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و در  شده ایجاد Bipolaris sorokinianaسوختگی گندم توسط بیماري لکه

هاي گندم مطرح ترین بیماريبسیاري از مناطق جهان به عنوان یکی از مهم

انتخاب از اهمیت فراوانی براي  بیمارگرهاه ساختار ژنتیکی اطلاعات دربار است.

- نمونه ازاین تحقیق  در باشد.برخوردار میمناسب در کنترل بیماري  استراتژي

 46در مجموع تعداد هاي مازندران و گلستان شده از استان آوريهاي جمع

نیز زایی  هاي بیماري با موفقیت جدا، خالص و شناسایی شد. آزمایشجدایه 

سوختگی روي رقم نشان داد که عامل بیماري قادر به ایجاد علایم تیپیک لکه

 17حساس بولانی است. بررسی تنوع ژنتیکی قارچ عامل بیماري با استفاده از 

باند آن  98باند تکثیر شده  179نشان داد که از تعداد  RAPDو  ISSRنشانگر 

باند و  4/10این نشانگرها  چندشکل بودند. میانگین باندهاي تولید شده توسط

با ازاي هر نشانگر محاسبه شد. میانگین ارزش  6/5مورف میانگین باندهاي پلی

PIC  بوده که بیشترین  32/0براي نشانگرهاي مورد استفادهPIC  مربوط به

و کمترین آن مربوط به نشانگر  41/0با ارزش  ISSRاز نوع  UBC874نشانگر 

OPF2  از نوعRAPD  هاي داده ايتجزیه خوشهمحاسبه شد.  18/0با میزان

هاي این قارچ از تنوع بالایی نشان داد که جمعیت الگوهاي باندي حاصل از

هاي قارچی مورد جمعیت bootstrapباشند. بر اساس تجزیه برخوردار می

دهند. تمایز بالاي متمایز را تشکیل میگروه  7زیادي فاصله ژنتیکی مطالعه با 

دهد که تفاوت  لق به مناطق مختلف جغرافیایی از یکدیگر نشان میهاي متعگروه

هاي قارچی در مناطق مختلف وجود دارد که بیانگر ژنتیکی بالایی بین جمعیت

  هاي قارچی در شرایط اقلیمی متفاوت است. سازگاري جمعیت

  

، تنوع نشانگرهاي مولکولیسوختگی، لکهگندم،  کلیدي:هاي واژه

  .RAPDو  ISSRي ژنتیکی، نشانگرها
  

  

  

  

The spot blotch disease caused by Bipolaris sorokiniana is one 

of the most important diseases of wheat worldwide. The 

knowledge about genetic structure of fungal pathogens is 

important to design appropriate strategy to control the disease. 

In this study, a total of 46 samples were isolated, purified and 

characterized from samples collected from Mazandaran and 

Golestan provinces. Pathogenicity tests showed that isolates 

were able to cause typical spot blotch symptoms on Bulani as 

the susceptible cultivar. Genetic diversity analysis of isolates 

using 17 ISSR and RAPD markers showed that out of 179 

amplified bands, 98 were polymorphic. The average of 

amplified bands for each marker was 10.4, while the average 

of polymorphic bands was calculated 5.6 for each marker. The 

average PIC value was 0.32 ranging from the highest PIC 

value (0.41) for the ISSR marker, UBC874, to the lowest PIC 

value (0.18) for the RAPD marker, OPF2. Cluster analysis of 

banding pattern data showed that populations of this fungus 

had a high genetic diversity. Based on bootstrap analysis the 

isolates were differentiated with a high genetic distance to 

seven distinct groups. Highly distinct clusters belonging to 

different geographic regions revealed that there were high 

genetic differences between fungal populations indicating that 

fungal populations might be adapted to different climate 

regions.  
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  مقدمه

هزار  5- 6که حدود مهمترین گیاه زراعی دنیاست  گندم

سال قبل از میلاد مسیح در خاورمیانه بوجود آمده است. 

تژیک بوده که ادر ایران گندم مهمترین محصول استر

بیشترین سطح زیر کشت و میزان مصرف را به خود 

) Triticum aestivumاختصاص داده است. گندم نان (

داراي  )Poaceaeهاي تیره گندمیان  (در بین گونه

بالایی است، به طوري که این محصول  از  سازگاري

ي شمالی تا آرژانتین در نیمکره جنوبی فنلاند در نیمکره

این محصول بیشترین سطح زیر  گردد. نتیجتاً کشت می

کشت را در سراسر دنیا به عنوان یک محصول تجاري 

  به خود اختصاص داده است. 

با افزایش روز افزون جمعیت، نیاز غذایی بشر روز 

روز در حال افزایش بوده و تغذیه این جمعیت یکی  به

هاي مهم بشر امروزي است. امکان افزایش از نگرانی

تولید گندم از طریق افزایش سطح زیر کشت به دلیل 

محدودیتی که در آب و خاك زراعی وجود دارد کم 

است. بنابراین بیشترین تمرکز روي افزایش عملکرد 

باشد. آفات و می در واحد سطح و اصلاح کیفیت آن

ها عوامل زیستی هستند که نقش بزرگی در بیماري

کاهش محصول گندم دارند. در میان عوامل 

ها از اهمیت فراوانی برخوردارند بیماریزاي گندم، قارچ

هاي مهم از دسته عوامل به طوریکه غالب بیماري

باشند. در بین این عوامل لکه زاي قارچی میبیماري

اي برخوردار هستند. از اهمیت ویژهگندم هاي برگی

طی بازدیدهاي دو سال گذشته از مناطق شمالی 

با شدت ) Spot blotch(سوختگی  کشور بیماري لکه 

در اکثر مزارع گندم مشاهده  گیرهمهبالا و بصورت 

 عامل این بیماري قارچ نکروتروف  شده است. 

