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 چكيده

 جدايه تك اسپور بر اساسPyricularia grisea ،35به منظور تعيين تنوع ژنتيكي

ي سازگاري رويشي در اينها گروهو شناسايي rep-PCR به روش DNAي نگار انگشت

بيها خوشهاز1378-1376در سالهايها جدايه. قيق استفاده شدندتح  بلاستيماري آلوده به

گ و شناسايي.ي گرديدآورجمعلانيمزارع برنج استان يها دودمانبراي تعيين تنوع ژنتيكي

بر اساس توالي نوكلئوتيدهاي طراحي شده كلوني پراكنده در جمعيت قارچ، از دو آغازگر

 جفت باز 2500 تا 400 با طولي بين DNAقطعات.، استفاده گرديدBOXو ERICقطعه 

و با حروفها جدايه چهار دودمان كلوني در بين.ثير شدندكت DوA،B،C شناسايي

دودمان كلوني غالب را تشكيل%28/74 با فراواني حدودAدودمان كلوني. مشخص شدند

%5 در محيط حداقل حاوي nitهش يافتگانجي سازگاري رويشي،ها گروهبراي شناسايي. داد

ولراتك م جداسازي مم nitيها يافتهمل سازي جهشكآزمونهاي ن رويكدر تمام حالات

در VCG4و VCG1 ،VCG2،VCG3 رويشيي گروه سازگارچهار. محيط حداقل انجام شد

شدها جدايهبين  اين تحقيقدر. جدايه، گروه غالب بود14 با VCG3گروه. تشخيص داده

كه آمده از به دستيها جدايهنشان داده شد كه نتايج  چهار گروه سازگاري رويشي برنج

شباهت%80تشكيل دادند، در تعيين تنوع ژنتيكي به روش مولكولي از يكديگر با بيش از

و بيشترين تعداد  دو. قرار داشتندA در دودمان كلوني VCG3يها جدايهتفكيك شدند هر

كمروش نشا . روي برنج وجود داردبر در درون جمعيت قارچين داد كه تنوع ژنتيكي

، دودمان كلوني، هاپلوتيپ nit بلاست برنج، جهش يافتگان:هاي كليدي واژه

 مقدمه
 .Pyricularia grisea (Cooke) Sacc قارچ

كي]  Magnaporthe grisea (Hebert) Barr:تلومرف[
كهكوميست هتروتاليكآس  به عنوان عامل بيماري است

و لكه برگي روي تعدادي ي هرزها علفاز بلاست برنج

 ,Couch & Kohn) گرامينه گزارش شده است تيره

2002; Farman, 2002; Lumbsch & Huhndorf,.
2007; Tredway et al., 2003; Valent, 1997) . ،بلاست

 روي برنج P. griseaمهمترين بيماري است كه توسط 
دشومير مناطق برنجكاري دنيا ايجاد در بيشت
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(Ou, 1985) .نترل براي اينكنون چندين روشكتا
يك شده است بيماري معرفي ازكه ها روشنيبهتري

اما مديريت.دباشميمعرفي ارقام مقاوم برنج به بلاست
ش ستكبلاست از طريق اصلاح ارقام مقاوم، به علت

دي داشته مقاومت تحت شرايط مزرعه، موفقيت محدو
عوامل متعددي در . (Ou, 1985; Zeigler, 1998) است

و تحقيقاتي قارچكايجاد تغييرات ژنتي ها دخالت دارند
يكاز نظر ژنتي P. griseaه قارچكاند نشان داده
زاي جديدو با توليد نژادهاي بيمارياستتغييرپذير
ش ازنستكقادر به  مقاومت ميزبان در طي چند سال بعد

به همين.)Hebert, 1971(است آمدن رقم مقاومد بوجو
و طبقهدليل و بررسي تنوع شناسايي كيي ژنتبندي

بهد ابزار مفيدي برايتوانميهاي حاصل جدايه  كمك
درها تيپهاي مقاوم در مقابل همه ژنو ايجاد لاين ي قارچ

. هر منطقه محسوب گردد
برها روش  بر اساس DNAي مولكولي مبتني

 نيز به خوبي براي مطالعه تنوع DNAي نگار انگشت
و نتايج سودمندي به كارژنتيكي جمعيت قارچ به رفته

,.Levy et al) آمده است دست 1993; Kumar et al.,

1999; Kachroo et al., 1994).
وكثر قريب به اتفاق مطالعاتيكا ه براي تجزيه

نقاط مختلف دنيا درP. griseaتحليل جمعيت قارچ
كمك به DNAنگاري نجام شده بر اساس انگشتا

 نوكلئوتيدي تكرار شونده توالي بر پايه RFLPنشانگر
MGR586 بوده است به عنوان نشانگر مولكولي 

.(Zeigler et al., هر (1998 در نتيجه، معلوم گرديد كه
 تشكيل1ينگار انگشتجمعيت قارچ از تعدادي گروه 

ت هر گروه انگشت. شده است .Levy et alوسط نگاري

2 كلوني تحت عنوان يك دودمان اصطلاحاً(1991)

 با الگو قرار George et al.(1998).نامگذاري گرديد
وليك نشانگر مول،Pot2 توالي تكرار شوندهدادن

rep-PCR3مبتني بر قطعهDNAرا به رار شوندهكت
 جهت RFLPعنوان جايگزيني مناسب براي 

و تنوع ژنتيه جدايه DNAنگاري انگشت ي آنهاكاي قارچ
شناخت در زمينههمطالعتاكنون چندين. ردندك معرفي

 
1. Fingerprinting group 
2. Clonal lineage 
3. Repetitive element-based PCR 

 با الگو قرار دادن توالي P. grisea ساختار جمعيت قارچ
Pot2 به كمك نشانگر rep-PCR در نقاط مختلف دنيا 

