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باغباني و زراعت در

Bipolaris عامل بيماري گونههاي ژنتيكي تنوع مطالعه
 PCR-RFLP روش استان گيلان،براساس در برنج قهوه اي  لكه

چكيده
Bipolaris oryzae شامل بيماري عنوان عامل به قارچ از گونه دو است. برنج بذرزاد مهمترين بيماريهاي از يكي قهوهاي، لكه بيماري
دو گيلان، استان شاليزارهاي از آمده دسـت به جدايه ۳۴۲ مطالعه بودند. گيلان، گزارش شـده اسـتان از قبلاً Bipolaris victoriae و
شناسـايي، اسـاس نمود. اضافه قبلي گونه هاي به بيماري كننده ايجاد عوامل عنوان به را B. bicolor و B. indica شـامل ديگر گونه
جوانه زني و نحوه كنيديوم تشـكيل فرآيند كنيديوفور، و كنيديوم ابعاد و رنگ شـكل، كلني، رنگ مانند قارچ مورفولوژيك صفات
B. oryzae، B. bicolor گونههاي ترتيب به آن از بعد و بود برخوردار گيلان اسـتان در فراواني بيشـترين از B. victoriae بود.گونه آنها
كه گرفت انجام دسـيكاتور محيط برنج در نشـاهاي روي گونه، چهار اين جدايه هاي بيماريزايي قرار داشـتند. آزمايش ،B. indica و
جدايه، از اين ۳۴۲ مي گردد. برنج قهوهاي علائم مشخص بيماري لكه بروز موجب و بيماريزا بوده برنج، روي قارچ اين كه داد نشان
برشـي استفاده آنزيم وسـه دسـته آغازگر دو كار از انجام اين قرار گرفتند. براي مطالعه مورد ،PCR-RFLP وسـيله به ۱۸۰جدايه
آنزيمهاي با سـپس و تكثير ترموسـايكلر، ودر يك برنامه حرارتي در دسـتگاه اسـتخراج جدايههاي مزبور كل DNA ابتدا گرديد.
ترتيب كه به شـدند DNA مشخص انگشـتنگاري گروه ۴ UPGMA روش به كلاسـتر اسـاس تجزيه شـدند. بر داده برش برشـي،
پلي مورفيسم از برگرفتند. سطوحي در را فراواني ٪۲ با B. indica و .B با ٪۳ bicolor ،٪۱۰ با B. oryzae ،٪۸۵ .B با victoriae گونههاي
گونه هاي قارچي بين در هم و گونهها درون در هم پليمورفيسـم، اين كه گرديد مشـاهده قارچي مختلف جدايههاي DNA در بين
را جغرافيايي مناطق يا و هوايي آب شـرايط و پليمورفيسم بين مستقيم همبستگي نتوانسـت DNA باندهاي الگوي داشـت. وجود
براي را نتايج درخشاني و بوده مفيد گونهاي، سـطح در قارچها تفكيك روش PCR-RFLP براي به كارگيري رو، اين دهد. از نشـان
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مقدمه
در برنج است كه قارچي بيماريهاي مهمترين از بيماري لكه قهوه اي،
مي قرار حمله مورد را محصول مزرعه، تا خزانه از گياه ــد مراحل رش كليه
جمله از گياه هوايي اندام هاي تمامي ــاري بيم عامل قارچهاي .(۱۱) دهد
ريشه هاي مي دهند، قرار حمله مورد را ــنبلچه و س ــنبل س ــه، خوش برگ،
علائم مهمترين شوندكه ــت آلوده اس ممكن ندرت به نيز ــاقهها س و جوان
باهاله ــيده كش گاهي بيضوي، تا گرد ــگ، رن قهوهاي لكههاي ــده، ايجادش
شدن پوك نيز و نشاها سوختگي صددرصد، آلودگي ــت(۲۸). زردرنگ اس
ــط ابتدا توس بيماري اين عامل .(۱۰) ــت اس بيماري بارز علائم از ــا دانهه
.(۱۸) ــد ش ــده نامي Helminthosporium oryzae و Bredade Haan
ــامي اس به ــه جنس س به Helminthosporium گرامينه اي گونههاي امروزه
ــي مورفولوژيك ــات صف ــاس براس Drechslera, Bipolaris, Exserohilum
هيلوم ، چگونگي ــور كنيديوف ــوم، كنيدي ظاهري كلني، ــاي ويژگيه مثل
فرمهاي ــن اي اند(۳۰). ــده تفكيك گردي ــوم، كنيدي ــي جوانهزن ــه طريق و
هستند در ارتباط ــتها آسكوميس رده از ــي فرم جنس ــه س با ــي غيرجنس
Pyrenophora, Cochliobolus , Setosphaeria از: ــد عبارتن ــب بترتي ــه ك
ــايي براي شناس DNAبر مبتني مولكولي ــرفته پيش ــاي روش ه از و(۲۲). 

از جمله .( ۱۹ ) ــت اس گرديده ــتفاده اس گياهي بيماريزاي مختلف عوامل
ــكل ش RFLP۲ (چند و ( پليمراز اي زنجيره (واكنش PCR۱ ،روشها ــن اي
PCR، واكنش ــواع ان از يكي ــت (۱۲) . يافته) اس برش ــته هاي رش طولي
در اوليه اطلاعات ــه ب نيازي آن انجام براي ــدكه باش ــي م RAPD- PCR۳

RAPD-روش از . (۲۰) نيست هدف DNA قطعه نوكلئوتيدي توالي مورد
چشمي بيماري لكه عامل Rhizoctonia solani قارچ براي تشخيص PCR
بيماريزاي قارچهاي ديگري از وتعداد Microdochium nivale گندم(۲۶)،

Brown spot is one of the most important seedborne diseases of rice . Two species of fungus including B. oryzae and 
B. victoriae were previously record as the causal agent of disease in Guilan province. The study on 342 isolates of 
its fungus collected from rice fields of Guilan, revealed that besides the above species two other species including 
B. indica and B. bicolor, were reported as causal agent of the disease. The basis of identification, was morphological 
characteristics such as color of  the colonies, shape, color and size of conidia and conidiophores, the process of 
conidium formation  and pattern of conidium germination. B. victoriae was the most abundant species in Guilan, and 
B. oryzae, B. bicolor and B. indica were the subsequent species, respectively. Pathogenicity test on these four species 
was applied on seedlings of rice in dessicator, which revealed the pathogenicity of the species and their ability to cause 
brown spot on rice. 180 isolates of 342 isolates were studied  by PCR-RFLP . In order to do PCR-RFLP, two groups 
of primers and three restriction enzyme were applied .At first, the DNA of all isolates was isolated, and was amplified 
in thermocycler.  Cluster analysis using UPGMA method gaved four DNA fingerprinting groups in relation to B. 
victoriae,  B. oryzae, B. bicolor and B. indica with the abundance of 85%, 10%, 3% and 2%, respectively. Levels of 
polymorphism was observed between DNA of different isolates as this polymorphism was observed either between or 
within species. The pattern of DNA bands couldn’t show the direct correlation between polymorphism and climates or 
geographical areas.  Therefore, application PCR-RFLP is useful for identification of the fungi at the species level and 
can provide good results for further studies including introduction of resistant varieties.