Bipolaris sorokiniana  با فرم جنسی

Cochliobolus sativus  بوده که در بسیاري از

هاي مناطق جهان به عنوان یکی از مهمترین بیماري

این قارچ  اولین از نظر تاریخچه،  گندم مطرح است. 

آمریکا  یشمال و متعاقب آن از آمریکايبار از روسیه 

   .)Sivansean, 1987(گزارش شد 

لکه سوختگی در بسیاري از مناطق مورد کاشت 

 کاهشوجود داشته و موجب  گندم در جهان نیز

هاي اخیر بدلیل استفاده از در سالگردد. محصول می

سوختگی به عنوان ارقام مقاوم به زنگ، بیماري لکه

محدود کننده تولید در مناطق  مهمیکی از عوامل 

کشت گندم در آسیا در کشورهایی مانند هند، 

 12پاکستان و آسیاي مرکزي به وسعت بیش از 

و از نظر جهانی  شده است مشاهدهمیلیون هکتار 

وسعت آلودگی مزارع کشت گندم به این بیماري به 

 Nagarajan(  شود میلیون هکتار بالغ می 25حدود 

and Kumar, 1998; Acharya et al., 2011;. 

Ruckstuhl, 1998; Singh et al., 1998 .( این میزان

% از کل کشت گندم در جهان 12آلودگی حدود 

رویه  کشت بی). Minotto et al., 2014باشد ( می

ارقام حساس به این بیماري و عوامل دیگري نظیر 

هاي تناوب، کم توجهی  فراوانی بیشتر گندم در برنامه

به مدیریت بقایاي گیاهی، افزایش مصرف کودهاي 

ازته و مقاومت به قارچکش هاي سیستمیک نیز در 

 هاگیريهمهگسترش روزافزون بیماري و بروز 

در چین بدلیل جایگزینی ارقام تاثیر نبوده است.  یب

بومی با ارقام تجاري پر محصول مقاوم به زنگ این 

بیماري به عنوان یکی از عوامل تهدید کننده تولید 

. )Chang and Wu, 1998گندم گزارش شده است (

در کشورهاي آمریکاي شمالی مانند کانادا و ایلات 

زیل  و با شدت متحده، آمریکاي جنوبی مانند بر

کمتري در برخی از کشورهاي اروپایی  گسترش پیدا 

 ,.Mehta et al., 1992; Acharya et al( است

2011; Kwasna, 1995.(  

و مقدار محصول  بیمارگرظرفیت تخریبی این 

کاهش یافته ناشی از این بیماري براساس 

هاي اعلام شده از مناطق مختلف دنیا متغیر  گزارش

. در نواحی گرم )Acharya et al., 2011( باشدمی

جنوب آسیا میزان کاهش محصول بیشتر است. به 

درصد محصول در  20طور متوسط در جنوب آسیا، 

 Sharmaروند  (هاي لکه برگی از بین میاثر بیماري
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et al., 2006گیسوخت). میزان خسارت ناشی از لکه 

درصد به  43تا  25درصد و  38تا  4در جنوب آسیا از 

گزارش شده   2005و  2004هاي  ترتیب در سال

). در نپال شدت این Sharma et al., 2006است (

 100تا  2005و  2004هاي در سال تیببیماري به تر

 Sharma and( برآورد شده استدرصد  70درصد و 

Duveiller, 2007(.  10همچنین باعث  بیمارگراین ،

درصد خسارت در کشورهایی مانند  20و  15

 ,.Murray et alشود (کاتلند، کانادا ، برزیل میاس

1998.(  

تواند ها میاطلاعات درباره ساختار ژنتیکی قارچ

هاي مناسب در کنترل در کمک به انتخاب استراتژي

بیماري بسیار موثر باشد. به عنوان مثال در زمانی که 

عامل بیماریزا از تنوع ژنتیکی بالایی برخوردار باشد، 

ارقام مقاومی که حاوي یک ژن با اثر استفاده از 

باشد چرا که فشار انتخاب بر بزرگ باشند مناسب نمی

روي یک جمعیت با تنوع ژنتیکی بالا منجر به 

 McDonald andگردد (شکستن سریع مقاومت می

Linde, 2002 به طور کلی نشانگرهاي مولکولی .(

یکی از ابزارهاي پرکاربرد جهت تعیین تنوع ژنتیکی 

هاي قارچی هاي موجودات از جمله گونهگونه بین

توان به جمله پرکاربردترین آنها میباشند. از آنمی

اشاره  RAPDو  ISSR ،AFLP ،SSR نشانگرهاي

آغازگرهاي کوتاه  RAPDنمود. در نشانگرهاي 

ژنومی جفت شده و  DNAتوانند با نواحی مختلف  می

 شوند. نشانگر DNAسبب تکثیر قطعات متنوع 

RAPD  به دلیل ارزانی و سادگی یکی از

باشد که جهت ي مولکولی میپرکاربردترین نشانگرها

ها و بردن به اختلاف ژنتیکی بین گونهپی

هاي قارچی در موارد بسیاري استفاده شده  جمعیت

مختلفی که در تعیین تنوع  هاياست. از بین روش

استفاده شده است  ژنتیکی بیمارگرهاي گیاهی

 نیز نام برد. از این rep-PCRز نشانگر توان ا می

ها تنوع ژنتیکی پروکاریوتبیشتر براي تعیین  نشانگر

هاي تمایز جدایه از این روش براياستفاده شده است. 

