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  دهيچك
 شـده از  يآور  جمـع  ساقه برنج،يدگي، عامل پوسMagnaporthe salvinii ير جنسي فرم غNakataea sigmoidea  از هي جداكيپنجاه و 

 داده يشگاه تلاقيط آزمايدر شرا Sach’s agarمحيط كشت  يرو (Mating type)ن جهت تعيين تيپ آميزشي لان و مازندراي گيها استان
پ يت ين بررسي در ا.شد تجزيه و تحليل rep-PCR  به روشERIC و BOX از دو آغازگر  با استفاده جدايه20تنوع ژنتيكي بعلاوه . شدند

   بـسياري از    ند و ص داده شـد   ي تـشخ  MATx2 از نـوع     ) درصـد  45/27( هي جدا 14  و MATx1 از نوع    ) درصد 55/72( هي جدا 37 يزشيآم
 19پـنج گـروه انگـشت نگـاري بـا      وجـود   ديمو  DNA انگشت نگاريجينتا.  باروري بالايي برخوردار بودند توان ازها ي در تلاقهاجدايه

  .است  مورد مطالعهيها  نمونه نسبتاً زياد دري بيانگر تنوع ژنتيكبود كههاپلوتيپ 
  
  
  
  

  Nakataea sigmoidea ، وم، تلئومورفيتسي، آنامورف، برنج، پرMAT يهاآلل : يدي كل يها واژه
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  مقدمه
ن يتـر  عي از شـا   يکي ساقه به طور معمول      يدگيپوس يماريب

 ـ تول ي در کـشورها    برنج ي قارچ يها يماريب  ـ ا د کننـده  ي ن ي

 ـا. دشـو ي محـسوب م ــمحـصول  ن قــارچ در اکثـر مــزارع  ي

لان و مازندران پراکنده اسـت و باعـث بـروز           ي گ يکار برنج

 گـردد  ي و ارقام اصلاح شـده م ـ      ي ارقام محل  يخسارت رو 

(Javan-Nikkhah et al. 2001).   يمـار يقـارچ عامـل ب ،
Magnaporthe salvinii (Catt.) Krause & 

Websterيرجنسي با فرم غ(Cavara) Hara Nakataea 

sigmoidea ن قارچ متعلق بـه شـاخه       يا.  شده است  ي معرف

 هتروتـال   ي جنـس  يباشد و از نظر سـازگار     يکوتا م يآسکوم

 & Krause & Webster 1972, Ferreira) اســت

Webster 1975) .هاي هتروتال سازگاري جنسي در قارچ

 علق به شاخه آسكوميكوتا توسط يك جفـت مكـان ژنـي         مت

MAT  اين سيستم آميزشي دو حالتي يـا دو      . گرددكنترل مي

بـه طـوري كـه يـك       . شـود  ناميـده مـي    (Dimictic)قطبي  

بـا دو آلـل      MATلوكوس كنترل كننده تيپ آميزشي به نام        

ها هاپلوئيد هستند هر فـرد      قارچن  يااز آنجا كه    . وجود دارد 

هـا كـه    اين آلل . ا را دارا باشد   هللآواند يكي از    تمي يقارچ

 ستند وي ـ در واقـع آلـل ن  تعيين كننده تيپ آميزشـي هـستند     

  شــــوند ناميــــده مــــي (Idiomorph)ايــــديومورف 

(Debuchy & Turgeon 2006, Coppin et al. 1997) .