Key words: Rice-Brown Spot-Bipolaris-Genetic Variation-PCR-RFLP

در گياه B. sorokiniana از جدايههايي .( ۲۹) است شده گياهي استفاده
ــيله به وس گونه اي درون ژنتيكي پذيري تغيير جهت تعيين ميزان ــدم گن
از بالايي ــطح س ــاس اس براين گرفتند و قرار ــي بررس ــورد روشRAPD م
ميان ژنتيكي (۲۷). تنوع داشت وجود جدايه ها ژنتيكي ميان تغييرپذيري
ذرت، ــپوريومي هلمينتوس بيماريهاي كننده ايجاد از پاتوژنهاي ــي بعض
ارزيابي ــورد م PCR–  RFLP۴و PCR دو روش ــيله وس به ــدم وگن ــج برن
نيز بين گونهها و ژنتيكي در درون ــوع تن از بالايي ــطح س و گرفته قرار
به ديگري روش از ــن همچني گرديد(۳۴). ــاهده مش مختلف ــاي گونهه
ــده ش ــتفاده اس بيماري زا قارچهاي ــايي شناس براي PCR– RFLP نام
آنزيمهاي ــط PCR توس ــش فرآوردههاي واكن روش ــن اي ــه در ك ــت اس
ــورز مورد الكتروف ژل روي ــل حاص ــپس قطعات وس يافته ــرش ب ــي، برش
قارچ اختصاصي شناسايي براي روش اين از .(۳۲) گيرند مي قرار ــي بررس
تعيين نيز و غلات ــاري پاخوره بيم ــل عام Gaeumannomyces graminis
ــفيدكهاي س هيپرپارازيت Ampelomyces قارچ از جدايه هايي ــلاف اخت
اولين بار قهوهاي، لكه بيماري ايران در .(۳۳) است شده ــطحي استفاده س
.(۱) گرديد گزارش ــواحل درياي خزر س برنج مزارع از ــال ۱۳۳۵ س در
مورفولوژيكي ــايي براي شناس ديگر ــط محققين توس مطالعاتي آن از پس
برنج، و واكنش گياهچه رشد وتاثير بيماري روي قارچ جنسها و گونههاي
.(۹، ۸، ۷، ۶، ۵، ۴، ــد (۲ ،۳ ش انجام آن ــه ب ــبت نس برنج ارقام از ــي برخ
رنگ ــكل، ش تنوع از بيماري قارچ هاي عامل اين ــپورهاي اس از آنجائيكه
تنوع خصوصيات ميزان ــي گاه طوريكه به بوده برخوردار زيادي ــدازه ان و
ــيمهاي تقس ــاس اس كه وكنيديوفور كنيديوم ابعاد همچون مورفولوژيكي
داخل در حتي است، استوار مورفولوژي اين صفات پايه بر ــونوميكي تاكس
لكه بيماري كه نكته اين توجه به با و نيز است ــمگير ــيار چش بس گونه يك

تنوع ژنتيكي گونه هاي... مطالعه
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دهي، خوشه نشاكاري و ويژه درمراحل اخير به ــالهاي س قهوهاي برنج در
تحقيق انجام نموده، وارد گيلان استان در برنج محصول خسارت زيادي به
بين موجود تنوع ژنتيكي بررسي شامل آن اهداف گرديد كه ضروري مزبور
اين كه PCR– RFLP بود ــاس روش براس Bipolaris قارچ از ــه چهارگون
گونهها بين ژنتيكي تنوع همچنين و ــهاي گون درون تنوع ژنتيكي ــي بررس

در برمي گرفت. را
روشها و مواد

نمونه آوري جمع
خوشه و برگ نشاء، مرحله در سه آلوده و مزارع خرانهها از نمونه برداري
ــتفاده (۳۵) اس همكاران و Zia روش از نمونهبرداري براي انجام گرفت. برنج
يا برگ نمونه ۵ برنجكاري منطقه از ــه مزرع هر در كه معني بدين ــد. گردي
هر گرديدند. انتخاب متر فاصله ۵۰ هر به ازاي تصادفي بطور آلوده ــه خوش
منطقه هر در و شده محسوب منطقه يك عنوان به استان گيلان شهرستان
از جمعآوري شده نمونههاي شدند. انتخاب مزرعه ۲ ـ ۶ وسعت توجه به با
داده قرار پلاستيكي ــه هاي در كيس طور جداگانه به گياهي، آلوده اندامهاي
آنها جمعآوري تاريخ و محل ــهها، كيس روي برچسب چسباندن با و ــدند ش
دماي ۵-۴ در در يخچال و يافته انتقال به آزمايشگاه سپس مشخص گرديد.
با بعد روز آزمايشگاهي در سپس عمليات شدند. ــانتيگراد نگهداري س درجه

شد. نمونهها انجام از اين استفاده

قارچي جدايههاي نگهداري و سازي خالص جداسازي،
كه معني انجام گرفت، بدين خوشه و برگ قطعات آلوده از ــازي جداس
نيز و برگ سالم در و آلوده بافت بين فاصل حد از جداسازي قطعات از پس
ــديم ٪۰/۵ س هيپوكلريت با ــطحي ضدعفوني س ــه، خوش در بذرهاي آلوده
روي شده جدا آبگيري قطعات از پس و ــد ش انجام مقطر با آب ــو شستش و
مختلفي كشت محيطهاي از كار اين براي شدند. داده كشت كشت، محيط
TWA ،(آگار ـ (آب WA۶ ،(آگار ــتروز، دكس زميني، (سيب PDA۵ ــامل ش
براي ترتيب ) به گندم ــتريل اس كاه آگار+ ــي (آب معمول + Wheat straw۷

شناسايي و كردن اسپور و تك سازي قارچ، خالص كلني رشد و ــازي جداس
نگهداري ــراي ب .(۳۰ ــتفاده گرديد( اس قارچي ــاي جدايهه ــي مورفولوژيك
در PDA ــت كش محيط قارچ روي كلني ــد رش از پس قارچي، ــاي جدايهه
پس و داده شد قرار محيط اين استريل روي صافي كاغذ تشتكهاي پتري،
رشد و روز گذشت۵- ۴ و سانتيگراد  درجه ۲۶ دماي به انكوباتور با انتقال از
به و ــت جدا كش محيط از صافي، كاغذ صافي كاغذ ــطح كلني قارچ روي س
با فريزر به سپس و شيشههاي استريل و به گرديد ــيم قطعات كوچكي تقس

يافت. انتقال سانتيگراد درجه -۲۰ دماي

قارچي جدايههاي مورفولوژيكي شناسايي
قارچ روي كلني از قطعاتي پس از كشت مورفولوژيكي، ــايي شناس براي
انكوباتور به پتري TWAو انتقال تشتكهاي + Wheat straw كشت محيط
،( جدايه به نوع ــته (بس هفته ۳ ۲ تا مدت به ــانتيگراد، دماي۲۶درجه س با
توليد اسپورهاي از اسيدلاكتيك٪۲۵ از استفاده با ميكروسكوپي اسلايدهاي
Olympus CH-۲ مورد ارزيابي ــكوپ ميكروس از ــتفاده اس با و تهيه ــده ش
نحوه كلني، ــكل و ش رنگ منظور ويژگيهايي چون براي اين گرفتند. ــرار ق
عرضي ديواره تعداد عرض، طول، كنيديوفور، ابعاد و رنگ ميسليومها، ــد رش