 Fusarium oxysporum بیمارگرهاي قارچی از جمله

نیز استفاده شده   Mycosphaerella graminicolaو 

  ). Edel et al., 1995; Komijani et al., 2010( است

ه در ابتدا ب B. sorokinianaتنوع ژنتیکی قارچ 

ها مورد بررسی قرار گرفت  مورفیسم ایزوزایم وسیله پلی

)Terekhova and Rochev, 1989; Valim-Labres et 

al. 1997هاي مبتنی بر نشانگرهاي ). سپس روش

DNA  مانندRAPD ،PCR-PFLP  براي بررسی تنوع

بررسی قرار  هاي قارچ مورد جمعیتژنتیکی در میان 

 de Moura Nascimento and Van Derگرفت (

Sand, 2008; de Oliveira et al., 2002; Fordyce. 

and Meldrum, 2001; Mironenko and Bulat,. 

نشان داد که این  AFLP). استفاده از روش 2001

تر از روش  ژنتیکی مناسب روش براي بررسی تنوع

RAPD باشد می)Majer et al., 1996; Powell et 

al., 1996دلیل تکرارپذیري بالاتر و تولید ه ). ب

نشانگرهاي بیشتر این روش براي بررسی تنوع 

ها مورد استفاده قرار ژنتیکی بسیاري دیگر از قارچ

). Zhong and Steffenson, 2002گرفته است (

بدلیل سادگی و کم هزینه بودن و  RAPDروش 

سیاري از مطالعات ژنتیکی نیز مورد سرعت آن در ب

 ,Arabi and Jawharاستفاده قرار گرفته است (

مارکرهاي مولکولی مورد استفاده در این ). 2007

تحقیق تاکنون براي بررسی تنوع ژنتیکی عامل 

سوختگی گندم مورد استفاده قرار نگرفته بیماري لکه

هاي از آنجائیکه اطلاعات در خصوص تفاوتاست. 

تنوع ژنتیکی عامل بیماري از پیش  یزایی وبیمار

باشد، ضروري است نیازهاي تهیه ارقام مقاوم می

هاي این بیمارگر نیز جهت جمعیت ساختار ژنتیکی

ارقام مقاوم یا متحمل مناسب هر  معرفی و استفاده از

بنابراین تحقیق حاضر با هدف منطقه مشخص شود. 

اري عامل بیمسازي و شناسایی جداسازي، خالص

عامل ساختار ژنتیکی سوختگی و همچنین بررسی لکه

هاي سوختگی با استفاده از نشانگربیماري لکه

  مولکولی انجام پذیرفت. 
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  ها مواد و روش

  سازي عامل بیماريجداسازي و خالص

هاي گندم در استان مناطق کشت بازدید ازضمن 

هاي برگی آلوده گندم داراي ، نمونهمازندران وگلستان

آوري شده و به آزمایشگاه جمع گیسوختیم لکهعلا

ات برگی . براي جداسازي قارچ ابتدا قطعشدمنتقل 

% به 1بوسیله هیپوکلریت سدیم  علایم مذکورداراي 

. قطعات برگ سپس شددقیقه ضد عفونی  3-2مدت 

داده سه بار با آب مقطر استریل شستشوي سطحی 

اغذ پتري داراي کتشتک در داخل در نهایت و  شد

درجه سلسیوس قرار  20در دماي  وصافی مرطوب 

ند. پس از ظاهر شدن کنیدیوفور و کنیدي قارچ فتگر

هاي قارچ از روي برگ بوسیله عامل بیماري، کنیدي

آوري شده و بر روي محیط لوپ آزمایشگاهی جمع

ساعت  8- 5. بعد از حدود شدآگار پراکنده - کشت آب

ي محیط کشت هاي جوانه زده از رویکی از کنیدي

آگار بوسیله اسکالپل استریل جدا و به محیط -آب

  .منتقل شد  PDAکشت 

  

   زایی بیماريآزمون 

جدایه که به صورت  5زایی براي تعداد  اثبات بیماري

هاي تصادفی انتخاب شدند، انجام شد. آزمایش

 يزنی در مرحلهزایی با استفاده از مایه بیماري

براي نی انجام شد. اي روي رقم حساس بولاگیاهچه

 PDA  )Potatoي زادمایه قارچ از محیط کشتتهیه

Dextrose Agar(  استفاده شد. جهت تولید کنیدي

 22روز در دماي  8به مدت  هاقارچ، محیط کشت

گرفتند. سپس درجه سلسیوس در شرایط تاریکی قرار 

آب مقطر استریل بر روي تشتک پتري اضافه شده تا 

وسیله  ها بهپوشانده شوند و کنیدي ها کاملاًمیسلیوم

یک بورس شستشو و آزاد شدند. سوسپانسیون کنیدي 

لیتر تنظیم کنیدي در میلی 5000حاصل، به غلظت 

 20قطره روغن تویین   5-10شده و سپس حدود 

(Tween 20)  به هر لیتر سوسپانسیون قارچ اضافه و

از با استفاده  زنی استفاده شد.  مایه زنیبراي مایه

با روزه  10-15ي هااسپري کردن گیاهچه

ها به . گیاهچهشدسوسپانسیون اسپور قارچ انجام 

  در ی اشباع تشرایط رطوب در ساعت 24مدت 

هاي نهایت در زیر سرپوشدرقرار گرفته و تاریکی 

با درجه سلسیوس  20±2اتیلنی شفاف در دماي پلی

نگهداري ساعت روشنایی  12ساعت تاریکی و  12

   .نددش

  

  DNAاستخراج 

 Tris-HClخراج [تابتدا بافر اس ،DNAاستخراج براي 

pH=8 (100mM), EDTA (50mM), NaCl. 