ــلاس  ــرگ وگ  (Metzenberg & Glass 1990) متزنب

 متنـاظر يـك     اشـكال اصطلاح ايديومورف را بـراي تعيـين        

جايگاه ژني كه موقعيـت كرومـوزومي يكـساني را اشـغال            

ــرده ــدك ــي ،ان ــاز ول ــوالي ب ــباهتي در ت ــاي  ش  و DNAه

. توسط آنها وجود ندارد، پيشنهاد كردنـد هاي كد شده    پروتئين

ت قـارچ   ي ـ حاصل از آن در جمع     يبي و نوترک  ي جنس يسازگار

وز فـراهم   ي ـق م ي از طر  يکيجاد تنوع ژنت  ي ا ي را برا  ييها زميمکان

گــردد  يد مــيــ جديهــا پيــ بــروز ژنوتکنــد و موجــب يمــ

(Zeigler 1998) .  در صورت وجود دو ايديومورف تيـپ

قـارچ،  هـر  هاي نزديك به هم در جمعيت      آميزشي با نسبت  

  . يابدامكان وقوع توليد مثل جنسي افزايش مي

ــستر ــراوس و وب  (Krause & Webster 1972) ك

 را در شـرايط طبيعـي از   M. salvinii قـارچ  يهاوميتسيپر

چنـين   كرده و هـم سازي ي خارجي برنج جداهافروي غلا 

 ـ  هـا متوانستند پريتسيو  ي سـازگار در  هـا ه را از تلاقـي جداي

  .شرايط آزمايشگاهي توليد كنند

فـرم  بـراي اولـين بـار    ) ۱۹۹۵ (جوان نيكخواهدر ايران   

هـاي  بـا تلاقـي جدايـه     ن قارچ را گزارش کـرد و        ي ا يجنس

هاي اين  نسي در شرايط آزمايشگاهي به پريتسيوم     سازگار ج 

ها و  قارچ دست يافت و به دليل تشكيل پريتسيوم در تلاقي         

عدم تشكيل آن در كشت منفرد هـر جدايـه، خـاطر نـشان              

  .نمود كه قارچ خود بارور نبوده، بلكه هتروتال است

اگر چه فرم جنـسي عامـل پوسـيدگي سـاقه بـرنج در              

رايط آزمايـشگاهي نيـز بـا       طبيعت مـشاهده شـده و در ش ـ       

هاي سازگار اقدام به توليد آن شـده        استفاده از تلاقي جدايه   

 ـ ا يزشيپ آم ي ت يها  آلل ي نوع و فراوان   مورداست اما در     ن ي

  . ستي در دست نياطلاعات کاملقارچ، 

ن قـارچ بـا   ي ايهاتي جمعيکين تنوع ژنت يينه تع يدر زم 

 انجام  يجامع ي، تاکنون بررس  ي مولکول يهااستفاده از روش  

ــه اســت ــا. نگرفت ــوع ژنت اين در حــالي ــه تن    يکــيســت ک

هـا بـا اسـتفاده از       سمي ـکروارگاني از م  ي بزرگ ـ يهـا تيجمع

ــول ــشانگر مولکـــ ــrep-PCR ينـــ ــده ي بررســـ    شـــ

 قابـل اعتمـاد بـوده و        يادي ـزان ز ي ـن نشانگر بـه م    يا. است

 اسـت   يار عـال  يز آن بـس   ي و قدرت تما   يريسرعت تکرارپذ 

(Louws et al. 1999) .  

 يت بـارور يطور که ذکر شد بـا توجـه بـه وضـع       همان

 ـ، احتمـال وقـوع تول  M. salvinii در قارچ يجنس د مثـل  ي

د ي ـ جد يهـا پي و بروز ژنوت   يبي و به دنبال آن نوترک     يجنس
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 اسـتنتاج شـده،     يهاهيد  فرض  يي تا ين برا يبنابرا. وجود دارد 

. رسديت قارچ مهم به نظر م     ي در جمع  يکي تنوع ژنت  يبررس

 ـ ن يق در راسـتا   ين تحق ي اساس، ا  نيبرا ر ي ـل بـه اهـداف ز     ي

  .انجام گرفت

ق تقابـل آنهـا     ي ـها از طر  هي جدا ي جنس يمطالعه سازگار  -۱

ــيرو ــاطي مح ــذايه ــصاصيي غ ــيتع (ي اخت ــي  ين فراوان

 )يزشيپ آمي تيهاومورفيديا

 ـ از جدا  ي برخ يکي تنوع ژنت  يبررس -۲  يآور جمـع  يهـا هي

  rep-PCR يشده به کمک نشانگر مولکول

  

  يروش بررس
 ها هي جداي و نگهداريسازجدا، يبردار نمونه -1

هاي مورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق، از         به منظور تهيه جدايه   

