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 دهیچک

برای  ها تیجمعساختار ژنتیکی در دو مرحلۀ بلاست برگی و گردن خوشه برنج،  Pyricularia oryzaeیی قارچ ایپوارزیابی  منظور به
ی ها هیجدا قرار گرفت. یموردبررسو پنج ترکیب آغازگر  SSRدر سه سطح با استفاده از نشانگر مولکولی و در یک مزرعه جدایه  142

 آمده دست به یها هیجداسطح اول در . ی شدندآور جمعاز دو مرحلۀ بلاست برگی و بلاست گردن خوشه و در سه سطح  موردپژوهش
دو جمعیت  یها هیجدابه سطح دوم قرار گرفتند.  لیوتحل هیتجز، مورد گردن خوشه از یک مزرعه بلاستو  یبرگ از دو مرحلۀ بلاست
 ی سه جمعیتها هیجدای را نیز بررسبودند، تعلق داشتند و سطح سوم  آمده دست به یک بوته برنجی ها پنجهاز که برگ و گردن خوشه 

تمامی رسم شده،  تنوع ژنتیکی فنوگرامبر اساس . خود اختصاص دادند یک بوته برنج به در سطح یک برگ ازمجزا  ۀاز سه لک جداشده
ی به ترتیب میانگین موردبررسدر سه سطح  برآوردهای ژنتیکیدرصد را نشان دادند. 111 تا 93تشابه ژنتیکی  شده یبررسجدایۀ  142

با  جدایه 142تیپ آمیزشی  های یدیومورفنشان دادند. ردیابی ا شده یبررسی ها هیجدارا بین  193/4و  69/11، 62/51جریان ژنی 
عدم رخداد تولیدمثل  ۀدهند نشان برآمدهستند. این  MAT1-1 دارای ایدیومورف ها هیجدا نشان داد که همۀ Multiplex PCR روش

 .دهد یمرخ  یرجنسیغفقط به صورت  برنج در استان گیلانمزارع قارچ در سطح  یها تیجمعاین است که تکثیر  کنندۀ انیبو جنسی 
 کنند. ی عامل بیماری بلاست برنج در استان گیلان نیز این استنتاج را تایید میها تیجمعتنوع ژنتیکی کم و شباهت ژنتیکی زیاد 
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ABSTRACT 

In order to assess the dynamic of Pyricularia oryzae at leaf and panicle neck blast stages, population genetic 
structures of the 142 isolates were investigated in a rice field and at three levels using SSR markers and five primer 
pair combinations. All the isolates were collected from the two-leaf and panicle stages at three levels. In the first 
level, isolates collected from leaf and panicle neck blast stages in the rice field were analyzed. In the second level, 
isolates belonged to the leaf and panicle neck populations were collected from tillers of the same rice hill and 
analyzed. In the third level, the ienvestigated isolates belonged to three populations and were obtained from three 
distinct leaf spots from the same rice leaf in a rice tiller. Based on constructed dendrogram for all of the 142 isolates, 
genetic similarity varied from 89 to 100% among the isolates. Population genetic estimations at the three studied 
levels showed that the amount of gene flow was 57.62, 10.68, and 4.783, respectively between the isolates. Detection 
of mating type idiomorphs of the studied isolates using multiplex PCR showed that all the isolates had Mat1-1 
idiomorph. This indicates the absence of sexual reproduction within the M. oryzae populations in rice fields in Guilan 
province and the fungus reproduces only in an asexual way. Low genetic variation and high genetic similarity among 
the populations of the causal agent of rice blast disease in Guilan province confirm this result.  
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  مقدمه

را خسارت بلاست بیشترین برنج،  یها یماریباز میان 

 رو نیازابه این محصول وارد کرده و  یدر سطح جهان

 Kumar)این بیماری از اهمیت اقتصادی فراوانی دارد 

et al., 1999; Noguchi et al., 2007 بیماری (. عامل

هتروتال از  و وتروفیب یهمقارچ یک بلاست برنج، 

 نام Pyricularia oryzaeکه  استوتا کیومکشاخه آس

در ایران این بیماری  .(Couch & Kohn, 2002) دارد

پنجاه سال پیش در استان گیلان برای اولین بار حدود 

( و امروزه Sharif & Ershad, 1966ه است )شدگزارش 

کشت  های منطقهدر  بومی یها یماریبیکی از نیز 

 است محصول تولیددرصد  90 برنج با خسارت بالغ بر

(Moumeni & Leung, 2003 رشد جمعیت جهانی و .)

 ها آفتآب و هوایی رخداد خسارت ناشی از  هایتغییر

تر ساخته و مدیریت  گیاهی را محتمل یها یماریبو 

شیمیایی و پذیرش  ةمبارز یریکارگ بهاین مهم بدون 

 نیستی و اقتصادی ممکن ا خطرات سلامت تغذیه

(Estoup & Guillemaud, 2010 امروزه جهت کنترل .)

از  ی کشاورزیها سامانهگیاهی در  یها یماریب

مقاوم،  های رقمتلفیقی مانند کشت  یها روش

کش استفاده  زراعی و سموم قارچ یها روش یریکارگ به

 روبروهایی که کاربرد هر یک با محدودیت شود یم

 ,.McDonald & Linde, 2002; Noguchi et alاست )

قارچ با در  یها تیجمعساختار ژنتیکی  یبررس(. 2007

ژنتیکی بالای آن، برای  یریرپذییتغنظر گرفتن توانایی 

مقاوم در برابر ظهور  های رقمموفقیت در تولید 

مختلف  یسازوکارهانژادهای جدیدی که در اثر 

و  شوند یمایجاد  زا یماریبتغییرپذیری در عامل 

ماری و مناسب در مدیریت بی یها روشبه  یابی دست

به  شدن کینزدو  یا یبازساز یها کمک به برنامه

 McDonald) استزبان ضروری یدارتر در میمقاومت پا

& Linde, 2002; Noguchi et al., 2007; Javan-. 

Nikkhah et al., 2004).  های رقم زیآم تیموفقاصلاح 

 در برابربرنج نیز برای دستیابی به مقاومت پایدار 

میزان تنوع ژنتیکی در از  خت دقیقبیمارگر، بدون شنا

 شود یم روبروبیمارگر با مشکل  یها تیجمع

(McDonald et al., 1997; Ou, 1985.)  

روی  ها قارچژنتیک  نۀیدرزم ها پژوهش شتریب

. اند شدهمتمرکز  ها تیجمعساختار ژنتیکی  یبررس

بررسی تنوع  نۀیدرزم یشمار یب یها پژوهش تاکنون

 P. oryzaeقارچ  یها تیجمعتیک ژنتیکی و ساختار ژن

 شتریبمتفاوت در های  سطحو  مختلف های منطقهدر 

 ,.Kumar et alاست ) انجام شده زیخ برنج های منطقه

1999; Tharreau et al., 2009; Don et al., 1999;. 

Tosa et al., 2007; Levy et al., 1991 Chen et al.,. 

1995; George et al., 1998; Javan-Nikkhah et al., . 

2004; Piotii et al., 2005; Suzuki et al., 2006,. 

2007, 2012; Motlagh et al., 2015) .یها داده 

تر های وسیع مقیاس در ها پژوهشاز سایر  آمده دست به

 های منطقهدر  و ابزارهای متفاوت مولکولی جغرافیایی

که  دنده یممختلف کشت برنج در ایران نیز نشان 

این قارچ وجود  یها هیجداژنتیکی زیادی در بین  تنوع

 ,Javan-Nikkhah et al., 2004; Hemmatiدارد )

2004; Motlagh et al., 2015.) 

بررسی تنوع ژنتیکی  نشانگر ریز ماهواره به منظور

 P. oryzaeقارچ  یها تیجمعساختار ژنتیک ارزیابی و 

ت توسط محققین بسیاری مورد استفاده قرار گرفته اس

یک  عنوان به، این نشانگر آمده دست بهیۀ نتایج بر پاو 

ی بررسی تنوع ژنتیکی و ساختار ژنتیکابزار مؤثر در 

 Motlagh et al., 2015; Suzukiشده است ) شنهادیپ

et al., 2012.) 