,.Suzuki et al) انجام شده است 2006; Roumen et al.,

1997; Prabhu et al., 2002; Piotti et al., 2005;.
George et.al., 1998; Correll et al., در ايران،.(2000

Javan-Nikkhah et al. (2004)هاي قارچ جدايه 
P. grisea از برنج را با الگو قرار دادن آمدهبه دست

 مورد rep-PCRوليك مولبراساس نشانگرو Pot2توالي 
ژدهنده نشان كه بررسي قرار دادند كم وجود تنوع نتيكي

در ايران بود كه با نتايج ديگر P. griseaيها جدايهدر 
به Vera Cruz et al.(1996). نقاط دنيا شباهت داشت

راركتDNAشده از روي توالي آغازگرهاي طراحيكمك
 در نشانگر BOXو REP،ERICهاي شونده به نام

rep-PCR با استرين تريائيكهاي عامل بيماري سوختگي
با.ا مورد مطالعه قرار دادندر4برنج در تريكعلاوه بر ها،
 آغازگرهايكمك به rep-PCRهاي اخير از نشانگر سال

در دي فوقيي نوكلئوتها تواليشده از روي طراحي
 بخوبي استفاده شده نيزهاي قارچكمطالعه تنوع ژنتي

هاي در لهستان جدايه Jedryczka et al. (1999). است
و Leptosphaeria maculansقارچ   را مورد تجزيه

و جدايه توكهاي توليد تحليل قرار داده ازكننده  سين را
توكهايي جدايه  سين نبودند، بر اساسكه قادر به توليد

. نمودندكيك آنها با نشانگر فوق تفDNAنگاري انگشت
MacDonald et al.(2000) هاي نيز گونهTilletia را بر 

 با هم rep-PCRنشانگر در DNAنگاري اساس انگشت
و ارتباط فيلوژنتي  آنها را نشانكمورد مقايسه قرار دادند

اريون در اثركيل هتروكتشوسازگاري رويشي.دادند
ي هاي جدايه تلاقي ميسليوم ي از عواملكهاي سازگار

،5ي سازگاري رويشيها گروه. ها است بروز تغيير در قارچ
جاريون پايداركيل هتروكحاصل تش هات قارچيمع در

 بين)آناستوموز( ونديپها نتيجه اريونكهتروو هستند
و باشميها هيف يهاآلله دارايكهايي فقط جدايهند

لوكي يلك باشند قادر به تشvic6هايوسكسان در تمام
يو اريون پايدار هستندكهترو  گروه سازگاريكدر

 & Genovesi.(Leslie, 1993) گيرند رويشي قرار مي

 
4. Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
5. Vegetative compatibility groups 
6. Vegetative incompatibility 
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MaGill  (1976)همچنينو Crowford et al.(1986) 
دركا1جهش يافتگانا تلاقي دادنب  سوتروف ايجاد شده

.Pبنفش در قارچ اثر نور ماوراي grisea ًتعداد نسبتا 
و ردندكيب را مشاهدهكي نوترها تيپزيادي از فنو
ژنكنتيجه گرفتند ن است در قارچ فعالك ممvicهايه

و علت اصلي راك بروز پديده نوترنبوده چرخه شبه يبي
ه با استفادهكهاي ديگري در آزمايش. دانستند2جنسي

 قارچ خود به خوديسوتروفكايافتگان جهشاز
P. grisea،انجام گرديد Correll et al.(2000) در ايالت 

و  در ايران نتايجي Javan-Nikkhah (2002)اركانزاس
 P. grisea قارچ درvicهاي در خصوص فعال بودن ژن

. آوردندبه دست
و DNAي نگار انگشتترين اهداف اين تحقيق عمده
يها گروهو شناسايي3ي كلونيها دودمانشناسايي

به دست P. griseaيها جدايهسازگاري رويشي در بين
.آمده از برنج بود

و روش ها مواد
 P. griseaهاي جدايه

 قارچ شدهر اسپوتك جدايه35 در اين تحقيق از

1. Mutants 
2. Parasexualism 
3. Clonal lineages 

P. grisea هاي از خوشه1378- 1376 كه طي سالهاي
آلوده به بيماري بلاست مزارع برنج استان گيلان 

درندآوري گرديد جمع  بخش شناسي قارچ سيونكلكو
و منابع طبيعي بيماري شناسي گياهي، پرديس كشاورزي

، استفاده گرديددشونمينگهداري دانشگاه تهران 
).1جدول(

 بر اساس P. griseaهايي جدايهكتنوع ژنتيتعيين
rep-PCR 

و استخراج آماده  DNAسازي ميسليوم
، DNAافي براي استخراجكجهت تهيه ميسليوم

به هاي ميسليومي چهار تا شش ميلي حلقه و متري تهيه
شد تعداد چهار حلقه در محيط عصاره . مخمر قرار داده

گري محيط عصاره براي تهيه وم عصاره مخمر، دو  مخمر
د10 يك گرم حلكستروز در گرديد ليتر آب مقطر

(Piotti et al.,  پس از قرار دادن چهار حلقهو (2005
، آنها به ليتري ميلي100 ارلن ظرفميسليومي داخل هر

 دور 120 با سرعتركمدت پنج تا هفت روز بر روي شي
) درجه سلسيوس28-24دماي(دماي اتاق در در دقيقه

از.گرفتندارقر  براي جداسازي ميسليوم از محيط مايع،
و قيف بوخنر استفاده شد در نهايت،. پمپ خلاء

ر با سيلين حاوي ميسليوم قارچ در فريز هاي پني شيشه
 بر اساس DNA استخراج.قرار گرفتند- C20˚دماي