بـرداري   گيلان و مازنـدران نمونـه  يها مزارع برنج در استان   

 حـدوداً هـر     يد به ازا  ي در مناطق مورد بازد    .صورت گرفت 

د و   انتخـاب ش ـ   يک مزرعـه بـه طـور تـصادف        يلومتر  يده ک 

 يمـار يواجد علائـم ب     از ساقه و غلاف برنج که      ييهانمونه

در دمـاي اتـاق      مذکور   يهانمونه.  شدند يبودند جمع آور  

هاي كاغـذي   ک از نمونه ها درون پاكت     يهر  . خشك شدند 

 ينگهداروس  ي سلس  چهار درجه  يقرار داده شدند و در دما     

درون سـاقه و بافـت      از آنجـا كـه ايـن قـارچ در           . دنديگرد

كنـد،  هاي ريز و سياه رنگ توليد مي       اسكلروت ف برگ غلا

بـه  . هـا انجـام گرفـت   عمل جداسازي قـارچ از اسـكلروت      

ها از بافـت گيـاه خـارج و جمـع     طوري كه ابتدا اسكلروت 

اي قرار داده شـدند و      آوري شدند و سپس روي تكه پارچه      

 ۱۰به مدت دو تا سه دقيقه در محلول هيپوكلريـت سـديم             

. ضــدعفوني شــدند ) کلــر فعــال  درصــد ۵/۰(درصــد 

هـاي پتـري     شـده درون تـشتك     ي ضـدعفون  يهااسکلروت

 دو درصد قرار (water agar)روي محيط كشت آب آگار 

هاي رشـد كـرده    ساعت ميسليوم۴۸پس از طي   . داده شدند 

 (PDA) آگـار    – دكـستروز  –به محيط كشت سـيب زمينـي      

 ،وفور قــارچيديــ و کنيديــد کنيــجهــت تول. منتقــل شــدند

 (carrot agar)ج آگـار يط کـشت هـو  ي محي روهاوميسليم

تـر آب   يک ل ي ـج در   ي گـرم هـو    ۲۰ گرم آگار و عصاره      ۲۰(

ب، قرص ميسليومي به    ين ترت يبه ا . کشت داده شدند  ) مقطر

 قـارچ روي    همتـر از حاشـيه پرگنـه دو روز        قطر پـنج ميلـي    

، بــه روي محــيط هــويج آگــار درون PDAمحــيط كــشت 

 سـاعت   ۴۸ها به مـدت      تشتك . انتقال داده شد   يتشتک پتر 

در دماي اتـاق نگهـداري شـدند و سـپس زيـر نـور دايـم                 

در دمـاي اتـاق   )  لـوکس ۱۶۰۰-۱۹۰۰با شدت   (فلئورسنت  

 يپس از اسپورزايي قارچ، عمل تک اسپورساز      . قرار گرفتند 

و  سـترون    ي کاغـذ صـاف    يها رو  هيسپس جدا . انجام گرفت 

ــاخــشک  ــس درجــه-۲۰ يو در دم ــدرون فر وسي سل زر ي

  .گهداري گرديدندن

ه از  ي جدا ۱۳لان و   يه از استان گ   ي جدا ۳۸ب  ين ترت يبه ا 

 در ايـن تحقيـق مـورد         و ند شـد  يجداسازاستان مازندران   

  .)۱ جدول (آزمايش قرار گرفتند

  

   يزشيپ آمي تيها  آللين فراوانيي تع-2

  ها  تعيين تيپ آميزشي برخي جدايه-2-1

 زياد و بـه     يباروري با قابليت    يهاهي جدا ييبه منظور شناسا  

هـا بـه دو گـروه       هيتر جدا تر و آسان  عيک سر يدنبال آن تفک  

ه که  ي جدا ۵۱ از   هي جدا ۲۳ن  يب ها   يتلاق، ابتدا   يزشيپ آم يت

  .انجام گرفت انتخاب شده بودند، يبه صورت تصادف

هاي فوق، از محيط كشت      انجام تلاقي بين جدايه    براي

Sach’s agar) ۱ ــرم ــرم Ca(NO3)2 ،۲۵/۰ گـــ گـــ

MgSO4.7H2O  ،۲۵/۰   گرم K2HPO4  ،۴    گـرم CaCO3 ،

FeCl3      ـ گـرم آگـار در       ۲۰ به مقدار جزئي و    تـر آب   يک ل ي
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  شگري آزماياه مزرعهي با چهار جدايدر تلاق Magnaporthe salvinii قارچ يهاهي جدايت باروري و وضعيزشيپ آمي ت.1جدول 
Table 1. Mating type and fertility status of Magnaporthe salvinii isolates in crosses with four field- tester 

isolates 
    شگري آزمايامزرعه يهاه يجدا 

    MATx2تيپ آميزشي  MATx1تيپ آميزشي  

  نوع  G3 G11  G21  G27 نام جدايه

 تيپ آميزشي

  يمحل جمع آور
Sampling location  

G3 -  -  +++  ++  MATx1 Experimental field of Iranian Rice Research 
Institute, Guilan 

G11 -  -  +++  +++  MATx1  Siahkal to Lahijan Road (Ezborum), Guilan 

G14 -  -  +++  ++  MATx1  Pirbazar to Ziabar Road (Kafte rood), Guilan 

G15 -  -  +++  ++  MATx1  Rezvanshahr to Ziabar Road (Shilsar), Guilna 

G19 -  -  ++  ++  MATx1  Pounel to Rezvanshahr Road (Ardojan), Guilan 

G20 -  -  +++  ++  MATx1  Khomam to Khoshkbijar Road (Kord Khil), 
Guilan 

G23 -  -  +++  ++  MATx1  Vilage of Shahrestan, Guilan 

G24 -  -  +++  +++  MATx1  Khoshkbijar, village of Taze Abad, Guilan 

G25 -  -  +++  +  MATx1  Pirbazar to Ziabar Road (Nargestan), Guilan 

G28 -  -  ++  +  MATx1  Ziba kenar to Kiashahr, Guilan 

G29 -  -  ++  ++  MATx1  Khomam to Khoshkbijar Road, Khomam Guilan 
 

G30 -  -  ++  ++  MATx1  Khomam to Khoshkbijar Road (Kashel 
azadsara), Guilan 

G31 -  -  +++  +  MATx1  Ziba kenar, Guilan 

G32 -  -  +  ++  MATx1  Astaneh Road, Kilomere 15, Guilan 

G33 -  -  +++  ++  MATx1  Kochesfehan Road (Eslam abad), Guilan 

G34 -  -  +++  +  MATx1  Astane to Lahijan Road (Bazkiagorab), Guilan 

G36 -  -  +++  ++  MATx1  Langroud, Guilan 

G37 -  -  +++  ++  MATx1  Kochesfehan to Astane Road (Khoshkarondan), 
Guilan 

G39 -  -  ++  ++  MATx1  Sangar, Guilan 

G41 -  -  +++  ++  MATx1  Kochesfehan Road (Rashtabad), Guilan 

G46 -  -  +++  ++  MATx1  Experimental field of Iranian Rice Research 
Institute, Guilan 

