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  دهیچک
 یسال زراع یشود. در طیجو محسوب م يهايمارین بیترن و مخربیتراز مهم یکی Pyrenophora gramineaجو با عامل  يلکه نوار

زنجان ل (برجلو) و یانه)، اردبی(م یشرقجانیاندوآب)، آذربای(م یغربجانیآذربا يهااز مزارع جو استان P. gramineaه یجدا 121، 1395
بر  یزشیپ آمیت يگونه، آغازگرها یاختصاص يها با آغازگرهاهیجدا یو مولکول یشناختختیر ییشد. پس از شناسا ي(خرمدره) جداساز

- ومورفیدیا ید و فراوانیگرد یطراح MAT-2ومورف یدیاز ا HMGو منطقه  MAT-1ومورف یدیاز ا αمنطقه حفاظت شده  یاساس نواح

 يه دارایجدا 56ه، یجدا 121مورد مطالعه قرار گرفت. از مجموع  Multiplex PCRبه روش  P. graminea يهاهیجدا یزشیآم يهاپیت يها
- تیش، در جمعیت مورد آزماین شش جمعیها بودند. در بتیدر کل جمع MAT-2 یزشیپ آمیت يه دارایجدا 65و  MAT-1 یزشیپ آمیت

برخوردار بودند. با توجه  يشتریب یاز فراوان MAT-2و  MAT-1 یزشیپ آمیبا ت ییهاهیب جدایاندوآب به ترتی) و م1خرمدره مزرعه ( يها
اندوآب و یم يهاتی) نسبت به جمع2) و خرمدره مزرعه (2و  1ل (مزرعه یانه، اردبیم يهاتی)، جمع2Xاسکوئر ( يج آزمون کایبه نتا

 يبالاتر یدمثل جنسیل تولیپتانس يت مربوطه دارایرسد چهار جمعیم ن، به نظریبودند. بنابرا يداری)، فاقد اختلاف معن1خرمدره مزرعه (
 یجنس يت باروریوضع یابیها جهت ارزتیها از همه جمعهی) باشند. به علاوه، جدا1اندوآب و خرمدره مزرعه (یم يهاتینسبت به جمع

د اما یل گردیها تشکومیقرار گرفتند. پس از گذشت شش ماه سودوتس یمخالف مورد بررس یزشیآم يهاپیمتقابل با ت یق تلاقیآنها از طر
  .فاقد آسک و آسکوسپور بالغ بودند
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Abstract 
Barley leaf stripe caused by the fungus Pyrenophora graminea, is one of the most important and devastating 
barley diseases in Iran. A total of 121 P. graminea isolates was recovered from cultivated barley in West 
Azerbaijan (Miyandoab region), East Azerbaijan (Miyaneh region), Ardebil (Ardebil region) and Zanjan 
(Khorramdareh region) provinces in 2016. After morphological and molecular identification, mating type 
primers were designed based on a conserved DNA binding (alpha domain) in MAT-1 and the high mobility 
group (HMG) domain in MAT-2. Frequency of mating type idiomorphs of P. graminea isolates were done by 
Multiplex PCR. Among 121 isolates, 56 isolates amplified by MAT-1 primer and 65 isolates by MAT-2 
primer. Frequencies of two mating types in Khorramdareh (1) and Miyandoab populations had an excess of 
the MAT-1 and MAT-2 alleles, respectively. According to the results of the Chi-square test (X2), Miyaneh, 
Ardebil (1 and 2) and Khoramdareh (2) populations had not significant difference in compared with 
Khorramdareh (1) and Miyandoab populations. Therefore, these four populations have the highest potential 
for sexual reproduction than the two populations of Miyandoab and Khorramdareh (1). In addition, isolates 
from all of the populations were studied to evaluate the sexual fertility through directed crossing with 
opposite mating types. After six months, pseudothecia formed in media without mature asci and ascospores. 
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  مقدمه

بـوده و   ییای ـک جنس تک نی .Pyrenophora Fr جنس
قرار دارد.  Pleosporaceaeره یو ت Pleosporalesدر راسته 

آن  یرجنس ـیگونـه و از فـرم غ   213ن جـنس تـاکنون   یاز ا
Drechslera S. Ito ،139 ــا ــه در سـ  Indexت یگونـ

Fungorum ده است (یبه ثبت رسwww.indexfungorum 

.orgــه ــا). گون ــنس يه ــزو   Pyrenophora ج ــولا ج معم
اهــان یبــوده و باعــث خســارت در گ یاهیــگ يمارگرهــایب

عـت  یدر طب یرجنس ـیشوند و عمدتاً به فرم غیم ينه ایگرام
 Ariyawansa et al. 2014, Siگردنـد ( یم يماریموجب ب

et al. 2019جــو بــا عامــل    يلکــه نــوار  يمــاری). ب
Pyrenophora graminea S. Ito & Kurib. از  ياریدر بس

ا، اروپـا و  یا، اسـترال یقـا، آس ـ یمناطق جهان مثـل شـمال آفر  
آورد ید بـه بــار م ــیخســارت شــد کـا یآمر یجنـوب شــرق 

)Mathre 1997تهران،  يهااز استان يمارین بیران، ای). در ا
 ـ یل، آذربای ـخوزستان، مازندران، اردب ، یو شـرق  یجـان غرب

 Babadoostلام، لرستان و همدان گـزارش شـده اسـت (   یا

1998, Patpour et al. 2006, Dokhanchi et al. 2020 .(
ــوار ــا ســال  يلکــه ن ــ يلادیمــ 1913جــو، ت  يمــاریک بی

د یناشناخته بود که بعداً توسط گوسو در کانادا گزارش گرد
)Gussow 1913گنـدم،   يمـارگر از رو ی). به علاوه، عامل ب

از  يو تعـداد  یوحش ـ يدوسر، جـو  يچاودار، چچم، جو
 & Farrز گـزارش شـده اسـت (   ی ـگـر ن ینـه د یاهان گرامیگ

