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 چكيده

دركه PCR واكنشتعيين تنوع ژنتيكي قارچ جدا شده از روي علفهاي هرز به كمك
براي اولين، بسيار مفيد خواهد بودهاي قارچ هاي ژنتيكي احتمالي در جمعيت دانستن نوتركيبي

 علفبرخي جدا شده از روي Magnaporthe grisea قارچ جدايه هاي.بار در ايران انجام شد
ه وزرهاي بهو تنوع ژنتيكي PCRجهت تعيين تيپ آميزشي به كمك واكنش برنج گرامينه
و تحليل قرار گرفت RAPD-PCRنشانگر كمك گرزسه آغا از با استفاده. مورد تجزيه

با. جفت باز تكثير شدند2500 تا 220با طول جدايه42در DNAقطعاتHوI،Dتصادفي
ايتجزيه انجام ، چهار دودمانو مقايسه داده خوشه كلوني ها بر اساس ضريب شباهت دايس

A،B،CوDدودمان كلونيي درصد20شباهت. پلوتيپ شناسايي شدنداه20با Aشامل 
Bهاي كلوني نامشخص با دودمانزهر علفچندو.Digitaria spهاي بدست آمده از جدايه

،CوDو هايجدايه شامل هاي را با كلون A دودمان خويشاوندي دور، .Setaria sp برنج
با هشت جدايه استاندارد، آميزشي تيپ تعيين جهتخالص جدايه48. دهد ديگر نشان مي

 هاي جدايهدر ميان. محيط غذايي در آزمايشگاه تلاقي داده شدندهرمافروديت بارور روي 
Setaria sp.سوروف،و Mat1-1هايجدايهو در ميان Digitaria sp.تيپ آميزشي ،Mat1-2

. تشخيص داده شدMat1-1 نيزهاي برنج تيپ آميزشي جدايه.غالب بودتيپ آميزشي
 بالايي داراي باروري.Setaria spازل هاي حاص جدايهخصوصاًهاي هرز هاي علف جدايه
همچنين تيپ. نمودندآسكوسپور توليدهمگي.Setaria spهاي جدايهبه طوري كه بودند

از جدايه34آميزشي  L1،L2 دو جفت آغازگر اختصاصيبكارگيريو PCR واكنشبا استفاده

،T1وT2و .را تأييد نموديقدر اين تحقهاي تلاقي نتايج حاصل از آزمايشتعيين شد

.دودمان كلوني، Mat الل هاي،PCR ،RAPD-PCR:واژهاي كليدي

 مقدمه

بلاست برنج مهمترين بيماري برنج است كه در ايران
و بسياري از نقاط دنيا خسارت زيادي را به محصول وارد 

هاي مديريت بيماري كاربرد از بهترين روش. كند مي
ش ده است كه مقاومت پس از ارقام مقاوم است ولي ديده
ز نظراقارچ عامل بيماري. چند سال از بين رفته است

و ايجاد نژادهاي بيماري زا ژنتيكي بسيار تغييرپذير است
نمايد كه نژادهايو گروههاي ژنتيكي جديد مي

زاي جديد ممكن است بر مقاومت ميزبان غلبه بيماري
و در طي چند سال باعث شكسته شدن مقاومت  كند

در.رقم يا ارقام مقاوم معرفي شده، شود عوامل متعددي
ها ژنتيكي تنوعايجاد   دخالت دارندو نوتركيبي در قارچ
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 ,Zeigler)ها توليدمثل جنسي است كه يكي از آن

 براي بروز توليدمثل،به علت هاپلوئيد بودن. (1998
و واجد توان توليدمثليهتروتاليك هاي جنسي در قارچ
و آسكوسپور، به وجود افراد سازگار تشكيل پريتسي وم

جنسي در جمعيت قارچ ها كه تيپ آميزشي متفاوت 
(Leslie & Summerell, 2006دارند، نياز مي باشد

.;(Zeigler, 1998.اصطلاحMating –type به مفهوم 
مي قارچتيپ آميزشي براي افراد مختلف كهي بكار رود

ب و بتوانند ا هم آميزش سازگاري جنسي داشته باشند
 Mat آميزشي در اين قارچ توسط جايگاه ژني تيپ.كنند

آلل كنترل مي  شود كه داراي دو
Mat1-1 وMat1-2باشد مي (Metzenberg & Glass,

كه لازمه بروز توليدمثل جنسي موفقيت. (1990 آميز
و آسكوسپورها گردد اينست  منتهي به تشكيل پريتسيوم

آللكه دو فرد كه هر يك داراي  هاي فوق باشند يكي از
در صورت وجود دو نوع تيپ. با هم تماس پيدا كنند

و با نسبتهاي نزديكتر در  آميزشي با فراواني بيشتر
جمعيت قارچ امكان وقوع توليدمثل جنسي افزايش 

 در M. griseaالبته تاكنون تشكيل پريتسيوم. يابد مي
 :anamorph)قارچ. طبيعت مشاهده نشده است

Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.)Magnaporthe 
grisea (Hebert) Barr  50علاوه بر برنج از بيش از

 نيز جداسازي شده است Poaceaeگونه از گياهان تيره
(Ou, 1985) . بطور مثالCenchrus echinatus ،

Cynodon dactylon،Eragrostis sp.  وCyperus 

brevifolius توسط بار اولينBorromeo et al.(1993) 
 اولين. به عنوان ميزبان هاي اين قارچ شناخته شدند

 Lolium گياه روي Pyricularia grisea وجوداز گزارش

perenne (Perennial ryegrass) سالدر پنسيلوانيااز 
& LandSchoot) بود 1992 Hoyland, 1992).با

هاي آميزشي در جمعيت قارچ آلوده كننده بررسي تيپ
از اي هرز، امكان تلاقي بين جدايهعلفه هاي حاصل

و با جدايه و علفهاي هرز با هم هاي آلوده كننده برنج
و افزايش تنوع ژنتيكي مشخص  بروز نوتركيبي جنسي

& Viji (2002).شود مي Uddin 312 جدايه بيمارگر 
 جدايه بيمارگر گياه62و Lolium perenneگياه

Stenotaphrum secundatum هاي استاندارد با جدايهرا
.L جدايه آلوده كننده 312از. تلاقي دادند perenne ،

و تمام جدايه139 نر جدايه پريتسيوم تشكيل دادند ها
و داراي تيپ آميزشي   جدايه62از. بودندMat1-2بارور

S. secundatum ،19هاي جدايه در تلاقي با جدايه
15از بين آنها استاندارد پريتسيوم تشكيل دادند كه 

و چهار جدايه دارايMat1-1جدايه داراي تيپ آميزشي
.بودندMat1-2تيپ آميزشي

Metzenberg & Glass (1990)رفو اصطلاح ايديوم
(Idiomorph)هاي متناظر يك جايگاه را براي تعيين فرم

اند ژني كه موقعيت كروموزومي يكساني را اشغال كرده
كدو پروتئين DNAاي اما شباهتي در توالي بازه هاي

همچنين. شده توسط آنها وجود ندارد، پيشنهاد كردند
وهاي متفاوت اندازهداراي ها ممكن است اين ايديومورف

.(Turgeon et al., 1993)شامل بيش از يك ژن باشد يا
Couch & Kohn (2002)با انجامPCR-RFLP در 

 در مورد دولينو كالموتوبولين- بتا هاي اكتين،ناحيه ژن
.Mچندين جدايه griseaهاي آوري شده از ميزبان جمع

دوو مقايسه آنهامختلف پيشنهاد كردند اين گونه شامل
.M گونه متفاوت  grisea وM. oryzae آنها. مي باشند 