G47 -  -  ++  ++  MATx1  Experimental field of Iranian Rice Research 
Institute, Guilan 

G48 -  -  ++  +++  MATx1  Rasht to Rostam abad Road, Guilan 

G57 -  -  +++  +++  MATx1  Experimental field of Iranian Rice Research 
Institute, Guilan 

G60 -  -  +++  ++  MATx1  Experimental field of Iranian Rice Research 
Institute, Guilan 

G99  -  -  ++  +++  MATx1  Experimental field of Iranian Rice Research 
Institute, Guilan 

G100 -  -  +++  ++  MATx1  Experimental field of Iranian Rice Research 
Institute, Guilan 

M49 -  -  ++  ++  MATx1  Babol, Vardkasht, Mazandaran 
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  .1ادامه جدول 
M54 -  -  +++  +++  MATx1  Amool, Sirojan, Mazandaran 

M56 -  -  +++  ++  MATx1  Behshahr, Mazandaran 

M76 -  -  +++  +++  MATx1  Behshahr, Mazandaran 

M79 -  -  +++  +++  MATx1  Behshahr, Mazandaran 

M85 -  -  +++  +++  MATx1  Behshahr to Tirtash (Gelogah), Mazandaran 

M91 -  -  +++  +++  MATx1  Mahmoud abad, Mazandaran 

M95 -  -  ++  +++  MATx1 Joybar, Mazandaran 

M96 -  -  +++  +++  MATx1  Salarmahale, Mazandaran 

M97 -  -  +++  +++  MATx1  Behshahr, Mazandaran 

G6 ++  +++  -  -  MATx2  Pirbazar to Ziabar Road (Nargestan), Guilan 
 

G12 +++  +++  -  -  MATx2  Experimental field of Iranian Rice Research 
Institute, Guilan 

G18 ++  +  -  -  MATx2  Fouman to Somaesara Road, Guilan 

G21 +++  +++  - -  MATx2  Ziba kenar to Kiashahr, Guilan 

G26 ++  +++  -  -  MATx2  Chaparpareh, Guilan 

G27 +  +++  -  - MATx2  Khomam to Khoshkbijar Road (Chapak), Guilan 

G35 +++  ++  -  -  MATx2  Sangar, village of sedeh, Guilan 

G38 ++  ++  -  -  MATx2 Roudsar to Kalachay Road Kilometer 1, Gilan 

G40 +++  ++  -  -  MATx2  Roudsar to Kalachay Road, kilomere 5, Gilan 

G42 +++  +  -  -  MATx2  Rasht (Jafarabad), Guilan 

G44  ++  +++  -  -  MATx2  Experimental field of Iranian Rice Research 
Institute, Guilan 

M66 ++  +  -  -  MATx2  Babol kenar, Kamranmahale, Mazandaran 

M73 ++  +++  -  -  MATx2  Amool, Vaskas, Mazandaran 

M81 +++  +++  -  -  MATx2  Noor, Jorband, Mazandaran 

   يبارور+++ : وم؛ يتسي پر۱۱- ۵۰تشكيل =  متوسط يبارور++ : وم؛ يتسي پر۱-۱۰تشكيل =  کم يبارور+ : وم؛ يتسيل پريعدم تشک: -

  .Sach’s agarمتري حاوي محيط كشت وم در سطح تشتك پتري نه سانتييتسي پر۵۰ش از يتشكيل ب= اد يز

  

ه و انعقـاد محـيط كـشت،    ي ـپـس از ته  . استفاده شـد  ) مقطر

در سـطح آن قـرار      برنج   و استريل ساقه     قطعات بريده شده  

اي كه در سمت هـر جدايـه يـك قطعـه             داده شدند به گونه   

ايـن  . متـر قـرار داده شـد      ي شش سـانت   يبيساقه به طول تقر   

، (Krause & Webster 1972) کراوس و وبسترمحيط توسط 

. هاي قارچ به كـار گرفتـه شـده اسـت          براي توليد پريتسيوم  

هـا، در هـر تـشتك پتـري دو          هي ـان جد ي ب ي انجام تلاق  براي

دو جدايـه   متعلـق بـه     متر   يليقرص ميسليومي به قطر پنج م     

 PDA ييط غـذا  ي مح يقارچ رو  هکشت دو روز   مختلف از 

. متر از يكديگر قـرار داده شـدند       با فاصله تقريبي سه سانتي    

 در مقابل    ممکن يها يدر همه تلاق   جدايه   ۲۳به اين ترتيب    

هـاي   ي پتري حاوي جدايـه    هاتشتك.  داده شدند  هم کشت 

 سـاعت بـراي رسـيدن       ۴۸تلاقي داده شده ابتدا بـه مـدت         

  ميــسليوم دو جدايــه مــورد آزمــايش بــه يكــديگر در      
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 و شـرايط تـاريكي   شگاهيوس در آزما  ي درجه سلس  ۲۷دماي  