. انجام گرديدLiu et al. (2000)كلروفرم- روش فنل

 در وسط نمايندهجدايه. در ناحيه تلاقيP. grisea)ندهينما(Sht25 با جدايه Shn1ريون در اثر تلاقي جدايه تشكيل هتروكا-1شكل
مي قراVCG3 در گروه سازگاري رويشي Shn1با بروز اين فنوتيپ جدايه. دارند در طرفين قرار Shn1و جدايه .گيردر
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و، رقم برنج، تيپ آمP. griseaهاي قارچ جدايه-1جدول  يزشي
آن گروه  هاي سازگاري رويشي در جمعيت

 تيپ آميزشي برنجگياه رقم VCGگروه جدايه رديف
1Ash8 1نام بي Mat1-1 
2Ash9 1نامبي Mat1-1 
3Kon6* 1زرد دم Mat1-1 
4Lat1 1نام بي Mat1-1 
5Sht1 1هاشمي Mat1-1 
6Sht5 1نام بي ––– 
7Sil2 1نام بي ––– 
8Soa1 1دم سياه Mat1-1 
9Zir1 1حسن سراي Mat1-1 
10 Mal3 2نام بي ––– 
11 Phn1 2دم سياه Mat1-1 
12 Soa4* 2نام بي Mat1-1 
13 Mal2 3نام بي Mat1-1 
14 Phn4 3نام بي ––– 
15 Phn6 3نام بي Mat1-1 
16 Rat5 3نام بي ––– 
17 Rat6 3نام بي ––– 
18 Rod2 3طارم ––– 
19 Shm1 3طارم Mat1-1 
20 Shn1 3نام بي Mat1-1 
21 Sht2 3نام بي ––– 
22 Sht25* 3نام بي ––– 
23 Soa2 3نام بي Mat1-1 
24 Tol1 3دم قرمز Mat1-1 
25 Zib1 3نام بي Mat1-1 
26 Zir2 3حسن سراي ––– 
27 Lon1 4حسني ––– 
28 Lon2 4طارم Mat1-1 
29 Mal1 4نام بي Mat1-1 
30 Phn3 4دم سياه Mat1-1 
31 Rat3 4نام بي ––– 
32 Rat11* 4حسن سراي ––– 
33 Rat31 4نام بي ––– 
34 Sht6 4نام بي Mat1-1 
35 Soa3 4نام بي Mat1-1 

)آزمايشگر(هاي نماينده جدايه*
.يين شده استتع)2007(برگنيل هاي آميزشي براي برنج در گذشته توسط تيپ

.نيست اطلاعات در دسترس-

گرم ميسليوم ساييده ميلي200هاي حاوي درون هاون
 مول ميلي400(نندهك بافر ليزليتر ميلي5/1شده 

Tris-HCl 8 باpH،60مول ميليEDTA 8 باpH،
و ) SDS درصدكي،NaClمول ميلي150 اضافه گرديد

ساكپس از حل  ييده شده درون بافر، اين ردن ميسليوم
ليتري ميلي5/1يكهاي پلاستي مخلوط به درون لوله

و لوله درب  دقيقه در محيط10ها به مدت دار منتقل شد
ي.اتاق قرار داده شد  250ها از لولهكسپس به هر

باكمي و پس از 8/4pHروليتر استات پتاسيم  اضافه شد
تو ردن درب لولهكمسدود 1سكسط ورتها، محتويات آن

1. Vortex 
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 محلول.املاً مخلوط گرديدكوتاه،كبه مدت چند ثانيه
 سانتريفوژ g10000حاصل به مدت دو دقيقه با سرعت

ليتري ديگر ميلي5/1هاي محلول رويي به لوله. شد
ال-لروفرمك-محلول فنل.منتقل شد بهكايزوآميل ل

يكمي400 به ميزان1-24-25نسبت ازكروليتر به هر
اض لوله و سپس لولهها وكها را با شدت وارونه افه شد رده

شدكت و محلول شيري رنگي حاصل سپس. ان داده شد
ي  g12000ها به مدت پنج دقيقه با سرعت از لولهكهر

 به آهستگي فاز،پس از سانتريفوژ.سانتريفوژ گرديد
ي و به هر لروفرمك هم حجم محلول،كرويي را برداشته

ت و با ان شديد، محلول شيري رنگيكخالص اضافه شد
 با سرعتسپس به مدت سه دقيقه. مجدداً حاصل شد

g12000به سانتريفوژ گرديد محلول رويي هم حجمو
ها به مدت لوله.ل سرد اضافه گرديدكآن ايزوپروپيل ال

و ته g13000پنج دقيقه با سرعت   سانتريفوژ شدند
تش لوله شدكها رسوب سفيدي دو.يل ر فاز رويي رسوب

 به سرد%70روليتر اتانلكمي300سپس. ريخته شد
و لوله ها به مدت دو دقيقه با سرعت آنها اضافه شد

g11000خش. سانتريفوژ گرديدند  DNA شدنكپس از
 TEروليتر بافركمي30 در DNAل، رسوبكو تبخير ال

يTris-HClمول ميلي10( يا آب ) EDTAمول ميليك،
و  آمده در به دست محلول ديونيزه استريل حل شد

شد- C20˚ دماي .(Liu et al., 2000) نگهداري
 rep-PCR بر اساس روش DNAي نگار انگشت

دو،DNAبراي تكثير قطعات  آغازگر كه بر نوعاز
 ERICاساس توالي دو قطعه تكرار شونده در ژنوم به نام

 كشور آلمانMWG-Research ساخت شركت  BOXو
  MacDonald) زير استفاده گرديد با توالي نوكلئوتيدي

et al., 2000).
ERIC: 
1R   5′-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3′.
2 I 5′-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3′.
BOX: 
1A–1R5′-CTACGGCAAGGCGACGACGCTGACG-3′.