Rossman 2020 .(  
 يک گونـه هتروتـال بـوده و بـرا    ی P. gramineaقارچ 

 Rauباشد (یم یزشیپ آمیازمند هر دو تین یدمثل جنسیتول

et al. 2007یرجنس ـیبـه صـورت غ   يمـار ی). قارچ عامل ب 
آن فقـط در دانمـارك در سـال     یابد و فرم جنسییر میتکث

مانــده محصــول (کلــش) مشــاهده  یبــاق يایــدر بقا 1972

ــگرد ــت (ی ــی). Smedgard-Petersen 1978ده اس از  یک
ها نـوترکیبی  موثر بر ژنتیک جمعیت قارچ یتکامل ينیروها

باشد. نـوترکیبی جنسـی طـی فرآینـد تولیـدمثل      یجنسی م
جنســی بــین دو هســته هاپلوئیــد کــه تشــکیل یــک هســته 

دهد. این پدیـده  دهند، رخ میرا می دیپلوئید به نام زیگوت
افـزایش سـطح تنـوع     هـاي جدیـد و  باعث بـروز ژنوتیـپ  

گـردد. سیسـتم آمیزشـی در    ژنتیکی در یـک جمعیـت مـی   
توانـد بـه   باشـد و مـی  ارتباط با تولیدمثل جنسی مطرح مـی 

ــاروري (  ــورت دگرب ــه ا Outcrossingص ــر ب ــاد ی) منج ج
 ـترکیبات جدید از ژن طی تولیدمثل جنسـی گشـته و    ا از ی

) موجـب حفـظ ترکیـب    Inbreedingق خودبـاروري ( یطر
یمی گردد و یا مخلوطی از هر دو سیسـتم بـروز   ژنتیکی قد

گـذارد  نماید. سیستم آمیزشی روي تنوع ژنوتیپی تـأثیر مـی  
ــت      ــذار نیس ــوتیپی تأثیرگ ــوع فن ــر روي تن ــاً ب ــی الزام ول

)Milgroom 1996, 2015, McDonald & Linde 2002 a, 

bو آسکوسـپورها در   ینقـش مرحلـه جنس ـ  ن حال، ی). با ا
ناشـناخته  جو  يلکه نوار يماریقارچ عامل ب یشناسستیز

 .Smedgard-Petersen 1978, Rau et al(مانـده اسـت   

2007, Si et al. 2019, Dokhanchi et al. 2020(.  
 يهـا پی ـت ي) روRau et al. 2007رائـو و همکـاران (  

 .Pجـو) و   ي(عامل لکه تور P. teres Drechsler یزشیآم

graminea ــورت ترک ــیبص ــاط بـ ـ یب ــه ن دو یو ارتب گون
موجـود از کانـادا، آلمـان،     يهـا نیبر اساس استر یمطالعات
ن و تونس انجـام دادنـد. سـاختار مکـان     یا، چیتالیا، ایاسترال
ــهــر دو ا یژنــ  P. gramineaدر قــارچ  MATومورف یدی
 .Rau et alاسـت (  P. teres f. maculataبـا مشـابه   یتقر

از  ییله درجــه بــالایک بــه وســیــن ارتبــاط نزدیــ). ا2007
-درصد) مشاهده شده در تمام قسمت 98ش از یشباهت (ب

 ـ  ی ـهر دو منطقه رمزدهنده و غ يها  یر رمزدهنـده مکـان ژن
 ـر ایرغم شباهت چشمگین حال، علید شده است. با ایتائ ن ی
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 P. gramineaن یب يدینوکلئوت يهاتفاوت یدو گونه، برخ
 ـ  P. teres f. teresو افـت  ی یدر مناطق رمزدهنده مکان ژن
گونـه  ي) روFicsor et al. 2014کسور و همکاران (ی. فشد
در مجارستان مطالعه کردند و  Pyrenophoraمختلف  يها
 .P. graminea،P يهـا مربوط بـه گونـه   یزشیآم يهاپیت

teres f. teres   وP. teres f. maculata د.یگرد یابیرا رد  
هاي آمیزشـی موجـود در   وضعیت باروري و تیپن ییتع

-در یـک منطقـه مـی جو ينوار عامل لکه قـارچجمعیـت 

ژنتیکی قارچ در منطقه بـوده و امکـان    توانـد بیـانگر تنـوع
از طریــق تولیــدمثل جنســی  وقــوع نــوترکیبی ژنتیکـــی را

 یآغازگرهاي اختصاصـ، در پژوهش حاضر. مشخص نماید
 .Pهــاي قــارچ   ـهیجدا یزشـیهـاي آمپیت نیـیبـراي تع

graminea ک یط واکنش براي انجام یشرا د ویگرد یطراح
 ـسـازي و توز نهیمراز بهیپل ايرهیواکنش زنج هـاي  پی ـع تی

 ـن گردییتع یزشیآم امکــان القــاي مرحلــه    ن یهمچن ـد. ی
 ـاز طرشـگاه  یط آزمایقارچ در شرا ـنیا یجنسـ  یق تلاق ـی

    .شد یبررس مخالف یزشیآم يهاپیمتقابل با ت

  ها مواد و روش

    یقارچ يهاهیجدا يو جداساز يآورجمع

جـان  یآذربا يهـا از مـزارع جـو در اسـتان    يبردارنمونه
ــ ــدوآب)، آذربای(م یغرب ــرقیان ــه)، اردبی(م یجــان ش ــان ل ی

بـه روش   1395 ی(برجلو)، زنجان (خرمدره) در سال زراع
 McDonald et al. 1999, Lindeانجام شد ( یسلسله مراتب

et al. 2002.(  انـدوآب  یاز برجلو و خرمدره دو مزرعـه و م
 ـدر اانتخاب شـدند.   يماریک مزرعه آلوده به بیانه یو م ن ی

متـر بـا    10محل داخـل مزرعـه کـه حـدود      8-6روش، از 
صورت گرفت. در هر  يبردارگر فاصله داشتند، نمونهیهمد