ــه درون ســپس تــشتك. دايــم قــرار گرفتنــد هــاي پتــري ب

 ۱۶۰۰-۱۹۰۰بـا شـدت     (انكوباتور با نور دايم فلئورسـنت       

 وسيسلـس  درجـه    ۲۴-۲۶و واجد شـرايط دمـايي       ) سلوک

ــدند ــل شـ ــدود . منتقـ ــس از حـ ــاس ۱۶پـ ــر اسـ    روز بـ

ــسيوم در  ــيهــر تــشكيل پريت ــراي تلاق ــهــر هــا، ب    از کي

 ـي ها تيپ آميزشـي   جدايه ن يـي  تع MATx2 و   MATx1 يعن

ــ.دشــ ــراه  ب ــارور بــودن ي حــصول اطميعــلاوه ب نــان از ب

 وجود يا عـدم     هاي ميكروسكوپي  نمونه هيها، با ته   وميتسيپر

 قــرار ي آنهــا مــورد بررســوجــود آســك و آسكوســپور در

   .گرفت

  

 ـم تعيين -2-2  Magnaportheهـاي   بـاروري جدايـه  زاني

salvinii  
 براساس ميزان M. salviniiهاي قارچ ميزان باروري جدايه

استعداد آنها در تشكيل پريتسيوم واجد آسك و آسكوسپور         

ــد  ــين ش ــداد پري . تعي ــي، تع ــر تلاق ــشكيل  در ه ــسيوم ت   ت

ــري    ــشتك پت ــر ت ــطح ه ــده در س ــانتي ۹ش ــا س ــري ب   مت

به عنـوان شـاخص     و  استفاده از استريوميكروسكوپ نوري     

هـا   ي تلاق ، بر اين اساس   .مورد شمارش قرار گرفتند   باروري  

  اد، متوســط و كــم يــ گــروه بــا قابليــت بــاروري زســهبــه 

  .تفكيك شدند

 ـ بـا قابليـت بـاروري ز       يهـا يتلاق در  ۵۰اد، بـيش از     ي

مــشخص +++ پريتــسيوم تــشكيل شــدند كــه بــا علامــت 

ــد ــي.گرديدنـ ــارور   در تلاقـ ــا بـ ــايي بـ ــطيهـ    متوسـ

هايي با قابليت بـاروري     و در تلاقي  (++)  پريتسيوم   ۵۰-۱۱

  تـــــشكيل (+)  پريتـــــسيوم ۱-۱۰كـــــم، حـــــدود  

  . (Hebert 1971)شدند 

  

 ـن ت يـي  و تع  شگريآزماهاي   انتخاب جدايه  -2-3  ـيپ آم ي  يزش

  هاهير جدايسا

ه از هـر گـروه   ي موفق انجام شده، دو جدايها ر بين تلاقي د

تيپ آميزشـي كـه از سـطح بـاروري بـالايي در تلاقـي بـا                 

هاي از تيپ آميزشي مخـالف برخـوردار بودنـد، بـه            جدايه

  .  انتخاب شدندشگريآزماعنوان 

تنها بـا   ) مانده  جدايه باقي  ۲۸(ها  پس از آن ساير جدايه    

 گروه تلاقي داده شدند و گروه       هاي نماينده از هر دو    جدايه

بـه ايـن ترتيـب كـه در         . تيپ آميزشي آنهـا تعيـين گرديـد       

هـاي   با جدايهجدايه هرصورت تشكيل پريتسيوم در تلاقي    

جدايه مخالف گروه تيپ    آن  ، گروه تيپ آميزشي     شگريآزما

سطح بـاروري   . ه شد  در نظر گرفت   شگريآزماآميزشي جدايه   

 اشاره گرديد، با    ۲-۲ه در بند    ها نيز به صورتي ك    اين جدايه 

ــسيوم ــمارش پريت ــشتك ش ــطح ت ــا در س ــري ه ــاي پت  ۹ه

  . شديابيارزمتري  سانتي

  

بـا اسـتفاده از نـشانگر     هـا  تعيين تنوع ژنتيكي جدايه    -3

  rep-PCRمولكولي 

 يتريل يلي م ۱۰۰ ريها درون ظروف ارلن ما     هيک از جدا  يهر  

ــاو ــي م۵۰ يحــ ــريليلــ ــتــ ــا ي محــ ــشت مــ   عيط کــ

(PDB: potato dextrose broth)کــشت داده شــدند  .