M. grisea به جدايهرا در مورد  Digitariaهاي مربوط
sp.وM. oryzaeبوط به برنجمر را در مورد جدايه هاي 

 آنها.و ساير گرامينه هاي كشت شده در نظر گرفتند
به نشان دادند كه جدايه  از.Digitaria spهاي مربوط

 Lolium perenne ،Setariaهاي مربوط به برنج، جدايه
sp.،Eleusine coracana ،Eragrostis curvula متمايز 
بRathour et al.(2004). باشند مي ه با انگشت نگاري

 آغازگر تصادفي، تنوع5 با استفاده از RAPDروش
.M جدايه قارچ48 در بينژنتيكي وسيعي را grisea كه 

كاري منطقه هيمالياي شمال غربي هند از مناطق برنج
. جداسازي شده بودند، مشاهده نمودند

) Shivayogi et al.(2002 از  آغازگر30با استفاده
 را انگشت نگاري M. grisea جدايه قارچ27تصادفي،

 در ايران. كرده، آنها را در سه دودمان كلوني قرار دادند
Javan-Nikkhah)(2002 221 جدايه تك اسپور شده 

.Mقارچ grisea و مازندران  را كه از دو استان گيلان
 به DNAنگاري آوري شده بودند، بر اساس انگشت جمع
ر، اينو بر اساس تجزيه كلاستrep-PCR نشانگركمك
به.نگاري تفكيك نمود ها را به پنج گروه انگشت جدايه

علت عدم وجود اطلاعات كامل در زمينه وضعيت جنسي 
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قارچ جدا شده از علفهاي هرز در شمال كشور مطالعه
از. رسد اين موضوع ضروري به نظر مي نتايج بدست آمده

اين تحقيق اطلاعات جديدي را در مورد ساختار ژنتيكي 
ر مي وي علفقارچ در صورت تلاقي. دهد هاي هرز به ما
هاي هرز، با دانستن هاي علف هاي برنج با جدايه جدايه

و همچنين ساختار ژنتيكي جدايه هاي علفهاي هرز
مي ساختار ژنتيكي جدايه توان هاي برنج در هر منطقه

و نوتركيبي هاي ژنتيكي ايجاد شده احتمالي را تعيين
و با استف اده از اين اطلاعات، ارقام مقاوم بررسي نمود
هاي ژنتيكي ايجاد شده در قارچ پايدار در برابر نوتركيبي

و عرضه كرد در.را در هر منطقه توليد، معرفي همچنين
از صورت وجود تفاوت ژنتيكي بين جدايه هاي جدا شده

و جدايه هاي بدست آمده از ميزبان هاي غيربرنج برنج
ج مي از دايهتوان نتيجه گرفت كه هاي حاصل

و هاي غيربرنج نمي ميزبان توانند به برنج حمله كنند
و ميزبان غيربرنج، ميزبان تناوبي  اپيدمي بوجود آورند

.اين قارچ محسوب نخواهد شد
هدف از اين تحقيق آن است كه ساختار جمعيت

.Mقارچ  grisea نشانگر روي علفهاي هرز توسط 
RAPD-PCRو ساختار هاي جمعيت جدايه تعيين گردد

و با برنج اين قارچ حاصل از علف هاي هرز مختلف با هم
و تفاوت ژنتيكي آنها  و ميزان شباهت مقايسه گردد

هاي علفهاي هرز مشخص شود تا امكان تلاقي بين جدايه
و با برنج را پيش همچنين تعيين. بيني نمود با هم

بي هاي تيپ آميزشي با انجام تلاقي پراكنش آلل ن ها
و جدايه هاي علف جدايه و هاي هرز هاي استاندارد

 مدنظر است تا به PCR واكنش همچنين به كمك 
با هاي علف كمك آن امكان تلاقي بين جدايه هاي هرز

و با جدايه از هم و نوتركيبي ژنتيكي حاصل هاي برنج
و از طريق تلاقي  توليدمثل جنسي مشخص شود

هاي استاندارد وضعيت هاي هرز با جدايه هاي علف جدايه
. هاي هرز بررسي شود هاي علف باروري جدايه

و روش ها  مواد

و نگهداري جدايه اه جداسازي
در ايران مهمترين مناطق كشت برنج در درجه اول

و مازندران هستند كه حدود  از%80استانهاي گيلان
 محصول برنج كشور در اين دو استان كشت مي شود

)Javan-Nikkhah, 1996.( 
.Mجدايه 48 grisea)از برگهاي آلوده)1جدول

 Digitaria sanguinalis (L.))برنج، كراب گراس 
Scop)تاريا، سهSetaria sp.(L.) P-Beauv.)(سوروف ،

Echinochloa colonum (L.) Link)(و چندين علف
ازهرز نامشخص مختلف مزارع واجد نشانه هاي بيماري

مااستان هاي و براي. شدندآوري جمع زندران گيلان
15 به مدت قطعات برگي آلودهها، جداسازي جدايه

دقيقه زير آب شير براي شستشوي سطحي قرار داده
.ندشد

سپس به مدت يك دقيقه جهت ضدعفوني سطحي
 درصد5/0( درصد10رقيق شده در محلول هيپوكلريت 

محلول هيپوكلريت جهت زدودنپسس،)كلر فعال
. قرار گرفتندسترون آب مقطر سديم درون
كن نمونه هاي ضدعفوني شده روي كاغذ خشك

هاي پتري درون تشتكو سپس خشك گرديدندسترون
تا5/1روي محيط كشت آب آگار  و به مدت سه  درصد

 زير نور دايم فلورسنت C26-˚C25˚ پنج روز در دماي
. قرار داده شدند

آنيت برگها روي قطعا وم در صورت توليد كنيدي ،
خط5/1قطعات روي محيط آب آگار  درصد روي يك

از.ندكشيده شد  ساعت،تك كنيديوم هاي جوانه24پس
– محيط كشت سيب زميني زده به تشتك هاي حاوي

ها. منتقل شدند(PDA) آگار- دكستروز سپس جدايه
و خشك در دماي  -C20˚روي كاغذ صافي سترون

,Javan-Nikkhah)(نگهداري شدند 2002 . 

 مورد آزمايش در اين تحقيقو برنج بدست آمده از علفهاي هرز Magnaporthe grisea هاي قارچ مشخصات جدايه-1جدول
 تيپ آميزشي برداري تاريخ نمونه برداري محل نمونه ميزبانيهجدا

Set 1 Setaria sp. 1383 صومعه سرا Mat1-1 

Set 2 Setaria sp. 1383 صومعه سرا Mat1-1 

Set 3 Setaria sp. 1383 صومعه سرا Mat1-1 
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 مورد آزمايش در اين تحقيقو برنج بدست آمده از علفهاي هرز Magnaporthe grisea هاي قارچ مشخصات جدايه-1جدول ادامه
Set 4 Setaria sp. 1383 صومعه سرا Mat1-1 

Set 6 Setaria sp. 1383 صومعه سرا Mat1-1 
-

Set 7 
Setaria sp. 1383 صومعه سرا Mat1-1 

Set 8 Setaria sp. 1383 صومعه سرا Mat1-1 

Set 9 Setaria sp. 1383 صومعه سرا Mat1-1 
Dig 1 Digitaria sp.1383 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 

Dig 2 Digitaria sp.1383 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 

Dig 4 Digitaria sp.1382 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 

Dig 5 Digitaria sp.1383 صومعه سرا Mat1-2 
Dig 9 Digitaria sp.1383 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 
Dig 10 Digitaria sp.1383 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 
Dig 11 Digitaria sp.1383 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 
Dig 12 Digitaria sp.1382 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 

Dig 13 Digitaria sp.1383 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-1 

Dig 14 Digitaria sp.1382 قات برنج كشورمزرعه آزمايشي مؤسسه تحقي Mat1-2 

Dig 15 Digitaria sp.1382 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 
Dig 16 Digitaria sp.1382 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 