 Gp001مدللركماشين ترموساي در يك DNAتكثير
 انجام كشور استرالياCorbett Researchساخت شركت

).2جدول(گرديد
 ERIC هاي براي آغازگرPCRنشكبرنامه حرارتي وا

5، سلسيوس درجه95: چرخه به صورت35در BOXو
ي 92، ثانيه3، سلسيوس درجه94 چرخه؛كدقيقه،

يسلسيوس درجه49، ثانيه30، سلسيوسدرجه ك،
 درجه72 دقيقه؛5، سلسيوس درجه72،دقيقه

ي10، سلسيوس براي. تنظيم گرديده چرخك دقيقه،
%25/1، الكتروفورز با ژل آگارز PCRمشاهده محصول 

آميزي با محلول اتيديوم بعد از رنگ. انجام گرديد
ژلبرومايد، عكسبرداري با استفاده از  -دستگاه

شريومنتيشنكدا  كشور استراليا Isogenتك ساخت
و زير نور انجام Imagoمدل  از آن ماوراء بنفش شد

. به عمل آمدسبرداريكع
و ها تحليل داده تجزيه

ها بر اساس مشاهده شباهت الگوي ابتدا جدايه
DNAو جدايه روي ژل گروه هاي مشابه مجددا بندي

روي يك ژل كنار هم الكتروفورز شدند تا شباهت آنها از 
و تعداد بندهايأتDNAنگاري نظر انگشت ييد شود

زه هر يك از اندا. هاي مشابه معلوم گردد يكسان جدايه
و تمام براي تمام جدايهDNAبندهاي   ها تعيين گرديد

 باز جفت 2500-400 بين قابل ارزيابيDNAقطعات

ي-2جدول بهكمقادير حجمي هر ترك از مواد واكار رفته در  rep-PCRنشكيب مخلوط
 غلظت)ميكروليتر(حجم در يك واكنش مواد به كار رفته در واكنش

-7/6 آب
xافرب PCR102-

MgCl25/225/6)ميلي مولار(
dNTPs 21)ميلي مولار(

)پيكومولار(5/15/7هاآغازگر
)واحد(Taq DNA Polymerase 5/05/2آنزيم

DMSO 3/05/1%
DNAنانوگرم(35 ژنومي(

20 كل
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به. تعيين شدند وجود يا عدم وجود هر يك از بندها
و صفر براي(و صفر صورت اعداد يك  يك براي وجود آن

از) عدم وجود آن  در يك سيستم دوتايي براي هر يك
و جدول ماتريكس دوتاييها جدايه و ثبت گرديد  تعيين

و از آن براي ايجاد ماتريكس براي داده ها ايجاد شد
دوها جدايهوقتي تمام(ها جدايهشباهت بين   به صورت

1اساس ضريب دايسبر) به دو با هم مقايسه شوند

.(Yap & Nelson, 1996)استفاده شد
و تحليل خوشه  به كمك روش2اي تجزيه

UPGMA3در نرم افزار كامپيوتري NTSYSpc-2.02e 
و فنوگرام . رسم گرديد4انجام شد

 هاي هاي سازگاري رويشي در جدايه شناسايي گروه
P. grisea 

قد(nit5يافتگان به منظور جداسازي جهش رت فاقد
 آگار واجدكوچكهاي، حلقه)استفاده از نيترات

متر از حاشيه پرگنه ميسليوم به قطر سه تا پنج ميلي
و PDAچهار تا پنج روزه قارچ روي محيط غذايي   جدا

متري حاوي محيط هاي پتري هشت سانتيكبه تشت
 گرم در ليتر كلرات پتاسيم50كه6 حداقلغذايي

)(KClO3تركيب.، منتقل شدند به آن اضافه شده بود
 ,Harp & Correll)محيط حداقل به صورت زير بود

1998)  : 
KH2PO4،1؛ گرمK2HPO4،1؛ گرم10دكستروز،

؛ گرمCaCl2.H2O،1/0 گرم؛MgSO4.7H2O،5/0 گرم؛
NaNO3،2محلول؛ گرم B-Complex vitamin،10

 ليتر؛ ميليTrace element،2/0 محلول ليتر؛ ميلي
و يك ليتر آب ليتر ميلي2/0،لفات آهنسومحلول

از. ديونيزه با هم مخلوط شدند در روز18الي14پس
انC25˚دماي هاي ميسليوم،يكوباتور در تاريك درون

سرشد يافته   رويه از پرگنه اوليهك توركموسوم به
شدمحيط حاوي كلرات پتاسيم و داراي رشدند منشعب

بهونه جدا گرديدندپرگ، از حاشيه سوتروف بودندكا
يحداقلمحيط و به مدت  هفته در شرايطك منتقل

1. Dice's coefficient 
2. Cluster analysis 
3. Unweighted pair group method with arithmetic 

average 
4. Phenogram 
5. Nitrate non-utilizing 
6. Minimal medium 

ه دارايكهايي قطاع. نگهداري شدندC25˚ وباتوركان
و پرگنه گسترده بدون ميسليومكرشد غيرمترا م بوده

و يا با ميسليوم هوايي  يافتگانم به عنوان جهشكهوايي
nit X و نظر گرفته شدن در  اين جهش يافتگان نسبتد

.(Correll et al., 1987)به منبع ازت اكسوتروف هستند
 nitيافتگان تعيين تيپ فنوتيپي جهش

 بر اساس nitيافتگان خصوصيات فنوتيپي جهش
ي هاي افتراقي از آنها روي محيطكارزيابي نحوه رشد هر

ي شامل محيط غذاييي از چهار منبع ازتكحاوي
ريت حاوي نيترات مذكور در بالا، محيط غذايي نيت