(500mM), 2β-mercaptoethanol (2%), SDS. 

 1/0ها به میزان میسلیوم جدایه گردید. تهیه [(1%)

انتقال داده شده و  لیترمیلی 5/1 هاي به  تیوبگرم 

ها بلافاصله به تیوب ند.شدسپس در ازت مایع پودر 

میکرولیتر بافر استخراج اضافه  600پس از خرد شدن 

 65ها در دماي نمونه ).Mehrabi et al., 2014( شد

دقیقه قرار داده شده و  10به مدت  درجه سلسیوس

به میکرولیتر کلروفرم/ ایزوآمیل الکل ( 700سپس 

ها اضافه شده و پنج دقیقه به ) به تیوب1:24نسبت 

 شدند.هم زده ه ها در دماي اتاق بامی نمونهآر

دقیقه  20و به مدت  rpm 12000وژ اول با سانتریفی

انجام گردیده، فاز رونشین به تیوب جدید منتقل 

) به نسبت pH=5.2مولار ( 5گشته و استات سدیم 

یک دهم حجم بافر استخراج به نمونه اضافه شد. بعد 

به نول سرد (استات سدیم، ایزوپروپا از اضافه شدن

سانتریفیوژ  شد. سپسحجم) به تیوب اضافه مقدار هم

که در این شده  دقیقه انجام 5و  rpm12000دوم با 

به صورت رسوب نازکی در ته تیوب   DNAمرحله 

% 70با اتانول  DNAشستشوي رسوب  ند.قرار گرفت

دقیقه در دماي اتاق  20به مدت ها نمونهانجام و 

بافر  میکرولیتر 100ر . رسوب حاصل دشدندخشک 

TE  .حل شد  
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  اي پلیمراز واکنش زنجیره

اي پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي  واکنش زنجیره

RAPD و ISSR  میکرولیتر براي هر  25در حجم

، آغازگرهاي مورد  PCR (1X)واکنش با استفاده از بافر

آنزیم یک واحد  نانومولار، 200هر کدام به میزان  نظر

کلرید مولار، میلی 2به میزان  dNTPs تگ پلیمراز،

 10به میزان  DNAمولار و میلی 5/2با غلظت  منیزیم

به صورت یک   PCR برنامه حرارتی انجام شد.نانوگرم 

درجه  94چرخه واسرشت سازي اولیه در دماي

چرخه شامل  40- 35دقیقه و  2سلسیوس به مدت 

درجه سلسیوس به  94 مراحل واسرشت سازي در دماي

 45ثانیه، اتصال بسته به نوع آغازگر به مدت  45 مدت

 2درجه سلسیوس به مدت  72ثانیه و بسط در دماي 

 72دقیقه و در خاتمه یک چرخه بسط نهایی در دماي 

  دقیقه تنظیم شد. 7درجه سلسیوس به مدت 

هاي تکثیر شده  براي انجام الکتروفورز فرآورده

PCR  ه شد. از درصد استفاد 5/1از ژل آگارز با غلظت

میکرولیتر از  6مقدار  PCRهاي  هر یک از تیوب

میکرولیتر از بافر  2محلول واکنش به همراه 

 25/0درصد بروموفنل بلو،  025/0گذاري ( نمونه

درصد سوکروز) در داخل  40درصد زیلن سیانول و 

. براي الکتروفورز از بارگزاري شد و چاهک ریخته

شده و یاز استفاده ولت به مدت مورد ن 100ولتاژ ثابت 

پس از پایان کار ژل داخل ظرف اتیدیوم بروماید با 

دقیقه  20گرم در لیتر به مدت  میلی 5/0- 1غلظت 

. عکسبرداري با استفاده شدآمیزي  قرار گرفته و رنگ

تصاویر حاصل از شد.  از دستگاه ژل داکیومنتر انجام 

با توجه به حضور یا عدم حضور رنگ آمیزي ژل، 

  انجام گرفت. دهیو نمره ارزیابیتکثیر شده  هايباند

  

  هاي مولکولیتجزیه و تحلیل داده

هاي مربوط به نشانگرهاي مولکولی به داده

صفر (عدم وجود باند) و یک  نواري الگوهايصورت 

(وجود باند) امتیازدهی شدند. براي رسم دندروگرام 

تشکیل و سپس  DICEابتدا ماتریس تشابه با روش 

افزار با نرم UPGMAبا استفاده از روش  دندروگرام

NTSYSpc 2.0  رسم شد(Rohlf, 1998).  براي

ثبات آماري  و بندياطمینان از صحت خوشه

 هاي تشکیل شده در دندروگرام مبتنی بر گروه

UPGMA  از تکنیکBootstrapping ها با داده

افزار نرم ازدرصد  99اطمینان  تکرار و فاصله 1000

WinBoot اده شد استف)Yap and Nelson, 1996(.  