مربوط به تنوع ژنتیکی و اصلاح  یها پژوهش

 در برابرومت پایدار برنج برای ایجاد مقا های رقم

ی ها تیجمعاساس بررسی  ، بیشتر بربلاستبیماری 

در حالی که  ،استبلاست برگی  ۀدر مرحل قارچی

بلاست  ۀخسارت بیماری بلاست برنج در مرحل شتریب

 هایهپیشین درج یها پژوهشگردن خوشه بوده و 

بلاست  ۀمتفاوتی از مقاومت در میزبان را در مرحل

 Bonman) اند دادهنشان برگی و بلاست گردن خوشه 

et al., 1992; Silva et al., 2009) . همچنین به منظور

ی ارتباط میان مرحلۀ بلاست برگی و بلاست گردن بررس

ی جمعیت شناس ستیزی مختلف ها نهیزمخوشه در 

میزبان و بیمارگر و سازگاری قارچ بیمارگر با بافت میزبان 

بررسی کیفیت  نهایتاً هایی انجام شده است. پژوهش

مون، حجم اسپوری و مساحت لکه در هر آلودگی، دوره ک

ی تک متغیره و چند ها لیوتحل هیتجزدو مرحله از طریق 
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ی حاصل از مرحلۀ ها هیجدامتغیره نشان داده است که 

بلاست برگی در مقایسۀ با مرحلۀ بلاست گردن خوشه 

که  دنکن یمها پیشنهاد کم آزارتر هستند. این نتیجه

رگی شانس ایجاد بیماری ب مرحلۀدر  تر مهاجمی ها هیجدا

های رشدی )فنولوژی( میزبان را دارند  در سایر مرحله

(Ghatak et al., 2013.) 

Xue et al. (2012)  چگونگی نیز برای درک بهتر

در  در ژنوم قارچ عامل بلاست برنج ها جهشوقوع 

از یک  یا مزرعه جدایۀتوالی ژنی دو  مرحلۀ آلودگی،

شده مورد  یابی یوالت یک جدایهمزرعه را با ژنوم 

 یها ژنومگرچه چارچوب کلی امقایسه قرار دادند. 

ژنی که  یها خانوادهولی تعداد  ،مشابه بود یموردبررس

 یها هیجدادر  ،بودند دخیلدر روابط گیاه و بیمارگر 

میزان در بررسی فراوانی بیشتری داشتند.  یا مزرعه

، بیشترین میزان تنوع در ها ژنومشباهت و تفاوت 

درگیر در آلودگی دیده شد. در هر ژنوم تعداد  یها نژ

وجود دارد  ها ترانسپوزونزیادی جایگاه عناصر مشابه 

و  اند شدهحفاظت  ها گاهیجادرصد این  90که کمتر از 

در این  .مختلف تنوع بالایی دارند یها هیجدادر میان 

ژن تحت  200 به نزدیکمشخص شد که  پژوهش

  .گرفته بودندر قرا ها ترانسپوزون ریتأث

عامل بلاست برنج یک آسکومیست  قارچ که ییازآنجا

تیپ آمیزشی و سازگاری جنسی در این  ،هتروتال است

 MAT1های موجود در یک جایگاه ژنی به نام  قارچ با ژن

شود. این جایگاه ژنی دارای دو ایدیومورف  کنترل می

گرچه ااست.  MAT1-2و  MAT1-1های  متناظر به نام

است،  دیده نشدهثل جنسی این قارچ در طبیعت تولیدم

اما احتمالاً یکی از عوامل بروز تغییرات ژنتیکی در این 

 یبارور تیوضع یبررس(. Kang et al., 1994است )قارچ 

ی تیپ آمیزشی ها آللبا ردیابی و تعیین فراوانی  یجنس

 در یکیژنت تنوع از برآورد کی تواند یم PCRبه کمک 

در ایران، میزان باروری جنسی  باشد. ها تیجمع

های مازندران و گیلان در تلاقی با  ی استانها هیجدا

ی قرار گرفتند. بررس موردی آزمایشگر استاندارد ها هیجدا

ی فوق حاکی از عدم وجود تیپ ها پژوهشهای  نتیجه

از برنج در  آمده دست بهی ها هیجدار د MAT1-2آمیزشی 

 استزندران( ی )گیلان و ماموردبررسهای  ناحیه

(Hemmati et al., 2004; Mousanezhad et al., 2004 .) 

با توجه به خسارت زیاد عامل بیماری، بررسی 

جغرافیایی بزرگ و  های سطحساختار ژنتیکی در 

و  ژنتیکی در درک میزان تنوع تواند یمکوچک 

 یها تیجمعتنوع در  منشأهمچنین شناخت 

ی پیشین ها شپژوهباشد.  سودمندبسیار  یموردبررس

ة وقوع تغییرهای ژنتیکی در قارچ عامل دهند نشاننیز 

 یرو نیازایی هستند. زا یماریب ۀمرحلبیماری در 

 ییایجغراف سطح در ها تیجمعژنتیک  ساختار یبررس

 و سطح نیا درژنتیکی  تنوع زانیم تخمین در کوچک

 های سطح آن با میزان تنوع ژنتیکی در ۀسیمقا

. باشدمؤثر  و دیمف اریبس تواند یم ییایجغراف تر بزرگ

عامل  بودن یا چند چرخه به توجه با نیهمچن

 تنوع زانیم نییتع ،زراعی فصل کیطول  در زا بیماری

 در تواند یم یماریب مختلف های مرحله نیب در یکیژنت

شناخت  ی بیمارگر،ها تیجمع یکیژنت ییایپو شناخت

ن تعیین ارتباط ژنتیکی بی وژنتیکی تنوع  منشأ

های مختلف  ی بیمارگر در مرحلهها تیجمع

در سالیان اخیر از . باشدمؤثر  اریبسیی زا یماریب

نشانگرهای مولکولی متعددی به منظور بررسی ساختار 

. شود یمی بیمارگر استفاده ها قارچی ها تیجمعژنتیک 

با توجه  SSR یولکنشانگر مولی امروزی، ها پژوهشدر 

 های کردن نتیجهفراهم ، به دقت زیاد، سادگی

تکرارپذیری بالا، سریع بودن، قدرت تمایز  و اعتماد قابل

قدرت زیاد در نشان دادن بسیار خوب، هم بارز بودن و 

متداول  یها روشبر سایر  چند شکلی در ژنوم،

در این  یرو نیازا. داردارجحیت  DNAنگاری  انگشت

 یکیژنت تنوعارزیابی  منظور بهاز این نشانگر  پژوهش

قارچ  یها تیجمع به مربوط یها هیجدا بین در ودموج

های  های مختلف در مرحله عامل بلاست برنج در سطح

مختلف چرخۀ بیماری )بلاست برگی و بلاست خوشه( 

ی ها تیجمعاستفاده شد. به این منظور تنوع ژنتیکی 

 یرشد ۀمرحل دو در مزرعه کیعامل بیمارگر در 

 کی یها تیجمع فصل، کی در برنج( خوشه و)برگ 

 کی در( خوشه و)برگ  یرشد ۀمرحل دو در برنج پنجه

مختلف  یها لکه از آمده دست به یها تیجمع و فصل

این مورد مقایسه قرار گرفتند.  برگ کیواقع در سطح 

 شد: انجامبه اهداف زیر  برای رسیدن پژوهش

در عامل بلاست قارچ تغییرهای ژنتیکی  ررسیب -7
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رشدی )برگ و  ۀمرحلدر دو  یا منطقهیک جمعیت 

 خوشه( برنج در سطح یک مزرعه در یک فصل زراعی. 

عامل قارچ  یها تیجمعژنتیکی رزیابی تنوع ا -2

 ۀمرحلاز یک پنجه برنج در دو  آمده دست بهبلاست 

 زراعی. رشدی )برگ و خوشه( در یک فصل مختلف

عامل قارچ  یها تیجمعژنتیکی تنوع ارزیابی  -9

سه لکه در سطح یک برگ برنج  از آمده دست بهبلاست 

  بلاست برگی. ۀمرحلدر 

تیپ  های ایدیومورفردیابی و تعیین فراوانی  -9

 .PCRآمیزشی به روش 

 

 ها روش و مواد

 ی بردار نمونه

قارچ  یها تیجمعساختار ژنتیکی  یبررس منظور به

 000تقریبی  ةبا انداز یا مزرعهعامل بلاست برنج، 

در  یپاش سمانجام از عدم داشتن  یآگاهمترمربع، با 

 ۀصیقلان ورزول در حوم زیخ برنج ۀدر منطقواقع آن، 

 منظور به، در حاشیۀ جادة سراوان به فومنشهر رشت 

. این مزرعه از اطراف شدانتخاب  یبردار نمونهپایش و 

توسط مزارع برنج با وسعت حدود پنج هکتار احاطه 

 کل جمعیت بیمارگر در یپوشش دهشده بود. برای 

آلوده با توجه به  یها نمونه یآور جمعسطح مزرعه، 

طی دو  بیمارگر و فنولوژی میزبان در یشناس ستیز

، به 74/0/7940و  70/9/7940 یها خیتارمرحله در 

بلاست برگی و بلاست گردن  های مرحلهترتیب در 

 انجام شد.خوشه با الگوی زیر 

 