كنيديوم زني جوانه زمان در تندشي لولههاي خروج محل و كنيديوم رنگ و
شدند. مطالعه

بيماريزايي آزمايش
پنج گونه هر از ــت و گرف انجام ــيكاتور دس محيط در بيماريزايي آزمايش
بذور برنج از مقداري ابتدا منظور اين براي . شد بررسي نماينده عنوان جدايه به
قرار داده پتري تشتك هاي سترون در ماسه اتوكلاو در در شدن استريل از پس
از تيمار )، پس به عنوان ديگري و شاهد عنوان به ( در دودسيكاتور، يكي شدند
دسيكاتورها دادن قرار و تشتكها از يك هر به ــترون آب مقطر س كردن اضافه
كه روز ۱۶ از ۱۸- پس سانتيگراد، دماي۲۶درجه با در انكوباتور ــته بس با درب
از با استفاده زني ــيدند مايه دو برگي رس مرحله دسيكاتور به داخل ــاهاي نش
همراه به مقطر ليتر آب ميلي اسپور در ۴× ۱۰۴ ميزان اسپوري به سوسپانسيون

شد. انجام سطحي جذب افزايش براي ٪۱ ميزان به ۲۰ ـ توئين

مولكولي ارزيابيهاي
ميسليوم تهيه

با استفاده كار اين كه تأمين گرديد ميسليوم قارچ ابتدا اين منظور براي
انتقال ،PDAــت كش محيط كلني قارچ روي ــاوي ح كاغذ صافي ــت كش از
عصاره حاوي ) مايع كشت محيط به قارچ كرده رشد كلني از ــكهايي ديس
ارلنهاي گرفت. انجام ( مقطر سوكروز و آب گرم ۱۷ زميني، سيب ۲۰۰گرم
انتقال دقيقه ) دور در با سرعت ۱۵۰ شيكر ( مايع به ــت محيط كش حاوي
پس ــت آمدند، دس به قارچ ــليومهاي ميس حدود يك هفته، از و پس يافته
وسايلي از ابزار و اينكار ــد. براي انجام ش ــليوم ها اين ميس از آب حذف آن از
ــتفاده اس صافي كاغذ بوخنر و قيف جانبي، با لوله ارلن پمپ خلأ، ــون همچ
سپس ــد، ش داده ارلن قرار برروي بوخنر قيف كه ابتدا ترتيب گرديد. بدين
صافي كاغذ و يك ــي گرديد ضدعفون درجه ۹۶ الكل با ــف بوخنر قي ــطح س
ارلن به خلأ ــپ پم لولهاي از گرفت. ــرار ق قيف اين ــطح س برروي ــتريل اس
در كرده ــد ــليوم رش ميس قطعات پمپ، كردن ــن روش پس از يافت، اتصال
صافي كاغذ سطح به استريل پنس از استفاده با ارلن، در مايع كشت محيط
دقيقه ۱۵ تا مدت ۱۰ به خلأ پمپ يافتند. بوخنر انتقال روي قيف در واقع
خلأ در ارلن آن شدن و جمع ــليومها ميس از آب حذف و باعث بود ــن روش
مجدد آبگيري عمل ــليومها، آب از ميس كامل براي حذف همچنين گرديد.
صافيهاي استريل كاغذ لابلاي بدست آمده در ــليومهاي ميس قرار دادن با

انجام گرفت.

DNA استخراج
Rapid mini- preparation of fungal روش از DNA ــتخراج اس براي
۳۰۰ ميليگرم از ابتدا حدود اين منظور براي ــتفاده گرديد(۲۱ ). اس DNA
ميسليومهاي سپس . گرديد توزين حساس ترازوي با موجود ــليومهاي ميس
و ازت مايع از استفاده با و شده داده قرار چيني داخلهاونهاي وزنشده در
كاردك، از استفاده با و درآمدند پودر صورت به كوبيدن با دستههاون، كاملاً
درب و بر روي ــدند ش انتقال داده ۱ /۵ ml ــاي تيوبه داخل پودر به ــن اي

شد. نوشته نظر مورد جدايه شماره تيوبها، اين از هريك
تيوبها، اين در ــليوم ميس پودر قراردادن از ــت كه پس اس ذكر لازم به
ــانتيگراد انتقال س درجه ۲۰ منهاي دماي با ــزر فري به بلافاصله ــا تيوبه
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سازندگي و پژوهش و سازندگي۲۸ پژوهش

۱۳۸۵ پاييز ،۷۲ شماره

۲۹

و آبدار نشوند. نشده خارج طبيعي از حالت يافتند تا
ميكروپيپت هاي  از ــتفاده اس با ليزكننده بافر ميكروليتر ۵۰۰ ــپس س
از بافر اين ــراي تهيه ب كه گرديد اضافه تيوبها اين هركدام از به ــاس حس
،pH=۸ با EDTA ميليمول ۶۰ ،pH=۸ ــا ب Tris-Hcl ــول ميليم ۴۰۰
بسته درب تيوبها گرديد. سپس استفاده SDS و  NaCl ميليمول ۱۵۰
گردند. غوطهور بافر، در داخل ــليومها ميس شدند تا داده تكان خوب ــده، ش
دقيقه ۱۰ ــدند. پس از ش داده قرار اتاق دماي در دقيقه ۱۰ به مدت ــگاه آن
سپس شده، اضافه تيوب به هر مولار ۵ پتاسيم ــتات بافراس ميكروليتر ۱۵۰
آن سانتريفيوژ از پس گرديد. vortex انجام ــتگاه كردن با دس vortex عمل
دقيقه در دور ۸۰۰۰ سرعت و دقيقه ۱ زمان سانتيگراد، ۱۵درجه دماي در
شد جدا حساس با ميكروپيپتهاي رويي كار، مايع اين از پس گرفت. انجام
سانتريفيوژ عمل دوباره و شد ريخته جديدي ميلي متر ۱/۵ تيوبهاي در و
كردن، سانتريفيوژ از گرديد. پس تكرار بود، ــده ش بالا ذكر در كه طريقي به
ــته برداش ميكروپيپت با تيوب ها در موجود مايع از ميكروليتر ۵۰۰ ــدود ح
قطعات حذف براي عمل كه اين يافتند جديدي انتقال تيوبهاي به و شده
آن هم حجم ــل، عم از اين ــت. پس گرف انجام مايع در ــود موج ــليوم ميس
منظور تيوبها به هركدام از ــه ب الكل ايزوپروپيل ميكروليتر) ۵۰۰ ــدود (ح
سپس و ــدند ش برگردانده بار تيوبها چندين گرديد. اضافه پروتئين، حذف
سانتيگراد درجه ۱۵ دماي و در دقيقه دور ۸۰۰۰ سرعت در دقيقه ۲ براي
جامد و قسمت حذف گرديد رويي مايع حال، اين سانتريفيوژ گرديدند. در
٪۷۰ اتانول از ميكروليتر ۳۰۰ ماند. باقي است، لازم كار انجام اين براي كه
بدنبال و شد اضافه DNA براي رسوبدهي جامد ــمت قس حاوي تيوب به هر
دقيقه ۱ ــدت زمان م دقيقه و در دور هزار ــرعت ۱۰ س در ــانتريفيوژ س آن
شدند. ريخته بيرون محتوياتشان و ــده وارونه ش تيوبها كاملاً گرفت. انجام
مايع تا شدند داده قرار كاغذي ــتمال دس يا ــككن بروي كاغذ خش تيوب ها
كار به ــيدن ــرعت بخش س حذف گردد (براي كامل طور به در آنها ــود موج
۳۰ حدود دماي با انكوباتور داخل در باز دربهاي با را تيوب ها اين ميتوان
آنگاه نمود). نگهداري دقيقه، ۴۵ زمان مدت براي ــانتيگراد س درجه ۴۰ ـ
اضافه تيوبها ــدام از هرك به (۱X Tris-EDTA) TE ــر باف ميكروليتر ۵۰
TE ابتدا بافر است كه TE، بهتر بافر DNA در حل شدن بهتر گرديد. براي
ــاعت س يك تا دو مدت براي ــانتيگراد ۶۵ درجه س دماي  در بنماري در
كردن اضافه از گردد. پس اضافه تيوبها از هركدام سپس به شود داده قرار
گردد. حل بافر، در كاملاً جامد تا قسمت شدند داده تكان TE، تيوبها بافر
منهاي ۲۰ درجه دماي فريزر با به اين تيوبها ،DNA ــدن ش حل پس از
ــماره ش يا نام كار تمام مراحل انجام ــاً در ضمن يافتند. انتقال ــانتيگراد س

