچ عامل بيماري، يافتن  كش جديد در جدايه هت پيگيري ايجاد مقاومت به قارچج. اند مناطق مختلف معرفي شده
عنوان يكي از عوامل اصلي تفاوت در  تنوع ژنتيكي به. باشد اي، قبل از كاربرد در سطح مزرعه الزامي مي حساسيت پايه
هاي عامل بيماري به   جدايه قارچ46 اي در اين پژوهش، حساسيت پايه. ها شناخته شده است كش اي به قارچ حساسيت پايه

كش مورد مطالعه قرارگرفت و   قارچ اينهاي مختلف از ماده مؤثره  حاوي غلظتPSAكشت   تريفلوميزول در محيط كش قارچ
 جدايه منتخب، متعلق به سه جمعيت آميزشي 21. ها محاسبه شد كش براي هركدام از جدايه  قارچMIC و EC50سپس 

هاي   نشان داد كه جدايهنتايج.  مقايسه شدندRAPDهاي مولكولي با استفاده از نشانگرهاي   بررسيمختلف، جهت) گونه(
 گروه قرار گرفته و تنها دو جدايه، حساسيت كمتري نسبت 4، در EC50 درصد 95پوشاني حدود اطمينان  اساس هممختلف بر

ترين و   بالاتر، حساسEC50هاي با  ، جدايهRAPDدست آمده از نشانگرهاي  در دندروگرام به. كش داشتند به اين قارچ
 نيز از لحاظ شاخص F. fujikuroi هاي جدايه. ها نشان دادند تفاوت بيشتري با سايرجدايه ها،  جدايه يتحساس ترين  كم

MICتفاوتي كه با استفاده از نشانگرهاي . توجهي نشان دادند  تمايز جالبRAPDكرد ها مشاهده شد، اثبات  در بين جدايه 
  .اي به تريفلوميزول، ناشي از تنوع ژنتيكي است كه تفاوت در حساسيت پايه

  
  Fusarium ،RAPDاي، تريفلوميزول،   حساسيت پايه:هاي كليدي واژه

  
  1مقدمه

 Fusarium fujikuroi ،F. proliferatum سه گونه
عنـوان عامـل پوسـيدگي طوقـه       بهF. verticillioidesو 

1برنج
دسـجاردينز و   (انـد      معرفـي شـده     در مناطق مختلف   2

 شمـسي بـا تهيـه و كـشت          70در دهـه    ). 2000همكاران،  
                                                 

  zafari_d@yahoo.com:  مسئول مكاتبه*
1- Rice Bakanae Disease and Foot Rot  

 رقم خـزر، ايـن بيمـاري بـه          خصوص  شده به  ارقام اصلاح 
ســـرعت در ســـطح اســـتان گـــيلان گـــسترش يافـــت  

نشان  )2005(زاده   عباس ).1996 و همكاران،    دهكايي  پاداشت(
  ،)A) F. verticillioides داد كـه سـه جمعيـت آميزشـي    

C) F. fujikuroi ( وD) F. proliferatum ( از
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 عامـل  Gibberella fujikuroi 1 كمـپلكس هـاي  گونـه 
 ادانل و همكاران    .باشند  پوسيدگي طوقه برنج در گيلان مي     

  مطالعـاتي  ) 2000(كمپ و همكـاران      و نيز استين  ) 1998(
هـاي     گونـه  )خويـشاوندي  (2را درباره روابـط فيلوژنتيـك     

هـاي    همچنين بررسي . اند  جام داده مختلف اين كمپلكس ان   
هاي آميزشي ايـن      روي جمعيت ) 2004(لسلي و همكاران    

ــه    ــودن دو گون ــك ب ــپلكس، نزدي    وF. fujikuroiكم
F. proliferatum ه استرا نشان داد.  

در كـش جديـد    به قـارچ جهت پيگيري ايجاد مقاومت  
اي،   ، يـافتن حـساسيت پايـه      هاي قارچ عامل بيماري     جدايه

تنـوع  . باشـد   ربرد در سـطح مزرعـه الزامـي مـي         قبل از كـا   
عنوان يكي از عوامل اصلي تفاوت در حساسيت         ژنتيكي به 

؛ 1988برنـت،   ( ها شناخته شـده اسـت       كش  اي به قارچ    پايه
راســل،  ؛1998؛ هويــت، 1988 ،گيــسي و اســتاهل چــك

يكي ) DMI (3زدايي  متيلهاي بازدارنده     كش   قارچ ).2003
باشـند كـه حـساسيت        هـا مـي    كـش   هاي مهم قارچ    از گروه 

هـا در   هـاي مختلـف نـسبت بـه آن          هاي قارچ   هاي جداي   پايه
ــاران   ــسيانگ و همك ــات ه ــولر و ) 1997(مطالع ــز ك و ني

، قبل از كاربرد در مزرعـه بررسـي شـده       )1997(همكاران  
نيز مروري بر مطالعـات انجـام شـده         ) 1988(كولر  . است

هـا    كـش   چدرباره نحوه عمل و مقاومت به اين گروه از قار         
) 2000(همچنـين هامـاموتو و همكـاران        . انجام داده است  

هاي مختلـف ايـن گـروه را در           كش  ايجاد مقاومت به قارچ   
  .اند شرايط آزمايشگاه مورد مطالعه قرار داده

ــروزه از تكنيــك هــاي مولكــولي جهــت شناســايي   ام
كـه   چنـان . شود ها استفاده مي كش هاي مقاوم به قارچ    جدايه

ــزو  ــا و ري ــصي  )2003(كونه ــك روش تشخي ــراي را ي ب
ــايي ــه شناس ــاوم  جداي ــاي مق  Helmintosporiumه

solani با استفاده از    4هاي گروه بنزيميدازول    كش  قارچ  به ،
PCR-RFLP معرفــي نمودنــد بــر روي ژن بتــاتوبولين .