  

  نتایج و بحث

هاي مازندران و شده از استان آوريهاي جمعنمونه از

با موفقیت جدایه  46در مجموع تعداد گلستان 

. )2و شکل  1جداسازي و خالص شد (جدول 

هاي از اکثر نمونه B. sorokiniaجداسازي قارچ 

ي برگی دال بر پراکندگی گسترده و آلودگی بالا

مزارع گندم به این بیماري داشت. مشخصات 

 کلید معتبر بر اساس هاي مذکورجدایهمورفولوژیکی 

(Sivansean, 1987)  گونه باB. sorokinia  تطابق

قارچ  پرگنهبه طور خلاصه ). 1کامل داشت (شکل 

وم یتولید یک لایه میسل PDAبرروي محیط کشت 

ي فورهانماید. کنیدياي تیره میخاکستري تا قهوه

به صورت منفرد و یا در دستجات با تعداد تولید شده 

غیرمنشعب،  ،به طور عموديتشکیل شده و کم 

اي نیمه تیره به طول دار به رنگ قهوهصاف، دیواره

ها به صورت جانبی از باشد. کنیديمی µm200حدود 

ورها تولید فهاي عرضی کنیديهاي زیر دیوارهسوراخ

 10تا  6با سطح صاف غالباٌ اي تیره  قهوهشده و 

 دنباشمی µm 28 -17x120-40سلولی و به اندازه 

هاي ها از دو سوي سلولزنی کنیديجوانه .)1(شکل 

  پذیرد. انتهایی صورت می

روي رقم حساس  زایی بیمارينتایج آزمایشات 

سوختگی قادر بولانی نشان داد که عامل بیماري لکه

). D-1باشد (شکل یبه ایجاد علایم تیپیک بیماري م

ساعت به  48علایم اولیه بیماري بعد از گذشت 

صورت رنگ پریدگی موضعی بوده که با گذشت زمان 

تر شده که به هاي کلروزه با مرکز تیرهتبدیل به لکه



 )15-27( 1394 پائیز، یازدهمشماره  چهارم، سال، ان زراعیفناوري گیاهمجله علمی ـ پژوهشی زیست       20

باشند. معروف می (Green Islands)جزایر سبز 

هاي مناطق کلروزه با گذشت زمان تبدیل به لکه

هاي نکروز و یت با پیوستن لکهنکروز شده و در نها

کلروز تمام سطح برگ دچار سوختگی شده که از 

  ).1علایم تیپیک بیماري است (شکل 

  

 Bipolarisقارچ هاي مورد استفاده مشخصات جدایه .1جدول 

sorokiniana در این تحقیق سوختگی گندم عامل بیماري لکه  

 طول جغرافیایی  عرض جغرافیایی  کد جدایه شماره

1 CS1 36.61933 53.24681 
2 CS3 36.48911 52.77124 
3 CS4 36.88089 53.71210 
4 CS6 36.56344 52.81258 
5 CS9 36.48911 52.77124 
6 CS10 36.61064 53.23323 
7 CS11 36.48911 52.77124 
8 CS20 36.92252 54.89301 
9 CS24 36.56344 52.81258 

10 CS25 36.88089 53.71210 
11 CS26 36.56344 52.81258 
12 CS27 36.81921 54.21454 
13 CS38 36.81921 54.21454 
14 CS40 36.56344 52.81258 
15 CS41 36.75509 53.27770 
16 CS48 36.48911 52.77124 
17 CS55 37.24875 55.4.349 
18 CS56 36.69734 53.60535 
19 CS65 37.06875 55.13168 
20 CS70 36.75509 53.27770 
21 CS71 36.61064 53.23323 
22 CS72 36.74614 53.36384 
23 CS73 37.06875 55.13168 
24 CS74 36.69734 53.60535 
25 CS78 36.90236 54.43356 
26 CS80 36.90236 54.43356 
27 CS88 36.93818 54.43816 
28 CS97 36.89954 54.76540 
29 CS100 37.06875 55.13168 
30 CS112 36.73686 53.26813 
31 CS123 36.73686 53.26813 
32 CS125 36.89954 54.76540 
33 CS126 36.89954 54.76540 
34 CS131 36.58764 52.86815 
35 CS162 37.12995 55.21752 
36 CS165 36.88611 54.69540 
37 CS168 37.24875 55.4.349 
38 CS177 36.89954 54.76540 
39 CS198 36.67955 53.41348 
40 CS203 36.61517 52.94956 
41 CS219 36.92252 54.89301 
42 CS220 36.88089 53.71210 
43 CS228 36.81921 54.21454 
44 CS257 36.69734 53.60535 
45 CS265 36.69734 53.60535 
46 CS277 36.92252 54.89301 

  

  

  

  
ی مشاهده شده در مزرعه سوختگعلایم بیماري لکه .1شکل 

)Aهاي قارچ عامل بیماري (). کنیديBهاي تولید ). کنیدي

فور در شرایط آزمایشگاهی هاي جانبی کنیديشده از سوراخ

)Cهاي نکروتیک با هاله کلروتیک ناشی از قارچ ). لکه

Bipolaris sorokiniana روز پس از  7زایی  در آزمون بیماري

  اي.هزنی در شرایط گلخانمایه

  

تاکنون اطلاعی از ساختار جمعیتی قارچ  از آنجاکه

این  در ،باشدایران در دست نمی بیماري در عامل

هاي مولکولی نسبت به تحقیق با استفاده از روش

نتایج بررسی  بررسی تنوع ژنتیکی این قارچ اقدام شد.