 ـاه آلوده بـا فاصـله حـدود    یگ 8-4، يبردارمحل نمونه ک ی

 ـاب گردگر انتخیکدیمتر از   ـد و از هـر کـدام   ی ک نمونـه  ی
در شـد.   يآورجمـع  يلکه نوار يماریم بیعلا يدارا یبرگ

اه آلـوده در مـزارع مـذکور    ی ـک گینده یه نمایواقع، هر جدا
شـده هـر کـدام در     يآورجمـع  یاهی ـگ يهااندامباشد. یم

 .شـگاه منتقـل شـدند   یجداگانـه بـه آزما   يکاغـذ  يهاپاکت
آلـوده   يهااز بافت ییهاقارچ، ابتدا بخش يجهت جداساز

شسـته شـد و   قـه  یبه مدت ده دقر آب یم شیان ملایر جریز
م یت سـد یپوکلریق شده هیقه در محلول رقیک دقیبه مدت 
 یم درصد کلر فعال) ضد عفونیک درصد (نی) ي(فرم تجار

هـا توسـط   نمونـه  يری ـگدند. پس از رطوبـت یگرد یسطح
 ـبه انـدازه   یبیقرسترون، قطعات ت یکاغذ صاف  یک سـانت ی

سـالم بافـت    یآلوده به همراه نـواح  يهامترمربع از قسمت
 -کشـت آب  يهـا طیمح يحاو يپتر يهابه تشتک یاهیگ

 ـگـرم آگـار در    20دو درصـد (  )WA( آگـار  تـر آب  یک لی
گـرم   PDA ()40آگـار ( -دکسـتروز -ین ـیب زمیمقطر) و س

PDA يو دمـا تر آب مقطر) یک لیشرکت مرك در  يتجار 
رشـد کـرده    يهادند. قارچیوس منتقل گردیدرجه سلس 25
 دو درصـد بـه روش تـک اسـپور     WAط کشت یمح يرو

 ـجدا ينگهـدار  يشـدند. بـرا   يسازخالص هـا، از روش  هی
ط کشت یمح يش حاویآزما يهاسترون و لوله یکاغذ صاف

PDA ـجدا 121در مجمـوع   .استفاده شد   يهـا ه از اسـتان ی
ل و زنجان در سـال  ی، اردبیشرقجانی، آذربایغربجانیآذربا
  دند.  یگرد يسازو خالص يجداساز 1395 یزراع

هـاي گونـه   جدایـه  یو مولکول یشناختختیشناسایی ر
Pyrenophora graminea  

ــ ــ یجهـــت بررسـ ــتیات ریخصوصـ ــناختخـ و  یشـ
متـر از   یلیبه قطر پنج م ییهاها، قرصهیجدا یکروسکوپیم

ه برداشته یمربوط به هر جدا يهاه در حال رشد پرگنهیحاش
 PDA ،TWAکشت  يهاطیمح يحاو يهاشد و به تشتک
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)Tap Water Agar+wheat strawو  ير شـهر ی) (آب ش ـ
 V8قطعه کاه سترون گنـدم)،   4-3 يگرم آگار حاو 15-20

)V8 juice:150 ml, PDA:10 gr, Caco3: 3 gr, Agar:10 

gr و (BSEDA )Barley Straw Extract Dextrose Agar 

medium   ــدار ــه مق ــش ب ــاه و کل ــرم+ 50) (ک ــرم  20گ گ
) يمتـر یسانت 5گرم آگار+قطعات کاه و کلش 20دکستروز+
تحـت   PDAکشت  طیمح يحاو يهاد. تشتکیمنتقل گرد

-هیپرگنه جدا یشناسختیر ی(جهت بررس یکیط تاریشرا
و  TWA ،V8کشـت   يهـا طیمح ـ يحاو يهاها) و تشتک

BESA ط یتحت شراNUV )Near Ultra Violet متناوب (
 25 ي) در دمـا ییسـاعت روشـنا   12و  یکیساعت تار 12(

ــ ــه سلس ــدت  یدرج ــه م ــد و ب ــل ش روز  10-14وس منتق
). صفات مورد مطالعـه  Sivanesan 1987د (یگرد ينگهدار

هـا  ومیدی ـبرهـا و کن ومیدی ـشامل رنگ پرگنه، مشخصات کن
چ قـار  یش ـیزا يهاعدد از هر کدام از اندام 50بود. حداقل 

 یبررس یکروسکوپیوم) در چند نمونه میدیبر و کنومیدی(کن
 يری ـگبا بهره یکروسکوپیم يهاشدند. نمونه يریگو اندازه

ــر  ــابع معتبـ  ,Ellis 1971, Sivanesan 1987)از منـ

Ariyawansa et al. 2014; Marin-Felix et al. 2019) 
 ـن نـام گرد یـی و تع ییشناسا از  ،DNA بـراي اسـتخراج  د. ی
) Zhong & Steffenson 2001( ژانـگ و استفنسـون  روش 

  اسـتفاده شـد.  
 ـجدا یمولکـول  ییشناسا يبرا از  P. graminea يهـا هی

 یاختصاص ـ ين جنس از جفت آغازگرهایا يهاگر گونهید
PG2F )5'-CTTCTTAGCTGGGGCTACCGTC-3' و (
PG2R )5'-ACCGACTCGGGAAAAGAGCA-3' که (
 یطراح ـ) Taylor et al. 2001( لـور و همکـاران  یتوسط ت

بـه طـول    يان جفت آغازگر قطعـه یا شده بود استفاده شد.
 ـاز جدا یجفت باز را به صورت اختصاص 435  .P يهـا هی

graminea یپل ـ يارهیزنج د. مخلوط واکنشینمایر میتکث-

تر از یکرولیک میتر شامل یکرولیم 25) به مقدار PCRمراز (
 Taq 2Xآمـاده ( کس یتـر مسـترم  یکرولیم 10هر آغـازگر،  

master mix Red 1.5 Mm, Amplicon company, 

Denmark ًــدودا ــانوگرم  10) و ح ــو آب د DNAن زه یونی
مورد نظـر بـا اسـتفاده از     یر نواحید. تکثیه گردیل تهیاستر