 یبرگ مرحلۀها در  نمونه یگردآور

از  یبردار نمونهدر سطح یک مزرعه،  یبررس منظور به

م بلاست برگی در مزرعه ئدارای علا یها بوته یها برگ

. انجام شدبا الگوی حرکت زیگزاگی  تصادفی طور به

 بدین صورت که در مسیر حرکت زیگزاگی در خط

وسط طولی مزرعه به ازای هر دو متر، یک برگ سبز از 

، تازه و مشخص، مجزا یها لکهبرنج که دارای  بوتۀیک 

 . شدآوری  اسپوردار بود، انتخاب و جمع

بوته، یک بوته با علائم  ی در سطح یکبررس منظور به

تصادفی انتخاب و چندین  طور بهشدید بلاست برگی 

ی مشخص، مجزا، تازه و اسپوردار از آن ها لکهبرگ دارای 

جهت تکرار  ها بوتهی شدند. این آور جمعبوته 

 ی شدند.گذار علامتوشه نیز ی در مرحلۀ خبردار نمونه

ی روی سطح یک برگ، ها لکهی بررس منظور به

ی از برگی که حداقل دارای سه لکۀ مشخص و بردار نمونه

مجزا بود، صورت پذیرفت. بر این اساس، چندین برگ 

آیند.  به دستی لازم ها هیجداانتخاب شدند تا حداقل 

 ی مشخص،ها لکهی سبزی که دارای ها برگبدین ترتیب 

 آوری شدند.  مجزا، تازه و اسپوردار بودند، جمع

 

 خوشه گردن بلاست مرحلۀ در ها نمونه یآور جمع

برداری در دو  در مرحلۀ بلاست گردن خوشه نیز نمونه

ی بردار نمونهسطح انجام گرفت. همانند مرحلۀ قبل، 

تصادفی و در یک حرکت زیگزاگی با الگوی مشابه  طور به

 که یطور بهبرگی انجام شد،  ی در مرحلۀبردار نمونه

ی دارای علائم بلاست ها بوته خوشۀی از گردن بردار نمونه

 های دو متری در مزرعه انجام شد. خوشه در فاصله

ی در سطح یک بوته و در مرحلۀ بررس منظور به

ی ها خوشهی از گردن بردار نمونهبلاست گردن خوشه، 

ی که در مرحلۀ بلاست برگی از آن ا آلوده بوتۀ

 ی شده بود، انجام شد. گذار علامتی و متعاقبا بردار نمونه

 

 ها هیجدا و شناسایی ینگهدار ی،ساز خالص ،یجداساز

 به علائم دارای یها خوشه گردن و برگی قطعات ابتدا

. شدند شسته شیر آب آرامجریان  با دقیقه 70 مدت

 در دقیقه یک مدت بهها  نمونه سطحی، ضدعفونی جهت

درصد  0/7حاوی ) شده قیرقسدیم  تهیپوکلری محلول

 آبگیری، و ضدعفونی از پس. شدند داده قرار( فعال کلر

 صافی کاغذ یک روی آلوده یها خوشه و برگ قطعات

 ده یا شهیش پتری یها درون تشتک و استریل و مرطوب

 یها ومیدیکن تشکیلمنظور  . بهگرفتند قرار یمتر یسانت

با  آنکوباتورون در پتری یها تشتک ،ها لکه روی قارچ

از  بعد. شدند داده قرار سلسیوس درجۀ 20±7 دمای

 خاکستری یها ومیدیکن تودة ساعت، 29-12 گذشت

 سوزن با خوشه گردن وها  لکه سطح بر شده لیتشک

 گرم میلی 90 حاوی درصد 2 آگار آب محیط به استریل

 و منتقل استرپتومایسین سولفات کیوتیب یآنتلیتر  در

 روز چهار تا سهپس از  خالص کشت وردنآبه دست  برای

 حاوی پتری یها تشتک درونزده  جوانه یها یدیکن تک
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 [PDA] آگار -دکستروز -ینیزم بیس غذایی محیط

 71 و دکستروز گرم 71 ی،نیزم بیس گرم 200 عصارة)

 در غذایی محیط این تجاری پودر گرم 94 یا و آگار گرم

لیتر  در گرم میلی 90 حاوی( مقطر آب لیتر یک

. شدند منتقل استرپتومایسین سولفات بیوتیک آنتی

 درجه 20±7 دمای با آنکوباتوردرون  پتری های تشتک

 روز، هفت گذشت از پس. شدند داده قرار سلسیوس

 ظاهر غذایی یها طیمح روی قارچی خالص یها پرگنه

 بلاست عامل قارچ از جدایه 792 تعداد مجموع در. شدند

 خوشه بلاست و برگی ستبلامرحلۀ  دو در برنج

 شد. سازی خالص و جداسازی

ی ها هیجداشناختی بررسی و شناسایی ریخت

( WAدرصد ) 2آگار -ی غذایی آبها طیمحقارچی در 

دو الی  پس ازی قارچی ها هیجداانجام شد.  PDAو 

غذایی  ، به محیطPDAسه روز رشد در محیط غذایی 

WA  ساعت  72منتقل شدند و در شرایط نوری

ساعت تاریکی به مدت هفت تا ده روز  72شنایی/ رو

های  بر اساس ویژگی ها هیجداقرار گرفتند. شناسایی 

ی پرگنه، کنیدیوم و ها یژگیوی نظیر شناس ختیر

 شد کنیدیوفور و با مراجعه به منابع معتبر انجام

(Ellis, 1971, 1976; McKenzie et al., 2010.) 

 

 DNAو استخراج  ومیلیمس یساز آماده

 DNAجهت استخراج  ازیموردنتهیۀ میسلیوم  منظور به

 (PDB)دکستروز-ینیزم بیسژنومی، محیط غذایی مایع 

گرم  71و  خردشده ینیزم بیسگرم  200 ة)عصار 

دکستروز در یک لیتر آب مقطر( استفاده شد. 

 .Liu et alقارچ بر اساس روش  DNAاستخراج 

 . شد انجام (2009)
 

 SSRها با روش  ایهجد یکیژنت تنوع یبررس

از  ،ها هیجداارزیابی تنوع و ارتباط ژنتیکی  منظور به

کناری بخش پنج جفت آغازگر که بر مبنای نواحی 

(، 7اند )جدول ژنوم قارچ طراحی شده SSR تکرارشونده

 Suzuki et al., 2006, 2007; Tharreau ) استفاده شد

et al., 2009 .) ،از مخلوط آماده برای این هدف

ساخت شرکت سیناژن  (PCR master mix) آر سی پی

، Taq DNA Polymerase، آنزیم dNTPsکه شامل 

MgCl2  و بافرPCR  .سه سرانجامبود، استفاده شد ،

 20-90قارچی با غلظت  ۀهر جدایاز  DNA تریلکرویم

 2/0نانوگرم در هر میکرولیتر به میکروتیوب 

اکنش میکرولیتر از مخلوط و 71و  منتقل یتریل یلیم

آر، یک  سی میکرولیتر مخلوط آماده پی 70 )شامل

میکرولیتر آب دیونیزه  9و آغازگر میکرولیتر از هر 

و مخلوط  شدسترون به درون هر میکروتیوب اضافه 

کوتاه میکرولیتر به مدت  20کل به حجم نهایی 

 ۀتهی منظور به بالا های مرحلهسانتریفیوژ شد. تمامی 

 در PCRواکنش م گرفت. مخلوط واکنش روی یخ انجا

 ,Peqlab (CLEMENS دستگاه ترموسایکلر مدل

Germany) تحت برنامه حرارتی زیر انجام شد . 

 40سازی اولیه در دمای  یک چرخۀ واسرشت

چرخه شامل  90درجۀ سلسیوس به مدت دو دقیقه؛ 

درجۀ سلسیوس به مدت  49سازی در دمای  واسرشت

درجه  02یک دقیقه؛ اتصال آغازگرها در دمای 

 12سلسیوس به مدت یک دقیقه؛ بسط در دمای 

درجۀ سلسیوس به مدت یک دقیقه و یک چرخۀ بسط 

 70درجۀ سلسیوس به مدت  12نهایی در دمای 

، از PCRمشاهدة اولیۀ محصول  منظور بهدقیقه. 

درصد استفاده  2ای روی ژل آگارز  ان الکتروفورز دی

آمید نسبت  با توجه به مزیت نسبی ژل پلی اکریل شد.