نشان داد  ISSRحاصل از الگوي باندي نشانگرهاي 

باند  64تولید شده، تعداد باند  112که از مجموع 
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مورف بوده و بقیه باندها مونومورف %) پلی8/56(

). کمترین تعداد باند حاصل براي 3باشند (جدول می

باند و بیشترین باند حاصل  8با  UBC801نشانگر 

باند ثبت شد. میانگین  14با  UBC828براي نشانگر 

بوده  ISSR 2/11تعداد باند حاصل براي نشانگرهاي 

الی که میانگین باندهاي چندشکل براي این نوع در ح

براي هر آغازگر ثبت شد. میانگین ارزش  4/6نشانگر 

PIC  براي نشانگرهايISSR 34/0  بوده که بیشترین

PIC  مربوط به نشانگرUBC874  و  41/0با ارزش

با میزان  UBC815کمترین آن مربوط به نشانگر 

  ).3محاسبه شد (جدول  28/0

حاصل از الگوي باندي نشانگرهاي نتایج بررسی 

RAPD  باند تولید  67نیز نشان داد که از مجموع

مورف بوده و بقیه %) پلی3/50باند ( 34شده، تعداد 

باندها مونومورف بودند. کمترین تعداد باند حاصل 

باند و بیشترین باند حاصل  7با  OPE1براي نشانگر 

. باند ثبت شد 11با  OPA2و  OPB7براي نشانگر 

 RAPDمیانگین تعداد باند حاصل براي نشانگرهاي 

بوده در حالی که میانگین باندهاي چندشکل  6/9

براي هر نشانگر بود.  9/4براي این نوع نشانگر 

 RAPD 3/0براي نشانگرهاي  PICمیانگین ارزش 

با  OPA2مربوط به نشانگر  PICبوده که بیشترین 

با  OPF2و کمترین آن مربوط به نشانگر  36/0ارزش 

   ).3محاسبه شد (جدول  18/0میزان 

  

  
ها آورده شده ها در مستطیلهاي مازندران و گلستان. شماره جدایهاز استانبرداري از مزارع گندم هاي نمونهمختصات مکان .2شکل 

  باشند.ک گروه ژنتیکی میهاي همرنگ متعلق به یها بر اساس آزمون تجزیه کلاستر انتخاب شده و جدایهاست. رنگ زمینه مستطیل

  
   هاي جدایهنشانگرهاي مورد استفاده در این تحقیق جهت بررسی تنوع ژنتیکی  .2جدول 

  سوختگی گندم عامل بیماري لکه Bipolaris sorokinianaقارچ 
 نوع نشانگر  نام آغازگر  ('3-'5) توالی  دماي اتصال

48 °C AGAGAGAGAGAGAGAGT UBC807 ISSR 
44 °C CTC TCT CTC TCT CTC TG UBC815  
48 °C CACACACACACACACAT UBC816  
52 °C CAC ACA CAC ACA CAC AG UBC818  
52 °C TGTGTGTGTGTGTGTGA UBC828  
50 °C GGA GAG GAG AGG AGA UBC880  
54 °C CCCTCCCTCCCTCCCT UBC874  
48 °C TCTCTCTCTCTCTCTCA UBC822  
48 °C ATA TAT ATA TAT ATA TT UBC801  
48 °C GGA TGG ATG GAT GGAT UBC878  
36 °C CAGGCCCTTC OPA1 RAPD 
39 °C TGCCGAGCTG OPA2  
39 °C GAGGATCCCT OPF2  
36 °C GTGAGGCGTC OPC2  
38 °C ACCTGAACGG OPD6  
38 °C GGTGACGCAG OPB7  
36 °C CCCAAGGTCC OPE1  
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  هاي مورد استفادهده براي نشانگرگیري شهاي مولکولی اندازهشاخص .3جدول 

  نوع 

  نشانگر

  نام 

 آغازگر

  هاي تعداد باند

  تکثیر شده

  هاي تعداد باند

 چند شکل

  درصد 

 چندشکلی

  ارزش محتواي 

  چند شکلی
ISSR UBC807 13 6 46 0.36 
 UBC822 12 7 58 0.35 
 UBC816 10 5 50 0.29 
 UBC815 9 5 55 0.28 
 UBC818 12 7 58 0.37 
 UBC828 14 8 57 0.39 
 UBC880 9 5 55 0.26 
 UBC874 14 9 64 0.41 
 UBC801 8 5 62 0.34 
 UBC878 11 7 63 0.38 

RAPD OPA1 10 6 60 0.34 
 OPC2 10 5 50 0.28 
 OPB7 11 6 54 0.33 
 OPA2 11 6 54 0.36 
 OPE1 7 4 57 0.21 
 OPF2 10 4 40 0.18 
 OPD6 8 3 37 0.14 

  

 179تعداد  RAPDو  ISSRجموع دو نشانگر در م

باند آن چندشکل بودند.  98باند تولید کرده که 

میانگین باندهاي تولید شده توسط این نشانگرها 

   هب 6/5مورف باند و میانگین باندهاي پلی 4/10

 PICازاي هر نشانگر محاسبه شد. میانگین ارزش 

بوده که  32/0براي نشانگرهاي مورد استفاده 

از نوع  UBC874مربوط به نشانگر  PICشترین بی

ISSR  و کمترین آن مربوط به نشانگر  41/0با ارزش

OPF2  از نوعRAPD  محاسبه شد  18/0با میزان

  ). 4(جدول 

  

  هاي مورد استفادهگیري شده براي نشانگرهاي مولکولی اندازهمقایسه شاخص .4جدول 

 ISSR  RAPD ISSR/RAPD نشانگر

 179 67 112 هاي تکثیر شدهباند تعدادمجموع 

 98 34 64  هاي چند شکلتعداد باندمجموع 

 10.4 9.6 11.2 هاي تکثیر شدهتعداد باندمیانگین 

 5.6 4.9 6.4 هاي چند شکلمیانگین تعداد باند

 53.5 50.3 56.8 میانگین درصد چندشکلی

 3.2 0.3 0.34 شکلیمیانگین ارزش محتواي چند

  