) و بـا  PTC-200(مدل  MJ Researchکلر یدستگاه ترموسا
قه جهـت  یدق 5وس به مدت یدرجه سلس 94اعمال حرارت 

 94چرخـه شـامل    35ه و به دنبـال آن  یاول يت سازواسرش
ــه مــدت یدرجــه سلســ ــثان 30وس ب ــای درجــه  68 يه، دم

وس بـه مـدت   یدرجه سلس 72ه، یثان 50وس به مدت یسلس
وس بـه  یدرجـه سلس ـ  72ک چرخـه  یت یه و در نهایثان 50

انجـام شـد. پـس از     ییقه جهت گسـترش نهـا  یدق 5مدت 
 ـژل آگـارز  در  PCRه مورد نظر، محصـول  یر ناحیتکث ک ی

DNA )TM Gene Rulerدرصـد همـراه بـا نشـانگر انـدازه      

DNA Ladder Mix    عبور داده شد، سـپس بـا اسـتفاده از (
)  B & L Systemمـدل (  Gel Documentationدسـتگاه  
IMAGO شد. يعکسبردار  

 ـبا استفاده از واکـنش زنج  یزشیآم يهاپین تییتع  يارهی
  مرازیپل

 ـا از αحفاظـت شـده   منطقـه   یر نـواح ی ـتکث ومورف یدی
MAT-1  و منطقهHMG ومورف یدیا ازMAT-2 ب ی ـبه ترت

ــتفاده از   ــا اس ــت آغازگرب ــاجف ــت و  PgMAT1 يه جف
 PgMAT1F يانجام شد. آغازگرها PgMAT2 يهاآغازگر

)5'-TTAGCCACGCAACAAGCTGA-3' (و PgMAT 

1R )5'-ACTGGTGAAAGTCCTCGCTC-3' ( بــــــه
م و معکوس مربـوط بـه   یمستق يهاب به عنوان آغازگریترت
ــا ــا و MAT-1ومورف یدیــ -'PgMAT2F )5 يآغازگرهــ

GGACAGCCTTCCGCTTCTTT-3' ( وPgMAT2R 
)5'-TGTTCCAAGGCATGTTCCGA-3' (ــه ترت ــب ب ی
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م و معکــوس مربــوط بــه یمســتق يهــابــه عنــوان آغــازگر
و  یطراح Multiplex PCRدر روش  MAT-2ومورف یدیا

ــه کمــک  يآغازگرهــا یطراحــ اســتفاده شــدند. مــذکور ب
Primer-Blast )Yeh et al. 2012ت بانــک ژن ی) در ســا

)NCBIــا ي) از رو شـــماره ( MAT-1 يهـــاومورفیدیـ
ــ ــ MAT-2و ) DQ823062 یدسترسـ ــماره دسترسـ  ی(شـ

DQ823078 (مذکور توسـط   يدند. آغازگرهایگرد یطراح
) آلمـان سـنتز شـدند.    .Metabion Corpون (یشـرکت متـاب  
بـا   Multiplex PCRمراز به صـورت  یپل يارهیواکنش زنج
کس یتر مسـترم یکرولیم 10تر شامل یکرولیم 20 ییحجم نها
 Taq 2X master mix Red 1.5 Mm, Ampliconآمـاده ( 

company, Denmark ،(1 یکرولیم   ) 5/0تـر از هـر آغـازگر 
زه سـترون  یونیو آب د DNAنانوگرم  10کومول)، حدود یپ

درجـه   94ل حـرارت  بـا اعمـا   یر نـواح ید. تکثیانجام گرد
ه و ی ـاول يقه جهت واسرشت سازیدق 5وس به مدت یسلس

وس بـه مـدت   یدرجه سلس 94چرخه شامل  35به دنبال آن 
درجـه   72قـه،  یدق 1وس به مدت یدرجه سلس 55قه، یدق 1

 72 يدر دمـا  ییقه و گسترش نهـا یدق 1وس به مدت یسلس
ر ی ـقه انجام شد. پـس از تکث یدق 5وس به مدت یدرجه سلس

 ـدر ژل آگـارز   PCRه مورد نظر، محصول یناح ک درصـد  ی
DNA )DNA TM Gene Rulerهمـراه بـا نشـانگر انـدازه     

Ladder Mixدر  یزشیآم يهاپیت ی) عبور داده شد. فراوان
ر یاسکو يت محاسبه شد و با استفاده از آزمون کایهر جمع

)2χیمشاهده شده از نسبت فراوان ی)، انحراف نسبت فراوان 
) 1:1(نسبت  یدمثل جنسیمورد انتظار در صورت وقوع تول

  د.یمحاسبه گرد

  هاهیجدا یجنس یآزمون تلاق

ــد از تع ــیبع ــن تی ــیپ آمی ــر جدا یزش ــه ــه روش ی ه ب
Multiplex PCRمخـالف در   یزش ـیپ آمی ـهـا بـا ت  هی، جدا

و  یمشاهده فرم جنس ـ يدند. برایگر کشت گردیکدیمقابل 
 ـجدا یجنس ـ يت بـارور یوضـع  یبررس  .Pقـارچ   يهـا هی

graminea آگـار  -ط کشت سـاکس یاز مح(Sack`s Agar) 
ط ین محــیــ). اSmedgard-Petersen 1978اســتفاده شــد (
 PO3 Ca ،5/0) 4(2گـرم   3KNO ،5/0گـرم   1کشت شـامل  

ــه م NaCl ،3FeClگــرم  O2.7H4MgSO ،5/0 گــرم ــب زان ی
-یتر آب مقطـر م ـ یک لیگرم آگار در  12) و trace( یجزئ

ک قطعه کاه جـو سـترون   یط کشت، یه محیته باشد. بعد از
قرار داده  يپتر يهامتر در مرکز تشتک یسانت 4-5به طول 

 یسـانت  4-3شد و در دو طرف آن دو قطعه برگ (به اندازه 
ه یاز حاش ـ یومیسـل یک قـرص م یز قرار گرفت. یمتر) جو ن