Dig 17 Digitaria sp.1383 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 

Dig 18 Digitaria sp.1383 صومعه سرا Mat1-1 
Dig 19 Digitaria sp.نامعين 1383 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور 
Dig 20 Digitaria sp.1382 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 

Dig 21 Digitaria sp.1382 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 

Dig 22 Digitaria sp.1383 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-2 
Dig 23 Digitaria sp.1383 صومعه سرا Mat1-1 

Unk 1 1383 صومعه سرا نامعين علف هرز Mat1-2 

Unk 2 1383 صومعه سرا علف هرز نامعين Mat1-1 
Unk 3 1383 صومعه سرا علف هرز نامعين Mat1-2 

Unk 4 1383 صومعه سرا معينعلف هرز نا Mat1-2 

Unk 5 1383 صومعه سرا علف هرز نامعين Mat1-2 

Unk 6 1383 جاده اسالم علف هرز نامعين Mat1-2 
Unk 7 1383 جاده اسالم علف هرز نامعين Mat1-2 
Set 5 Setaria sp. سر– جاده ساري–) قاديكلا(ارطه  Mat1-2 1384 بيشه

Ech 1 Echinochloa sp. 1384 نور Mat1-1 
Dig 3Digitaria sp.1384 ابتداي جاده آب پري–نوشهر Mat1-2 
Dig 6Digitaria sp.1384 كردي كلا Mat1-2 
Dig 7Digitaria sp.1384)از ساري به چالوس نرسيده(كردي كلا Mat1-2 
Dig 8Digitaria sp.1384 نور Mat1-1 

Ric 1Rice 1381 چاكسر–شيرگاه Mat1-1 

Ric2Rice 1381 مزرعه آزمايشي مؤسسه تحقيقات برنج كشور Mat1-1 

Ric 3Rice 1381 سلمان شهر Mat1-1 

Ric 4Rice 1381 كاپيك–جاده محمودآباد Mat1-1 

Ric 5Rice 1381 جاده چمستان به نور Mat1-1 

Ric 6Rice 1381 نامشخص Mat1-1 

Ric 7Rice 1381 آمل Mat1-1 

Ric 8Rice 1381 نامشخص Mat1-1 

و  DNAاستخراج تهيه توده ميسليوم
از به ازاي هر جدايه سه حلقه ميسليومي پنج ميلي متري

 به درون PDAپرگنه در حال رشد روي حاشيه 
 ميلي50ليتري حاوي ميلي100هاي ارلن ماير شيشه

و دو گرم10مل ليتر محيط مايع كه شا  گرم دكستروز

 ,.Prabhu et al)مخمر در يك ليتر آب مقطر بود عصاره
با سرعت سپس روي شيكر دوراني. منتقل شد(2002

مد دور در دقيقه 120 تت به هفـپنج ت روز در دمايـا
توليد انبوهي از ميسليوم تا قرار گرفتند آزمايشگاه

ق. نمايند و سپس با استفاده از پمپ خلاء، يف بوخنر
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 به هر جدايهبراي كاغذ صافي تميز، ميسليوم خالص
 ميلي گرم 200 با استفاده از DNAاستخراج.ددست آم

-Rapid mini به روش ميسليوم تازه استخراج شده
preparation (Liu et al., 2000)از. انجام گرديد پس
و   در آب DNA رسوب،DNA خشك شدناستخراج

و محلول بدست آمده در دمايحل شد سترونديونيزه
˚C20-شد براي اطمينان از موفقيت عمل. نگهداري

ازآنو تعيين غلظت DNAاستخراج  ، پنج ميكروليتر
 gel loading) با سه ميكروليتر بافر نمونه  DNAمحلول

buffer)از ژل آگارز يك درصد عبورو مخلوط گرديد 
.داده شد
 RAPD-PCR به روشDNAتكثير
و DNAتكثير جهت اي انجام واكنش زنجيره ژنومي

،A،B نوكلئوتيدي10ده آغازگر تصادفي(PCR)پليمراز

C،D،E،F،G،H،IوJساخت شركت MBI 
Fermentas مورد آزمايش قرار)2جدول( كشور آلمان

از25 در حجمي معادل DNA تكثير.گرفتند  ميكروليتر
از ميلي2/0كه شامل PCRمخلوط واكنش مول

 Smar Taq DNAآنزيم واحد5/1، نوكلئوتيدها 

Polymerase ،5/1ميلي مول MgCl2،ده نانو گرم 
DNA ،ميكرومول از هريك از آغازگرهاي9 نمونه IوH

 10x ميكروليتر از بافرD،5/2 ميكرومول از آغازگر7و

PCR ميكروليتر آب ديونيزه سترون بود، انجام7/16و 
در. شد  GP001مدل يك ماشين ترموسايكلر تكثير

 انجام استرالياCorrbett Researchساخت شركت
.گرفت

 DNA تصادفي چند شكليجهت ايجاد الگوي باندي تكثيري اليگونوكلئوتيدي آغازگر ده توالي-2جدول
´3به´5توالي آغازگر آغازگر

A 5´-GGTCTCCTAG-3´ 

B 5´-CGGAGAGCGA-3 

C 5´-CCGGCATAGA-3´ 

D 5´-TGGGCTCGCT-3´ 

E 5´-ACTTGTGCGG-3´ 

F 5´-CCCACTGACG-3´ 

G 5´-CTGAGGAGTG-3´ 

H 5´-GGTCAACCCT-3´ 

I 5´-GCGGGAGACC-3´ 

J 5´-CCTCACCTGT-3´ 

و تكثير  PCRبرنامه حرارتي براي واكنش
، چهار دقيقه، C94˚ چرخه شامل35در DNAقطعات

و يك چرخه جهت واسرشت سازي  چرخه35 اوليه
در45شامل  ثانيهC94 ،30˚ ثانيه واسرشته سازي

درC42 ،90˚مرحله اتصال در C˚ ثانيه مرحله توسعه

در72  تنظيم C˚72، پنج دقيقه مرحله توسعه نهايي
 PCRجهت مشاهده محصولات واكنش. گرديد

با 1x TBEالكتروفورز در ژل آگارز يك درصد درون بافر
 DNAقطعات جهت تخمين اندازه. انجام گرفت80ولتاژ 

 DNA (gene rulerTMتكثير شده، از نشانگر اندازه

DNA ladder Mix)(Fermentas SM0333)استفاده 
ژل درون اتيديوم DNA آميزي باندهاي جهت رنگو شد

شد آب مقطر شستشو درونپسس. برومايد قرار گرفتند
B)ل مد Gel-Documentation با دستگاهو & L

System) IMAGOگرديدو ثبت مشاهده .
و تحليل داده ها براي ارزيابي تنوع ژنتيكي  تجزيه

و جدول داده ها DNAارزيابي باندهاي  انجام گرديد
و عدم حضور  به صورت به DNAهر بند بر اساس حضور

و صفر تكميل گرديد هااز.ترتيب يك  در جدول داده
براي ايجاد NTSYS Pc-2.02eافزار كامپيوتري نرم
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ها بر اساس ضريب تشابه ماتريس شباهت بين جدايه
به. استفاده شد(Dice coefficient)دايس  ضريب دايس

 صورت
)(2 cba

cbdij
++

آن مي=+  دوjوiباشد كه در

مي فرد مي =a.شود باشند كه شباهت بين آنها محاسبه
تعداد باندهايي=b تعداد باندهاي مشترك در هر دو فرد

و در فردiكه در فرد  =C. وجود ندارندj وجود داشته
و در فردjتعداد باندهايي كه در فرد i وجود داشته

و.وجود ندارد بر اساس نتيجه ماتريس شباهت، تجزيه
 UPGMA (Unweighted Pair اي به روش تحليل خوشه