شدند. نوشته تيوبها درب برروي قارچي جدايه هاي

الكتروفورز كمك استخراج شده به DNA مشاهده
ميكروليتر منظور ۲ اين استفاده گرديد (۱۴). براي آگاروز ٪۱/۴ ژل از
درصد) ۴۰ سوكروزدر آب و درصد بلو۰/۲۵ بروموفنل Loading (شامل بافر
چاهكها داخل ــه ب ــدند و ش مخلوط هم ــه DNAبا ــر نمون ميكروليت و ۱۰
۶۰ـ۴۵ دقيقه ــان زم و ــاژ ۱۲۰ ولت روي ــتگاه ــپس دس يافتند. س ــال انتق
ــتگاه دس و در ژل جدا ــيني س از ژل نمونه ها، انتقال از پس گرديد. تنظيم
ماورابنفش، ــعه اش ــتفاده از اس ــا ب Bio-Rad ــدل م Geldocumentation

گرفت. انجام DNA از عكسبرداري

PCR-RFLP
تصادفي استفاده آغازگرهاي از ــته دودس و RAPD-PCR روش از ابتدا
شدند. برش داده برشي، آنزيم ــه س با فرآوردههاي حاصل ــپس س و گرديد
A۰۱، A۰۲، A۰۶، A۰۸، B۰۶، B۰۷ ــه رفت به كار آغازگرهاي اول ــته دس
A، B، C، D، E، F، G، H، I، J ــامل آغازگرهاي ش دوم ــته و دس OPC۱۳ و
روش اين در قارچي جدايه ۱۸۰ DNA ــه ك ــت اس ذكر لازم به بودند(۲۷).

و ۲). ۱ گرفتند(جداول قرار مورد ارزيابي
(با ۱۰X ــر ــامل باف ميكروليتري ش حجم ۲۵ يك ــا در واكنشه ــه هم
تريس مول ميلي ۲۰ و پتاسيم كلريد مول ۵۰ميلي ۱X،شامل نهايي غلظت
ميلي ۵ ژنومي، DNA گرم نانو ۱۰، dNTPs مول ميلي ۰/۱۲ (pH=۸/۴ ــا ب
Taq آنزيم از واحد ۱ و آغازگر هر از ميكرومول ــوم، ۲۵/ ۱ منيزي كلريد مول
بود بدينترتيب كار روش انجام شدند (جدول۳). انجام DNA Polymerase
ميكروپيپت استفاده از با قارچي DNAهاي استثناي به كليه مواد ابتدا كه
يكبار و مخلوط گرديدند هم ــا ب PCR ميليليتري ۰/۲ تيوبهاي ــل داخ در
۱ سپس دور) ۳۰۰۰ ــرعت و س دقيقه ۱ مدت زمان (در ــدند ــانتريفيوژ ش س
مخلوطهاي از يك به هر قارچي مختلف DNAهاي جدايههاي از ــر ميكروليت
شرايط همان با سانتريفيوژ عمل دوباره و شد اضافه ماده) ۲۴ µl (شامل فوق
ترموسايكلر انتقال دستگاه به تيوبها اين گرفت.سپس انجام بالا در شده ذكر
به PCR حرارتي سيكل ــرايط بود.ش Biometra-Tgradient نوع كه از يافتند
۹۴ در ۱دقيقه : ــامل ش (Predenaturing) ابتدايي ــيكل س :يك بود قرار زير
درجه ۷۲ در دقيقه ۲ ۳۵ درجه سانتيگراد، در دقيقه ۵ ــانتيگراد، س درجه
دقيقه سانتيگراد درجه در ۹۴ ۱دقيقه : ديگر شامل سيكل ۴۵ و سانتيگراد
درجه دماي  ۹۴) سانتيگراد ۷۲ درجه در  دقيقه ــانتيگراد س درجه در ۳۵

درجه دماي بسط). و ۷۲ اتصال درجه دماي واسرشت شدن، ۳۵
آنزيمهاي ــيله وس ــه ب ،RAPD-PCR ــاي فرآوردهه ــد، ــه بع مرحل در
فرآوردههاي كه بود ترتيب اين به كار انجام روش شدند. داده برش ــي، برش
گرديدند انتخاب ــده، ــايي ش گونه شناس چهار ــه قارچي، از ۲۰ جداي PCR
۲۵µl واكنش كل ــم حج ــدند. ش داده ــي، برش برش با آنزيمهاي ــپس س
(۱ml)بافرآنزيم ــزان مي ميكروليتر، ۱۰ ،PCR ــرآورده ف ميزان ــود(۲۷). ب
اين ــود. ب ميكروليتر ۰ /۳ ــي، برش آنزيم ــدار و مق ــر ميكروليت ۲/۵ ۱۰X
۲۵ به حجم ــتريل اس مقطر با آب و همراه ــده مخلوط ش ــواد با يكديگر  م
كار به برشي آنزيمهاي كه ــت به ذكر اس ــدند. لازم ش ــانيده ميكروليتر رس
بودند. ۱۰u/µl غلظت۱ و  Bam HI با Eco RI، Hind III ــاي آنزيمه ــه رفت
سانتي گراد براي ۳۷ درجه دماي در انكوباتور) بن ماري (يا در ــي برش واكنش
استفاده با رشتهها اندازه مقايسه مدت، اين از پس گرفت. انجام ساعت ۳ مدت
در گرفت. ــام انج ــد درص آگاروز ۲ ژل روي  ۱Kb DNA ladder (marker) از
ميكروليتر از ــده با ۳ ش داده برش فرآورده از ميكروليتر الكتروفورز، ۱۵ روش
به و شد درصد ريخته ۲ چاهكهاي ژل در ــده و ش مخلوط loading buffer
عكس برداري از آن، از پس ــد. گردي ۷۰، الكتروفورز ولتاژ در ــاعت س ۲ مدت
انجام U.V و اشعه Geldocumentation دستگاه از با استفاده DNA رشتههاي
Quantity one افزار كارگيري نرم به با آمده ــت دس به باندهاي آناليز گرفت.
براساس سپس طبقهبندي شدند. باز جفت تعداد باندها براساس و ــد ش انجام
و سپس (عدد صفر) داده شد باند وجود عدم ــاس اس بر و (۱ (عدد باند وجود
شدند Microsoft جمعبندي Excel افزار۲۰۰۰ از نرم با استفاده اطلاعات اين
افزارهاي از نرم ــتفاده اس با ــتر كلاس و تجزيه ژنتيكي تحليل و تجزيه آنگاه و