برداشـته   PDAط یمح يپرگنه هفت روزه رشد کرده بر رو
شده و به صورت دو بـه دو در دو طـرف کـاه و بـرگ بـه      

در  يپتر يهادند. تشتکیها کشت گرداز آن يفاصله مساو
و به مـدت   یکیط تاریوس تحت شرایدرجه سلس 24 يدما
  شدند.   يماه نگهدار 6-8

  جینتا

  هاجدایه یو مولکول یشناختختیشناسایی ر

 يهـا از نمونه P. gramineaه یجدا 121 ین بررسیدر ا
 ـگرد يجداسـاز  يلکـه نـوار   يمـار یعلائـم ب  يجو دارا د ی

 يهاهیجدا یکروسکوپی). مشخصات م1 شکل) (1 جدول(
مطابقـت   P. gramineaبه دست آمده، با مشخصات گونـه  

 ـد ی). پرگنه قارچ به رنـگ سـف  Sivanesan 1987داشت ( ا ی
م و در یها مسـتق برومیدیروشن مشاهده شدند. کن يخاکستر
شـوند و  یل میتشک یبوده که به صورت گروه ییانتها زانو

 ـره با سلول پایت ياروشن تا قهوه يابه رنگ قهوه متـورم  ه ی
باشـند.  یکرومتـر م ـ یم 6-9و عـرض   220بوده و تا طـول  

 ـ ياده، اسـتوانه ی ـخم یها راست و بندرت انـدک ومیدیکن ا ی
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  رانیشده از مزارع جو در مناطق شمال غرب ا يآورجمع Pyrenophora gramiane يهاهیدر جدا MAT-1:MAT-2 نسبت .1جدول 
Table 1. MAT-1/MAT-2 ratio in Pyrenophora graminea isolates from barley fields in northwest of Iran 

Sampling location No. of isolates MAT-1:MAT-2 ratio χ2 a 
Miyandoab (West Azarbaijan province) 24 4:20 10.67** 
Miyane (East Azarbaijan province) 10 5:5 0 
Ardabil Field 1 (Ardabil province) 22 13:9 0.73 
Ardabil Field 2 (Ardabil province) 14 5:9 1.14 
Khorramdareh Field 1 (Zanjan province) 32 22:10 4.5* 
Khorramdareh Field 2 (Zanjan province) 19 7:12 1.31 
Total 121 56:65 0.67 
a: χ2 value based on 1:1 ratio and 1 degree of freedom; (*) and (**): Statistical significance different at level of 0.05 and 
0.01, respectively. 
 
 

  
 ـ) کنd) رنگ پرگنـه،  cجو در مزرعه،  يلکه نوار يماریم بی) علاPyrenophora graminea .a-b. 1شکل   ـ) کنe-fبرهـا،  ومیدی هـا  ومیدی

  کرومتر).یم e-f = 10کرومتر، یم d = 20اس ی(مق
Fig 1. Pyrenophora graminea: a-b) disease symptoms in field, c) colony color, d) conidiphores, e-f) conidia (Bars d 
= 20 μm, e-f = 10 μm). 
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 ـ در ژل آگارزجفت باز  435 يبه درازا PG2F/PG2R یر شده با جفت آغازگر اختصاصیتکث يباندها ي. الگو2شکل   يک درصـد بـرا  ی
  .1Kb DNA Ladder: نشانگر اندازه M مختلف قارچ هستند. يهاهیشکل جدا ي. اعداد بالاPyrenophora graminea يهاهیجدا

Fig 2. Pattern of amplified bands in Pyrenophora graminea isolates with specific primer PG2F/PG2R (435 bp) in 
1% agarose gel. Numbers above the figure are fungus isolates (M: 1Kb DNA Ladder). 

  
روشـن و بـه    يا، در دو انتها گرد، بـه رنـگ قهـوه   يضویب

هـا  ومیدی ـشـوند. کن یل م ـیتشـک  يری ـا زنجیصورت منفرد 
 × 12-21کاذب بوده و بـا ابعـاد    یواره عرضید 1-6 يدارا
 ين گونــه دارایــشــدند. ا يریــگکرومتــر انــدازهیم 78-45
ن گونـه بـه   یترکینزد). 1باشد (شکل یه میوفور ثانویدیکن

P. graminea  گونهP. teres ل ی ـر بـه دل یباشد. گونه اخیم
دراز (تـا   يهـا ومیدیو داشتن کن یومیدیر کنید زنجیعدم تول

گـــردد یز مـــیمتمـــا P. gramineaکرومتـــر) از یم 120
)Sivanesan 1987(.  

 ـجدا یمولکـول  ییشناسا يبرا از  P. graminea يهـا هی
 یید شناسـا یی ـو تا Pyrenophoraجـنس   يهـا گر گونـه ید
و  PG2F یاختصاص ـ ياز جفت آغازگرهـا  یشناختختیر

PG2R   استفاده شد)Taylor et al. 2001(.   جفت آغـازگر
PG2F/PG2R هیجفت باز از جدا 435 يدرازابه  ياقطعه-

ب ی ـن ترتی). بـد 2 شکلر نمودند (یتکث P. graminea يها
با استفاده از جفت آغازگر  P. graminea يهاهیت جدایهو

د شــد. ییــتا یشــناختخــتیر ییو شناســا یاختصاصــ

 RAPD یمــذکور براســاس نشــانگر مولکــول  يآغازگرهــا
)'Random Amplification of Polymorphic DNA (

). براسـاس مطالعـات   Taylor et al. 2001اند (شده یطراح
و  ی) و دخــانچTaylor et al. 2001لــور و همکــاران (یت

مـذکور   ي)، آغازگرهـا Dokhanchi et al. 2020همکاران (
 ـنزد يهار گونهیدر سا  .P. teres f. teres ،P. teres fک (ی

maculata ،P. tritici-repentis  وP. avenae به گونه (P. 