هــا و   توانــستند آلــل نيــز)1997(فــابريتيوس و همكــاران 
ــوس ــدون  لوك ــاي ب ــسيل ه ــه متالاك ــساسيت ب  در را 5 ح

                                                 
1- Gibberella Fujikuroi Species Complex 
2- Phylogenetic  
3- Demethylation Inhibitor Fungicides  
4- Benzimidazole  
5- Metalaxyl  

، بـا اسـتفاده از   Phytophtora infestans هـاي  جدايـه 
ــولي   ــشانگرهاي مولك ــايي RFLP7 و RAPD6ن  شناس

نيـز تـا    ) 2000(از سوي ديگر، يورمن و همكاران       . نمايند
ــدازه ــه  ان ــستند جداي ــاي  اي توان  Botrytis cinereaه

 را بـا    9 و وينكلـوزولين   8حساس و مقاوم به تيوفانات متيل     
 همچنـين   . تفكيك نماينـد   RAPDهاي  استفاده از نشانگر  

با استفاده از نشانگرهاي مولكولي، مطالعاتي جهت بررسي        
 Fusariumهـاي مختلـف       هـاي گونـه     تنوع در جمعيـت   
و ) 1997(كـه هوانـگ و همكـاران         چنان. انجام شده است  

 جهـت بررسـي     RAPDاز نشانگرهاي   ) 2003(دامادزاده  
 .ودنـد  اسـتفاده نم F. moniliformeتنـوع در جمعيـت   
ــشانگرهاي ) 2009(رابيــو و همكــاران  دو ژن و ارتبــاط ن

RAPD ــا را ــا آنهـ ــهدر بـ ــت بـ  Fusarium  مقامـ
oxysporum f. sp. Ciceris    در نخودي كـه از لقـاح 

 مـورد بررسـي   دست آمده بود     هرقم حساس و مقاوم ب    بين  
 بـا اسـتفاده از      )2008 (بايراكتـار و همكـاران    . قرار دادنـد  

ــشانگرهاي  ــي در SSR و RAPDنــ ــوع ژنتيكــ   تنــ
  Fusarium oxysporum f. sp. Cicerisهاي جدايه

 .را مـورد مطالعـه قـرار دادنـد        نخود در تركيه    جدا شده از    
 Fusarium جدايه 172 تعداد) 2008 (و همكارانكارتر 

fujikuroi      با  آوري و  ركاليفرنيا جمع د از برنج و سوروف
 VCGهـاي ديگـر ماننـد         و روش  AFLPكمك نشانگر   

 6 بـه     در هـر دو روش     هـا   جدايـه  .ورد مطالعه قرار دادند   م
  . شبيه تقسيم شدندهگرو

كش  ثبت قارچدر اين بررسي، با توجه به 
جهت ) 2000( توسط ايزديار و همكاران 10تريفلوميزول

در  آن  قبليعدم مصرفمبارزه با پوسيدگي طوقه برنج و 
 حساسيت اين مطالعه بررسياز  هدف مزارع استان گيلان،

كش  قارچ عامل بيماري به قارچهاي مختلف  اي جدايه پايه
 و RAPD استفاده از نشانگرهاي  همچنين وياد شده

كش  اي به قارچ ارتباط اين نشانگرها با حساسيت پايه
  .تعيين شدتريفلوميزول 

                                                 
6- Randomly Amplified Polymorphic DNA 
7- Restriction Fragment Length Polymorphism  
8- Thiopanate-Methyl  
9- Vinclozolin  
10- Triflumizole 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  ها مواد و روش
هاي قارچ  جداسازي و شناسايي مورفولوژيك جدايه

 جدايه قارچ عامل 46در اين بررسي از  :عامل بيماري
 از 1383در سال ) 2005(زاده  بيماري كه توسط عباس

ها زايي آن آوري و بيماري گيلان جمعمزارع مختلف استان 
ها از  آوري نمونه جمع. دگردياثبات شده بود، استفاده 

شد، در اولويت  مزارعي كه رقم خزر در آنها كشت مي
هاي  تسازي، از محيط كش منظور خالص به. قرار داشت

 و روش 2زميني دكستروز آگار سيب  و1 آگار-آب
  .اسپور استفاده شد تك

هاي   يكي از راهبا توجه به تعريف گونه بيولوژيك،
 Gibberella fujikuroiهاي  ها در گونه شناسايي جدايه

species complexها از  ، تعيين تيپ آميزشي جدايه
 و سامرل (هاي استاندارد است طريق تلاقي با جدايه

هاي   از جدايه جدايه43 تيپ آميزشي. )2003همكاران، 
 ميري و لطفي) 2005(زاده  ، توسط عباساستفاده شده

هاي تكميلي   همچنين بررسي.تعيين شده بود) 2006(
 PDA ،CLA3هاي  مورفولوژي با استفاده از محيط كشت

و ) 1982 (5هاي گرلاخ و نيرنبرگ  و شرح گونهSNA4و 
 جدايه مورد بررسي 46روي بر) 1998(نيرنبرگ و ادانل 

 Aها متعلق به سه جمعيت آميزشي  نشان داد كه اين جدايه
)F. verticillioides( ،C) F. fujikuroi ( وD   
)F. proliferatum (از گروه Gibberella fujikuroi 

species complexباشند  مي.  
كــش  قــارچ: كــش هــاي حــساسيت بــه قــارچ آزمــايش

)  6ها كش سيستميك از گروه ايميدازول      چقار(تريفلوميزول  
 EC15صـورت امولـسيون      و بـه   7با نام تجـاري تـريفمين     

. مورد استفاده قـرار گرفـت     ) 8ساخت شركت نيپون سودا   (
و زدايـي     بازدارنـده متيـل   هاي    كش   قارچ وها جز   ايميدازول