تنوع ژنتيكي گونه هاي... مطالعه

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

سازندگي و پژوهش و سازندگي۲۸ پژوهش
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۲۹

(OD) ۳غلظت'- ۵' نوكلئوتيدي آغازگررديف

۱۵ u/mlCCCAAGGTCCA۰۱

۱۳ u/ml GGTGCGGGAAA۰۲

۹ u/ml GAGTCTCAGGA۰۶

۱۴ u/ml ACGCACAACCA۰۸

۱۱ u/ml GTGACATGCCB۰۶

۱۰/۵ u/ml AGATGCAGCCB۰۷

۱۳ u/ml AAGCCTCGTCOPC۱۳

'۳غلظت - ۵' لوكلئوئيدي كدنوالي

۱۰ u/mlGGT-CTC-CTA-GA

۱۴ u/mlCGG-AGA-GCG-AB

۱۲ u /mlCCG-GCA-TAG-AC

۱۴ u /mlTGG-GCT-CGC-TD

۱۸ u/mlACT-TGT-GCG-GE

۱۴ u /mlCCC-ACT-GAC-GF

۱۶ u/mlCTG-AGG-AGT-GG

۱۸ u/mlGGT-CAA-CCC-TH

۱۲ u /mlGCG-GGA-GAC-CI

۱۴ u /mlCCT-CAC-CTG-TJ

مصرف مادهميزان نوع

۱۵/۶۵ µl dd water

۲/۵ µl ۱۰ X PCR buffer

۱ µldNTPs

 ۱ µl MgCl۲

۰/۴ µl (آلبومين سرم (بووين BSA

۱/۲۵ µlPrimer

۰/۲ µl Taq DNA Polymerase

۱ µl(DNA (قالب DNA template

۲۵µl نهايي حجم  

Bipolaris spp. رفته در مطالعه جدايههاي قارچ از آغازگرهاي تصادفي به كار اول دسته ۱ـ جدول

RAPD-PCR هر واكنش براي خصوصيات موادمصرفشده جدول۳ـ

Bipolaris spp قارچ جدايههاي مطالعه در كار رفته به تصادفي آغازگرهاي از دوم دسته ۲ـ جدول
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۱۳۸۵ پاييز ،۷۲ شماره

۳۱

شد. انجام Arlequin 2.00 و Popgene و 1.31 NTSYS-pc 2.02

بحث نتيجه و
مورفولوژيك صفات اساس قارچي بر جدايههاي شناسايي

ــت دس به جدايه ۶۰۰ ــده، ش برداري نمونه ــوع از مزارع برنج مجم در
در بودند. Bipolaris  Shoemakerــس جن ــه ب متعلق جدايه ۳۴۲ ــه آمدك
مورفولوژيكي صفات ــاس براس ،Bipolaris جنس به جدايههاي متعلق مورد
فرآيند كنيديوفور، و كنيديومها مورفولوژي كلني، ظاهري ــكل ش همچون
ــخيص تش مختلف كنيديومها، ۴گروه زدن نحوه جوانه و كنيديوم ــكيل تش
Bipolaris بود ــس جن از ــك گونه خاص ي معرف هرگروه ــه ك ــدند ش داده
جدايههاي از ــدود ٪۱۰ ح كه B. oryzae ــه ۱ـ گون بودند از  ــارت عب ــه ك
ميكرومتر، ۷ـ۴×۵۸۰ـ۴۳۰ ابعاد ــه كنيديوفورها ب گرفت. بر در را ــود موج
تيره قهوهاي تا رنگ كم شكل، زرد دوكي قايقي تا خميده، آن كنيديومهاي
عرضي و ديواره ـ۵ داراي۱۲ بوده، ۴۶/۵ميكرومتر ـ ۱۲۵× ۱۰ ـ ۲۶ به ابعاد
پاپيل جزئي طور به و آمده بر روشن، اغلب يا تيره كوچك، كنيديوم هيلوم

ضميمه). (شكل ۱ (۳۰، ۲۸، بودند (۱۶ دار
گرديد.  ــامل ش را جدايهها حدود ۸۵٪ از ــه ك B .victoriae ــه گون ۲ـ
يا دوكي كنيديومهاي آن ميكرومتر، ۵۰ ۹ـ۵×۳۴۰ـ ابعاد ــا به كنيديوفوره
ميكرومتر ـ ۳۲ ۱۴۳ × ۹ ـ ۲۴ ابعاد به تيره، تا وارونه، قهوهاي روشن دوكي
يا آمدگي داراي بر ولي ــك كوچ هيلوم عرضي بوده، ــواره دي ۴ ـ ۱۳ داراي

ضميمه). ۲ (شكل (۱۶،۲۵،۳۰) نبودند پاپيل
ــت. ــر گرف ب در را ــا جدايهه از ٪۲ ــدود ح ــه ك B. indica ــه گون ـ ۳
آن كنيديومهاي ــر، ميكرومت ۲۶۰ ـ ۳۵۰ × ۷ ۱۰ـ ابعاد ــه ب ــا كنيديوفوره
بر برخي كنيديومها در هيلوم بوده، بيضوي تا چماقي ميزان كم به ــت، راس
به كمرنگ تا تيره زيتوني آن رنگ . نبود اينطور ديگر ولي در تعدادي آمده
( بودند(۳۰ عرضي ۴ ديواره ـ ۸ داراي ۳۵ ميكرومتر، ـ ۶۹ × ۱۲ ـ ۲۵ ابعاد
مي در بر را جدايه از ٪۳ حدود كه   B. bicolor گونه ۴ـ ۳ ضميمه). (شكل
كنيديومهاي ميكرومتر، ۳۰۰ ـ ۴۰۰ × ۵ ـ ۱۰ ابعاد به كنيديوفور ــت. گرف
داراي و وسيعتر وسط ترجيحاً در قسمت و اي استوانه خميده، راست تا آن
ميكرومتر، در ۳۱ ـ ۵۹۰ × ـ ۹ ۱۷ ــاد ــه ابع ب ــي بوده، عرض ــواره دي ۳ ۸ ـ
تيره قهوهاي اغلب بالغ كنيديومهاي مركزي ــلولهاي حالات س بسياري از
ـ ۵ هيلوم ابعاد بودند. پريده رنگ خيلي يا شفاف انتهايي سلولهاي اما بوده،
كنيديومهاي كه ذكر است لازم به ضميمه). ۴ (شكل ( بود(۳۰ ميكرومتر ۳

زدند. مي جوانه انتهايي سلولهاي از گونه، چهار هر

بيماريزايي آزمايش
۴ B. indica .B و oryzae ، B .victoriae گونه سه در مورد علائم اولين
ــر نقاط س صورت زني به مايه از پس روز ۲ B. bicolor گونه مورد و در روز
كشيده، بيضوي قهوهاي، لكههاي صورت به بتدريج كه شده سنجاقي ظاهر
قارچهاي كخ، اصول ــتاي انجام راس در آمدند. در با هاله زرد گاهي ــا گرد، ت
داده مطابقت اوليه پاتوژن با جدا و گياهان آلوده از مجدداً ــده، ش زني مايه
زير نتايج مزبور، ازقارچ گونه با ۴ مايه زني از پس روز هفت همچنين شدند.
بيماريزايي ــه شدت مقايس زمينه در ترتيب بدين .( ۴ گرديد(جدول حاصل