Group Method with Arithmatic Average)در همين
و دندروگرام رسم گرديدم افزارنر . انجام

و تعيين وضعيت باروري بررسي سازگاري جنسي
 جدايه ها

 از هشت جدايه هرمافروديت در اين آزمايش
ها توسط اين جدايه. استفاده گرديد)3جدول(استاندارد

 تحقيقات از مــركز(Dr. Notteghem)دكتر نوتگم 
Laboratory of Plant Pathology, Institute de 

Recherches en Agronomie Iropicale در فرانسه در 
.اختيار قرار گرفت

 هاي تعيين تيپ آميزشي به كار رفته در آزمايش Magnaporthe grisea مشخصات جدايه هاي استاندارد-3جدول

و استاندارد هاي بين جدايههاجهت انجام تلاقي
 هاي هرز، از محيط كشت آرد هاي علف جدايه
 كه به اختصار به آن(Rice flour agar) آگار–برنج

RFAشد گفته مي محيط، اين براي تهيه. شود، استفاده
 گرم كاه خشك برنج در آب مقطر به مدت چند30ابتدا 

.ساعت خيسانده شد

در42 در هر يك از چهار دودمان كلوني شناسايي شده بين Magnaporthe griseaهاي قارچ واني جدايه فرا-4جدول  جدايه
HوI،Dارزيابي نهايي بااستفاده از سه آغازگر

 هاي شناسايي شده تعداد هاپلوتيپ (%)ها فراواني جدايه تعداد جدايه دودمان كلوني

A29 05/6911

B767/164

C59/114

D138/21

 درجه 121 دقيقه در دماي20 سپس به مدت
و فشار سانتي و سترون اتمسفر در اتوكلاو5/1گراد  شد

 گرم5/2 گرم آرد برنج،14پس از گرفتن عصاره آن،
و شد15عصاره مخمر و سپس گرم آگار به آن افزوده

باــلاقت.شدسترون دقيقه20در اتوكلاو به مدت ي ها

كنار هم قرار دادن حلقه هاي آگار واجد ميسليوم تازه با
 كه از RFAفاصله سه سانتي متر از هم روي محيط 

 PDAحاشيه هاي پرگنه هاي در حال رشد قارچ روي
در تشتك هاي پتري نه سانتي متري بريده شده بود

.(Notteghem & Silue, 1992). انجام شد

 تيپ آميزشي جغرافيايي منشأ ميزبان نام جدايه

KA9Eleusine coracana اوگاندا Mat1-2 

TH16 )جو(Hordeum vulgare تايلند Mat1-2 

TH12 )جو(Hordeum vulgare تايلند Mat1-1 

Br48 unknown نامشخص Mat1-1 

Guy11 Rice فرانسه Mat1-2 

Br114-5 unknown نامشخص Mat1-2 

KA3Eleusine coracana اوگاندا Mat1-1 

KA7Eleusine coracana هند Mat1-1 
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يك جدايه علف، يك حلقه ميسليومي از تشتكدر هر
و دو حلقه تشتكوسطدر با تيپ آميزشي نامعلومهرز 

 با دو تيپ آميزشي ميسليومي از دو جدايه استاندارد
د مترر دو طرف آن با فاصله تقريبي سه سانتيمعلوم

 ابتدا به مدت پنج RFAهاي حاوي تشتك.قرار داده شد
 الي هفت روز براي رسيدن ميسليومها به هم در دماي

˚C27 و درون انكوباتور بهس قرار گرفتند پس
 كه داراي نور سفيدC22-20˚انكوباتوري با دماي 

دروفلورسنت دايمي بود، منتقل شدند  به مدت يك ماه
از.اين شرايط قرار گرفتند هر30 پس  روز، محل تلاقي

ي در كنار هم قرار داده شده جهت تشكيل دو جدايه
 جهت ارزيابي وجود.گرفتپريتسيوم مورد بررسي قرار 

و آسكوسپور در پريتسيوم با يا عدم وجود آسك ها
و زير هود  در شرايط(استفاده از يك سوزن استريل

شد) استريل ، تعدادي پريتسيوم از محيط كشت برداشته
و درون يك درون آب مقطر سترون شستشو داده شد

لام ميكروسكوپ قرار“ لاكتوفنل كاتن بلو”قطره روي
و با كمي فشار روي.تگرف روي آن لامل گذاشته شد

و مورد بررسي قرار آن پريتسيوم ها شكسته شدند
. گرفتند

تشكيل يا عدم از قبيل هايي ها، ويژگي در اين آزمايش
شكلهاتشكيل پريتسيوم، محل تشكيل پريتسيوم ،

و و وجود يا عدم وجود آسك ظاهري پريتسيوم
شدآسكوسپور  . ارزيابي

 جدايه مورد آزمايش42ردMagnaporthe grisea هاي شناسايي شده در هر يك از دودمانهاي كلوني قارچ هاپلوتيپ-5ل جدو
ها در ارزيابي نهايي دادهHوI،D با به كارگيري سه آغازگر

ها هاپلوتيپ)a هاي كلوني ها در هر يك از دودمان هاي تشكيل دهنده هاپلوتيپ جدايه) درصد(تعداد)2

ABCD
17)14/24(4)14/57(1)20(1)100(

23)34/10(1)29/14(2)40(--

37)14/24(1)29/14(1)20(--

42)9/6(1)29/14(1)20(--

51)45/3(------

61)45/3(------

73)34/10(------

82)9/6(------

91)45/3(------

10 1)45/3(------

11 1)45/3(------

.Mتيپ آميزشي جدايه هاي قارچ تعيين grisea به 
 PCRروش

Mat1-1هايرفوتكثير ايديوم جهت در اين آزمايش
 نوكلئوتيـدي سـاخت24 از دو جفت آغـازگرMat1-2و

 Tredway معرفي شده توسـط MWG Biotechشركت
et al.)2003 (شد ).6جدول(استفاده

رف هومولوگ ايديوموL2وL1جفت آغازگرهاي
Mat1-1،يك قطعه DNA و جفت باز 552 به اندازه

-Mat1 هومولوگ ايديومورفT2وT1جفت آغازگرهاي
مي جفت باز را تكثير 390 به اندازه DNA يك قطعه،2

ازــ ميكروليت20 در حجمي معادل DNA تكثير.كنند ر

يك. انجام گرديدPCRمخلوط واكنش مقادير وزني هر
 واحد آنزيمMgCl2،5/0 مول يليم5/1 از مواد شامل

Smar Taq DNA Polymerase،75/1از  پيكومول
از ميلي2/0وT2وL1،L2،T1آغـازگرهاي  dNTPمول

Mix 10 در بــافرX PCR )2ساخت) ميكرو ليتر 
 ميكروليتر آب ديونيزه استريل5/14در شركت سيناژن

از10 همچنين.بود در موDNAسوسپانسيون نانو گرم
برنامه. نظر نيز در اين مخلوط مورد استفاده قرار گرفت

واسرشته سازي شامل مراحل PCRحرارتي براي واكنش 
 چرخه30 به مدت يك دقيقه بود كه با C94˚اوليه در 

، يك دقيقهC94˚در واسرشته سازي ثانيه30 شامل



 1،1391، شماره43دوره ايران پزشكي دانش گياهمجله 54

در مرحله توسعهو يك دقيقهC60˚در مرحله اتصال
˚C72يك  به مدت C72˚ نهايي در له توسعه مرحو

 به PCR واكنش مشاهده محصول. يك دقيقه ادامه يافت
. انجام گرفت،شدذكر طريقي كه قبلاً

و توالي نوكلئوتيدي آغازگرها-6جدول T2وL1،L2،T1ي نام

 توالي آغازگر نام آغازگر

L15´-ATGAGAGCCTCATCAACGGCAACG-3´ 
L25´-ACAGGATGTAGGCATTCGCAGGAC-3´ 
L35´-ACAAGGCAACCATCTTGGACCCTG-3´ 
L45´-CCAAAACAAAGAGTGCCATCAAGC-3´ 