                                                 
1- Water-Agar  
2- Potato Dextrose Agar (PDA) 
3- Carnation Leaf Agar  
4- Synthetic Nutrient Agar 
5- Gerlach & Nirenberg  
6- Imidazole  
7- Trifmine  
8- Nipon Soda 

ــده ســنتز ارگوســترول ممانعــت ــي 9كنن ــن  .باشــند م در اي
زمينـي سـوكروز     سـيب  (PSAها از محيط كشت       آزمايش

كشت ابتـدا     جهت ساختن اين محيط   . استفاده شد ) 10آگار
 ساعت در آب 5/0مدت  زميني خرد شده به  گرم سيب200

 و سپس عصاره آن صاف شده و با اضـافه      مقطر جوشانده، 
 آلمـان و    11 گرم سـاكارز سـاخت شـركت مـرك         20كردن  

، حجم آن   BBL ساخت شركت    12 گرم آگار گرانوله   5/17
بعـد از   .  ليتـر رسـانده شـد      1 اده از آب مقطـر بـه      با اسـتف  
هـاي آزمـايش      ليتـر در لولـه       ميلي 9سازي، با حجم      همگن

 PSAمحـيط كـشت     سپس   .تقسيم شده و اتوكلاو گرديد    
 1را ذوب كــرده و بــا اضــافه كــردن هــا  موجــود در لولــه

 در درجه حـرات     كش هاي مختلف قارچ    ليتر از غلظت    ميلي
، 25/0،  008/0،  002/0هـاي     تگراد، غلظ ـ    درجه سانتي  50
گــرم در ليتــر از  ميلــي 32 و 28، 24، 20، 16، 12، 8، 5، 1

  .دست آمد  به كش ماده مؤثره قارچ
هـاي    هاي مختلف، محيط    دست آوردن غلظت   بعد از به  

پس . ها ريخته شدند    ديش  كش در پتري    كشت حاوي قارچ  
هاي ميسيليومي به قطـر   از سفت شدن محيط كشت، قرص  

ــي7 ــشت     ميل ــد ك ــال رش ــيه در ح ــر از حاش  روزه 4 مت
صـورت   ديـش مختلـف بـه        پتري 3هاي مختلف در      جدايه

در هر ظرف پتري،    . وارونه روي محيط كشت گذاشته شد     
درب  گوشــه پتــري قــرار داده، و 4 مختلــف در  جدايــه4

 28±2ها مسدود شده و در انكوباتور بـا دمـاي               ديش  پتري
. گهـداري شـدند    سـاعت ن   72مـدت    گراد، به  درجه سانتي 

هاي مختلف تعيين گرديـده       سپس شعاع رشد پرگنه جدايه    
 رشد هر جدايه نـسبت بـه شـاهد آن           ندگيو درصد بازدار  

 زيـر   رابطـه بـا   ) كش به آن اضافه نشده     در پتري كه قارچ   (
  :دشمحاسبه 

  

 -كش شعاع رشد پرگنه تيمار قارچ
  )1(  شعاع رشد پرگنه شاهد

  د پرگنه شاهدشعاع رش
=  

درصد 
  بازدارندگي رشد

                                                 
9- Ergosterol Biosynthesis Inhibitor  
10- Potato Sucrose Agar  
11- Merck  
12- granulated Agar 
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هاي ذكر شـده قـادر بـه رشـد      هايي كه در غلظت  جدايه
بعـد از محاسـبه     . هاي بالاتر آزمايش شدند     بودند، در غلظت  

كش   قارچ EC50هاي مختلف،     ي در غلظت  ندگدرصد بازدار 
 درصـد رشـد ميـسيليومي       50كـش كـه از        غلظتي از قـارچ   (

 Probit Analysis بـا اسـتفاده از  ) كنـد  جلـوگيري مـي  

Version 5.1 و نيز شاخص MIC1)    حـداقل غلظتـي از
طــور كامــل از رشــد ميــسيليومي قــارچ  كــش كــه بــه قــارچ

  .براي هر جدايه محاسبه شد) كند يجلوگيري م
ــايش ــولي  آزم ــاي مولك ــتخراج  : ه ــل از اس ، DNAقب

 كـشت داده    PDAهاي مختلـف در محـيط كـشت           جدايه
 7 بـا فرمـول      MYP2 محيط كشت مـايع       به سپس. شدند
 گرم عـصاره    5/0ا،   عصاره مالت، يك گرم پپتون سوي      گرم

محـيط مـايع بـا      . دندگرديمنتقل   آب مقطر     ليتر 1مخمر و   
كاغـذ صـافي روي پمـپ خـلأ صـاف شـده و               استفاده از 
، در  DNAدست آمده تا زمـان اسـتخراج          هاي به   ميسيليوم

از روش   DNAبـراي اسـتخراج     . فريزر نگهداري شـدند   
جهت . استفاده شد ) 1980 (اصلاح شده موري و تامپسون    

 ژل  3 از روش الكتروفـورز    DNA تعيين كميت و كيفيـت    
 10هـا بـه      سپس غلظت تمام نمونه   .  استفاده گرديد  4آگارز

ــر رقيــق شــد  ــانوگرم در ميكروليت ــر 5 .ن  DNA ميكروليت
هـاي مخـصوص    مربوط به هر نمونه در داخل ميكروتيوب 

PCR         ـ ريخته شده و به يخچال منتقـل  له بلافاص ـ. دگردي
 كلريـد   PCR  ،mM 5/2 بـافر    x1محلول پايه با فرمـول      

 dNTPs  ،pmol مخلـوط    MgCl2(  ،mM 2/0(منيزيم  
 Taq DNA آنـزيم  )unit( واحد 3  آغازگر تصادفي،50