ی، از ژل چندشکلبه ژل آگارز در نشان دادن 

و تفکیک   PCRآمید جهت بررسی محصول اکریل پلی

از دستگاه ژل  پژوهشباندها استفاده شد. در این 

 ,Real Time Gel Scan 2000, Cobbertاسکن مدل 

Australia  موجود در آزمایشگاه ژنتیک گروه زراعت و

کشاورزی و منابع طبیعی اصلاح نباتات دانشگاه علوم 

 (.9و  2های  گرگان استفاده شد )شکل

 

 ها داده لیوتحل هیتجز

  .ای خوشه لیوتحل هیتجز
 افزار نرم از با استفاده ها داده یا خوشه لیوتحل هیتجز

بر انجام شد و  NTSYS pc version 2.10 یا انهیرا

 UPGMA (unweight pair groupالگوریتم  اساس

method with arithmetic average)  و ضریب شباهت

SM (Simple matching فنوگرام ) رسم تنوع ژنتیکی

 . شد
 

 

 



 ... و یبرگ بلاست ۀمرحل دو در Pyricularia oryzae قارچ ییایپوو همکاران:  سلیمی 742

 
 

 

 

 Pyricularia oryzaeی ها هیجدادر  ماهواره زیر یها گاهیجا تکثیر انتخابی شده برای استفاده آغازگرهای ترکیب جفت .7 جدول

Table 1. Primer pair combinations used for selective amplification of microsatellite loci in Pyricularia oryzae isolates 

Expected size (bp) Primer sequence (5’→3‘) Primer locus 
205–233 F:(FAM)_TCAGTAGGCTTGGAATTGAAAAA 

R:CTTGATTGGTGGTGGTGTTG 

Pyrms43-44 

4(864) 

164–196 F:(HEX)_TCACATTTGCTTGCTGGAGT 

R:AGACAGGGTTGACGGCTAAA 

Pyrms47-48 

4(781) 

178–222 F:(NED)_CACCACTTTATGGCGCAGT 

R:ACCTAGGTAGGTATACATGTTGTT 

Pyrms99-100 

5(718) 

177–205 F:(FAM)_CTGCGTTCAACATGCCTCTA 

R:CTTAGATCTGCGGTATCAGCA 

Pyrms101-102 

6(50) 

182–226 F:6_FAM_GGAATGATCACAACGACGAA 

R:TTGTCCTACCGGCAAAAAGA 

Mgms13/V 

Sct.5.190/231851 

 

 .بلاست برنج عامل قارچ یها تیجمع کیژنت لیوتحل هیتجز

تنوع ژنتیکی درون هر جمعیت و برای کل  لیوتحل هیتجز

 POPGENEافزار  ی با استفاده از نرمموردبررسهای  جدایه

version 1.31  انجام شد. تنوع ژنتیکی برای کل جمعیت

و  Ht عنوان بهو تنوع ژنتیکی درون هر جمعیت به ترتیب 

Hs درون ها تیجمع. فاصله ژنتیکی بین شود یمامیده ن ،

 Nm (Number ofو میزان جریان ژنی  ها تیجمع

migrants) افزار  نیز با کمک نرمPOPGENE  محاسبه

 محاسبه شد زیر شد. جریان ژنی از طریق معادلۀ

(McDermott & McDonald, 1993): 
Nm= 0.5(1-Gst)/Gst 

اخص شانون ش ضریبی از تفرق ژنی است. Gstکه 

افزار  تنوع ژنی توسط این نرم یریگ اندازهمعیار  عنوان به

ن شاخص بیانگر یا زیاد مقدارهای شد کهمحاسبه 

و  است ها نمونه فکیکدر ت بیشتر جاگاه نشانگرقدرت 

 :شود یمبه روش زیر محاسبه 





n

i

ii ppH
1

ln

 
Pi و ژنی گاه ایج یکدر  یآلل یها یفراوانlnPi ز ین

 یر. مقاداست یکمتر از کو همواره  یعدد منف یک

 Popgen 32 افزار نرمن شاخص با استفاده از یا یعدد

 .(Shanon & Weaver, 1949) شدمحاسبه 

 
 AMOVA( )Analysis) یمولکول انسیوار لیوتحل هیتجز

of Molecular Variance). 

GenAlEx 6.1 (Peakall & Smouse, 2006 )افزار  نرم

در جهت  (AMOVAاریانس مولکولی )و ۀمحاسببرای 

و یا بین  ها تیجمعتخمین توزیع تنوع ژنتیکی درون 

 شد.استفاده  ها تیجمع

 Multiplexی به روش زشیآم پیتهای  ایدیومورف یابیرد

PCR. 

از  آمده دست به P. oryzaeجدایه از  792تعداد 

 منظور بههای بلاست برگی و گردن خوشه،  مرحله

 ی تیپ آمیزشی با استفاده از روشها ومورفیدیاشناسایی 

Multiplex PCR ی قرار گرفتند. با توجه به موردبررس

ة رکنندیتکثدمای اتصال مشابه آغازگرهای 

ی تیپ آمیزشی و متفاوت بودن طول ناحیه ها ومورفیدیا

برای  Multiplex شگردتکثیرشونده توسط هر آغازگر، 

از  یی در زمان استفاده شد. بدین منظورجو صرفه

( جهت Tredway et al., 2003) L2و   L1یآغازگرها

( MAT1-1جفت بازی )ایدیومورف  002تکثیر یک قطعه 

 940جهت تکثیر یک قطعه  T2 و T1ی آغازگرهاو 

( استفاده شد MAT1-2جفت بازی )ایدیومورف 

برای  PCRبرنامۀ حرارتی واکنش  (.2)جدول

 یم شد.به صورت زیر تنظ L2و  T2 ،L1و   T1یآغازگرها

درجۀ  40سازی اولیه در دمای  یک چرخۀ واسرشت

چرخه شامل  90سلسیوس، به مدت سه دقیقه، 

درجۀ سلسیوس به مدت  49سازی در دمای  واسرشت

درجه سلسیوس  00یک دقیقه؛ اتصال آغازگرها در دمای 

درجۀ سلسیوس  12؛ بسط در دمای دقیقهبه مدت یک 

 12در دمای  به مدت یک دقیقه و یک چرخۀ بسط نهایی

 دقیقه. 70درجۀ سلسیوس به مدت 

 

 جینتا

ی و بر اساس منابع شناس ختیرهای  بر اساس ویژگی

 Ellis, 1971, 1976; McKenzie etشناسایی معتبر  )

al., 2010 از  آمده دست بهجدایۀ قارچی  792( همۀ
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بلاست در دو مرحلۀ بلاست م ئعلاگیاهان برنج دارای 

 Pyriculariaبه گونه  برگی و بلاست گردن خوشه

oryzae  .آزمون تعلق داشتندSSR  جدایه  702برای

برگ و مرحلۀ جدایه در دو  97و  07به ترتیب شامل 

 72جدایه به ترتیب شامل  74خوشه از سطح مزرعه، 

برگ و خوشه از سطح یک مرحلۀ جدایه در دو  هفتو 

از سه لکه روی شده  جدایه جداسازی 27بوته برنج و 

 برگ انجام شد.سطح یک 

 
  P. oryzae یها هیجدا یکیژنت ارتباط و تنوع

نشانگر مولکولی  از DNA باند 80تعداد در مجموع 

SSR 792برای کل پنج ترکیب آغازگر  با استفاده از 

توسط هر  رشدهیتکثتکثیر شد. تعداد باندهای جدایه 

است. جایگاه آمده  9در جدول جداگانه  طور بهآغازگر 

تکثیر شده،  باند 27با  Pyrms43-44 ماهواره زیر

 ماهواره زیری ها گاهیجابیشترین چندشکلی را در بین 

 ماهواره زیری ها گاهیجانشان داد.  رشدهیتکث

Pyrms47-48 ،Pyrms99-100 ،Pyrms101-102  و

Mgms13/V/ باند  74و  78، 70، 79 نیز به ترتیب

 چندشکلی را دارا هستند.