graminea هـا  و جنس)Alternaria ،Bipolaris ره)ی ـو غ 
 ـش شده اسـت و تنهـا در جدا  یآزما  P. graminea يهـا هی
  رد.یگیر صورت میتکث

  قارچ يهاهاي تیپ آمیزشی در جمعیتایدیومورف

ــه  یــیاقطعــه PgMAT1 جفــت آغــازگر  826 يدرازاب
 يبـه درازا  يقطعـه ا  PgMAT2جفت باز و جفت آغازگر 

 MAT-1 يومورف هـا یدیا يبراب یجفت باز را به ترت 719
 ـهـر جدا  يبـرا ). 3 شکلر کردند (یتکث MAT-2و  ه، بانـد  ی

DNA ـر گردیومورف تکثیدیهر ا یاختصاص    چید و در ه ـی
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 ـر شده در جدایتکث یزشیآم يهاپیت يباندها يالگو .3شکل  -هی

 یاختصاص ـ يبا جفت آغازگرها Pyrenophora graminea يها
PgMAT-1  وPgMAT-2 درصـــــد.  5/1ژل آگـــــارز  يرو

 ـبـه ترت  MAT-2و  MAT-1 یزشیآم يهاپیت يومورفهایدیا ب ی
شـکل   ياعداد بـالا  .دیر گردیجفت باز تکث 719جفت باز و  826
  . 1Kb DNA Ladder: نشانگر اندازه M قارچ هستند. يهاهیجدا

Fig 3. Pattern of mating type amplicons in 
Pyrenophora graminea isolates amplified with specific 
MAT-1 and MAT-2 primers in 1.5% agarose gel. 
MAT-1 and MAT-2 idiomorphs amplified 826 and 719 
bp, respectively. Numbers above the figure are 
fungus isolates (M: 1Kb DNA Ladder). 

  
به طور همزمان مشاهده نشد. تعداد ها هر دو باند ک از آنی

در سـال   MAT-2و  MAT-1 یزش ـیآم يهاپیها و تهیجدا
جـان  ینشـان داده شـده اسـت. در آذربا    1در جدول  1395
) و خرمـدره  2و  1ل (مزرعه یانه)، اردبی(شهرستان م یشرق

 ـ یزشیپ آمیهر دو ت 2مزرعه  کسـان در  یبـا  یتقر یبا فراوان
 یزش ـیپ آمی ـبـا ت  ییهاهیاد. جدیسطح مزرعه مشاهده گرد

MAT-1 )22 ت خرمــدره یــه) در جمعیــجدا 32ه از یــجدا
 ـسه بـا جدا یدر مقا يشتریب یاز فراوان 1مزرعه  بـا   ییهـا هی

 ـجدا MAT-2 )10 یزش ـیپ آمیت ه) برخـوردار بودنـد. در   ی
 ـز جدایاندوآب نیم  MAT-2 )20 یزش ـیپ آمی ـبـا ت  ییهـا هی

داشـتند. در مجمـوع،    يشتریب یه) فراوانیجدا 24ه از یجدا
ه) یجدا MAT-2/MAT-1 56:65 )121 یزشیپ آمینسبت ت

ن پژوهش به دست یش شده در ایآزما يهاهیکل جدا يبرا
ک مزرعه یدر  یزشیپ آمی). حضور هر دو ت1آمد (جدول 
دهـد کـه در   یش م ـیرا افـزا  یل مرحله جنس ـیشانس تشک

) و خرمــدره 2و  1ل (مزرعــه یــانــه، اردبیم يهــاتیــجمع
ج حاصل از یک مشاهده شد و نتاینزد ی) با فراوان2زرعه (م

 ـ  2χر (یاسکو يآزمون کا  ی) مشخص شد کـه نسـبت فراوان
 ـ  مـورد انتظـار در صـورت     یمشاهده شده از نسـبت فراوان

دهنـد و نسـبت   یانحراف نشـان نم ـ  یدمثل جنسیوقوع تول
باشـد (جـدول   یم 1:1ها تین جمعیدر ا یزشیآم يهاپیت
1 .(  

  هاهیتلاقی جدا نتایج آزمون

 ـهـر جدا  یزش ـیپ آمی ـن تییبعد از تع ه بـا اسـتفاده از   ی
 ـ، جداMultiplex PCRواکنش   یزش ـیپ آمی ـبـا ت  ییهـا هی

آگـار  -ط کشـت سـاکس  یگر در مح ـیکدیمخالف در مقابل 
 يهـا ک ماه، آسـکوکارپ یپس از گذشت دند. یکشت گرد
-ط سـاکس یکاه و کلـش در مح ـ  يه رویاول یومیسودوتس
 8-6ها بعـد از گذشـت   ومیشدند. اما سودوتسل یآگار تشک

آسـک و آسکوسـپور    يدند و فاقد ساختارهایماه بالغ نگرد
  بودند.

  بحث
ــدر ا ــژوهش، از تکنیـ ــن پـ و  Multiplex PCRک یـ

ــا ــ يآغازگره ــده ( یطراح ) MAT2F/Rو  MAT1F/Rش
 یزش ـیآم يهـا پی ـتر تعیتر و سرقین دقییمطالعه و تع يبرا
د. با توجه به یجو استفاده گرد از P. graminea يهاهیجدا

 یدمثل جنس ـی ـ، وقوع تولیهتروتال بودن قارچ مورد بررس
 ـباشـد. در ا یم ـ یزش ـیپ آمی ـمستلزم حضـور هـر دو ت   ن ی

ــر دو ت ــژوهش، ه ــپ ــیپ آمی ــدر جمع یزش ــاتی  .P يه

graminea ومورفیدیا ید. فراوانیگرد ییو شناسا یابیرد-
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 ـیت میه از شش جمعیجدا 121 یزشیپ آمیت يها دوآب، ان
) 2و  1ل (مزرعـه  ی ـ) و اردب2و  1انه، خرمـدره (مزرعـه   یم

-تیدر جمع یزشیپ آمیقرار گرفت. هر دو ت یمورد بررس
انـدوآب  یم يامزرعه يهاتیجو به جز جمع يامزرعه يها