ر به مدت چهار تـا پـنج روز روي دسـتگاه         يظروف ارلن ما  

 درجـه   ۲۷ دور در دقيقـه در دمـاي         ۱۲۰شيكر بـا سـرعت      

ل يپـس از تـشک   .  قـرار داده شـدند     شگاهيوس در آزما  يسلس

بـه  تحـت خـلاء     ها   وميسلي م  آنها، استخراجو  وم  يسليتوده م 

اسـتخراج  . دندش ـ (Lyophlize) صورت خـشک منجمـد    

DNAو و يــل خــشک شــده طبــق روش يوم هــايسليــ از م

  . انجام گرفت(Liu et al. 2000) همكاران

 از (PCR)اي پليمــراز جهــت انجــام واكــنش زنجيــره

 تكرار شـونده در     ي شده بر اساس نواح    يآغازگرهاي طراح 



  ...  و تنوع ژنتيكيبررسي باروري جنسي: پور سعيد و همكاران

۱۱۳  

 BOX (MWG, Germany) و ERIC هايژنوم قارچ به نام

هــا بــه شــرح زيــر مــي باشــد تــوالي آغازگر. اســتفاده شــد

(McDonald et al. 2000).  

  
ERIC:1R (5' – ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3′ ) 

 
2I (5' - AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3′ ) 

 
BOX:1A-1R (5' - CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-
3′ ) 

  

مخلـوط  .  ميكروليتـر بـود    ۲۰حجم نهايي مخلوط واكـنش      

تــر آب يلکروي م۷/۶ شــامل ERIC آغــازگر يبــراواکــنش 

ــد ــتريوني ــافر  يکرولي م۲ل، يزه اس ــر ب  PCR (10X) ،۵/۲ت

 MgCl2  ،۲مـول   يل ـي م ۲۵/۶ يتر از محلـول حـاو     يکروليم

 dNTPs ،۵/۰مــول يلــي م۱ يتــر از محلــول حــاويکروليم

  مي واحــــد آنــــز ۵ يتــــر محلــــول حــــاو  يکروليم

Taq DNA Polymerase ،۳تــر يکرولي مDNAي ژنــوم 

 يتر از محلول حاو   يکرولي م ۵/۱،  ) نانوگرم ۵با غلظت   (الگو  

تر از محلول يکرولي مERIC 1R، ۵/۱کومول آغازگر ي پ۵/۷

تـر  يکرولي م۳/۰ و ERIC 2R کومول آغـازگر ي پ۵/۷ يحاو

DMSO )۵/۱ (%ــرا ــازگر يو بـ ــامل  BOX آغـ  ۷/۷شـ

 PCRتــر بــافر يکرولي م۲ل، يزه اســتريونيــتــر آب ديکروليم

(10X) ،۳ــاو يکرولي م ــول ح ــر از محل ــي م۵/۷ يت ــوليل  م

MgCl2 ،۲ــاو  يکرولي م ــول ح ــر از محل ــي م۱ يت ــول يل م

dNTPs، ۵/۰مي واحــد آنــز۵ يتــر محلــول حــاويکرولي م  

Taq DNA Polymerase ،۳تــر يکرولي مDNAي ژنــوم 

 يتر از محلول حاو   يکرولي م ۵/۱،  ) نانوگرم ۵با غلظت   (الگو  

ــازگر ي پ۵/۷ ــول آغـــ ــريکرولي م۳/۰ و BOXکومـــ    تـــ

DMSO )۵/۱(% بـراي انجـام      برنامه حرارتي .  بود PCR  و 

 چرخـه   ۳۵ هـر دو آغـازگر در        ي بـرا  DNAتكثير قطعات   

 وسيسلس درجه   ۹۵سازي اوليه در     عبارت بود از واسرشت   

 وسيسلـس  درجـه    ۹۴سازي در     دقيقه، واسرشت  ۵به مدت   

 ثانيه،  ۳۰ به مدت    وسيسلس درجه   ۹۲ ثانيه و در     ۳به مدت   

  ثانيـه و   ۳به مـدت    وس  يسلس درجه   ۹۴سازي در    واسرشت

سـازي در    ثانيه، دو رگه  ۳۰به مدت   وس  يسلس درجه   ۹۲در  

 درجه  ۷۲ به مدت يك دقيقه، بسط در        وسيسلس درجه   ۴۹

 درجـه  ۷۲قه، بـسط نهـايي در       ي به مدت هفت دق    وسيسلس

بـراي مـشاهده محـصولات    .  دقيقـه ۱۰ به مـدت   وسيسلس

، الكتروفورز محصولات تكثير شده در ژل       PCRحاصل از   

براي امتيازدهي الگوي باندي    . شد درصد انجام    ۲۵/۱آگارز  

 در يـك مكـان      DNAهر ژل، وجود يا عدم وجود هر باند         

  در جـدول    صـفر و   ۱خاص براي هـر نمونـه بـه صـورت           

 Microsoft Excel 2003افزار  در نرم(data matrix)ها داده

 unweighted اي به روش خوشهتجزيه و تحليل. ثبت شد

pair-group method with arithmetic averages 
(UPGMA)        و نرم افـزار كـامپيوتري NTSYSpc-2.02e 