 ۀجدای 792، تمامی شده میترس یها فنوگرام ۀیبر پا

P. oryzae آمده دست به ۀیجدا 702شامل  یموردبررس 

 ۀیجدا 74از برگ و گردن خوشه در یک مزرعه، 

 27از برگ و گردن خوشه از یک بوته و  آمده دست به

یک برگ، دارای سه لکه روی  از آمده دست به ۀیجدا

. همچنین درصد هستند 700تا  2/84سطح تشابه 

مرحلۀ از سطح یک مزرعه در  آمده دست هب ۀجدای 702

. درصد هستند 700تا  8/88سطح تشابه  ایراد یبرگ

مرحلۀ از سطح مزرعه در  آمده دست به ۀیجدا 07

و درصد  700تا  4/88 سطح تشابه ایرابرگ دبلاست 

مرحلۀ از سطح مزرعه در  آمده دست به یۀجدا 97

بلاست گردن خوشه که با فاصله یک ماه از بلاست 

سطح تشابه  ایراد آمده بودند، به دستبرگی از مزرعه 

آمده از  دست به ۀجدای 27، درصد هستند 700تا  0/88

 سطح تشابه ایراد در مرحلۀ بلاست برگ سطح برگ

آمده  دست به یۀجدا 74و  درصد هستند 700تا  0/88

بلاست گردن برگ و دو مرحلۀ بلاست از سطح بوته در 

 .درصد هستند 700تا  0/88 سطح تشابه ایراخوشه د

بین تنوع ارتباطی ، شده میترسی ها فنوگرامطبق 

 ها هیجدا جداسازیو یا مرحلۀ و خاستگاه ژنتیکی 

فنوگرام  ،7شکل  .نشد( مشاهده بلاست برگ و خوشه)

ی ها هیجداتکثیر پنج جایگاه ریز ماهواره  به مربوط

 جداشده یها هیجداح قارچ عامل بلاست برنج در سط

 دهد. را نشان میو گردن خوشه در یک مزرعه  از برگ

 
 Pyricularia oryzaeیها هیجدای تیپ آمیزشی در ها ومورفیدیا تکثیر انتخابی شده برای استفاده آغازگرهای جفت .2 جدول

Table 2. Primer pair combinations used for selective amplification of mating type idiomorphs in Pyricularia oryzae isolates 

Primer locus Idiomorph Primer sequence (5’→3‘ ) Expected size (bp) 

L1 

L2 

Mat 1-1 ATGAGAGCCTCATCAACGGCAACG 

ACAGGATGTAGGCATTCGCAGGAC 

552 

T1 

T2 

Mat 1-2 ACAAGGCAACCATCTTGGACCCTG 

CCAAAACACCGAGTGCCATCAAGC 

390 

 

های  برای جدایه SSRیر شده توسط پنج جفت آغازگر با استفاده از نشانگر مولکولی تکث DNA. تعداد باندهای 9جدول 
Pyricularia oryzae 

Table 3. The number of DNA bands amplified by five SSR primer pair combinations using SSR molecular markers 

from Pyricularia oryzae isolates 

Amplified DNA bands for locus. Primer Number 

21 Pyrms43-44 

4(864) 

1 

13 Pyrms47-48 

4(781) 

2 

15 Pyrms99-100 

5(718) 

3 

18 Pyrms101-102 

6(50) 

4 

19 Mgms13/V/ 

Sct.5.190/231851 

5 
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به دست آمده از  Pyricularia oryzaeجدایۀ  702با استفاده از پنج آغازگر برای  SSRنگاری  فنوگرام حاصل از انگشت .7شکل 

 .SMو ضریب تشابه  UPGMAسطح یک مزرعه در دو مرحلۀ بلاست برگ و گردن خوشه بر اساس روش 
Figure 1. Phenogram of SSR fingerprinting of 102 Pyricularia oryzae isolates obtained from leaf and neck blast 

stages in the same field using UPGMA and SM similarity coefficient. 

 

 
درصد.  2در ژل آگاروز   Pyricularia oryzaeهای  برای جدایه Pyrms43-44شده توسط آغازگر تکثیر DNA. الگوی 2شکل 

، k4 ،k5،k10  ،k18 ،k21 ،k16 ،k9 ،k6 ،k20،k39  ،k33 ،k37 ،k24 ،k31 ،k25 ،k40ی ها هیجدابه ترتیب برای  78تا  7های  شماره

k45  وk32 و  باشند یمMای  گر اندازه : نشانDNA (100bp Gene ruler TM DNA Ladder Mix.) 
Figure 2. DNA pattern reproduced by primer Pyrms 43-44 for Pyricularia oryzae isolates in 2% agarose gel. 

Numbers 1 to 18 belong to k4, k5, k10, k18, k21, k16, k9, k6, k20, k39, k33 , k37, k24, k31, k25, k40, k45, and k32 

isolates, respectively and M: DNA size marker (100 bp Gene ruler TM DNA Ladder Mix). 
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در ژل پلی اکریل آمید.  Pyricularia oryzaeهای  برای جدایه Mgms13/V تکثیر شده توسط آغازگر  DNA. الگوی 9شکل 
، sz2،K10 ،sz3  ،sz61،sz49 ،K2 ،K13 ،K17 ،sz64 ،sz62 ،K8،K16 ،K20  ،sz5ی ها هیجدایب برای به ترت 21تا  7های  شماره

sz1 ،sz40،sz7  ،sz27 ،sz16 ،sz30 ،sz34،K4  ،K19 ،sz20 ،sz42،K47   وK5 و  باشند یمMای  : نشانگر اندازهDNA (100bp 

Gene ruler TM DNA Ladder Mix.) 
Figure 3. DNA pattern reproduced by the primer Mgms13/V for isolates of Pyricularia oryzae in polyacrylamide gel. 
Numbers 1 to 27 belong to sz2, K10, sz3, sz61, sz49, K2, K13, K17, sz64, sz62, K8, K16, K20, sz5, sz1, sz40, sz7, 
sz27, sz16, sz30, sz34, K4, K19, sz20, sz42, K47, and K5 isolates, respectively and M: DNA size marker (100 bp 

Gene ruler TM DNA Ladder Mix). 

 

ارتباط  لیوتحل هیتجزشده برای محاسبه یها آماره

 ها جمعیت مقایسۀژنتیکی و 

برگ و گردن مرحلۀ از دو  آمده دست بهجمعیت دو در 

تنوع  مقدارهایبیشترین  ،مزرعهیک خوشه در سطح 

( در میان پنج جایگاه I( و شاخص شانون )hژنی )

SSR برای، به ترتیب ( جایگاه اول ژنیLocus 1 با )

این  مقدارهایو کمترین  9و  4981/0 ارهایمقد

( به ترتیب با Locus 3جایگاه ژنی سوم ) برای ها آماره

 .شدمحاسبه  8844/2و  4989/0 مقدارهای

برگ و مرحلۀ از دو  آمده دست به یها تیجمعدر 

بیشترین نیز گردن خوشه در سطح یک بوته برنج 

ن ( در میاIو شاخص شانون ) (hتنوع ژنی ) مقدارهای

( Locus 4جایگاه چهارم ژنی ) برای، SSRپنج جایگاه 

و کمترین  88/2و  8100/0 مقدارهایبه ترتیب با و 

( با Locus 1جایگاه ژنی اول ) برای مقدارهای

 .شدمحاسبه  42/7و  8901/0 مقدارهای

آمده از سطح یک دستهدر بررسی سه جمعیت ب

ص ( و شاخhبرای تنوع ژنی )مقدارهایبیشترین  ،برگ

( به ترتیب با Locus 3( در جایگاه ژنی سوم )Iشانون )

در  مقدارهایو کمترین  04/2و  809/0 یمقدارها

و  809/0 یمقدارها( با Locus 5جایگاه ژنی پنجم )

 .شدمحاسبه  41/7

 
 تیجمع دو ۀسیمقا و یکیژنت ارتباط لیوتحل هیتجز

 برنجمزرعه  کی در خوشه گردن و برگ ازآمده  دست به

در جمعیت برگ، جمعیت  شده مشاهدهی ها آللین میانگ

ی خوشه و برگ ها تیجمعی ها هیجداخوشه و مجموع 

برآورد شد. میانگین تعداد  4/70 و 8/70، 71به ترتیب 

های مؤثر در جمعیت برگ، جمعیت خوشه و مجموع  آلل

، 14/72ی خوشه و برگ به ترتیب ها تیجمعی ها هیجدا

میانگین شاخص  تخمین زده شد. 19/72و  00/72

شانون نیز در جمعیت برگ، جمعیت خوشه و مجموع 

، 40/2ی خوشه و برگ به ترتیب ها تیجمعی ها هیجدا

بر  (h)به دست آمد. همچنین تنوع ژنی  00/2و  49/2

برای این دو جمعیت محاسبه شد و بر  Neiاساس ضریب 

جمعیت برگ، این اساس، مقدارهای تنوع ژنی در 

ی خوشه ها تیجمعی ها هیجداجمعیت خوشه و مجموع 

برآورد شد.  42/0و  041/0، 707/0 برابرو برگ به ترتیب 

ی در پنج جایگاه موردبررسو  رشدهیتکثآلل  80از میان 

ۀ همی ژنی در میان ها گاهیجادرصد  99/89ژنی، 

از برگ و گردن خوشه روی یک  آمده دست بهی ها هیجدا

 .ج چند شکل بودندبوته برن

(، Htهتروزیگوسیتی ) مقدارهایهمچنین 

و جریان ژنی  Gst(، Hsهتروزیگوسیتی مورد انتظار )