 نتايج
 تنوع ژنتيكي جدايه ها

 جدايه استفاده شده در اين تحقيق، تكثير48از
DNA و باندهاي  غير DNA در شش جدايه نامطلوب

 جدايه در بررسي هاي42بنابراين،. قابل ارزيابي بودند
 كهHوD،Iآغازگرهاي. يي در نظر گرفته شدندنها

 مطلوبي را از بين ده آغازگر نشان DNAالگوي تكثير
و علف42دادند جهت آناليز هاي ـــ جدايه حاصل از برنج

H نسبت به آغازگرDوIآغازگرهاي. هرز انتخاب شدند

.ها نشان دادند بالاتري را در بين جدايهچندشكلي
 تكثير شده قابل چندشكلي DNAمجموع باندهاي

،42 برايHوI،Dارزيابي توسط هر سه آغازگر  جدايه
. جفت باز بود2500تا 220 با اندازه هاي بين باند 48

 DNA باند48 جدايه با مقايسه42تجزيه خوشه اي
1چندشكلي ايجاد يك دندروگرام كرد كه در شكل

. نشان داده شده است

و Magnaporthe grisea جدايه42ايجاد شده براي دندروگرام-1شكل و سوروف  بدست آمده از برنج، كراب گراس، سه تاريا
سه(RAPD) چند شكلي تكثير شده تصادفي DNA باند48 براي UPGMAهفت جدايه علف هرز ناشناخته با بكارگيري روش  با

. نشان داده شده اندA-Dيس چهار دودمان كلوني شناسايي شده با حروف انگل.IوD،Hآغازگر

چهار دودمان كلوني با بكار گيري اين آغازگرها
(clonal lineage)يا گروه انگشت نگاري

(fingerprinting group)ن هــبه  درDوA،B،Cايـام

شد42بين  در واقعهاي جدايه فراواني. جدايه مشخص
لدوجهر يك از چهار دودمان كلوني شناسايي شده در

ديـ يك نمونه آناليزي الگوي بان. استنشان داده شده4
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RAPD بدست آمده با آغازگر Iدر2 در شكل .آمده است به نمايش

 جدايه14و11شماره هاي.I با آغازگر Magnaporthe grisea جدايه14 تكثير شده در DNA چند شكلي باندهاي-2شكل
و ساير لاين ها جدايه هاي بدست آمده از كراب8 ستون. مي باشدSetariaهاي بدست آمده از  جدايه حاصل از سوروف مي باشد

و علف هاي هرز نا معلوم مي باشد .گراس

از پلوتيپاه گروههاي هاي شناسايي شده در هر يك
 نشان5ها در جدول در ارزيابي نهايي داده انگشت نگاري

ه يازدA در گروه انگشت نگاري.داده شده است
نتايج نشان مي دهد كه جدايه. هاپلوتيپ شناسايي شد

.Mهاي  grisea و تعدادي از  بدست آمده از كراب گراس
و در گرامينه هاي ناشناخته بسيار به هم شبيه بودند

ن شــ گروه بنAگاريـگروه انگشت ).1شكل(دندــدي
شباهت بين جدايه هاي اين دودمان كلوني با هم بيش

و تفاوت ژنتيكي قابل توجهي مشاهده%80از  بود
و يك جدايه.نگرديد  جدايه هاي بدست آمده از سه تاريا

 دسته بندي شدندBحاصل از سوروف در دودمان كلوني
شد%80و شباهت بين آنها نيز بيش از تشخيص داده

چ C گروه انگشت نگاري.هار هاپلوتيپ بودكه شامل

و و چهار هپلوتيپ شامل چهار جدايه حاصل از برنج
 از يك جدايه سه تاريا تشكيل شدهDدودمان كلوني 

. بود
و وضعيت باروري جدايه ها  سازگاري جنسي

رفتار توليدمثلي جدايه هاي بدست آمـده از علفهـاي
و برنج با بكارگيري جدايه هاي استان .Mدارد قـارچ هرز

grisea ،شناسـايي شـد با تيپ آميزشي شـناخته شـده .
پريتسيوم هاي بالغ حدود يك ماه بعـد از تلاقـي جدايـه

و   جدايه39هاي با تيپ آميزشي متفاوت مشاهده شدند
تـشكيل. دادند تشكيل پريتسيوم جدايه علف هرز40از

در پريتــسيوم ــا جدايــه25هــا هــاي جدايــه در تلاقــي ب
14و درMat1-1رد هرمافروديت با تيپ آميزشي استاندا

هاي استاندارد با تيـپ آميزشـي جدايه در تلاقي با جدايه
Mat1-2و در مورد يك جدايـه، در هـيچ  مشاهده گرديد

هـاي اسـتاندارد پريتـسيومي هـا بـا جدايـه يك از تلاقـي
 در ميان جدايه هاي بدست آمـده از كـراب.تشكيل نشد 

و گرامينه هاي Mat1-2تيـپ آميزشـي ناشناخته گراس
غالب بود در حالي كه در ميان جدايه هاي بدسـت آمـده

تاز  تيــپ. غالــب بــودMat1-1تيــپ آميزشــي اريــا ســه
و سـاير  آميزشي جدايه هاي بدست آمده از علفهاي هـرز

در. به نمايش در آمده است1ويژگي هاي آنها در جدول 
در تسيوم پريتمام تلاقي ها كه پريتسيوم تشكيل شد، هـا

هاي استاندارد تشكيل شدند كه نمايانگر نـر سمت جدايه 
و ماده بـاروري يـا هرمافروديـسم در بارور بودن آنهاست 

در)3شكل(.اين جدايه ها مشاهده نگرديد ميزان باروري
هاي هرز بررسـي شـده در ايـن تحقيـق هاي علف جدايه

 بـا هـا به طوري كه در تلاقي برخي از جدايه. متفاوت بود 
هـا هاي استاندارد نواري بسيار متراكم از پريتسيوم جدايه

ي علـفها در حالي كه بعضي ديگر از جدايه مشاهده شد 
تـشكيل پريتـسيوم تعـداد كمـي هـا در تلاقي هاي هرز

. دادند
 بـه صـورت متـراكم در بيـشتر هـا پريتسيومتشكيل

و KA9جدايه هاي حاصل از سه تاريا با جدايه استاندارد
يل آسكوسپور بيشتر در تلاقي هاي بين جدايه هاي تشك

و  ــرز ــاي هـ ــشاهدهBr114-5وKA9 ،Guy11علفهـ مـ
كل،. گرديد  جدايه در تلاقي با يك يا چند جدايـه16در

 كه تمـام جدايـه هـاي استاندارد توليد آسكوسپور كردند
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. توليد آسكوسپور كردنددر تلاقـي هـاي بـارور مختلـف Setariaبدست آمـده از

Set 2 جدايه ايرانيبا در تلاقي KA9 Magnaporthe grisea سيوم در سمت جدايه استانداردت تشكيل پري-3شكل

هـاي بـارور، آسكوسپورهاي بالغ توليد شده در تلاقي
ــد  ــي بودن و دوك ــلولي ــار س ــي.چه ــب تلاق ــا در اغل ه

و ها داراي گردن بلند به رنگ قهوه پريتسيوم اي تيره بود
ب گردن و تقريباً ها  مـوازي بـا هـم از درونه طور عمودي

ــد ــده بودن ــارج ش ــار خ ــي.آگ ــدادي از تلاق ــا، در تع ه
و قهـوه پريتسيوم اي روشـن تـشكيل هايي با گردن كوتاه