 ميكروليتر از آن به هر ميكروتيوب       45تهيه شده و    پليمراز  
  . اضافه گرديدDNAحاوي 

  از آغازگرهاي شركت   PARDهاي    براي انجام آزمايش  
ســاخت شــركت  پليمــراز Taq DNA و آنــزيم 5متــابيون
زمان و دماي لازم جهت انجام مراحـل    .  استفاده شد  6سيناژن

گـراد     درجه سـانتي   94 دقيقه در    4صورت      به PCRمختلف  
                                                 
1- Minimum Inhibitory Concentration  
2- Malt Yeast Pepton  
3- Electrophoresis  
4- Agaros  
5- Metabion  
6- Cinnagen  

 94 دقيقـه در   1 چرخـه شـامل      40براي واسرشـت اوليـه و       
 2گـراد و       درجـه سـانتي    36 دقيقـه در     1گـراد،     درجه سانتي 

ترتيـب جهـت واسرشـت،        گراد به   درجه سانتي  72دقيقه در   
 72اي در      دقيقـه  5اتصال و گسترش و همچنين يك چرخه        

. گـراد، جهـت گـسترش نهـايي تنظـيم گرديـد             درجه سانتي 
ــنش ــره  واك ــاي زنجي ــراز ه ــتگاه در ) PCR (7اي پليم دس

  .شدانجام  TC-512 مدل Technشركت  8ترموسايكلر
با توالي   J-11آغازگرهاي تصادفي استفاده شده شامل      

5'- ACT CCT GCG A -3' ،R-11ــوالي ــا ت    ب
 5'- GTA  GCC GTC T -3' ،R-14   بـا تـوالي  
 5'- CAG GAT TCC C -3' ،R-15 ــوالي ــا ت   ب
 5'- GGA CAA CGA G -3' ،R-16 بــا تــوالي  
 5'- CTC TGC GCG T -3' و R-19 بــا تــوالي  
 5'- CCT CCT CAT C -3'بودند .  

 ميكروليتـر   8 ،هاي تكثير شده   وردهآجهت الكتروفورز فر  
 مخلــوط 9ليتــر بــافر بارگــذارييكرو م3 بــا PCRمحــصول 

مـدت   ، بـه TBE درصد در بـافر  5/1 ژل آگارز در و  هگرديد
سپس، ژل  .  ولت بارگيري شدند   80 ساعت با ولتاژ ثابت      5/2

 محلول   دقيقه در داخل   45 الي   30مدت   آميزي به  جهت رنگ 
 و  نگهداري شده گرم در ليتر      ميلي 1اتيديوم برومايد با غلظت     

 ،Gel documentپـــس از قـــرار گـــرفتن در دســـتگاه 
وجود يـا   ،  RAPDپس از انجام آزمايش      .برداري شد  عكس

 ـ و صفر براي هر جدايه مشخص        1ود باند با اعداد     نب . دگردي
بـا    وNT SYS V.2.2افـزار   ها با نرم تجزيه و تحليل داده

 و ضـرايب    UPGMA10اي    استفاده از روش تجزيه خوشـه     
  . انجام شد12 و دايس11تشابه جاكارد

  
  ثنتايج و بح

هـاي    جدايـه  EC50  و MIC: اي  بررسي حساسيت پايـه   
  وگــرم در ليتــر  ميلــي25/0-32 بــين ترتيــب   بــهمختلــف

                                                 
7- Polymerase Chain Reaction  
8- Termocycler  
9- Loading Dye  
10- Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic 
Mean 
11- Jaccard 
12- Dice  
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از ماده مؤثره تريفلوميزول    گرم در ليتر       ميلي 642/0-005/0
ــود ــان ب ــه  . )1شــكل ( در نوس ــك جداي ــا ي ــه(تنه   جداي

Gf-207 ( گـرم در ليتـر، بـازداري          ميلـي  25/0ظت  در غل
 Gf-217 و   Gf-213 تنها دو جدايـه   .  درصد داشت  100

از سوي  . گرم در ليتر بودند      ميلي 20 بالاتر از    MICداراي  
گـرم     ميلي 005/0 برابر با    EC50 با   Gf-207 جدايهديگر،  

 جدايـه   3ه  ك ـ   حـالي   بود، در  EC50در ليتر داراي كمترين     
ــالاتر از EC50داراي  ــي1/0 ب ــد   ميل ــر بودن ــرم در ليت . گ
 برابـر  EC50ترتيب با   بهGf-217 و Gf-213هاي    جدايه

گرم در ليتر كمترين حـساسيت را          ميلي 219/0 و   642/0با  
تـرين   جدايـه بـا كـم     . كـش داشـتند     نسبت بـه ايـن قـارچ      

 برابر حساسيت كمتري نسبت Gf-213( ،128(حساسيت  
 دليل ين به همچن .داشت) Gf-207( ترين جدايه   به حساس 

در مـزارع    كـش تريفلـوميزول     قبلي از قارچ  نكردن  استفاده  
اي   عنـوان حـساسيت پايـه       استان گيلان، اين اطلاعـات بـه      

ــه قــارچ  هــاي قــارچ جدايــه كــش  هــاي عامــل بيمــاري ب
هـاي    همچنـين جدايـه   . شـوند   تريفلوميزول محـسوب مـي    

 درصـد  95پوشـاني حـدود اطمينـان     اساس هـم  مختلف بر 
EC50) ده از دسـت آم ـ  بهProbit analysis ver 5.1 (

-Gf-213 ،Gfهـاي   جدايـه .  گروه تقسيم شـدند   4نيز به   

 و  D و   A  ،Bهـاي     ترتيـب در گـروه       به Gf-207  و 217
  ).1جدول ( قرار گرفتند Cها در گروه  ساير جدايه

ترين جدايه   حساسEC50 برابر تفاوت بين 128
)Gf-207 ( و جدايه با كمترين حساسيت)Gf-213 (  