(Nm)  از یک مزرعه در  آمده دست بهی ها هیجدابرای کل

 مقدارهای برگ و خوشه محاسبه شد. میانگین مرحلۀدو 

و هتروزیگوسیتی مورد  27/0 (Htهتروزیگوسیتی )

 20/0ها  جمعیت در کل جمعیت انتظار در هر زیر

ها برابر  در بین جمعیتنیز  Gstشد. میانگین تخمین 

دهد که تنوع  و این نشان می شدبرآورد  079/0با 

میانگین  .استژنتیکی در داخل این دو جمعیت کم 

دو جمعیت برگ و خوشه  یها هیجداجریان ژنی بین 
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تخمین  02/01 ، برابر بابررسی ماهه کییک دوره  در

 ده شد که زیاد بودن این مقدار جریان ژنیز

بین این دو  یکیانتقال زیاد مواد ژنت ةدهند نشان

. به استیعنی از مرحلۀ برگ به مرحلۀ خوشه جمعیت 

عبارتی آلودگی گیاه برنج در مرحلۀ بلاست گردن به 

میزان زیادی توسط همان جمعیت ایجادکننده بلاست 

 شود.  برگی انجام می

با  AMOVAواریانس مولکولی  ۀیتجز های نتیجه

 در جدول  GenALEX version 6.1افزار نرماستفاده از 

که  دهند یمنشان  ها نتیجهدرج شده است. این  9

از سهم کل تنوع درصد  700تنوع درون دو جمعیت 

تنوع  که یدرحالشود،  ها را شامل می ژنتیکی جمعیت

مختلف برگ و مرحلۀ ژنتیکی بین دو جمعیت در دو 

 عدم تفکیک ةدهند نشانکه  شدوشه مشاهده نخ

 .(9 شکلو  9 جدول) استژنتیکی دو جمعیت از هم 

این ارزیابی نیز انتقال جمعیت قارچ از مرحلۀ بلاست 

 کند. می دییتأبرگی به بلاست گردن خوشه را 

در بین دو  فاصله و شباهت ژنتیکی مقدارهای

ا برنج ب ۀجمعیت برگ و گردن خوشه در روی یک بوت

( و با استفاده از Nei, 1973) Neiضریب  محاسبۀ

به  Popgen 3.2و   GenALEX version 6.1افزار نرم

  برآورد شد. 800/0و  701/0 بیترت
 

دو جمعیت  مقایسۀارتباط ژنتیکی و  لیوتحل هیتجز

 برنج ۀاز برگ و گردن خوشه از یک بوت آمده دست به

، در جمعیت برگ شده مشاهده یها آللمیانگین 

 یها تیجمع یها هیجداجمعیت خوشه و مجموع 

برنج به ترتیب  ۀاز یک بوت آمده دست بهخوشه و برگ 

های  . میانگین تعداد آللشدبرآورد  1/8 و 8/8، 0/8

آلل محاسبه  80/0 و 08/0، 00/1نیز به ترتیب  مؤثر

به  ها تیجمع. میانگین شاخص شانون در این شد

بدست  02/2و  07/2، 09/2ترتیب مذکور در فوق 

 Neiبر اساس ضریب شده محاسبه (h)آمد. تنوع ژنی 

 ۀبرای دو جمعیت برگ و خوشه در سطح یک بوت

. میانگین جریان ژنی تنوع ژنی را نشان داد 80/0 ،برنج

دو جمعیت برگ و گردن خوشه از یک  یها هیجدابین 

تخمین زده  08/70 نیز ماهه کیبرنج در یک دوره  ۀبوت

 .شد

 

 
های  های تیپ آمیزشی جدایه برای ردیابی ایدیومورف Multiplex PCRتکثیر شده با استفاده از روش  DNA. الگوی 9شکل 

Pyricularia oryzae  ی ها هیجدابه ترتیب برای  74تا  7های  درصد. شماره 7در ژل آگاروزsz1 ،sz5 ،sz13 ،sz25 ،sz11 ،sz40 ،

k45 ،k31،sz38 ،sz60،k39  ،k33 ،sz33 ،sz34،sz47 ،sz6 ،sz15 ،B4  وC7  هستند وMای  : نشانگر اندازهDNA (100bp Gene 

ruler TM DNA Ladder Mix.) 

Figure 4. DNA pattern reproduced by Multiplex PCR for identification of mating type idiomprphs of Pyricularia 

oryzae isolates in 1% agarose gel. Numbers 1 to 19 belong to sz1, sz5, sz13, sz25, sz11, sz40 k45, k31, sz38, sz60, 

k39, k33, sz33, sz34, sz47, sz6, sz15, B4, and C7 isolates, respectively and M: DNA size marker (100bp Gene ruler 

TM DNA Ladder Mix). 

 
بلاست برگ  های مرحلهآمده از  دست به تیدو جمع نیدرون و ب یکینتتنوع ژ عیتوز نیتخم یبرا یمولکول انسیوار یۀتجز. 9جدول 

 مزرعه کیو گردن خوشه در سطح 

Table 4. Hierarchical analysis of molecular variance (AMOVA) to estimate the distribution of genetic variation 

among and within two Pyricularia oryzae populations obtained from leaf and neck blast stages within the same field 
Source Df SS MS Est. Var. % 

Among Pops 1 4.176 4.176 0.000 %0 

Within Pops 100 479.706 4.797 4.797 %100 

Total 101 483.882  4.797 %100 
Pops: Populations / Df: Degrees of Freedom / SS: Sums of Squares / MS: Mean Square / Est. Var.: Estimated Variance 
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 AMOVAواریانس مولکولی  ۀتجزی های نتیجه

که تنوع درون دو جمعیت برگ و  دهند یمنشان 

 از سهم  درصد 44برنج  ۀگردن خوشه از یک بوت

شود،  ها را شامل می کل تنوع ژنتیکی جمعیت

 شدمشاهده نتنوع ژنتیکی بین دو جمعیت  که یدرحال

 ژنتیکی این دو جمعیت  شباهت ةدهند نشانکه 

 .بود باهم
 محاسبۀفاصله و شباهت ژنتیکی با  مقدارهای

 GenALEXیافزارهاو با استفاده از نرم Neiضریب 

version 6.1  وPopgen 3.2  در بین دو جمعیت برگ

 برابربرنج به ترتیب  ۀو گردن خوشه روی یک بوت

  ند.شد برآورد 402/0و  098/0

 

سه جمعیت  مقایسۀارتباط ژنتیکی و  لیوتحل هیتجز

 مجزا در سطح یک برگ برنج از سه لکۀ آمده دست به

 و A ،B یها تیجمعدر  شده مشاهده یها آللمیانگین 

 Cمیانگین شدبرآورد  0/8و 9/8، 0/8، 8/8 به ترتیب .

به C  و A ،B یها تیجمعدر  مؤثرهای  تعداد آلل

. شدآلل محاسبه  70/1 و 08/0، 90/1، 90/1 ترتیب

به ترتیب  ها تیجمعمیانگین شاخص شانون در این 

  09/2و  00/2، 00/2، 01/2 مذکور در فوق

  Neiاساس ضریب بر (h)دست آمد. تنوع ژنی به

تنوع ژنی را نشان  C 80/0 و A ،B یها تیجمعبرای 

 .داد

سه لکه سطح  یها هیجدامیانگین جریان ژنی بین 

 ۀتجزی های . نتیجهتخمین زده شد 189/9برگ برنج 

که تنوع  دهند یمنشان  (AMOVA)واریانس مولکولی 

از سهم کل تنوع ژنتیکی درصد  44درون دو جمعیت 

تنوع ژنتیکی  که یدرحالشود،  ها را شامل می جمعیت

مشاهده  مجزا ۀاز سه لک آمده دست بهبین سه جمعیت 

 یها تیجمعژنتیکی ة شباهت دهند نشانکه  شدن

 .استمذکور 

 

  یزشیپ آمیت یها ومورفیدیا یفراوان

 002یک قطعه  ها هیجدادر این آزمون، برای تمامی 

تیپ آمیزشی تمام  نیبنابراجفت بازی تکثیر شد و 

 .(0)شکل شدتعیین  MAT1-1 عنوان به ها هیجدا

 

 بحث

ژنتیکی ساختار  یبررس دربارةفراوانی  یها پژوهش

ست برنج در کشور و سایر قارچ عامل بلا یها تیجمع

 است شده انجاممختلف های  سطحجهان در  هاینقطه

(Kumar et al., 1999; Tharreau et al., 2009; Don 

et al., 1999; Tosa et al., 2007; Levy et al., 1991. 