شكل پريتسيوم شد كه معمولاً  ها در مقايسه ظاهري اين
در. با گروه قبل تراكم كمتري در محيط كـشت داشـتند 

د بعضي از پريتسيوم و گردن روي يك پايه پريتـسيوم ها،
در2وجــود. مـشاهده شــد  گــردن روي پايــه پريتــسيوم

 Dig 11و Dig 22 ،Dig 5 ،Dig 23 ،Dig 4هاي جدايه

 Br48و KA9 ،TH12هاي استاندارد جدايه. مشاهده شد

هاي علـف سه جدايه اي بودند كه در تلاقي آنها با جدايه
شدها هرز، نوار متراكمي از پريتسيوم  در TH16. تشكيل

هـاي هـرز پريتـسيوم هـاي علـف ها با جدايه غالب تلاقي 
در شايان ذكر اسـت كـه جدايـه.تشكيل نداد  هـايي كـه

Mat1-1هاي استاندارد با تيـپ آميزشـي تلاقي با جدايه 
كه از قبل تعيين شده اسـت، تـشكيل پريتـسيوم دادنـد

و جدايهMat1-2خود داراي تيپ آميزشي  هـايي هستند
هـاي اسـتاندارد بـا تيـپ آميزشـيه در تلاقي با جدايهك

Mat1-2 ــپ ــود داراي تي ــد خ ــسيوم دادن ــشكيل پريت ت
هستند، زيرا افرادي بـا تيـپ آميزشـيMat1-1آميزشي 
مثل جنسي انجام مي توانند با هم توليد)مخالف(سازگار 

و پريتسيوم تشكيل دهنـد   تيـپ آميزشـي جدايـه.دهند
در. تعيـين شـدMat1-1 تلاقي ها هاي برنج نيز با انجام

الل هاي تيپ4شكل .Mآميزشي فراواني grisea  مرتبط
و مكان جغرافيايي ارائه شده است .با ميزبان

و مكان جغرافياييMagnaporthe griseaهاي تيپ آميزشي فراواني آلل-4شكل  مرتبط با هر ميزبان
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 PCRبه روش تعيين تيپ آميزشي
را بـاMat1-1ايـديومورف2Lو1L هايرجفت آغازگ

و جفت آغـازگر 552وزن  ايـديومورف2Tو1T جفت باز
Mat1-2و در هـر نـد جفت باز تكثير كرد 390را با وزن

شـكل( جدايه يك ايديومورف تيپ آميزشي تكثيـر شـد
و يـك).5  در پنج جدايه بدسـت آمـده از كـراب گـراس

ح و جدايه از علف هرز نامشخص با برنامه رارتـي مـذكور

و محـصولي توليـد  آغازگرها هيچ تكثيري صورت نگرفت
، نتـايج PCRارزيابي تيپ آميزشـي بـه روش نتايج. نشد

هـا را تأييـد تلاقي جدايـه حاصل از تعيين تيپ آميزشي
يك جدايه بدست آمـده از كـراب تيپ آميزشي كند، مي

هـيچ PCR تعيين نشد زيرا اين جدايه در واكنش گراس
و در آزمايش محصولي هاي تلاقـي نيـز هـيچ توليد نكرد

.تشكيل نگرديدپريتسيومي 

 Magnaporthe grisea در چند جدايه علف هرز قارچMat1-2و Mat1-1آميزشي هاي الگوي تكثير ايديومورف تيپ-5شكل
هاي به ترتيب جدايه1و12،11،10،9،8،7،6،5،4،3،2هاي شماره. PCR روشوT2وT1وL2وL1به كمك آغازگرهاي

Dig15 ،Br114-5 ،Dig14 ،Dig5 ،Dig20 ،Dig16 ،KA3 ،KA7 ،Set3 ،Set6 ،Set8 وSet2مي باشند .gene rulerTM DNA 
ladder Mix = M .هاي جدايهKA3وKA7تيپ آميزشي هاي مثبت براي ايديومورف كنترل Mat1-1و جدايهBr114-5 كنترل 

ا .باشند ميMat1-2يديومورف تيپ آميزشي مثبت براي

 بحث

و امكان مطالعه دقيق بيولوژيبا پيشرفت  مولكولي
و انو ع ميكروارگانيزمها،اساختار ژنتيكي در قارچها

هاي لازم براي شناسايي تنوع ژنتيكي در درون زمينه
.افراد يك گونه بخوبي فراهم شده است

از جدايه DNAانگشت نگاري  اوايل دهه هاي قارچ
,.Levy et al) آغاز گرديد 90 و امكان مقايسه(1991

و DNAهاي هاي قارچ را در سطح مولكول جدايه
گروهبندي آنها در گروههاي با زمينه ژنتيكي مشابه

.M قارچDNAانگشت نگاري. ايجاد نمود grisea  در ابتدا
كه از روي توالي MGR 586به كمك كاوشگر 
ر انتقالي تكرار شونده در ژنوم قارچ نوكلئوتيدي يك عنص

تحت همين نام طراحي شده بود با استفاده از تكنيك
تنوع طي چند سال اخير،آغاز شد RFLPمولكولي 
جمعيت انبوهي از اين قارچ در كشورهاي ژنتيكي 

,.Levy et al)مختلف مقايسه گرديد  1991; Zeigler, 

1998; Kato et al., كه RAPD-PCR نشانگر.(2000
 ابداع گرديد، درWilliams et al.(1990)توسط

تحقيقات متعددي مورد استفاده قرار گرفته
,.Rathour et al)است 2004).

و RAPD-PCRنشانگر  براي بررسي تنوع ژنتيكي
و بين جمعيت هاي قارچي بكار ارتباط ژنتيكي درون

 قابل اطمينان برايورود كه اين تكنيك ابزار مفيد مي
مي ررسيب  در يك تحقيق كه توسط. باشد هاي ژنتيكي

Huff et al.(1994)انجام گرفت نتايج حاصل از 
 انجام شده بود RAPD-PCR نشانگرتحقيقات آنها كه با

و روش نتايج كارهاي محققان ديگر را كه از تكنيك ها
. متفاوت استفاده كرده بودند، تأييد كردDNAاستخراج 

-RAPD نشانگر به كمك DNAي با انگشت نگارآنها
PCR و با استفاده از چهار آغازگر تصادفي ساختار

.M جدايه35جمعيت poae و تنوع  را بررسي كردند
ژنتيكي وسيعي را بين مكانهاي مختلف نمونه برداري

.مشاهده كردند
 نـشانگر، استفاده از ايـن نشانگرهادر مقايسه با ساير

لي قبلــي در مــورد نيــازي بــه اطلاعــات ژنتيكــي مولكــو
 تكنيـك سـاده،يكو همچنين ندارد ارگانيسم موردنظر 
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و ســريع مــي در.(Rathour et al., 2004)باشــد ارزان
 تكثيـر شـدة DNA تعداد قطعـات RAPD-PCR نشانگر

زيادي توليد مي شود كه اين خصوصيت در تعيين تنـوع
و مقايسه جدايه  مي ژنتيكي در ايـن.باشـد ها بسيار مفيد

جهـت بررسـي تنـوع RAPD-PCR نـشانگرق نيـز تحقي
.Mقارچژنتيكي  grisea و جدا شـده از علـف هـاي هـرز

بـا اسـتفاده از ايـن نـشانگر تفـاوت. برنج بكار رفته است 
از عمده جدايه  (.Digitaria sp) كراب گـراس هاي حاصل

و با جدايه خـوبي سه تاريا به هاي حاصل از برنج، سوروف
و اين نـشا  نگر، نـشانگر خـوبي بـراي مشخص شده است