). 1د (جـدول  یک مشاهده گردینزد یبا فراوان 1و خرمدره 
 بیاندوآب به ترتیو م 1خرمدره  يامزرعه يهاتیدر جمع

شتر بود و از نسبت یب MAT-2و  MAT-1 یزشیآم يهاپیت
 ـیت میانحراف نشان دادند. در جمع 1:1 هـر دو   یانه فراوان
 ـبا نزدیتقر یبرابر بود. با وجود فراوان یزشیپ آمیت ک هـر  ی

توان انتظار داشت کـه  یمناطق، م یدر برخ یزشیپ آمیدو ت
 طیدر شـرا  P. gramineaدر قارچ  یدمثل جنسیل تولیتشک

و  یران محتمــل اســت. مطالعــات دخــانچیــدر ا يامزرعــه
) نشان داد کـه هـر دو   Dokhanchi et al. 2020همکاران (

م، یقارچ از مزارع جو (مزارع د يهاهیدر جدا یزشیپ آمیت
بـه   یجان شرقیزمستانه و بهاره) استان آذربا يو جوها یآب

ک برگ، مزرعـه و  یوجود دارند و در سطح  ينسبت مساو
و همکـاران   یدنـد. در مطالعـه دخـانچ   یگرد یابیردمنطقه 

)Dokhanchi et al. 2020گونه  یاختصاص ي) از آغازگرها
P. teres )Rau et al. 2005 ـ) جهـت رد   يهـا پی ـت یابی

ــیآم ــارچ  یزش ــت و    P. gramineaق ــده اس ــتفاده ش اس
 ـز ایمذکور قادر به تما يآغازگرها گر یکـد ین دو گونـه از  ی

ــد. در تحق ــنبودن ــاق حاضــر، ی ــ يآغازگره ــده  یطراح ش
باشـند  یم P. gramineaگونه  یزشیآم يهاپیت یاختصاص

 یزش ـیآم يهـا پیر تیبانک ژن قادر به تکث يو در جستجو
 ـگونـه نزد  هـا نشـان داده نشـده    نبودنـد (داده  P. teresک ی

ر، امکـان انجـام   ی ـبه گونه اخ یل عدم دسترسیاست). به دل
شـده در   یطراح يوجود نداشت. آغازگرها PCRش یآزما
ت قـارچ  ی ـک جمعیتوانند در مطالعات ژنتیق حاضر میتحق

P. graminea رند.یمورد استفاده قرار گ  
 يهـا پی ـ) تFicsor et al. 2014کسـور و همکـاران (  یف

 .P. graminea،P. teres f يهـا مربـوط بـه گونـه    یزشیآم

teres   وP. teres f. maculata  یدر مجارسـتان را بررس ـ 
 ـ   ـ  یکردنـد. در ب  P. gramineaقـارچ   ین سـه قـارچ، فراوان

 يهـا تواند استفاده از قارچکشیل آن میتر بوده، که دلنییپا
ک شدن قـارچ  یستمیبذر باشد که موجب کاهش س یپوشش
 MAT-2 به MAT-1ومورف یدیگردد. نسبت ایزبان میدر م
 .P. teres f و P. graminea ،P. teres f. maculataدر 

teres ز ی ـبـود. در پـژوهش مـا ن    1:2و  2:1، 5:3ب ی ـبه ترت
و  1خرمـدره   يامزرعـه  يهـا تیدر جمع یزشیآم يهاپیت
و همکـاران   یاندوآب برابر نبودند. در مطالعـات دخـانچ  یم
)Dokhanchi et al. 2020یزش ـیآم يهـا پیت یز فراوانی) ن 

نبودنـد و در   يس و جلفـا مسـاو  یاهر، هر يهاتیدر جمع
ــ ــکو و م  یبرخ ــهر، اس ــاطق (آذرش ــا یمن ــه) تنه  MAT-2ان
در  یزش ـیپ آمی ـن پژوهش، هر دو تیدر ا د.یگرد ییشناسا

 ي) به نسبت مسـاو یجان شرقیانه (استان آذربایشهرستان م
ــا 5:5( ــا نت و همکــاران  یج دخــانچی) مشــاهده شــد کــه ب
)Dokhanchi et al. 2020تواند بـه  ی) مطابقت نداشت و م
 ـو تعداد کم جدا يبردارل نحوه نمونهیدل  ـه از ی ک مزرعـه  ی

 يهاتیدر همه جمع یزشیپ آمیباشد. به هر حال، هر دو ت
  د.یگرد یابیو رد ییپژوهش حاضر شناسا
 ـدر  یزش ـیپ آمی ـحضور هـر دو ت  ت قـارچ  ی ـک جمعی

-یت م ـی ـدر آن جمع یدمثل جنسیل وقوع تولیانگر پتانسیب
 ـبنا به دلا یباشد ول  یط ـیط محیل مختلـف از جملـه شـرا   ی

ر قرار گرفتـه  یتحت تأث یزشیآم يهاپیت ینامناسب، فراوان
 ـکسـان  یها آن یو فراوان  ـا نزدی  ـک نخواهـد بـود. در ا  ی ن ی

 ـحالت ممکن اسـت انتخـاب از طر   ق عوامـل مختلـف از   ی
از  یک ـی يهـا رو کـش ا کاربرد قـارچ یجمله ارقام مقاوم و 

ر ی ـاعمـال شـده و سـبب تکث    یزشیپ آمیت يهاومورفیدیا
 ـ  یزشیآم يهاپیاز ت یکیش از حد یب آن  یگشـته و فراوان

ــه ت ــبت ب ــنس ــیپ آمی ــت  یمخــالف ب یزش ــده اس ــتر ش ش
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)Milgroom 1996, 2015, McDonald & Linde 2002 a, 

bهـا ممکـن اسـت    است که قارچ ين نکته ضروری). ذکر ا
از  يرا بـه خـاطر عوامـل متعـدد     یدمثل جنس ـیتول ییتوانا