 گرم در ليتر نيتريت سديم،2/0محيط غذايي حداقل با 
محيط غذايي هيپوگزانتين حاوي محيط غذايي حداقل با

و در نهايت محيط غذايي2/0  گرم در ليتر هيپوگزانتين
 گرم در ليتر1آمونيوم حاوي محيط غذايي حداقل با

 يافتگان جهشوارزيابي گرديدباشد، تارتارات آمونيوم مي
nitهاي در سه گروه فنوتيپي با نامnit 1)دركي  جهش

 nit 3،)ننده نيتراتكجايگاه ژني ساختماني آنزيم احيا
 جهش در جايگاه ژني تنظيمي اختصاصي مسيركي(

دركيحداقل(Nit Mو بالاخره) مصرف نيترات  جهش
تور داراي موليبدنكوفاكجايگاه ژني مؤثر درساخت پنج

قرار) ننده نيترات استكت آنزيم احياء فعاليه لازمهك
.(Landschoot & Hoyland, 1992) گرفتند

يnitيافتگان تلاقي جهش  ديگرك هر جدايه با
هاي nitيافتگان، پس از تعيين تيپ فنوتيپي جهش

 تلاقي حداقل آمده از هر جدايه روي محيط به دست
هاي آگار چهار تا پنجه حلقهكبه اين صورت. داده شدند

دو ميلي متري واجد ميسليوم از هر جهش يافته به فاصله
يها تشتكدرون حداقلمتر از هم، روي محيط سانتي
تcm 8پتري و براي هر جدايه سه درك قرار گرفتند رار

تشكاز آنجا. نظر گرفته شد  nit 1اريون بينكيل هتروكه
مي سريعNit Mو بهها تلاقي شود، ترجيحاً تر انجام

 Nitو در صورت عدم حضور گرديد Nit M×nit 1صورت

Mبين ،nit 1 وnit 3 و در صورت عدم حضورnit 1 بين ،
Nit M وnit 3انها تشتك. انجام شد درك در درون وباتور
. شدندنگهداري روز14ي به مدتك در تاريC25˚دماي 

و رشد پروتوتروف رشد تيپ(در صورت ايجاد تلاقي
آن هاي جهش رد ميسليوم در محل برخو)وحشي يافته،

و براي جدايه به عنوان خودسازگار هاي آزمونانتخاب
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و در صورت عدم رشد1سازي مكمل  نگهداري شد
و2پروتوتروف، آن جدايه به عنوان خودناسازگار  انتخاب

م از آزمون .سازي حذف گرديدملكهاي
 (VCGs)ي سازگاري رويشيها گروهتعيين

 تهيه شده از nitيافتگان در اين مرحله جهش
همانند روش قبل روي محيط برنجهاي مختلف جدايه

همي متر سانتي هشتي پتريها تشتكحداقل درون  با
 بينها تلاقي در اينجا نيز ترجيحاً.تلاقي داده شدند

nit M از يك جدايه با nit 1 و  از جدايه ديگر انجام شد
ها تلاقيها nit، بين ساير nit Mدر صورت عدم حضور

و فرآيند به هم رسيدن ميسليوم. صورت گرفت ها
 روز ارزيابي18 روزانه تا به طوراريونكيل هتروكتش

به آنها nitيي كه جهش يافتگانها جدايه. گرديد قادر
و رشد پروتوتروف در ناحيه تلاقي  تشكيل هتروكاريون

يها بود، ميسليوم قرار رويشي گروه سازگاريكدر
ب راي اين منظور براي هر گروه سازگاري يك گرفتند

اي جدايه نماينده جدايه. انتخاب گرديد3جدايه نماينده
ي هر گروهها جدايهبود كه بيشترين تلاقي را با ساير

.هر آزمايش تلاقي سه مرتبه تكرار گرديد. انجام داد

1. Complementary tests 
2. Heterokaryon Self-Incompatible 
3. Tester 

 نتايج
و هاپلوها دودمانشناسايي ي آنهاها تيپي كلوني

و مقايسهها جدايه DNA با ارزيابي الگوي  روي ژل
با)2شكل(اي آنها مشاهده ، تشكيل ماتريكس شباهت

و ، چهاراي خوشهتحليل استفاده از ضريب دايس، تجزيه
35 يا دودمان كلوني در بين  DNAينگار انگشتگروه

و).3شكل(جدايه تعيين گرديد اين نتيجه از تجزيه
 2500-400 تكثير شده به طولDNA قطعه45تحليل 

تجزيه. آمدبه دستي مختلفها جدايهجفت باز در
درو انجام4ها تيپهاپلواز استفاده كلاستر با 

دندروگرام حاصل چهار كلاستر مشخص گرديد كه هر
براي تعريف. نگاري بود دهنده يك گروه انگشت يك نشان

در الگوي%80نگاري سطح شباهت هر گروه انگشت
DNAبه اين ترتيب بر اساس تعريف.ر گرفت معيار قرا

Levy et al.(1991, 1993)هاي هر يك از گروه
و با حروف انگشت ،Aنگاري يك دودمان كلوني محسوب

B،CوDهاي در هر يك از دودمان. مشخص شدند
 هاپلوتيپ شناسايي1و16،7،1كلوني به ترتيب 

 استها اي از جدايه هر هاپلوتيپ شامل مجموعه. گرديد
بر. با هم شباهت داشته باشند% 100كه علاوه

 
4. Haplotypes 

 
ab

با)a. درصد25/1روي ژل آگارز از برنج جدا شده P. griseaهاي جدايه براي rep-PCRبه روش ثير شدهكتDNAالگوي-2شكل
و باD است كه در دودمان كلوني Sht2 جدايه4شماره كه در آن تنها ERICاستفاده از آغازگر ضريب تشابه از ساير%80 قرار گرفت