ها از هم بـود كـه ايـن نتيجـه، تمايز اين دو گروه جدايه 
را كـهCouch & Kohn (2002) نتايج حاصل از كارهاي

 آنهـا. انجام داده بودند، تأييـد كـرد PCR-RFLPبا روش 
رسد اساساً ارتباط اختصاصي كه به نظر مي اظهار داشتند

د  و قارچ گروههاي متمايزي را رون گونه، جمعيت ميزبان
و دودمانهاي كلوني  كـه تواند بيان كند مي  M. griseaها

در اين تحقيق نيز ايـن نتيجـه بـا توجـه بـه دنـدروگرام
اي در تجزيه.حاصل مشاهده مي شود  حاصـل از خوشـه

ــره اي  ــورز محــصولات واكــنش زنجي داده هــاي الكتروف
و گروهبنـدي پليمراز محـل نمونـه بـرداري در مقايـسه 

هـاي ها در نظر گرفتـه نـشد زيـرا فراوانـي جدايـه جدايه
در مازندران بـسيار كمتـر از جدايـه  و هـاي گـيلان بـود

و دودمان هاي كلوني به طـور نـامنظمي پراكنـده بودنـد
و آنچـه معيار خوبي براي گروهبندي محسوب نمي  شدند

و مقايسه  ها مدنظر قرار گرفت نوع ميزبـان در گروهبندي
 جدايـه علـف22 شـاملA نگـاري گروه انگشتدر.بود
و هفت جدايه علف هرز نامشخص تنوع كراب گراس هرز

 ولي اين گـروه بـا قابل ملاحظه اي مشاهده نشد ژنتيكي
و يـك سه تارياهاي بقيه گروهها كه شامل جدايه ، بـرنج

جدايه سوروف بودند تفاوت ژنتيكي بسيار زيادي داشـت
حدو تنها  ه ايـن مـسألهكندداشتشباهت درصد20 در

هاي را با جدايه كراب گراس هاي خويشاوندي دور جدايه
و  درمي سه تاريا برنج تواند نشان دهد كه همـين نتيجـه

هـاي بدست آمد ولي جدايهKato et al.(2000)كارهاي 
و  گروهبنـديCوBدودمان كلوني كه در سه تاريا برنج
و داشــتند درصــد شــباهت ژنتيكــي70بــيش از شــدند

فقـط جدايـه. ويشاوندي بيشتري را نـشان مـي دهنـدخ
Set7 )گروه انگشت نگاريD(حد  درصد شباهت55 در

 كـه نـشانگر داشـتCوBهاي كلوني ژنتيكي با دودمان
اين مطلـب اسـت كـه ايـن جدايـه تحـت تـاثير عوامـل
و در خـط  و دروني دچار تغييرات بيـشتر شـده محيطي

هـاي بـرنج بين جدايهدر.تكاملي جداگانه قرار مي گيرد 
تنـوع ژنتيكـي با هم سه تاريا هايو در بين جدايه با هم 

 هـاي زيادي مشاهده نشد البته در اين تحقيق بين جدايه 
و جدايه سه تاريا هاي بـرنج بـا هـم تنـوع ژنتيكـي با هم

 بـا هـم كـراب گـراس هـاي بيشتري نـسبت بـه جدايـه 
. مشاهده شد

Borromeo et al.(1993)هاي برنجه جدايه با مقايس
و  و غيربرنج دريافتند كه اين دو گروه از هم متمايزند

توانند به عنوان اينوكلوم اوليه هاي غيربرنج نمي جدايه
از. براي ايجاد بيماري نقش داشته باشند آنها پس

هاي شباهت جدايههم RFLPها به روش مقايسه جدايه
Digitaria ciliarisدر را با جدايه 10 حدود هاي برنج

درصد بيان كردند كه خويشاوندي دور اين دو گروه را
 دهد كه نتايج حاصل از كارهاي كارهاي نشان مي

Couch & Kohn (2002)وBorromeo et al.(1993)
. مي باشد در اين تحقيق بدست آمدهنتايج، مشابه

Borromeo et al.(1993)به نظر كه بيان كردند
هاي بيمارگر هاي جدايه جمعيترسد جريان ژني بين مي

و اين مسأله در  و بيمارگر علف هرز محدود باشد برنج
 كه Pyriculariaهاي شبه جنس بندي جدايه طبقه

و جدايه هايي كه بيمارگر علف هرز بيمارگر برنج هستند
و آنها را در دو گونه متمايز نظر قرار گيرد هستند مد

طب. جاي مي دهد قه بندي فوق اين مساله ممكن است
.P را كه جدايه هاي آلوده كننده برنج را به عنوان

oryzae و جدايه هاي آلوده كننده علف هاي هرز را به
.Pعنوان grisea  در اين. عنوان كرده است، تاييد كند

دودمان هر درون تنوع ژنتيكيسطح پايين تحقيق 
.Mكلوني  grisea مرتبط با هر ميزبان ساختار جمعيت

و به نظر نمي رسد كه قارچونال را در كل  نشان مي دهد
توليدمثل جنسي با فراواني قابل ملاحظه اي در جمعيت

داشتن اطلاعات بيشتر در مورد ساختار. رخ داده باشد
و ميزان هرزهاي علفجمعيت جدايه هاي آلوده كننده

تشابه آنها با جدايه هاي آلوده كننده برنج نيازمند
همچنين تحقيقات.ي بيشتر مي باشدبررسي جدايه ها

 تنوعبيشتري در راستاي تعيين اهميت ساير عوامل 
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و جريان ژني در جمعيت هاي ژنتيكي از قبيل موتاسيون
M. grisea آلوده كننده علفهاي هرز گرامينه ضروري

. مي باشد
در دهد تحقيقات نشان مي كه وضعيت باروري

و روي ميزبان هاي مختلف، مناطق جغرافيايي مختلف
.Mاي مزرعههاي بنابراين باروري در جدايه. متفاوت است

grisea از عقيمي كامل، ماده عقيمي تا باروري كامل
,Viji & Gnanamanickam) كند تغيير مي البته.(1998

هاي هاي غير برنج نسبت به جدايه به طوركلي جدايه
.برنج از باروري بيشتري برخوردار بودندحاصل از 

و وضعيت پراكنش دو نوع تيپ مچنينه فراواني
و روي ميزبان هاي آميزشي نيز در نقاط مختلف جهان

متفاوت، متنوع بوده است به طوري كه در بعضي مناطق 
هاي به نسبت)Mat1-1وMat1-2(هر دو تيپ آميزشي 
,Choi & Lee) اند مختلف وجود داشته و در(1994
و روي ر تنها يك نوع تيپ ميزباني ديگ بعضي مناطق

هاي بيمارگر غير برنج موجود بوده آميزشي در جدايه
,Viji & Uddin) است ترجيح ميزباني.(2002

.Mهاي جدايه grisea  در هر منطقه، تغييرات ژنتيكي
يا ايجاد شده در جدايه هاي يك منطقه كه در غيرفعال

فعال شدن لوكوس هاي باروري نقش دارند، جابجايي 
.Mيهاجدايه grisea و با توانايي هاي جنسي متفاوت
و عوامل تيپ هاي آميزشي متفاوت در مناطق مختلف

و پراكنش تيپ ديگري موجب تفاوت در باروري هاي ها
,Zeigler)گردد آميزشي مي درباره پراكنش.(1998

و باروري جدايه آلل .Mهاي قارچ هاي تيپ آميزشي
grisea  تحقيقي انجام روي علف هاي هرز در ايران 

لازم به ذكر است كه با دانستن فراواني. نگرفته است
مي آلل و وضعيت باروري توان احتمال هاي تيپ آميزشي

وقوع توليدمثل جنسي را در يك منطقه يا جمعيت 
مي پيش توان براي بيني يا برآورد نمود كه از اين مسأله