است: گونه هاي مايه زني شده، تقسيم بندي زير قابل ذكر
۱- B. oryzae

۲- B. indica
۳- B. indica
۴- B. bicolor

از چهار گونه ارزيابي جدايههاي
PCR-RFLP براساس  روش Bipolaris 

 B .oryzae، ــاي جدايهه بين موجود ــي ژنتيك تنوع ــي، بررس در اين
آغازگر ــته دس دو از ــتفاده با اس B. bicolor و B. victoriae و ،B. indica
قرار موردارزيابي PCR-RFLP روش ــك كم به ــي برش آنزيم ۳ و ــي تصادف
در جدايههاي  DNA ــم مورفيس پلي آناليز و مطالعه بر كار ــاس اس گرفت.
A۰۱، A۰۸، آغازگر چهار اول، ــته دس آغازگر از هفت ــت، داش قرار قارچي
اكثر DNA ،J و A ــر آغازگ دو دوم، ــته دس ــر ده آغازگ از و B۰۶ B۰۷و
رفته، كار به سه آنزيم برشي از همچنين را تكثير نمودند. قارچي جدايههاي

توليد كرد. را بيشتري برش يافته باندهاي ،Hind III آنزيم
آغازگر در آن ــن كمتري A و ــر در آغازگ ــده ش توليد ــد بان ــترين بيش
و J آغازگر مورفيك در پلي باندهاي بيشترين كه ــت،در حالي اس B۰۶بوده
از گرديد(جدول۵). پس ــاهده مش A۰۸ B۰۶و آغازگر  دو در آن ــن كمتري
بين پلي مورفيسم از سطوحي ،٪۲ آگاروز ژل روي الكتروفورز عمليات انجام
همچنين، (شكل ۱). گرديد رفته مشاهده كار به جدايه هاي قارچي DNA
انجام گرفت ،NTSYS-pc ــزار ۲,۰۲ اف ــرم ن از ــتفاده اس با ــتر كلاس تجزيه

.(۲ (شكل
در بودند. تشخيص قابل ــته، گروه يا دس پنج كلاستر، تجزيه ــاس براس
گونه جدايه ــوم، س گروه در ،B. oryzae گونه جدايههاي دوم، و اول ــروه گ
در نهايت در و B. victoriae گونه ــاي جدايهه چهارم، ــروه در گ ،B. indica
B. گونه جدايههاي ــتند. داش .B جاي bicolor ــه گون جدايه ــم، پنج گروه

روي Hind III برشـي آنزيم اثر به كارگيري در حاصـل باندهاي ـ الگـوي شـكل ۱
بودند. تكثير شده A آغازگر استفاده از با كه PCR فرآوردههاي

:۶ باند ،Bi ۶۲ :۵ Bi، باند ۱۶۷ :۴ باند ،Bi۲۰۸ :۳ باند ،Bi۲۱۱ : ۲ باند ،Bi۲۱۳ :۱ باند
۱Kb : ۱۱ Bi، باند ۵۶ :۱۰ باند ،Bi ۴۹: ۹ Bi ۱۷، باند :۸ بانـد ،Bi ۱۳ : ۷ بانـد ،Bi ۱۵۸
Bi،باند ۲۱۵ :۱۴ باند ،Bi ۲۱۹ : ۱۳ باند ،Bi ۲۲۰ : ۱۲ باند ،(DNA Ladder (marker
،Bi ۱۵۹ :۱۹ باند ،Bi ۲۳۸ : Bi، باند ۱۸ ۱۷۷: Bi، باند ۱۷ ۲۱۲ :۱۶ : Bi ۲۲۲، بانـد ۱۵
 .(۱Kb DNA Ladder (marker : ۲۲ Bi، بانـد ۲۵۷ : ۲۱ بانـد ،Bi ۲۸۰ : ۲۰ بانـد
به ۱۰ و باندهاي ۹ ،B. oryzae گونـه ۱۸متعلـق بـه ۷،۸ و ،۶ ،۵ ،۴ ،۳ ،۲ ،۱ باندهـاي
به گونه باندهـا متعلق بقيه و B. bicolor و B. indica گونههـاي به متعلق ترتيـب

هسـتند. B. victoriae

ماركر هستند. در بازها دهنده تعداد جفت نشان ژل اعداد كنار

تنوع ژنتيكي گونه هاي... مطالعه
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در داشتند. و۲ قرار گروههاي ۱ و در شده ــيم گروه تقس به دو خود oryzae
تشابه ضريب ،٪۷۹/۸ ، B. oryzae جدايههاي تشابه ضريب بندي، گروه اين
و ٪ ۸۵ /۴ ، B. victoriae تشابه جدايه هاي ضريب ،٪۷۹/۵ ، B. indica گونه
گونه بر آن جدايههاي ــلاوه بود. ع ٪۷۵/۶ ،B. bicolor گونه ــابه تش ضريب
گرديد. ديگر تقسيم گروه دو به ٪۸۵/۴ ــابه با ضريب تش خود ،B. victoriae
،٪۷۹/۸ ــابه تش ضريب با ،B. oryzae گونه جدايه هاي اول گروه ــن، همچني
جدايههاي از دوم گروه بود كه در حالي اين گرفتند و جاي گروه دو در خود

شدند. تقسيمبندي گروه، دو حدود ۹۰٪، در تشابه ضريب با گونه، اين
و Popgene ۱/۳۲ ــزار اف با دو نرم ــتري بيش تحليل آماري و ــه تجزي
از دو گونه از جدايه هايي به ــوط مرب دادههاي ــاس اس بر ،Arlequin ۲ /۰۰
ــخص مش بدينترتيب انجام گرفت. B. victoriae و B. oryzae يعني قارچ
،Bipolaris قارچ از گونه درون جدايههاي دو ژنتيكي تنوع درصد كه ــد ش
تنوع درصد از بيشتر كه بوده ٪۳۵/۶۵ ،B. victoriae و B. oryzae يعني
از ــت، ٪ اس ميزان ۳۴/۶۵ به قارچ از گونه دو بين جدايههاي اين ژنتيكي

احتمال سطح در ــاخص تثبيت ش و FST يا مولكولي واريانس تجزيه رو اين
دو به متعلق ــده ش يافت جدايههاي تعداد آنجائيكه (از ــت اس معني دار ٪۱
وجود آنها ــتر بيش ارزيابي امكان بوده محدود B. bicolor و B. indica گونه

نداشت).
دو جدايههاي ژنتيكي درون تنوع درصد شد كه ــخص مش ترتيب بدين
درصد از ،(A۰۸ ۳ (آغازگر ــوس لوك ــتثناي اس به Bipolaris قارچ ــه از گون
لوكوس سه در FST.(۶ (جدول ــت اس ــتر بوده بيش آنها، بين تنوع ژنتيكي
ــطح احتمال س در چهارم و پنجم لوكوس ۱٪ و در احتمال ــطح س اول، در
درصد بيشترين ــت. نبوده اس معنيدار ،۶ لوكوس بود ولي، در ۵٪ معني دار
تنوع درصد ــن كمتري و (A۰۸ آغازگر) ــوس ۳ لوك در جدايه ها ــوع بين تن
درصد ــترين ــت. بيش اس ــده ش ديده (J (آغازگر ۶ لوكوس در جدايهها بين
درون تنوع درصد و كمترين (J (آغازگر ۶ در لوكوس جدايه ها، درون ــوع تن
كه مسأله اين گرديد. علت ــاهده A۰۸)، مش ۳ (آغازگر در لوكوس جدايه ها
از كمتر A۰۸ آغازگر در مزبور قارچ از گونه دو جدايههاي درون تنوع درصد