، عـدم  یزش ـیآم يدی ـلک يهـا دست بدهنـد. جهـش در ژن  
نامناسب و از  یطیط محی، شرایک سازگار جنسیوجود شر

 ییاز عوامـل مهـم عـدم توانـا     يدست رفـتن مـاده بـارور   
ها ذکـر شـده اسـت. بـه عـلاوه،      در قارچ یدمثل جنسیتول
ر از ی ـبـه غ  ییهـا نـد یدر فرآ یزش ـیپ آمیت يهاومورفیدیا
-نـد یو فرآ ییزايماری، بیشیرو يل ناسازگاریزش از قبیآم

  ).Pöggeler et al. 2006دخالت دارند ( یسلول يها
شناسی گیاهی براي دستیابی به بهتـرین روش  در بیماري

مدیریت بیماري، شناسایی فاکتورهایی که مهمترین نقش را 
در تحول بیمـارگر دارنـد و اینکـه چگونـه ایـن نیروهـاي       

نسـیل  تکاملی بر هم اثر متقابل دارند تا ترکیب ژنتیکی و پتا
باشـد  هاي بیمارگر را رقم بزنند، مهـم مـی  تکاملی جمعیت

)Milgroom 1996, 2015, McDonald & Linde 2002 a, 

b  مـوثر بـر    یتکـامل  ياز نیروهـا  یک ـی). نوترکیبی جنسـی
تنـوع  از  ییهـا باشـد. گـزارش  یها م ـژنتیک جمعیت قارچ

 ـل جریکم به دل یکیز ژنتیبالا و تما یپیژنوت  ـی  ـز یان ژن اد ی
-يمـار یتنـوع در ب  و P. gramineaقارچ  يهاتیجمع نیب
 ـجدا یـی زا  ,Jawhar & Arabi 2006هـا وجـود دارد (  هی

Arabi & Jawhar 2007, Zein et al. 2010, Bayraktar 

& Akan 2012, Si et al. 2019 .(  
و آسکوسـپورها در   ین حـال، نقـش مرحلـه جنس ـ   یبا ا

-Smedgardقـارچ ناشـناخته مانـده اسـت (     یشناسستیز

Petersen 1978, Si et al. 2019, Dokhanchi et al. 

2020.(  
 ـدر سـطح   یزش ـیپ آمی ـن پژوهش، هـر دو ت یدر ا ک ی

ل ید و پتانسیگرد یابیرد يبردارمزرعه در همه مناطق نمونه
 یمخـالف بررس ـ  یزش ـیپ آمی ـها با تهیجدا یجنس يبارور

در سـطح مزرعـه    یزش ـیآم يهـا پی ـپراکنش ت يشد. الگو
-ک محـل نمونـه  یدر  یزشیپ آمیدهد که هر دو تینشان م

گر حضـور دارنـد کـه بـا     یکدیک متر از یبه فاصله  يبردار
) Dokhanchi et al. 2020و همکــاران ( یج دخـانچ ینتـا 

ن مـذکور نشـان داد کـه هـر دو     یج محققیمطابقت دارد. نتا
 ـز قابل ردیاه نیک برگ گیدر  یزشیپ آمیت باشـد.  یم ـ یابی
 ـ يادیز یدهد که شانس تلاقینشان مق ین تحقیج اینتا ن یب
ط مزرعـه در  یمخـالف در شـرا   یزشیپ آمیبا ت ییهاهیجدا
پـس از   ق حاضـر ی ـهر چنـد کـه در تحق  ران وجود دارد. یا

شـگاه،  یط آزمایها در شـرا هیجدا یگذشت شش ماه از تلاق
 ـیها تشکومیسودوتس دنـد و فاقـد   یبـالغ نگرد  یل شدند ول
ن ممکن است بـه  یبودند. اآسک و آسکوسپور  يساختارها

ناقص مانده اسـت   يشگاه باشد که باروریط آزمایل شرایدل
توانـد متفـاوت باشـد و قـارچ      یت م ـیعت وضـع یو در طب
قـارچ در کـاه و    یکه، فرم جنس ـینشان دهد. بطور يبارور

دانمارك به وفور  یطیط محیکلش جو در مزرعه تحت شرا
  ). Smedgard-Petersen 1977, 1978شود (یل میتشک

ن یب یدمثل جنسیزش و تولیاز آم ییهاگزارشن، یهمچن
ــه ــاگونـ ــود دارد  P. gramineaو  P. teres يهـ وجـ

)Smedgard-Petersen 1977, 1978 پترسـن  -). سـمدگارد
)Smedgard-Petersen 1978ــاتی) تحق ــبریجهــت ه یق د ی

 ـن ایزش بیکردن و آم ط کشـت  یمح ـ ين دو گونـه بـر رو  ی
 ـمشـخص گرد آگار انجـام داد و  -ساکس  ـد ای ن دو گونـه  ی
زا یمـار ید نتاج بارور و بید شدن را داشته و تولیبریت هیقابل
 94ن دو گونـــه، یزش بـــیـــآم 96ن ینـــد. از بـــینمایمـــ

 ـد گردی ـآسکوسـپور تول  18آسک و  32وم، یتسیپروتوپر د. ی
 یمختلف ـ ییزایمـار یم بیالگوها و علا يد شده داراینتاج تول

 ـ یدمثل جنس ـیکه تول یباشند و در صورتیم ن دو گونـه  یب
کنتـرل   يهـا وهیش یستیفتد بایز اتفاق بیعت نیمذکور در طب

 ـا ییارقـام و شناسـا   یک ـیژه اصلاح ژنتیبه و يماریب ن دو ی
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مـورد توجـه دوبـاره     يماریم بیمارگر صرفا براساس علایب
وقــوع  ).Smedgard-Petersen 1977, 1978رد (یــقــرار گ

ت ی ـو نقـش و اهم  عتیدر طب یبیو نوترک یدمثل جنسیتول
 P. gramineaقارچ  يهاتیجمع یکیزان تنوع ژنتیآن در م
 يشـتر یب يهـا یاز به بررس ـی، نيمارید بیشد يهایدمیو اپ

  دارد.
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