زدايي  متيلهاي بازدارنده  كش قارچاي به  در حساسيت پايه
  در ) 1997( هسيانگ و همكاران. غيرطبيعي نيست

 Sclerotiniaهاي  اي جدايه بررسي حساسيت پايه

homoecarpaهاي  كش  قارچاز گروه (1 به فناريمول
 003/0-522/0 بين EC50، دامنه )زدايي متيلبازدارنده 

 برابر 174دست آوردند كه   را بهليتر ميكروگرم در ميلي
ترين  تفاوت، بين جدايه با كمترين حساسيت و حساس

اي  در بررسي حساسيت پايه. جدايه وجود داشت
Venturia inaequalis2 به فناريمول و ميكلوبوتانيل ،

ها وجود داشته و  پراكندگي پيوسته در حساسيت به جدايه
 از 100ي هاي با حساسيت كم، با فاكتور بالا جدايه
كولر و همكاران، ( شدند هاي حساس جدا مي جدايه
1997.(  

                                                 
1- Fenarimol  
2- Myclobutanyl  

  
  

  كش،  قبلي از قارچنكردن  استفاده  با توجه به.هاي مختلفEC50ها و MICهاي داراي   درصد فراواني جدايه-1شكل 
  .شود اي عوامل بيماري به تريفلوميزول محسوب مي عنوان نمودار حساسيت پايه اين نمودارها به
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  .كش تريفلوميزول هاي حساسيت به قارچ  در آزمايشEC50 درصد 95پوشاني حدود اطمينان  اساس همها بر بندي جدايه  گروه-1جدول 
  EC50 درصد 95حدود اطمينان    mg/l(EC50(  تعداد جدايه  گروه
A 1  642/0  835/0-476/0  
B 1  219/0  301/0-154/0  
C 43  105/0-012/0  )150/0-073/0(- ) 018/0-0079/0(  
D 1  005/0  0068/0-0037/0  

  
بين  MIC و   EC50  نيز ،)2000( هاماموتو و همكاران  

ــي5/0-5 و 15/0-05/0 ــرم در ميل ــر   ميكروگ ــراي ليت را ب
 و بيـشتر از     6/1-5/2 و همچنـين بـين       هاي حساس   جدايه
هـاي مقـاوم      ليتـر را بـراي جدايـه        يلي ميكروگرم در م   100

Penicillium digitatum دســت   بــه تريفلـوميزول بــه
هاي انجام شـده در نقـاط         با توجه به نتايج بررسي    . آوردند

رسد كه جمعيت مـورد بررسـي در          نظر مي   مختلف دنيا، به  
 و  باشـد   ، جمعيت حساس به تريفلوميزول مي     پژوهشاين  

 و  642/0هـاي   EC50 بـا    Gf-217 و   Gf-213دو جدايه   
ها   گرم در ليتر كه تفاوت زيادي با ساير جدايه           ميلي 219/0

هاي با حساسيت كم به تريفلوميزول        دادند، جدايه   نشان مي 
 اسـتفاده   شـود بـا توجـه بـه          تصور مي  .شوند  محسوب مي 

 در مــزارع DMIهــاي گــروه   كــش از قــارچنكــردن 
ت طور طبيعـي حـساسي      ها به   برداري شده، اين جدايه     نمونه
  .تري به تريفلوميزول داشته باشند پايين

عموماً پذيرفته شده كه يك جمعيت كوچك از 
 هاي عامل طور طبيعي در جمعيت  به،هاي مقاوم ژنوتيپ

كولر، (كش وجود دارد  بيماري، قبل از اولين كاربرد قارچ

كند كه بيشتر  تأكيد مي) 1988( كولرهمچنين ). 1988
زاي مختلف در  ل بيماريدست آمده از عوام اطلاعات به

اي پشتيباني  ها از توسعه مقاومت مزرعهDMIمورد 
دهنده  در چنين مواردي، تنوع مشاهده شده، نشان. كند نمي

بهتر . اي است تا تغييرات مقاومتي پراكندگي حساسيت پايه
محل (هاي رودسر و املش  است كه در مورد شهرستان

قبل از استفاده ) تر ي دو جدايه با حساسيت پايينآور جمع
تري صورت   بررسي گستردهDMIهاي گروه  كش از قارچ

ها با مديريت  كش گيرد تا در صورت لزوم، اين قارچ
  .مناطق استفاده شوند تري در اين دقيق

هاي مولكولي و ارتباط نشانگرهاي  نتايج آزمايش
RAPD آغازگر در 6در مجموع، : اي و حساسيت پايه 
 با تعداد R-11د كه آغازگر  استفاده شدنRAPDآزمايش 

 باند 34 با R-14 باند، كمترين تعداد باند و آغازگر 21
 6در مجموع از . بيشترين تعداد باند را داشتند) 2 شكل(

  .دست آمد باز به  جفت250-6000 باند با طول 146آغازگر، 

  
  ٧     ٨    ٩    ١٠  ١١   ١٢   ١٣     ۶      ۵     ۴ ١      ٢ ٣   M

bp ۵٠٠

bp  ٢٠٠٠

  ٧     ٨    ٩    ١٠  ١١   ١٢   ١٣     ۶      ۵     ۴ ١      ٢ ٣   M   ٧     ٨    ٩    ١٠  ١١   ١٢   ١٣     ۶      ۵     ۴ ١      ٢ ٣   M

bp ۵٠٠

bp  ٢٠٠٠

bp ۵٠٠

bp  ٢٠٠٠

  M   ١  ١٧ ١٨  ١٩   ٢٠  ٢١۶  ١۵  ١۴  C   M

bp ۵٠٠

bp  ٢٠٠٠

  M   ١  ١٧ ١٨  ١٩   ٢٠  ٢١۶  ١۵  ١۴  C   M   M   ١  ١٧ ١٨  ١٩   ٢٠  ٢١۶  ١۵  ١۴  C   M

  
  