۴۶۰ برابر تقريبي بزرگنمايي با Bipolaris oryae قارچ كنيديوم -۱ شكل

۲۳۰ برابر تقريبي بزرگنمايي با Bipolaris victoriae قارچ كنيديوفر و كنيديوم -۲ شكل

۴۶۰ برابر تقريبي بزرگنمايي با Bipolaris indica قارچ كنيديوم -۳ شكل

۲۳۰ برابر تقريبي بزرگنمايي با Bipolaris bicolor قارچ كنيديوفر و كنيديوم -۴ شكل
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آغازگر بوده است اين مؤثر آللهاي تعداد بودن كمتر بود، آنها درصد تنوع بين
خوبي به از قارچ را گونه دو از يك هر جدايه هاي ــته تنوع درون كه نتوانس
جدايههاي ــراي ب ژني تنوع ميانگين ــد. نماي ــخص مش ديگر، آغازگرهاي
گونه جدايههاي براي و ۲ /۴۴۱۴۸۹ ± ۴/۴۲۸۵۷۱ ،B. oryzae ــه گون
درنتيجه كه (۱۷) گرديد برآورد ۳۶۸۱۸۳/۰ ± ۵۶۵۴۴۷/۰ ، B. victoriae
ــت. داش وجود داري و تفاوت معني ــتر بود بيش اول گروه در ميانگين ــن اي
و لوكوس ۴۰ B. oryzae جدايههاي گونه پليمورفيك در لوكوسهاي تعداد
براي همچنين گرديد. برآورد درصد پليمورفيك ۴۶/۵۱ لوكوسهاي درصد
پليمورفيك لوكوسهاي ــداد تع ،B. victoriae يعني دوم گونه ــاي جدايهه

شد. درصد تعيين ۲۵/۵۸ درصد پليمورفيك و ۲۲
تعداد آلل مشاهده بيشترين كه گرديد ــخص اطلاعات مش اين پايه بر
قرار J آغازگر در ــر موث آلل ــداد ــترين تع بيش بوده و A ــر آغازگ در ــده ش
آلل كمترين و B۰۶ آغازگر در ــده ش مشاهده آلل كمترين است. ــته داش
اين روش در ــن رو اي از ــكل۳)، ــاهده گرديد(ش مش A۰۸ آغازگر در موثر

است. تر مناسب قارچ اين ــم، در مورفيس پلي ميزان ارزيابي آغازگرJ براي
از گونه دو اين جدايههاي شاخص ني(۲۴)،  اساس بر كه گرديد ــخص مش

دارند. ژنتيكي فاصله ،٪۲۲ /۲۳ ژنتيكي و همانندي ٪۸۰/۰۷ Bipolaris
عنوان تحت امروزه كه ــان گندمي روي Helminthosporium ــاي گونه ه
ميشوند (۳۰)، ناميده Exserohilumو Drechslera ،Bipolaris جنس ــه س
ذخيره اطلاعات اعتبار و ــت، اين امردقت ــمگيري برخوردار اس چش تنوع از
كنيديوفور كه و كنيديوم مورفولوژي به توجه اهميت و داده كاهش ــده را ش
سازد، مي چندان دو را ــت اس استوار آن بر مورفولوژيك تاكسونومي ــاس اس
ــيار بس و كنيديوفور كنيديوم مورفولوژي كه نكات ــن اي به با توجه ويژه ــه ب
ــت كش محيط pH و رطوبت حرارت، همچون، محيطي ــل عوام تاثير ــت تح
٪۰/۲ ــتر از ازت بيش و ٪۴ از ــتر قند بيش ميزان افزايش با بطوريكه قرار دارد،
.(۳۱، مييابد (۱۵ كنيديها كاهش اغلب ديواره عرضي و تعداد عرض ــول، ط
بسيار يك گونه داخل در حتي مورفولوژيكي صفات تغيير و دامنه تنوع نيز و
ــطح س خصوص در به تفكيك محقق را در هنگام كار امر، اين ــوده و ــاد ب زي

گونه هاي قارچ

B. bicolorB. indica B .victoriaeB. oryzae

برگ۲۰۲۰۲۰۲۰ كل تعداد

بيمار۱۰۱۱۱۳۱۵ هاي برگ

مرده۱۲۲۳ هاي برگ

سالم۹۷۵۲ هاي برگ

توليد باندهاي دامنه
(bpبرحسب)شده

پلي باندهاي تعداد
مورفيك

توليد باندهاي تعداد
شده

نوكلئوتيدي رديف
آغازگر۳َ - ۵َ

۳۵۰۰۲۲۲۳CCCAAGGTCCA۰۱ ـ۸۵۰

ـ۸۰۰ ۳۰۰۰۱۱۱۵ACGCACAACCA۰۸

۳۰۰۰۱۱۱۲GTGACATGCCB۰۶ـ۱۳۰۰

ـ۱۲۰۰ ۳۱۰۰۲۰۲۷AGATGCAGCCB۰۷

۶۰۰ ۲۷۰۰۲۵۳۳GGTCTCCTAGA ـ

ـ ۱۰۰۰ ۲۸۰۰۲۶۳۰CCTCACCTGTJ

Bipolaris قارچ گونه از ۴ با مايه زني از پس برنج گياه سالم آلوده و هاي كمّي برگ مقايسه ۴ـ جدول

PCR-RFLPاساس حاصل بر باندهاي مشخصات كار رفته و به آغازگر نوع ارتباط بين ـ ۵ جدول

تنوع ژنتيكي گونه هاي... مطالعه
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تواند مي كه ــي تحقيقات مولكول انجام رو اين ــازد، از ــوار مي س دش گونهها
در مورد مي رسد. نظر به ضروري ــد، باش ــنتي تشخيص س روش هاي مكمّل
در و نگرفته انجام دنيا در زيادي تحقيقات Bipolaris گونههاي ژنتيكي تنوع
در در اين تحقيق است. مزبور درمورد تنوع قارچ تحقيق نيز اين اولين ايران
Bipolaris از گونه چهار معرف DNA كه نگاري ــت گروه انگش چهار مجموع
با ،B. victoriae ــه گون گروه، چهار اين ــان مي در گرديدند. ــخص مش بودند
تمامي و در داد ــكيل تش را گروه بزرگترين جدايه ها از كل  ٪۸۵ ــودن دارا ب
علي ــمي، حسني،هاش همچون برنج غالب ارقام از و گيلان مزارع برنجكاري
برنج تحقيقات ــه موسس هيبريد برنج ارقام حتي و رود ــپيد س خزر، كاظمي،
B. گونه گروه، گرديد. دومين جداسازي برنج نشا برگ و خوشه، نيز و كشور
ــعت كمتري داشته وس ــار، انتش منطقه نظر از كه بود فراواني با٪۱۰ oryzae
و هاشمي جداسازي كاظمي علي همچون محلي ارقام از ــتر بيش همچنين و
وجود داشته ولي كمتر سپيدرود و خزر مانند محصول پر روي ارقام شدند و
ونشا برگ خوشه، از و نداشته قبل گروه با ــمگيري ــا تفاوت چش منش نظر از
داشت قرار فراواني ٪۳ با B. bicolor گونه گروه، ــومين س گرديدند. جدا برنج
اميربكنده منطقه ــه ب ــا محدود منش و نمونه ــار، رقم انتش منطقه نظر از كه
فراواني ٪۲ حدود ــا ب را گروه چهارمين B. indica ــود. ــمي ب رقمهاش برگ و
نامعلومي بود. محلي رقم خوشه و ــن گلش به منطقه محدود كه داد ــكيل تش
از گونه تمايز اين چهار و ــك PCR-RFLP، امكان تفكي روش ــتفاده از اس با
درستي و گرفتند قرار مجزايي گروههاي در گونه ها اين و گرديد فراهم قارچ
همچنين گرديد. فراهم مورفولوژيكي روشهاي و مولكولي مطالعات انطباق و
و B. victoriae يعني غالب گونه جدايههاي دو بين تنوع ژنتيكي از سطوحي
درصد كه گرديد مشاهده دوگونه يك از اين هر جدايههاي درون و B. oryzae
جدايههاي اين بين تنوع ژنتيكي صد در از جدايهها بيشتر درون تنوع ژنتيكي
جغرافيايي منطقه قارچ و گونه بين داري معني همچنين ارتباط بود. دوگونه
ميزان كه قارچي ازجدايه هاي برخي فقط نيامد، بدست هوايي و آب شرايط يا
خوشه جمله از نمونه نظر منشا از دادند مي را نشان ژنتيكي ــابه ازتش بالايي
جدايههاي درون تنوع ژنتيكي ميزان مطالعه اين ). در ۲ شكل ) بودند يكسان