شد دودمان آن BOX با استفاده از آغازگر)b.ها تفكيك ها در بالاي شكلMحرف. استSht2 مربوط به جدايه2 شمارهكه در
و اعداد در حاشيه نشانDNAر اندازه قطعه كننده نشانگ بيان  (kb) به صورت كيلوبازDNAدهنده اندازه قطعات است
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 (VCG)رويشي هاي سازگاري در گروهروي برنج Pyricularia griseaهاي بندي جدايه گروه-3جدول
 هاي كلوني چهارگانهو وضعيت پراكندگي آنها در دودمان

**گانه هاي كلوني چهار تعداد جدايه در دودمان
 تعداد جدايه *VCGگروه

 فراواني
(%) ABCD

VCG1 971/25621ــ
VCG2 358/821ــــ
VCG3 14 401031ــ
VCG4 971/2581ــــ

26711 35100 جمع
ي* اسكاسم هر گروه سازگار رويشي به روش آزادانه با .ت شماره همراه شده

.اند شناسايي شدهrep-PCRوليكلوني در همين تحقيق بر اساس نشانگر مولكهاي دودمان**

 جدا P. grisea جدايه قارچ35 براي NTSYS PC-2.02eامپيوتريكافزار در نرمUPGMA ايجاد شده بر اساس روش فنوگرام-3شكل
اين. باشد ميBOXو ERIC با استفاده از دو آغازگر rep-PCR به روش شناسايي شدهدودمان چهاردهندهه نشانك برنجشده از

و تحليل ماتريس دوتايي . آمده بود، ايجاد گرديدبه دستهاي فوق ثير شده جدايهكتDNAه با مقايسه الگويك دندروگرام با تجزيه
يك است DNAوي شباهت در الگ≤80باييها لاستر شامل جدايهكهر ميدودمان كلونيكه .شود ناميده

Coefficient
0.80 0.85 0.90 0.95 1.00

 

Zib1 

 Soa2 

 Shm1 

 Rat6(S) 

 Sht5 

 Sil2 

 Ash9 

 Rod2 

 lon1 

 Soa3 

 Shn1 

 Lat1 

 Kon6(S) 

 Tol1 

 Mal1 

 Rat3 

 Sht25(S) 

 Phn1 

 Sht6 

 Rat31 

 Rat11(S) 

 Phn6 

 Soa4(S) 

 Phn4 

 lon2 

 Sht1 

 Ash8 

 Mal2 

 Soa1 

 Zir2 

 Mal3 

 Rat5 

 Phn3 

 Zir1 

 Sht2 

A

B

C
D
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 هاي سازگاري هاي گروه پراكندگي جدايه3آن، جدول
در رويشي را در چهار دودمان كلوني نشان مي دهد كه

 قرارA در دودمان كلوني VCG3هاي آن اكثريت جدايه
.گرفتند
ي كلونيها دودمانفراواني

يP. griseaهاي قارچ فراواني جدايه ازك در هر
. آمده است4 دودمان شناسايي شده در جدول چهار

اين دودمان با دارا بودن حدود A:دودمان كلوني
را35از28/74%  جدايه آزمايش شده بزرگترين دودمان

 آمده از برنج به دستيها جدايهاز نظر فراواني در بين
اين دودمان بيشترين تنوع).4 جدول(تشكيل داد

ي شناسايي شدهها دودمان را در بين سايرهاپتيهاپلو
كهنشان داد،  هاپلوتيپ مشخص در بين16 به طوري

شكل.ي آن شناسايي شدندها جدايه 3همانطور كه در
نشان داده شده، كلاستر بزرگ متعلق به اين دودمان

از10ي اين دودمان كلوني شاملها جدايه. است  جدايه
VCG3 ،8از ازVCG4 ،6 جدايه 2و VCG1جدايه

 در اين دودمانA5هاپلوتيپ.دباشمي VCG2جدايه از
دو.شد غالب بود كه شش جدايه برنج را شامل مي

و A10وA6 هاپلوتيپ 5 به ترتيب هر يك داراي دو عضو
و ساير هاپلو . تك عضوي بودندها تيپعضو
 اين دودمان از نظر فراواني بعد از:Bدودمان كلوني

و دارايAدودمان و7 قرار گرفت 7 جدايه بود
35در بين. هاپلوتيپ مشخص در آن شناسايي شد

 در اين دودمان كلوني قرارها جدايهاز%20جدايه، حدود
).4جدول(گرفتند

2،1،3ي شناسايي شده در اين دودمانها تيپهاپلو
از1و   VCG4وVCG1 ،VCG2 ،VCG3 به ترتيب

ن. بودند 90تايج، اين دودمان كلوني با حدود با توجه به
درصد شباهت ژنتيكي به دو زير خوشه تفكيك شد كه

اين دودمان با ضريب).3شكل( عضو شدند5و2داراي 

و با ضريب تشابهAاز دودمان كلوني%82تشابه حدود 
. تفكيك شدCاز دودمان كلوني%85حدود

ت جمعيها دودمان اين:DوCي كلونيها دودمان
ابه دستيها جدايهبسيار كوچكي را در بين ز آمده

و هر يك با دارا بودن فراواني در%86/2 برنج تشكيل
كل%72/5 مجموع  جدايه را به خود اختصاص35از

 هر يك به ترتيبDوCدر دودمان).4جدول(دادند
دو دودمان. يك هاپلوتيپ مشخص شناسايي گرديد