  ، Gf-261 -1 كنترل منفي، -M- 1Kb ladder (fermentas) ،C). چاهك بزرگ ( R-14 با استفاده از آغازگر RAPD نتيجه -2شكل 
2- Gf-105 ،3- Gf-268 ،4- Gf-189 ،5- Gf-121 ،6-Gf-53 ،7- Gf-49 ،8- Gf-231 ،9- Gf-5 ،10- Gf-213 ،11- Gf-207 ،  
12- Gf-89 ،13- Gf-25 ،14- Gf-217 ،15- Gf-147 ،16- Gf-237 ،17- Gf-215 ،18- Gf-257 ،19- Gf-145 ،20- Gf-252 ،21- 

Gf-159) شدندبرداري با وضوح و كيفيت بالاتر به اين دو ژل منتقل   و سپس جهت عكسههم مقايسه شد ها در يك ژل بزرگ با ابتدا تمام جدايه(.  
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 و ضريب UPGMAاي  همچنين روش تجزيه خوشه
ها  بندي و دندروگرام كل جدايه تشابه دايس در مورد دسته

)952/0=r (ي ا و روش تجزيه خوشهUPGMA و 
هاي داخل  بندي جدايه ضريب تشابه جاكارد در مورد دسته

   وF. proliferatum ،F. fujikuroi  گونه3
F. verticillioides )960/0=r ،891/0=r 996/0 و=r 

 1ي كوفنتيكراي ضريب همبستگا د) گونه مختلف3براي 
بالاتري بودند و براي ترسيم دندروگرام مورد استفاده قرار 

 17ها،   در دندروگرام ترسيم شده براي كل جدايه.گرفتند
 65با شباهت بيش از ) با ضريب تشابه دايس(جدايه 

.  جدايه ديگر قرار گرفتند4اي از  درصد در دسته جداگانه
 Gf-207 و Gf-49 ،Gf-215 ،Gf-217 جدايه 4
 درصد شباهت از 15 و 45، 50، 60ترتيب با كمتر از  به

 جهت مقايسه ).3شكل (ند  جدا شدياد شده جدايه 17
هاي جداگانه  هاي هر گونه، دندروگرام بهتر، براي جدايه

دست آمده از  با توجه به نتايج به ).4 شكل(ترسيم گرديد 
دست آمده از  هاي مختلف، مشخصات به آزمايش
  .آوري شد  جمع2هاي مختلف در جدول  جدايه

ها  ترين تفاوت را با ساير جدايه  بيشGf-207جدايه 
در ابتدا خصوصيات اين جدايه از لحاظ . شان دادن

 شباهت نشان F. verticillioidesمورفولوژي با گونه 
-PCRدر يك آزمايش انجام شده با نشانگر . داد مي

RFLP آنزيم 3 و با استفاده از CfoI ،HaeIII و MspI 
ها بيش  ، اين جدايه با ساير جدايه)ها نشان داده نشده داده(

كه ساير  در حالي. داد اوت نشان مي درصد تف50از 
.  درصد در يك گروه قرار گرفتند100ها با شباهت  جدايه

 به اين جدايه، نتايج .Fusarium spدليل نسبت دادن 
خواني آن با نتايج   و همچنين همPCR-RFLP نشانگر

 EC50همچنين اين جدايه با .  استRAPDنشانگر 
كش  گرم در ليتر نسبت به قارچ  ميلي005/0برابر با 

ترين  اي قرار گرفته و بيش تريفلوميزول، در گروه جداگانه
اين جدايه از . كش نشان داد حساسيت را به اين قارچ

                                                 
1- Cophenetic Value 

زايي آن  اي نزديك شهر رودسر، جدا شده و بيماري منطقه
  .مثبت گزارش شده است) 2005( زاده توسط عباس

 F. proliferatumعنوان  هايي كه به در بين جدايه
 و Gf-217 ،Gf-215 ،Gf-49 جدايه 4شناسايي شدند، 

Gf-147 كه داراي EC50 گرم در   ميلي082/0 بالاتر از
 78 جدايه ديگر كه با شباهت بيش از 4ليتر هستند، از 

جدايه . شوند اند، متمايز مي بندي شده درصد باهم دسته
Gf-217ي، خصوصيات گونه كه از لحاظ مورفولوژ  

F. proliferatumداد، بالاترين   را نشان ميEC50 را   
اي در  هاي اين گروه دارا بود و از مزرعه در بين جدايه

. آوري شده بود جمع) حوالي رودسر(شرق گيلان 
تر، شباهت بيشتري   پايينEC50هاي داراي  همچنين جدايه

  .دارند
صور  كه در ابتدا تGf-207جدايه  جهت مقايسه،

 است، F. verticillioidesشد، داراي خصوصيات  مي
شكل (براي ترسيم دندروگرام در كنار آنها قرار داده شد 

، تفاوت زيادي نيز EC50اين جدايه با داشتن كمترين ). 4
  جدايه. ها نشان داد از لحاظ مولكولي با ساير جدايه

Gf-213 كه داراي بالاترين EC50 ها  در بين تمام جدايه
همچنين جدايه . ، تفاوت بيشتري با سايرين نشان دادبود

Gf-5مانده،  هاي باقي  كه در بين جدايهEC50 كمتري 
  . تفاوت بيشتري با بقيه نشان دادداشت،
دست آمده از نشانگر  گونه كه در دندروگرام به آن

RAPDترين  پايين هاي داراي بالاترين و آيد، جدايه  برمي
EC50) هاي  در جدايهF. proliferatumو   