  RAPDو  ISSRج دو نوع نشانگر مقایسه نتای

به میزان  ISSRنشان داد که در مجموع نشانگرهاي 

باند به ازاي هر آغازگر نسبت به نشانگر  6/1متوسط 

RAPD  نماید. علاوه تعداد باند بیشتري تولید می

 ISSRبراین درصد باندهاي چندشکل در نشانگرهاي 

بوده که   RAPD% بیشتر از نشانگر 5/6به میزان 

در  ISSRبالاتر نشانگر  PICحاصل آن ارزش 

باشد. این نتایج نشان می RAPDمقایسه با نشانگر 

براي بررسی تنوع ژنتیکی  ISSRدهد که نشانگر می

سوحتگی گندم کارایی بالاتري نسبت هاي لکهجدایه

  دارند.   RAPDبه نشانگر 

الگوهاي باندي  لیو تحل هیتجز حاصل از جینتا
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 RAPDو  ISSR نشانگر 17 مجموع تلفیق حاصل از

). 3و  2(شکل  نمود میگروه تقس هفتها را به هیجدا

جدایه از منطقه مرکزي استان  4در گروه اول 

مازندران (بین جویبار و نکا) قرار گرفتند. گروه دوم 

جدایه را در برگرفت که همگی از منطقه  4نیز 

جدایه بزرگترین  14شهر بودند. گروه سوم با  قائم

هایی مابین شهرهاي لاستر را تشکیل داد که جدایهک

آبادکتول و همچنین سه جدایه از جنوب گرگان و علی

شدند. در گروه چهارم شرقی دریاي خزر را شامل می

تنها سه جدایه از منطقه کردکوي قرار گرفتند. گروه 

شهر قرار جدایه بین شهرهاي جویبار و قائم 5پنجم با 

یه نیز در گروه ششم قرار گرفتند جدا 6گرفتند. تعداد 

که از منتهی الیه شرقی استان گلستان (آزادشهر تا 

جدایه  10مینودشت) جدا شده بودند. گروه هفتم نیز 

هاي متعلق به گرفت که شامل جدایهرا در بر می

شرق شهر ساري (اطراف بهشهر و نکا) بودند (شکل 

طق در منا عامل بیماري تنوع ژنتیکی قارچ). 3و  2

جدایه  60تعداد  .گزارش شده استنیز مختلف جهان 

مورد بررسی قرار  URPاز برزیل با استفاده از نشانگر 

گروه تقسیم نمود، اما  23ها را به گرفت که جدایه

هاي مولکولی از پراکنش بندي بر اساس داده گروه

روش ). Mann et al., 2014aجغرافیایی تبعیت نکرد (

AFLP هاي این ع ژنتیکی جدایهبراي بررسی تنو

هاي قارچ از ایالت داکوتاي شمالی و دیگر ایالت

هاي دیگر کشورها مورد آمریکا و همچنین جدایه

 Zhong and Steffensonاستفاده قرار گرفته است (

 93براي بررسی تنوع ژنتیکی  ). این روش اخیرا2002ً

از کانادا و دیگر نقاط جهان  B. sorokinianaجدایه 

 Gazvini andاستفاده قرار گرفته است ( مورد

Tekauz, 2010.( Fajulo ) از 2013و همکاران (

 85تعداد  B. sorokinianaکتابخانه ژنومی قارچ 

 15طراحی کرده که از این میان تنها  SSRنشانگر 

). Fajulo et al.,2013نشانگر چند شکل بودند (

Arabi  وJawhar )2007 با استفاده از روش (RAPD 

را مورد بررسی قرار  B. sorokiniana جدایه 21تعداد 

هاي این قارچ از تنوع دادند و نشان دادند که جدایه

 ,Arabi and Jawharبالایی برخوردار هستند (

2007.(   

  

  
ز روش . دندروگرام با استفاده اRAPDو  ISSRهاي مربوط به نشانگرهاي مولکولی تجزیه کلاستر حاصل از تلفیق داده .3شکل 

UPGMA افزار با نرمNTSYSpc 2.0 افزار رسم شد و با استفاده از نرمWinBoot با روش  بنديصحت خوشهBootstrap .محاسبه شد  
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اسپوریک ي پلیجدایه 27در تحقیقی دیگر تعداد 