تفكيك%80ضريب تشابه از يكديگر باDوCكلوني 
كه. شدند  از سايرD دودمان كلوني به طوري

باها دودمان ضريب تشابه جدا%80ي شناسايي شده
. گرديد

 آمده از برنج در سه به دست جدايه34تمامي
از جهت الگوي%85 بيش ازCوA،Bدودمان كلوني

DNAب تنها دودمان. هم شباهت داشتنده تكثير شده
ضريب تشابه از ساير%80 با Sht2ا جدايهبDكلوني 
شدها دودمان . تفكيك

 nitيافتگان ارزيابي فنوتيپ جهش
هاي يافتگان روي محيط رشد جهش بر اساس نحوه

 آمده از برنجبه دست جدايه35 از دار، افتراقي نيتروژن
، nit 1يافتگان از نوع درصد از جهش33/43به ترتيب

 Nit M درصد از نوع67/41و nit 3 درصد از نوع 15
.بودند

بهاريونكهترويلكتشبه دليلها جدايهتمامي
35براي.هاي خود سازگار شناسايي شدند جدايه عنوان

جدايه، جهش يافته هر جدايه با جهش يافته ساير
از جدايه و بعد  روز هتروكاريون18ها تلاقي داده شد

بوبه طورتشكيل شده ).1شكل(د واضح قابل ارزيابي
،VCG1ها در چهار گروه سازگاري رويشي شامل جدايه

VCG2،VCG3 وVCG4 در).1 جدول( قرار گرفتند
ه داراي تلاقي بيشتر با سايركيهجدا چهاراين ميان،

يبرنج آمده از به دست P. griseaهاي قارچ فراواني جدايه-4جدول  لونيك دودمان چهارازك در هر
 BOXو ERICاز دو آغازگر جدايه در ارزيابي نهايي با استفاده35بين شناسايي شده

 هاي شناسايي شده تعداد هاپلوتيپ (%)ها فراواني جدايه تعداد جدايه لونيكدودمان

A26 28/7416

B7207

C186/21

D186/21



 2،1390، شماره42دوره ايران پزشكي دانش گياهمجله 236

و قادر بودند با بيشتر جدايه  افتگانيجهش ها بودند
هت جدايه تشكروها هاي يل دهند به عنوان جدايهكاريون

ي سازگاري رويشي انتخابها گروهتعيين جهت نماينده 
بزرگترين گروه جدايه13با همراه Sht25 جدايه. شدند

و به عنواننديل دادكتشبرنجسازگاري رويشي را در 
 Kon6هاي جدايه. گرفت قرار VCG3جدايه نماينده در

باينمايها جدايه به عنوان Rat11و نده هر كدام همراه
قرار داده VCG4و VCG1 در به ترتيبهشت جدايه 

 به عنوان جدايه نماينده Soa4 در نهايت جدايه.ندشد
 قرار VCG2در Phn1و Mal3همراه با دو جدايه شامل

از در بين جدايهVCG3گروه. گرفت  برنجهاي حاصل
.دادبيشترين فراواني را نشان

 بحث
ي جمعيتكقات متعددي در مورد تنوع ژنتيتحقي

و بخصوص P. griseaقارچ  در نقاط مختلف دنيا
با پيشرفت. خيز انجام شده است شورهاي برنجك
امكنولوژي مولكت و يكان مطالعه دقيق ساختار ژنتيكولي

مي در قارچ و انواع هاي لازم براي ها، زمينه روارگانيزمكها
يي در درونكشناسايي تنوع ژنتي  گونه به خوبيك افراد

 هاي قارچ جدايهDNAنگاري انگشت.فراهم شده است
P. grisea آغاز گرديد90 از اوايل دهه (Levy et al., 

ام،(1991 هاي قارچ را در سطح ان مقايسه جدايهكو
DNA ي مشابهكژنتييها گروهي آنها در بند گروهو

از.ايجاد نمود  rep-PCR نشانگر مولكوليدر اين تحقيق
 به منظور BOXو ERIC آغازگرهاي با استفاده از

به M. griseaهاي قارچ جدايهDNAنگاري انگشت
 استفاده آنهايكو تعيين تنوع ژنتيبرنج آمده از دست
اي بين تفاوت عمدهنشانگربا استفاده از اين. گرديد
از جدايه و تمامي مشاهده برنجهاي حاصل 35نشد

شباهت در الگوي%85يش با بيش از جدايه مورد آزما
DNAتكثير شده در چهار دودمان كلوني قرار گرفتند .

دليل كم بودن تنوع ژنتيكي مشاهده شده در گيلان را
كوتاه بودن فصل. در چند عامل جستجو كردتوان مي

زراعي يكي از عواملي است كه فرصت كافي براي بروز 
 احتمالاً. آوردتغييرات ژنتيكي در قارچ را فراهم نمي

و تكثير كلونال توليدمثلعدم بروز  جنسي در جمعيت
.Xia et al. قارچ نيز يكي ديگر از عوامل تنوع كم است

 علل مشابهي را براي عدم تنوع ژنتيكي زياد (2000)
نتيجه حاصل. اند قارچ در ايالت اركانزاس بيان كرده

 بتاًبيانگر آنست كه در كل ميزان تنوع ژنتيكي قارچ نس
و با نتايج بررسي  كه P. griseaي قارچها جدايهكم است

,.Suzuki et al)در نقاط مختلف دنيا انجام شده 2006; 

Roumen et al., 1997; Prabhu et al., 2002; Piotti.
et al., 2005; George et al., 1998; Correll et al.,.