F. verticillioides ( تفاوت و تمايز بيشتري نسبت به
 RAPDطوركلي نشانگر  به. نددادها نشان  ساير جدايه

هاي   جدايهEC50اثبات كرد كه تفاوت مشاهده شده در 
  .مختلف، منشأ ژنتيكي دارد
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  .RAPD جدايه در نشانگر 21يب تشابه دايس براي  و ضرUPGMAاي   دندروگرام ترسيم شده با استفاده از روش تجزيه خوشه-3شكل 
  

  
  

هايي كه از لحاظ  جدايه و ضريب تشابه جاكارد براي UPGMAاي   تجزيه خوشهشده با استفاده از روش رام ترسيم دندروگ-4شكل 
  .شناسايي شدند) c (F. vericillioidesو ) F. proliferatum )a( ،F. fujikuroi )bعنوان  مورفولوژي به
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  .هاي مولكولي تفاده شده در بررسيهاي اس  مشخصات جدايه-2 جدول
  EC50 درصد 95حدود اطمينان  EC50(mg/l)  گونه  آوري محل جمع  جدايه

Gf-49  پسيخان رشت  F. proliferatum 082/0  118/0-056/0  
Gf-145 سرا محله صومعه شيخ  F. proliferatum  039/0  061/0-023/0  
Gf-147 بنهابتداي جاده رود  F. proliferatum 093/0  136/0-061/0  
Gf-159  سرا درويشان صومعه سياه  F. proliferatum 015/0  023/0-010/0  
Gf-215 آبكنار انزلي  F. proliferatum 098/0  138/0-069/0  
Gf-217 كلايه رودسر كلان  F. proliferatum 219/0  301/0-154/0  
Gf-252 كنار سنگر پيش  F. proliferatum 031/0  045/0-020/0  
Gf-257 سرا نوخاله صومعه  F. proliferatum 066/0  095/0-044/0  
Gf-53 جاده بين سنگر و شاقاجي  F. fujikuroi 105/0  150/0-073/0  

Gf-105 سرا لاكسار صومعه  F. fujikuroi 026/0  041/0-016/0  
Gf-121 سرا  محله صومعه طالش  F. fujikuroi 054/0  077/0-036/0  
Gf-189 آبكنار انزلي  F. fujikuroi 015/0  024/0-009/0  
Gf-237  شاقاجي سنگر  F. fujikuroi 092/0  129/0-065/0  
Gf-261 سنگر-روستاي شهرستان   F. fujikuroi 018/0  029/0-011/0  
Gf-268 فومن-راهي شفت سه  F. fujikuroi 050/0  074/0-032/0  
Gf-5 شنبه سنگر طالم سه  F. vericillioides 017/0  025/0-011/0  
Gf-25 بيجاركنار رشت  F. vericillioides 020/0  032/0-012/0  
Gf-89 گوشلوندان فومن  F. vericillioides 040/0  056/0-027/0  

Gf-213 زربيجار املش  F. vericillioides 642/0  835/0-476/0  
Gf-231 تكرم شفت  F. vericillioides 049/0  073/0-031/0  
Gf-207  بندي رودسركمر  Fusarium sp. 005/0  0068/0-0037/0  

زاده  هاي آميزشي عباس اساس مطالعه تيپها بر ات مورفولوژي و ساير جدايهاساس خصوصي تنها برGf-217 و Gf-207 ،Gf-213 سه جدايه *
  .و مطالعات تكميلي مورفولوژي شناسايي شدند) 1384(

  
ي ديده چنين ارتباط F. fujikuroiهاي  اما در جدايه

 كه Gf-237 و Gf-261هاي  در اين گروه، جدايه. نشد
هاي اين   درصد از بقيه جدايه70با شباهت نزديك به 

اند، از دو روستاي مجاور هم در بخش  گروه جدا شده
كه  با وجود اين. اند آوري شده سنگر شهرستان رشت جمع

 از اهميت EC50 نسبت به شاخص MICشاخص 
ها برخوردار است، اما   جدايهكمتري در بررسي حساسيت

توجهي را از   ها ارتباط جالب رسد كه اين جدايه نظر مي به
 Gf-53 و Gf-189هر دو جدايه . دهند  نشان مينظراين 

اند، داراي  كه با شباهت بالا در يك دسته قرار گرفته
MIC 8جدايه . باشند گرم در ليتر مي  ميليGf-121 كه 

دايه قبلي، تفاوت بيشتري با ندي با دو جب با وجود دسته
دو . گرم در ليتر است  ميليMIC 12ها دارد، داراي آن

 كه با بيشترين شباهت در Gf-268  وGf-105جدايه 

گرم در ليتر   ميليMIC 12اند، داراي  يك دسته قرار گرفته
 كه Gf-237 و Gf-261همچنين دو جدايه . باشند مي

 8 و MIC 5اي ترتيب دار اند، به بندي شده باهم دسته
گرم در ليتر   ميلي1اما در غلظت . دبودنگرم در ليتر  ميلي

 بازداري ، درصد6/84 و 7/84تريفلوميزول، اين دو جدايه 
  .نشان دادندرويشي از رشد 

، در DMIهاي گروه  كش در قارچتوسعه مقاومت 
 ژنيك ول مقاومت بوده و پليئكنش چند ژن مس نتيجه برهم

رسد، از آنجا  نظر مي  به.)1998 هويت، (است) ژنيچند(
كه تعداد زيادي ژن در حساسيت و مقاومت به 

تواند   نقش دارند، اين عامل ميDMIهاي گروه  كش قارچ
. كش نقش داشته باشد به قارچدر ايجاد تنوع در حساسيت 

 هاي آزمايش شده در اين بررسي، يهجا كه جدا از آن
ان چنين تو اند، مي  درصد باهم نداشته100شباهت 
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هاي  هاي قارچ برداشت كرد كه تنوع ژنتيكي در جدايه
كش  تواند در تنوع حساسيت به قارچ عامل بيماري مي
 با پژوهشباشد و اين امر با انجام اين  تريفلوميزول مؤثر 