اسپوریک در ارزیابی جدایه مونو 72و تعداد 

یج نشان مورد مقایسه قرار گرفت که نتا زایی بیماري

هاي  اسپوریک نسبت به جدایههاي پلی داد جدایه

بیشتري داشتند  زایی بیماريمونواسپوریک قدرت 

)Minotto et al., 2014 به همین نحوه تعدادي از .(

اسپوریک هاي پلیهاي مونواسپوریک با جدایهجدایه

براي بررسی تنوع  URPهاي با استفاده از نشانگر

ار گرفت که نتایج نشان داد ژنتیکی مورد استفاده قر

اسپوریک شباهت بیشتري به هم هاي مونوجدایه

هاي ي دادهداشتند. دندروگرام حاصل از تجزیه

ها را بر اساس الگوي مولکولی نیز نتوانست جدایه

). Mann et al., 2014bجغرافیایی تفکیک نماید (

 B. oryzaeهاي بررسی پراکنش جغرافیایی جدایه

همبستگی بین منشاء جغرافیایی و نشان داد که 

 ,.de Oliveira et alوجود ندارد ( RAPDبندي  گروه

). در تحقیقی دیگر نشان داده شد که 2002

با منشاء  AFLPهمبستگی نسبی بین الگوي باندي 

جغرافیایی براي برخی مناطق وجود دارد اما 

بیشتر از  زایی بیماريو  AFLPهمبستگی بین الگوي 

و منشاء جغرافیایی  AFLPالگوي همبستگی بین 

). Ghazvini and Tekauz, 2010باشد (ها می جدایه

ي مولکولی براي بند گروهاین محققین نشان دادند که 

هاي با منشاء جغرافیایی همبستگی دارد. به جدایه

هاي متعلق به کشور لهستان عنوان مثال اکثر جدایه

بین در گروهی جدا قرار گرفتند. همبستگی پایین 

هاي  شباهت ژنتیکی و منشاء جغرافیایی براي جدایه

B. sorokiniana ) نیز گزارش شده استZhong 

and Steffenson, 2001 مشخص شده است که .(

هاي قارچی وابسته به چند تنوع ژنتیکی جمعیت

فاکتور مهم از جمله سیکل جنسی، نرخ موتاسیون، 

باشد  جریان ژنی، مهاجرت و فشار انتخاب می

)McDonald, 1997 .(بیمارگر  آگاهی از تنوع ژنتیکی

بیمارگر  تواند منجر به فهم این موضوع شود کهمی

 سازدچگونه خود را با تغییرات محیطی سازگار می

)McDonald & Linde,  2002(.  همچنین بررسی

هاي بیمارگر گیاهی به منظور تنوع ژنتیکی در جمعیت

گر در بیمار و تکامل همزمان میزبان درك

 McDonaldهاي گیاهی ضروري است (پاتوسیستم

et al., 1989(. ًبه صورت  از آنجا که این قارچ غالبا

شود غیر جنسی تکثیر کرده و در طبیعت یافت می

)Tinline 1961, 1988ًتنوع موجود در  ) احتمالا

هاي این قارچ ناشی از عوامل دیگري جمعیت

  ) Tinline )1961باشد. همچون موتاسیون می

  گزارش نمود که موتاسیون در آسکوسپورهاي

B. sorokiniana هاي جدیدي از قادر است استرین

باشد تولید نماید. ها میقارچ که متفاوت به والد آن

همچنین نوترکیبی کروموزومی نسبت به موتاسیون 

ممکن است نقش موثرتري در تنوع ژنتیکی این قارچ 

  ). Tinline, 1961داشته باشد (

توانست مولکولی هاي داده قیتلف حاصل از جیتان

یی ایمنشاء جغراف لحاظتا حد زیادي از ها را هیجدا

نواحی بین  ISSRنشانگرهاي متمایز نماید. 

این  از آنجا که نمایند ومی اي را تکثیرریزماهواره

 هاو از جمله قارچ هانواحی در سطح ژنوم یوکاریوت

اند، کاربرد این نوع هبالایی توزیع یافت با فراوانی

در بررسی تنوع ژنتیکی کارایی تواند نشانگرها می

حاصل از تجزیه  با بررسی نتایج زیادي داشته باشد.

 شدمشخص  Bootstrapتجزیه  و هااي دادهخوشه

هاي قارچی مورد مطالعه با تنوع بالا و با جمعیتکه 

متمایز را تشکیل گروه اصلی  7زیادي فاصله ژنتیکی 

 دلیلی بر صحت Bootstrapمقادیر بالاي دهند. می

باشد ها در دندروگرام ترسیم شده میي جدایهبند گروه

ها از یکدیگر نشان . تمایز بالاي گروه)2(شکل 

هاي دهد که تفاوت ژنتیکی بالایی بین جمعیت می

قارچی در مناطق مختلف وجود دارد. به بیان دیگر 

ها ارتباط پی جدایهژنوتی و گروهجغرافیایی بین منشأ 

رسد  بنابراین، به نظر می. محسوسی وجود دارد کاملاً

و آب و  مختلف بر اساس شرایط اقلیمی مناطقدر 

هاي زراعی عملیات کشت و مورد، نوع ارقام هوایی
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هاي ژنتیکی مختلفی از قارچ عامل بیماري گروه

مقاومت ژنتیکی مهمترین  اند. عموماًسازگار شده

 قارچاین  تنوع زیادهاست. اما ه با بیماريراهکار مبارز

تواند یکی از عوامل محدود کننده مبارزه از طریق می

رسد پایداري مقاومت در ارقام مقاوم بوده و به نظر می

 با توجه به تنوعچنین شرایطی کاهش یابد. 

عامل بیماري در مناطق مختلف هاي قارچ  جمعیت

قم مقاوم نیز استفاده گسترده از یک ر، مورد بررسی

خطر شکسته شدن مقاومت چرا که شود مینتوصیه 

وجود تنوع زیاد گردد. تهدیدي جدي محسوب می

ي بیمارگر را افزایش داده و هاایجاد پاتوتیپسرعت 

تواند در یک بازه زمانی کوتاه موجب شکستن می

هاي قارچی بین جمعیتجریان ژنی مقاومت گردد. 

تبادل در اساسی  قشنعوامل مهمی است که یکی از 

هاي قارچی ایجاد کرده و موجب ژنتیکی بین جمعیت

ها از اختلاط ژنتیکی و در نتیجه عدم تمایز جمعیت

- فراوانی و نوع آللغیاب جریان ژنی،  در. یکدیگر دارد

هاي موجود آلل هاي موجود در یک جمعیت نسبت به

جوار در طول زمان متمایزتر شده و هاي همدر جمعیت

هاي هر ژنتیکی بالاي جمعیتموجب تفاوت نتیجه در 

رسد یکی از دلایل تمایز گردد. به نظر میمنطقه می

سوختگی گندم در  هاي قارچی عامل لکهبالاي جمعیت

هاي مازندران و گلستان جریان مناطق مختلف استان

  باشد.  هاي قارچ می ژنی پایین بین جمعیت
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