.Bipolaris قارچ از گونه دو هاي جدايه بين و درون در لوكوسها در پلي مورفيسم نتايج ارزيابي ـ ۶ جدول

هر گونه هاي گونهدرون جدايه دو هاي جدايه بين

FSTدرصد تنوعVb
درجه
آزادي

Vaدرصد تنوع
درجه
آزادي

لوكوس

=۵۳/۵۷۱۴۳۰/۲۶۷۸۶۱۴۴۶/۴۲۸۵۷۰/۲۳۲۱۴۱۱٭٭۰/۴۶۴۲۹ A۰۱ آغازگر

۶۰/۷۱۴۲۹۰/۳۰۳۵۷۱۴۳۹/۲۸۵۷۱۰/۱۹۶۴۳۱۲٭٭۰/۳۹۲۸۶ = B۰۶= آغازگر

۳۰/۳۵۷۱۴۰/۱۵۱۷۹۱۴۶۹/۶۴۲۸۴۰/۳۴۸۲۱۱۳٭٭۰/۶۹۶۴۳ = A۰۸= آغازگر

۹۱/۰۷۱۴۳۰/۴۵۵۳۶۱۴۸/۹۲۸۵۷۰/۰۴۴۶۴۱۴٭۰/۰۸۹۲۹ =A آغازگر

۸۷/۵۰۰/۴۳۷۵۰۱۴۱۲/۵۰۰/۰۶۲۵۰۱۵٭۰/۱۲۵۰۰ =B۰۷= آغازگر

۰/۰۱۷۸۶ ns۹۸/۲۱۴۲۹۰/۴۹۱۰۷۱۴۱/۷۸۵۷۱۰/۰۰۸۹۳۱۶ =J آغازگر

۲۰ جدايه براي UPGMA روش براساس شده ايجاد فنوگرام ۲ ـ شكل

PCR-RFLP كمك تكنيك به برنج، قهوهاي لكه بيماري Bipolaris، عامل از

مؤثر و شده مشاهده آللهاي مقايسه ـ ۳ شكل

Bipolaris گونه جدايه هايي ازدو براي PCR-RFLP كار رفته در به آغازگر ۶ در
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B. victoriae گونه جدايههاي درون تنوع ميزان با مقايسه B. oryzae در گونه
Drechslera، گونههاي ــان داد كه نش (۳۴) شده انجام مطالعات بود. ــتر بيش
تحقيق در يك از يكديگر متمايزند. نظر ژنتيكي Bipolaris وExserohilum از
B. sorokiniana گونه از جدايه هايي درون در ژنتيكي تنوع از سطوحي ديگر
حتي مورفيك پلي رشته هاي تعداد طوريكه به گرديد، مشاهده گندم گياه در
بود. متغير ــت آمدند، دس به گندم متفاوت رقمهاي از يك جدايه وقتي براي
درون تنوع با ــه مقايس در جدايهها بين در كمتر ژنتيكي از دلايل تنوع يكي
كه باشد جدايههاي قارچي زياد ــاني از همپوش ــي ناش ميتواند احتمالاً آنها،
نتيجه در كه ميرسد نظر به است. شده حاصل ژن۸ جريان پديده نتيجه در
،Bipolaris مختلف گونه هاي توسط آن آلودگي و برنج محصول مداوم كاشت
جمعيتهايي در نتيجه و يافته اختلاط يكديگر با قارچي جدايههاي از برخي
بوردن نظر طبق بر آوردهاند. را به وجود متفاوت ژنوتيپهاي از ــي با مخلوط
ــيون نتيجه موتاس در اغلب گياهي، ــزاي بيماري ــاي قارچه ــيلك (۱۳) س و
در مينمايند. ــل عم ژنتيكي تنوع از عمدهاي منبع ــورت ص به ــي و نوتركيب
بوده مراحل اين ــده كنن تكميل جدايهها، بين ژني جريان ــك گونه داخل ي
ــترش گس ديگر منطقه به اپيدمي منطقه يك از پروپاگول هايي صورت كه به
همراه با نيروهاي تكاملي جريان ژن ديگر ميروند. بخشي به بخش و از يافته
استقرار حتي و ژنوتيپها منفرد، ژنهاي ــترش گس به منجر ميتوانند ديگر،
ژنتيكي تنوع پايه بر ــد(۲۳). گردن متفاوت مناطق در ــاي مختلف جمعيته
قابل جريان ژني كه ميگردد ــته، پيشنهاد داش وجود گونهها درون كه بالايي
از ــتر و بيش جدايههاي اما دارد. وجود درونگونهاي جدايههاي ــي بين توجه
ــتي بايس آغازگرها، ــتري از همراه تعداد بيش به متفاوت جغرافيايي ــق مناط
تحقيق، اين نتايج صورت هر ــردد.در گ تأييد اين فرضيه، تا گردند ــش آزماي
بيماريزا قارچهاي دقيق شناسايي در مولكولي روشهاي اهميت نشاندهنده
ميتوانيم اين يافته از كه نكته اين به توجه با ويژه به آنها است، طبقهبندي و

استفاده نماييم. قارچ به مقاوم توليد ارقام در

سپاسگزاري
برنج ــه تحقيقات موسس محترم ــؤولين مس همكاري از ــيله وس ــن بدي
آقايان همچنين ــلامي، اس آزاد دانشگاه ــي پژوهش محترم معاونت ــور، كش
كشاورزي دانشگاه ــكده دانش محترم يار استاد خداپرست اكبر ــيد دكتر س
ــكر تحقيقات برنج، تش ــه موسس علمي عضو هيأت عبادي مهندس و گيلان

نماييم. مي

پاورقيها
1 - Polymerase Chain Reaction
2 - Restriction Fragment Length Polymorphism
3 - Random Amplified Polymorphic DNA
4 -PCR based RFLP
5 –Potato Dextrose Agar
6 – Water Agar
7 – Tap Water Agar+ Wheat straw
8 - Gene flow
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