Chen et al., 1995; George et al., 1998; Javan-. 

nikkhah et al., 2004; Piotii et al., 2005; Suzuki. 

et al., 2006, 2007, 2012; Motlagh et al., 2015). 

ة وجود تنوع دهند نشان ها پژوهشهای همۀ این  نتیجه

ی مختلف قارچ عامل بلاست ها تیجمعژنتیکی در 

های  های مختلف جهان و در سطح برنج در منطقه

ی )در سطح یک قاره، کشور، منطقه( بررسمختلف 

ی موجود این اولین ها دهدا. ولی با توجه به است

ی قارچ در ها تیجمعپویایی ژنتیک  دربارة پژوهش

 پژوهش. استهای مختلف درون یک مزرعه  سطح

 یها تیجمعژنتیکی  ی ارزیابی پویاییراستاحاضر در 

 مرحلۀاز  آمده دست بهجمعیت دو  مقایسۀقارچ و 

بلاست برگ و بلاست خوشه در دو سطح )سطح یک 

پنجه برنج( و مقایسۀ تنوع مزرعه و در سطح یک 

از سطح سه لکۀ مجزا  آمده دست بهی ها هیجداژنتیکی 

 یکیژنت ساختارروی یک برگ انجام شد. در بررسی 

 برگ بلاستمرحلۀ  در قارچ تیجمع دوجدایه از  702

 فصل کی در مزرعه کی از خوشه گردن بلاست و

دارای  ها هیجداها نشان دادند که این  ی، نتیجهزراع

درصد( هستند.  700تا  84ه ژنتیکی زیاد )تشاب

های حاصل از تجزیۀ واریانس مولکولی  همچنین نتیجه

(AMOVA نیز نشان دادند که تنوع درون دو )

درصد از سهم کل تنوع ژنتیکی  44جمعیت 

شود و تنوع  برای دو جمعیت را شامل می شده مشاهده

بین دو جمعیت یک درصد است.  شده مشاهدهژنتیکی 

تفکیک  ی نتیجۀ حاصل موید عدم تمایز ورو نیازا

برگ و گردن ها )مرحلۀ  آن منشأها بر اساس  جدایه

ولی شباهت ژنتیکی ژنتیکی کم  ۀ. فاصل( استخوشه

از برگ و  آمده دست بهی ها تیجمع مقایسۀدر زیادی 

، هتروزیگوتی گردن خوشه مشاهده شد. مقدارهای

برای شده محاسبه شاخص تنوع ژنی و شاخص شانون
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 اگرچه نشان دادند که نیز یموردبررس یها گاهیجا

شده برای دو های محاسبه تفاوت چندانی بین آماره

در نسبی  طور بهجمعیت وجود ندارد، ولی این مقدارها 

شده محاسبه مقدارهایبلاست برگی بیشتر از  مرحلۀ

همچنین  .هستندبلاست گردن خوشه مرحلۀ در 

( 02/01ین دو جمعیت )جریان ژنی ب اریبس مقدارهای

نیز تبادل مواد ژنتیکی بین دو مرحلۀ بلاست برگ و 

 های ة نتیجهدکنندییتأکه  دهد یمخوشه را نشان 

( و AMOVAحاصل از تجزیۀ واریانس مولکولی )

، هتروزیگوتیهای  شده برای آمارهمحاسبه مقدارهای

و شباهت فاصله شاخص تنوع ژنی، شاخص شانون، 

دهند دو  نشان می ها این نتیجه امسرانج. است ژنتیکی

جمعیت برگ و خوشه به لحاظ ژنتیکی مشابه هستند. 

توسط بیماری انتقال نمایانگر توانایی  ها این نتیجه

از بافت برگی برنج به  ی قارچزا یماریب یها ومیدیکن

ی ها ومیدیکن ییزا یماریببافت گردن خوشه و توانایی 

یاه برنج در طی گیک مختلف  یها بافت در زا یماریب

 . استمختلف فنولوژی میزبان  های مرحله
 آمده دست به تیجمع دو یکیژنت ساختار یبررسدر 

 کی از خوشه گردن بلاست و برگ بلاستمرحلۀ  از

بر اساس رسم شده  تنوع ژنتیکی دندروگرام، بوته

این  ها نشان داد که جدایه DNAنگاری  الگوی انگشت

درصد  700تا  0/88 سطح تشابه ایراها د جدایه

تجزیۀ واریانس مولکولی حاصل از  های هستند. نتیجه

 منشأبر اساس  ها هیجداتفکیک و  تمایزد عدم نیز موی

 مقدارهایبود. ( برگ و گردن خوشهها )مرحلۀ  جدایه

 ،ژنتیکی و شباهت فاصلههای  شده برای آمارهمحاسبه

 ، شاخص تنوع ژنی و شاخص شانونهتروزیگوتی

نشان  نیز یموردبررس یها گاهیجابرای  شدهمحاسبه

ها بین دو جمعیت  تفاوت چندانی بین این آماره داد که

ی بررسبرگ و خوشه وجود ندارد، ولی مشابه سطح 

 مرحلۀدر نسبی  طور بهقبلی، این مقدارهای نیز 

شده در محاسبه مقدارهایبلاست برگی بیشتر از 

رد همچنین برآو .هستندبلاست گردن خوشه مرحلۀ 

( 08/70مقدار جریان ژنی بین دو جمعیت )

تبادل زیاد مواد ژنتیکی بین دو جمعیت  دهندة نشان

از مرحلۀ بلاست برگ و خوشه است. این  آمده دست به

دو جمعیت برگ و خوشه به لحاظ  کند یمنتیجه بیان 

 تواند یمژنتیکی مشابه هستند. این پدیده نیز 

 یها ومیدیکنتوسط بیماری انتقال ة توانایی دهند نشان

از بافت برگی برنج به بافت گردن  ی قارچزا یماریب

 در یک بوته باشد. خوشه
ساختار ژنتیکی سه جمعیت کوچک  یبررس در

از سطح سه لکه برگی روی یک برگ در  آمده دست به

مجزا  ۀاز سه لک آمده دست به ۀجدای 27و  یک بوته

 تا 0/88ها  شباهت ژنتیکی بین آن ،روی یک برگ

همچنین هیچ ارتباطی بین درصد محاسبه شد.  700

ها از  جدایه منشأو  DNAنگاری  انگشت یها گروه

های  جدایه که یطور به مشاهده نشد. های برگ لکه

ی مشترک ها گروههای مجزا در  از لکه آمده دست به

تجزیۀ حاصل از  های نتیجه کنار یکدیگر قرار گرفتند.

مایز ژنتیکی تید عدم نیز مؤ AMOVA واریانس

 از سه لکه برگی بلاست و عدم آمده دست بههای  جدایه

 ها نتیجهبود. این  ها لکهاساس  برها  جدایه تفکیک

بیمارگر در  ها یدیکنجریان بالای ژنوتیپی و انتقال 

موجود در یک برگ را نشان  یها لکه های سطح

  .دهد یم

سه سطح  زمان همدر ارزیابی  پژوهشدر این 

، جایگاه رشدهیتکثی ها گاهیجااز بین  ،یموردبررس

Pyrms43-44  بیشترین تعداد باندهای چند شکل و

شده برای هتروزیگوسیتی، بیشترین مقدارهای محاسبه

ی رو نیازاشاخص شانون و شاخص تنوع ژنی را داشت. 

گفت این جایگاه توانایی بیشتری را در نشان  توان یم

داشته است.  ها گاهیجادادن تنوع ژنتیکی از بین تمام 

نیز  Motlagh et al. (2015)با پژوهش  ها این نتیجه

 79از  Motlagh et al. (2015)سازگاری داشت. 