  . به اثبات رسيده استRAPDنشانگر 
روي ، بـــر)2000( در بررســي يـــورمن و همكـــاران 

ــه ــساسيت جدايـ ــاي  حـ ــه Botrytis cinereaهـ  بـ
وينكلـوزولين، از نـشانگر   متيـل و      تيوفانـات  هاي  كش  قارچ

RAPD      هـا اسـتفاده شـد          جهت ايجاد تمايز بين جدايـه .
كـش در بـسياري از        هاي حساس بـه هـر دو قـارچ          جدايه

هـاي مقـاوم بـه        جدايه. بندي شدند   موارد با همديگر دسته   
ر كش، معمولاً با سـاي      ها و يا هر دو قارچ       كش  يكي از قارچ  

هاي همان فنوتيـپ      بندي نشده و يا با جدايه       ها گروه   جدايه
  .شدند بندي مي گروه

هاي مختلـف،     هاي گونه   در كنار هم قرار گرفتن جدايه     
ها قابل بحـث      در دندروگرام ترسيم شده براي تمام جدايه      

قـرار   Liseolaسه گونه مورد بررسـي، در بخـش         . است
ــه و جــز ــهوگرفت  Gibberella fujikuroiهــاي  گون

species complexهـا  باشند كه شباهت بالاي بين آن  مي
 گــرلاخ و  ماننــدييهــا از لحــاظ مورفولــوژي در بررســي

 نظــرو از ) 1998(و نيرنبــرگ و ادانــل ) 1982(نيرنبــرگ 
ــت  ــ متابولي ــه در تحقيق ــاي ثانوي ــده ــاتي مانن   جاردينز  دس

ــاران  ــت ) 2000(و همك ــده اس ــشان داده ش ــسلي و . ن ل
 F. proliferatum هـايي از  يز جدايهن) 2004(مكاران ه

مثل جنـسي   را يافتند كه قـادر بـه توليـد   F. fujikuroiو 
ده جمعيت آميزشـي مقابـل    هاي نماين   آميز با جدايه    موفقيت
ها اين احتمال را مطرح كردند كه اين دو گونه در           آن. بودند

 همچنـين ادانـل و همكـاران      . باشـند  مـي واقع، يك گونـه     

، ITS-1 نوكلئوتيــدي نــواحي اليتــوتفــاوتي در  )1998(
ITS-2 از ژن rDNA  ــد ــه نيافتن ــن دو گون ــين اي .  در ب

هاي سه گونـه مـورد بحـث ممكـن اسـت             بنابراين، جدايه 
. نار هم قـرار گيرنـد     هاي زيادي بوده و در ك       داراي شباهت 

 آغـازگر تـصادفي كـه قـبلاً توسـط      5، از   پـژوهش در اين   
ي هــاVCGجهــت تمــايز ) 1997( هوانــگ و همكــاران

ــف  ــم ( F. moniliformeمختل ــه ه ــه  ك ــون ب ــام اكن   ن
F. verticillioidesو نيز يك آغازگر  ) تغيير يافته است

ــصادفي  ــه  ) J-11(تـ ــاليز جدايـ ــراي آنـ ــه بـ ــاي كـ   هـ
F. moniliforme استفاده شده ) 2003( توسط دامادزاده

. ، اسـتفاده گرديـد    اند  دنبال داشته   و نتايج بسيار خوبي را به     
 ـ   آغازگر نيـز مـي     6 استفاده از تعداد    دليلـي بـر قـرار       دتوان

. هاي مختلـف در كنـار هـم باشـد           هاي گونه   گرفتن جدايه 
استفاده از توالي بعـضي از نـواحي ماننـد بتـا توبـولين در               

ــي  ــاران  بررس ــل و همك ــز ) 1998(ادان  و MAT-1و ني
MAT-2       2000(همكـاران     در بررسي اسـتين كمـپ و (

  .داده استها نشان  هايي را در اين گونه تفاوت
  

  سپاسگزاري
خاطر فراهم آوردن     از مؤسسه تحقيقات برنج كشور، به     

 بخـش اول ايـن تحقيـق، از سـركار خـانم محيـا               اتامكان
از  و   هـاي اسـتفاده شـده       خاطر تهيـه جدايـه      زاده، به   عباس

ــش   ــصطفي دروي ــر م ــاي دكت ــاب آق ــه  جن ــا، ب ــاطر  ني خ
 هـا،   هاي ارزنده در شناسايي مورفولـوژي جدايـه         راهنمايي
  .نمائيم سپاسگزاري ميصميمانه 
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Abstract1 

Three species of Fusarium verticillioides, F. fujikuroi and F. proliferatum, have been considered as 
the causal agents of rice bakanae disease and foot rot in different regions. To detect resistance to new 
fungicide in fungal isolates of disease causal agent, identification of baseline sensitivity is necessary 
before its application in field level. Genetic variation has been identified as one of the major factors 
differing baseline sensitivity to fungicides. In this study, baseline sensitivity of 46 isolates to 
triflumizole was investigated in PSA medium amended with different concentrations of fungicide 
active ingredient, and EC50 and MIC of this fungicide were calculated for each isolate. Also 21 
isolates, belong to 3 mating populations were selected for molecular studies using RAPD markers. The 
results showed that different isolates placed on 4 groups on the basis of overlapping 95% confidence 
limits for EC50 and only two isolates had less sensitivity to triflumizole. In constructed dendrogram by 
RAPD markers, isolates with higher EC50, the most and the least sensitive isolates showed more 
difference with others. Also F. fujikuroi isolates showed markedly difference based on MIC value. 
The observed differences among isolates using RAPD markers confirmed that differences in baseline 
sensitivity to triflumizole rooted in genetic variation. 
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