.Javan-Nikkhah et al در ايران،. مشابهت دارد(2000

از آمدهبه دست P. grisea هاي قارچ جدايه(2004)
 وبراساس نشانگر Pot2برنج را با الگو قرار دادن توالي

كه مورد بررسي قرار دادندrep-PCR وليكمول
يها جدايه وجود تنوع ژنتيكي كم در دهنده نشان

P. grisea و با نتايج اين تحقيق شباهت  در ايران بود
ي سازگاري رويشي به نظرها گروهدر مورد. داشت

در مي  vicي لوكوسهاآللرسد تحول چنداني
و به دستيها جدايه  آمده از برنج رخ نداده است

 كه گروه VCG3 همانطور كه مشاهده گرديد در گروه
سازگاري رويشي غالب هم شناسايي گرديد، تعداد زيادي

تنوع. آمده از برنج قرار گرفتندبه دستيها جدايهاز 
در اين جمعيت قارچ در روي برنجم درونكيكژنتي

تد توانميتحقيق  كمأدر ييد نتايج حاصل از تعداد
ثيركتي سازگاري رويشي در خصوص وجودها گروه

و احتمال غيرجنسي جدايه م يا فقدان توليدمثلكها
كه. جنسي باشد لكاز%28/74 حدود به طوري

به آوري شده هاي جمع جدايه لونيك دودمان فقط متعلق
Aدر اين تحقيق تنها يك جدايه. بودSht2 از ساير 

به آمده از برنج متمايز گرديد، به دستيها جدايه
ها جدايهي سازگاري رويشي با سايرها گروه در طوري كه

80 با حدود DNAي نگار انگشتقرار گرفت ولي در
 را به خودDدرصد شباهت ژنتيكي دودمان كلوني

شدهاو از ساير جدايهاختصاص داد . تفكيك
لراتك محيط غذايي حاويكمكدر اين تحقيق به

بهه جدايهك) لرات پتاسيمك( ازكهاي مقاوم لرات را
مي جدايه هاي رد، جدايهك هاي حساس جدا
ه فاقد قدرت استفاده از منبع نيتراتكاي يافته جهش
هب جدا شده از برنج P. grisea جدايه35 در بودند،
كه14 با VCG3 در اين ميان. آمدنددست  جدايه
 به عنوان جدايه نماينده در اين گروه Sht25جدايه
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. غالب را تشكيل داد رويشي تعيين شد، گروهسازگاري
 مشخص به طور جدايه آزمايش شده35صورت در هر

يها گروهمكتعداد. قرار گرفتندVCGگروه در چهار
م در اينك تنوع ژنتيكي دهنده نشانرويشي سازگاري

 آمده از به دستهاي تعدادي ازجدايه.دباشميها جدايه
و در باشمي Mat 1-1 تيپ آميزشي برنج داراي ند

 ,Bargnil) آميزشي مشخص نيستتعدادي هم تيپ 

نها آلل اما وجود اين،(2007 د توانميي تيپ آميزشي
 جنسي شود، زيرا وجود دو تيپ توليدمثلمنجر به

حاليدر،دباشميزشي سازگار در جمعيت ضروري آمي
 ,Bargnil)هاي بررسي شده جدايه نر بارور بودن كه

را جنسي بين جدايهتوليدمثل احتمال وقوع(2007 ها
ميكغيرمم و نتيجه آن تنوع ژنتين دركيكسازد م
و تعيين تعداد جدايه ي سازگاري رويشيها گروهها

و معيني شد نتايج . (Turgeon et al., 1993) محدود
 Crowfordو Genovesi & MaGill (1976) آزمايشات

et al.(1986)يهاژن( موانع سازگاري رويشيvic(در
كهدر. نشان داد فعال را غيرP. griseaقارچ  در حالي

 در قوي به طوراين آزمايش معلوم گرديد اين موانع
و نتايج ببه دستجمعيت قارچ فعال هستند ا آمده

در آزمايشي روي Correll et al.(2000)هكنتايجي
آوري شده قارچ در ايالت هاي جمع اي از جدايه مجموعه

وكار  در ايران Javan-Nikkhah (2002) همچنينانزاس
. مشابهت داشت، آورده بودندبه دست روي جمعيت قارچ

قبلي در رابطه با موانع سازگاري رويشي در تفاوت نتايج
 ايندر آمده دستبه نتايجبارا P. grisea قارچ 

 همچنينو Correll et al.(2000)آزمايش، آزمايش
Javan-Nikkhah (2002) يهاژن در خصوص فعال بودن

vicتب  به اين ترتيب توضيح توانمياي يه به فرضيهكا
ممك داد  & Genovesiهكهايين است تمام جدايهكه

MaGill (1976) وCrowford et al.(1986) به كار 
ي و لذا آنها VCG گروهكبردند متعلق به  باشند

نتوانستند درباره وجود موانع سازگاري رويشي در آن
از طرف ديگر شايد. ها به نتيجه مشخص برسند جدايه

در. يافتگان مربوط باشد به خود جهش تفاوت اصلاً
ا آزمايش آنها از جهش شكيافتگان ده با سوتروف ايجاد

كهاشعه ماوراء بنفش استفاده شد در   در اين حالي
ا جهشاز آزمايش سوتروف خودبخودي استفادهكيافتگان
مم. گرديد دركه اشعه ماوراء بنفشكن استكلذا ه

 هاي يافتگان در جدايه مطالعات آنها براي ايجاد جهش
P. grisea ژنبه كار هاي بخصوص رفته بجاي تأثير روي

ند، رويشومييه منبع غذايي فعاله براي تجزك
دركهاييوسكلو ه مربوط به موانع سازگاري رويشي

ي. ثير گذاشته باشند قارچ هستند، تأ كالبته اين در حد
و بايد بررسي شود .فرضيه است

 سپاسگزاري
هزينه انجام اين تحقيق با استفاده از اعتبارات

ت شأمعاونت محترم پژوهشي دانشگاه تهران . ده استمين
پزشكي گروه گياهشناسي قارچاين تحقيق در آزمايشگاه

و منابع طبيعي دانشگاه تهران انجام  پرديس كشاورزي
.شده است
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