ژنتیک جمعیت  ی بررسبرای  ماهواره زیرجایگاه 

ماری بلاست برنج در استان گیلان قارچ عامل بی

ی بررسمشابه پژوهش حاضر، در  .استفاده نمودند

بیشترین محتوای  Pyrms43-44ه ایشان نیز جایگا

 شده مشاهده(، تعداد آلل PIC=0.85) شکلچندجایگاه 

(na=8 و تعداد آلل )مؤثر (ne=3.76 و شاخص شانون )

(I=1.38 را داشت و )بهترین آغازگر در میان  عنوان به

، این نیبنابراترکیب مورداستفاده شناخته شد.  79

ر ساختا یبررسابزار مناسبی برای  عنوان بهجایگاه 

 .شود یمپیشنهاد این قارچ ی ها تیجمعژنتیکی 
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 Suzuki et al. (2012) 72 پژوهشهمچنین در 

برای بررسی ساختار و تنوع ژنتیکی  ماهواره زیرآغازگر 

استان در غرب  70که از  P. oryzaeجدایه از قارچ  249

های این  ی شده بودند، استفاده شدند. نتیجهگردآورژاپن 

تنوع ژنتیکی در میان  سطح بالایی از پژوهش

ی و نرخ بالای تبادلات ژنی در موردبررسی ها تیجمع

ی را نشان موردبررسهای مختلف  ی منطقهها تیجمعبین 

به دلیل انتشار اسپورها و بذرهای برنج در  تواند یمداد که 

های این  های مختلف کشت برنج باشد. نتیجه بین منطقه

-Javanحاضر و سایر محققین ) پژوهشبا  پژوهش

Nikkhah et al., 2004; Hemmati, 2004; Motlagh et. 
al., 2015 ،ی بررسی در طور به( نیز سازگاری دارد

ی قارچ عامل بلاست برنج در ایران تنوع ها تیجمع

 .شود یمژنتیکی نسبتاً زیادی مشاهده 

کم بودن مقدارهای تفاوت ژنتیکی، بالا بودن 

ی ها آماره مقدارهای شباهت ژنتیکی و نزدیک بودن

هتروزیگوسیتی، تنوع ژنی و شاخص شانون به همراه 

شده برای تجزیۀ واریانس مولکولی مقدارهای محاسبه

AMOVA  ة مشابه بودن دهند نشانو جریان ژنی

های برگ و گردن خوشه در سطح یک مزرعه در  جمعیت

استنتاج نمود که  توان یمی رو نیازااست.  پژوهشاین 

 مرحلۀآلودگی در  منشأست برگ بلا مرحلۀی ها هیجدا

بلاست گردن خوشه نیز هستند. فاصله زمانی کوتاه بین 

)حدود یک ماه( مرحلۀ برگ و مرحلۀ گردن خوشه، 

ی آلوده به گردن ها برگاز  زا یماریبی ها ومیدیکنانتقال 

مختلف  های خوشۀ برنج و حرکت بیمارگر در طی مرحله

. سازد یمی فنولوژیک گیاه را در یک مزرعه را حتم

نتیجه گرفت بیمارگرهای مرحلۀ بلاست  توان یم سرانجام

مختلف  های ی ثانویه در مرحلهها یآلودگ منشأبرگ 

ی در مزرعه پاش سمفنولوژی گیاه میزبان هستند. عدم 

در طول فصل زراعی نیز باعث کاهش قدرت  موردپژوهش

گذار در تنوع ژنتیکی  و تسهیل انتقال  نیروهای تاثیر

گی از سطح برگ به گردن خوشه در طول یک فصل آلود

شده، ی ژنتیکی محاسبهها آمارهبر اساس  .استزراعی 

در  آمده دست به یها هیجدادر  ژنتیکی میزان تنوع

 شده مشاهده ژنتیکی تنوعمیزان بیشتر از مرحلۀ برگی 

 شده یبررسسطح گردن خوشه در هر دو مرحلۀ در 

با توجه به  .بود( مزرعهیک و  برنج بوتهیک سطح )

 یها تیجمع یشناس ستیز نۀیدرزمیی که ها پژوهش

، کاهش اندک میزان صورت پذیرفته استاین بیمارگر 

بلاست گردن مرحلۀ در  شده مشاهدهتنوع ژنتیکی 

با بلاست برگی ممکن است با قدرت  ۀخوشه در مقایس

برگی در سایر مرحلۀ  یها هیجدا ییزا یماریب

در ارتباط بوده و کاهش  رشدی میزبان های مرحله

ناشی از عدم موفقیت  شده مشاهدهتنوع ژنتیکی 

در  ییزا یماریبدر  برگ مرحلۀی ها هیجداتعدادی از 

 پژوهشبا  ها این نتیجهگردن خوشه باشد. مرحلۀ 

Keller et al. (1997)  وGatak et al. (2013)  نیز

ایشان نیز مشخص  پژوهشی دارد، چنانکه در خوان هم

در مرحلۀ  ها آللان تنوع ژنتیکی و فراوانی شد میز

بلاست برگی بیشتر از مرحلۀ بلاست گردن خوشه 

)عدم توانایی ریزش ژنتیکی . این محققین است

برگ روی خوشه( را  مرحلۀهای  سازی جدایه آلوده

 یها گاهیجادر  ها آللتغییر در فراوانی  عامل عنوان به

 مؤثری سموردبرر یها تیجمع در رشدهیتکث ژنتیکی

 (.Keller et al., 1997; Gatak et al., 2013) اند دانسته

 94دیگر، تنوع ژنتیکی  پژوهشهمچنین در یک 

از مرحلۀ بلاست برگی و  آمده دست به P. oryzae جدایۀ

با استفاده از یک  بلاست خوشه از سطح یک مزرعه برنج

ی قرار موردبررس rep-PCR فنو  Pot2جفت آغازگر 

های این  (. نتیجهSalimi et al., 2014گرفته است )

 ها هیجدادرصد،  14نشان داد که در سطح تشابه  پژوهش

. بر این اساس رندیگ یمنگاری قرار  در ده گروه انگشت

نگاری و  ی انگشتها گروهمشابه هیچ ارتباطی میان  طور به

های  )برگ و یا خوشه( مشاهده نشد. نتیجه ها هیجدا منشأ

 فاصلۀت، شباهت ژنتیکی زیاد و بررسی ژنتیک جمعی

از  آمده دست بهژنتیکی کم بین دو جمعیت برگ و خوشه 

 پژوهشسطح یک مزرعه را نشان داد. همچنین مشابه 

حاضر، میزان جریان ژنی زیادی بین دو جمعیت 

ة دهند نشاناز برگ و خوشه مشاهده شد که  آمده دست به

و  تبادلات ژنتیکی زیاد بین دو جمعیت بلاست برگ

، پژوهشهای این  ی نتیجهرو نیازا. استخوشه 

ی ها تیجمعهای حاصل از بررسی تنوع ژنتیکی  نتیجه

برگ و خوشه را با استفاده از  مرحلۀدر دو  آمده دست به

 دییتأ rep-PCRو تکنیک  Pot2یک جفت آغازگر 

 . دنکن یم
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های  ایدیومورف در بررسی وضعیت باروری و پراکنش

تیپ آمیزشی ، یک مزرعه برنجتیپ آمیزشی در سطح 

. شدشناسایی  MAT1-1 عنوان به ها هیجداتمامی 

 ،دهد یمنیز نشان  محققین دیگر یها پژوهش ۀنتیج

( در میان MAT1-1فقط یک تیپ آمیزشی )

 وجود دارد ایراناین قارچ در شمال  یها تیجمع

(Mousanejad et al., 2005; Hemmati et al., 2005; 

Zarrinnia et al., 2011) .ها، بر اساس این نتیجه 

تولید مثل جنسی این وقوع گفت احتمال  توان یم

سایر  احتمالاًدر شمال کشور ضعیف است و قارچ 

های تغییرپذیری باعث ایجاد تنوع ژنتیکی در  عامل

 ی این قارچ در شمال کشور هستند.ها تیجمع

ی زیادی که در رابطه با تغییرپذیری ها پژوهشطی 

منشأ تغییرها در این قارچ صورت پذیرفته است، نژادها و 

( یا نوترکیبی parasexualismی )شبه جنسپدیده 

عامل در بروز تغییرهای  نیتر مهم عنوان بهی رجنسیغ

ژنتیکی قارچ عامل بلاست برنج در جهان شناخته شده 

(. در کشور ما نیز با توجه Zeighler et al., 1994است )

هر دو ایدیومورف تیپ  به عدم ردیابی و شناسایی

مثل جنسی در طبیعت به آمیزشی و عدم مشاهده تولید

های مختلف برنج و  وجود تنوع زیاد در رقم رسد یمنظر 

مساعد بودن شرایط آب و هوایی برای تکثیر غیرجنسی و 

شبه ی از طریق پدیده رجنسیغبروز نوترکیبی  عتاًیطب

ها در  عامل نیتر مهمی در کنار سازگاری رویشی جنس

بروز تغییرهای ژنتیکی قارچ عامل بلاست برنج در شمال 

 .شوند یمکشور محسوب 
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