 Viji)كنترل بلاست از طريق توليد ارقام مقاوم سود برد 

& Gnanamanickam, 1998).
هاي در اين تحقيق نتايج حاصل از تلاقي جدايه

هاي استاندارد با تيپ جدايهو هاي هرز علفايراني 
هاو تشكيل پريتسيوم در اغلب تلاقيمتفاوتآميزشي 

.Mنشان داد كه جمعيت قارچ grisea  روي علفهاي هرز
ت به طوري از درصد باروري نسبتاً بالايي برخوردار اس

 جدايه39، جدا شده از علف هرز جدايه40كه از بين
هاي استاندارد توليد در تلاقي با جدايه) درصد5/97(

و از اين   جدايه توانايي16 جدايه،39پريتسيوم كردند
و آسكوسپور داشتند كه اين رقم در مقايسه توليد آسك

و جدايه 150روي ) Hemmati )2005با تحقيقات  برنج
 & Vijiو تحقيقات.Digitaria spو جدايه علف هرزد

Gnanamanickam  (1998)هاي غيربرنج روي ميزبان
 همچنين در اين تحقيق تعداد.رقم بالايي است

و آسكوسپورهاي تشكيل شده در تلاقي پريتسيوم هاي ها
هاي استاندارد در مقايسه با جدايه.Setaria spهاي جدايه

 Kato etاين نتيجه توسط. بيشتر بودها با ساير جدايه

al.(2000)تحقيقات نتايج برخلاف. نيز بدست آمده بود
Hemmati )2005 (وMousanejad et al.)(2005 كه

Mat1-1ي در بين جدايه تنها تيپ آميزشي .M ها
grisea هر دو بودندجدا شده از برنج در شمال ايران ،

يان جدايه هايمدر Mat1-2وMat1-1تيپ آميزشي
 غالب بودن تيپ. يافت شدند در اين تحقيقغير برنج
از در جدايهMat1-2آميزشي و كراب گراسهاي حاصل

هاي حاصل در جدايهMat1-1 غالب بودن تيپ آميزشي
ها با اين تواند ارتباط اختصاصي اين جدايهمي سه تاريااز

برتيپ آميزشي را با ميزبانشان نشان دهد داري كه نمونه
هاي وسيع تري جهت اثبات اين مطلب بايد صورت 

ميبر اساس. گيرد رسد كه پراكنش اين تحقيق به نظر
و ارتباط اختصاصي به هاي تيپ آميزشي آلل نوع ميزبان

و قارچ  درو استوابسته ميزبان منطقه جغرافيايي
آلل هاي هرز هاي علف هاي تيپ آميزشي جدايه پراكنش

ته است كه اين نتيجه توسط تأثير چنداني نداش
Tredway et al. (2003)نيز بيان شده بود .

Viji & Gnanamanickam (1998)با نيز ارتباط
در تعيين ميزبان خاص را به عنوان يك فاكتور مهم

.Mاي مزرعههاي جدايه باروري grisea بيان كرده اند.
و هرمافروديت در جمعيت تعدد جدايه هاي ماده بارور

مرتبط با ساير گرامينه ها به طور M. griseaايه
عمومي بيشتر از جمعيت هاي قارچ جدا شده از برنج 

,.Tredway et al)است در اين تحقيق نيز اما.(2003
در)Hemmati)2005همانند تحقيق   كه نر باروري

در جدايه هاي برنج مشاهده شده بود نر باروري
ا هاي علف جدايه و هاي هرز نيز به ثبات رسيد
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و يا ماده باروري در هيچ جدايه مشاهده هرمافروديسم
 تنها يك جدايه به علت عدم تشكيل پريتسيوم.نگرديد

هاي استاندارد عقيم تشخيص در تلاقي با همه جدايه
.داده شد

 مي تواند در توليدمثل جنسيشايان ذكر است
و وجود حضور حداقل يك والد ماده بارور يا هرمافروديت

 به وقوع بپيوندد زيرا تيپ آميزشي سازگارافراد با
.M قارچيسم در هتروتال grisea وجود دو هيف با دو

تيپ آميزشي سازگار كه يكي از آنها قادر به توليد 
و ديگري قادر به توليد آنتريديوم باشد  را آسكوگونيوم

در اين تحقيق تيپ آميزشي اگرچه. مي سازدضروري
Mat1-2هاي علف هرز زيادي از جدايه در تعداد

آلل تيپ آميزشي  تشخيص داده شد، اما وجود اين
هاي برنج در جدايهMat1-1سازگار با تيپ آميزشي 

و افزايش تنوع تواند منجر به توليدمثل جنسي نمي
شود، اگرچه وجود دو تيپ آميزشي سازگار در ژنتيكي

ايه زيرا نر بارور بودن جدايه. باشد جمعيت ضروري مي
هاي هرز بررسي شده در اين تحقيق همانند علف

)Hemmati)2005هاي برنج بررسي شده توسط جدايه
و وقوع توليدمثل جنسي بين جدايه هاي علفهاي هرز

در.هاي برنج را غيرممكن مي سازد جدايه  بنابراين
صورت از دست رفتن بخشي از جنسيت يا تمام آن در

ع جدايه دم وجود هر دو تيپ هاي اين قارچ وجود يا
آميزشي در يك جمعيت از اهميت زيادي برخوردار 

و فقدان. نخواهد بود غالب بودن يك تيپ آميزشي
و يا هرمافروديت در جمعيت جدايه هاي هاي ماده بارور

نشان دهنده ساختار در اين تحقيق نيز بررسي شده 
 موضوعجمعيت قارچ است كه اين) غيرجنسي(كلونال 
البته. نيز بيان شده بودTredway et al.(2003)توسط

براي اطمينان بيشتر، انجام تحقيقات گسترده تري لازم 
مي.است توان با استفاده از روشهاي مولكولي امروزه

و آغازگرهاي اختصاصي PCR واكنشدقيق از جمله 
و پراكندگي آلل هاي تيپ آميزشي را در هر منطقه وجود

و سرعت در. بيشتري تعيين نمودو هر جمعيت با دقت
 براي تعيين نوع تيپ PCR واكنشاين تحقيق نيز از

شد هاي علف آميزشي جدايه . هاي هرز استفاده
ب  PCRا استفاده از روش تعيين تيپ آميزشي

هاي سنتي تعيين تيپ مزايايي را نسبت به روش
 كنترل شده در محيط هاي تلاقيل آميزشي از قبي

و نوع.غيرزنده داردغذايي  مثلاً تعيين وضعيت باروري
به تيپ آميزشي يك جدايه با تيپ آميزشي تعيين نشده

. ها وابسته است جدايه استاندارد مورد استفاده در تلاقي
و،بنابراين  تعيين تيپ آميزشي مستقل از عوامل باروري

و جدايه سازگاري بين جدايه هاي با تيپ هاي استاندارد
فاده از روشهاي مولكولي بسيار آميزشي نامشخص، با است

مي. باشد مفيد مي توان همچنين با استفاده از اين روش
و سرعت بيشتري  تيپ آميزشي هر جدايه را با دقت

34با استفاده از اين تكنيك تيپ آميزشي. تعيين نمود
شش)5شكل(جدايه مشخص شد ولي تيپ آميزشي

مي. جدايه از اين طريق تعيين نگرديد كه به نظر رسد
از هاي تيپ آميزشي در اين جدايه ايديومورف ها
.M هاي هاي يافت شده در ساير جدايه ايديومورف

grisea اند متمايز شده(Tredway et al., 2003).
 جداگانه به طور PCRبنابراين لازم است كه يك برنامه

هاي متفاوت جهت تعيين اختصاصي براي اين جدايه
و آغازگرهاي ديگري مينان بالا تيپ آميزشي آنها با اط

.طراحي شود
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