  .دي مربوطه رسم گردانجام شد و فنوگرام

  

  جينتا
   شناسايي قارچ -1

مشخصات مرفولوژيكي فرم غير جنسي قارچ عامل بيماري        

  .تر اسيبه شرح ز ،پوسيدگي ساقه برنج

هـا ابتـدا بـه رنـگ        ، ميسليوم PDAروي محيط غذايي    

سفيد هستند و سپس به رنگ خاكستري روشن تـا تيـره در        

ها داراي سطح صاف بوده و در سطح يـا          اسكروت. آيند مي

چنـين در بافـت سـاقه و غـلاف      درون محيط غذايي و هـم     

گردند كه در حالت بلوغ به اشكال، كـروي         برنج تشكيل مي  

. شـوند  بـوده و بـه رنـگ سـياه ديـده مـي             و يا نيمه كروي   

هـا و   كنيديوفور قـارچ بـه طـور مـستقيم روي اسـكلروت           

هاي قارچ قابـل  گردند و از هيفهاي قارچ تشكيل مي    هيف

ها به طور منفرد و به روش سيمپوديال        كنيدي. هستندتمايز  
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(Sympodial) ها كنيدي. شوند تشكيل مي وفور  يدي کن يرو

 هـا  كنيـدي  انـدازه . ئيد هـستند  دوكي شكل و اغلب سيگمو    

هـا تقريبـاً در     كنيـدي . اسـت کرومتر  ي م ۷۶-۴۵ × ۵/۱۴-۱۰

ــداره    ــه جــــــ ــوارد داراي ســــــ ــر مــــــ   اكثــــــ

ــي ــوژيكي  . باشــند عرضــي م ــه و مرفول   خــصوصيات پرگن

هاي مورد بررسي در اين تحقيـق بـا گونـه توصـيف             جدايه

   (Ellis & Holiday 1972) الـيس و هاليـدي  شده توسط 

  ه ايــــن ترتيــــب گونــــه  بــــ. مطابقــــت داشــــت 

Nakataea sigmoidea (Cavara) Hara   فـرم  به عنـوان

  .شدد ييأمطالعه تهاي مورد غيرجنسي جدايه

مشخصات مرفولوژيكي فرم جنسي قارچ عامل بيماري       

ــرنج    ــاقه بـ ــيدگي سـ ــرح ز پوسـ ــه شـ ــبـ ــتريـ   . اسـ

هــا ســياه رنــگ بــوده و كــروي شــكل هــستند،  پريتــسيوم

. انـد ي برگ فرو رفتـه    ها درون بافت غلاف خارج    پريتسيوم

اي اي شكل بوده و طويل هـستند و ديـواره         ها استوانه آسك

كــه زمـاني . باشـند نـازك دارنـد كــه داراي پايـه كوتـاه مــي    

ــي  ــالغ مـ ــپورها بـ ــكآسكوسـ ــوند آسـ ــد شـ ــا ناپديـ   هـ

 و بـه    (Biseriate)آسكوسـپورها در دو رديـف       . گردندمي

ــي   ــشكيل م ــر آســك ت ــدد در ه ــشت ع ــداد ه ــوندتع . ش

رها داراي سـه جـداره عرضـي بـوده و در محـل            آسكوسپو

آسكوسـپورها  .  دارنـد  (Constricted)ها فرورفتگي   جداره

ــكل   ــي شــ ــستند (Fusiform)دوكــ ــده هــ   . و خميــ

. باشــديکرومتــر مــي م۳۵-۶۵ × ۷/۸ انــدازه آسکوســپورها

ــم  ــپور و هــ ــك و آسكوســ ــوژي آســ ــين  مرفولــ   چنــ

هاي مورد بررسـي در ايـن تحقيـق بـا           هاي جدايه پريتسيوم

ــط     ــده توسـ ــر شـ ــيف ذكـ ــستر توصـ ــراوس و وبـ   كـ

(Krause & Webster 1972) ــرا ــه  يبــ گونــ

Magnaporthe salvinii (Catt.) Krause & Webster   بـه

  .شت مطابقت داN. sigmoidea فرم جنسيعنوان 

  

  يزشيپ آمي تيها آللين فراوانيي تع-2

  ه هاي جدايزشيپ آمين تيي تع-2-1

وم شـد آن دو     يتـس يپرل  ي که منجـر بـه تـشک       ييهايدر تلاق 

 بـدون   يهـا  يتلاق ـو   ، مخـالف  يزشي آم يها پي ت هبه  يجدا

اختصاص  ياحتمال  مشابه يزشيپ آم يتبه   وميسيل پرت يتشک

بـا  دو گـروه    در    بارور يهاهين اساس جدا  يبر ا . شدندداده  

از .  شـدند ييشناسا MATx2 و MATx1 يزشي آم يها پيت

 ـت موفق انجام شده، از هر گروه يهاين تلاق يب  يزش ـيپ آمي

وم در  يتـس يل بيـشترين تعـداد پر     يه که قادر به تشک    يدو جدا 

 ـ از ت  يهايهي با جدا  يتلاق  مخـالف بودنـد، بـه       يزش ـيپ آم ي

 و  G3 يهاهيجدا.  انتخاب شدند  (tester)شگر  يآزماعنوان  

G11   يزشيپ آم ي از گروه ت MATx1  يهاهي و جدا G21  و 

G27يزش ـيپ آمي از گروه ت  MATx2 يق ـتوانـستند در تلا 

وم قابـل   يتسي مخالف تعداد پر   يزشيپ آم ي از ت  يهاهيبا جدا 

ن اسـت کـه     يانگر ا ين موضوع ب  يا. ل دهند ي تشک ياملاحظه

 زيادي برخـوردار هـستند و       يها از قابليت بارور   هين جدا يا

 ـ بـا جدا   ي تلاق ـ يبرا شگريآزما يهاهيبه عنوان جدا    يهـا  هي

  . انتخاب شدندمانده يباق

شگر و تعيـين تيـپ      ي ـه آزما يپس از انتخاب چهار جدا    

تنهـا بـا   ) مانـده  يه باق ي جدا ۲۸(ها  هير جدا يآميزشي آنها، سا  

 يشگر از هر دو گروه تيـپ آميزشـي تلاق ـ         ي آزما يهاهيجدا

 متعلق  يهاهيجدا. ن شد يي آنها تع  يزشيپ آم يداده شدند و ت   

 ـ بـا جدا   ي در تلاق ـ  MATx1 يزشيپ آم يبه گروه ت    يهـا  هي

د کردنـد   يوم تول يتسي پر MATx2 يزشيپ آم يشگر با ت  يآزما

چ ي ه ـMATx1شگر از گروه ي آزمايهاهي با جداي تلاق درو  

 متعلق به گـروه     يهاهين جدا يچنهم. د نشد ي تول يوميتسيپر

 ـ آزما يهاهي که با جدا   ي هنگام MATx2 يزشيپ آم يت شگر ي

د ي ـوم تول يتسي داده شدند پر   ي تلاق MATx1 يزشيپ آم يبا ت 

 ـ کـه بـا جدا     ي وقت ـ وليکردند    ـ آزما يهـا هي شگر از گـروه    ي

MATx2 ن يبه ا . ل نشد ي تشک يوميتسي داده شدند پر   ي تلاق
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 يهـا در قـارچ  د شـد و     يي ـأب هتروتـال بـودن قـارچ ت       يترت

 ـافرادي با ت  فقط  هتروتال،   ) مخـالف ( سـازگار    يزش ـيپ آم ي

ل يوم تـشک يتسي داشته و پريد مثل جنس  يتوانند با هم تول   يم

  ).۱جدول (دهند 

 ـ در ا   شده يررسه ب ي جدا ۵۱از مجموع     ۳۷ق،  ي ـن تحق ي

ه ي ـ جدا ۱۴و   %) MATx1) ۵۵/۷۲ يزش ـيپ آم يه از ت  يجدا

 .ص داده شدند  يتشخ %) MATx2) ۴۵/۲۷ يزشيپ آم ياز ت 

 ـاز ت  % ۰۵/۷۱لان،  يه استان گ  ي جدا ۳۸ن  يدر ب   يزش ـيپ آم ي

MATx1   يزش ـيپ آم ياز ت  % ۹۵/۲۸ و MATx2  از .  بودنـد

 ـ ت از % ۹۲/۷۶ز،  ي ـه استان مازندران ن   ي جدا ۱۳  يزش ـيپ آم ي

MATx1 ــاز ت % ۰۸/۲۳ و ــيپ آميــــ    MATx2 يزشــــ

در هــر حــال، در بــين  ).۲ جــدول(ص داده شــدند يتــشخ

ــه ــه جداي ــاي مزرع ــي   ه ــپ آميزش ــده، تي ــه ش   اي مطالع

 MATx1   ــا ــسه ب ــشتري در مقاي ــي بي  MATx2 از فراوان

  .برخوردار بود

  

  ها زمان و نحوه تشكيل پريتسيوم-2-2

 ـ       يحدود    واجـد   ي پتـر  يهـا شتکک هفته پـس از انتقـال ت

 يها به انکوباتور داراي نـور دايـم فلئورسـنت و دمـا     تلاقي

ها که فاقد آسک    وميتسيل پر ي، تشک وسيسلس درجه   ۲۷-۲۴

 روز از زمان   ۱۸ و با گذشت     شدو آسکوسپور بودند شروع     

 بالغ داراي آسـک و آسکوسـپور     يهاوميتسي، پر يانجام تلاق 

  هـــاي تـــشكيل شـــده  پريتـــسيوم. ل شـــدنديتـــشک

ــده      ــيده ش ــي پوش ــفيد رنگ ــسليوم س ــوده مي ــط ت    توس

لازم بـه ذکـر اسـت کـه در          . )b۱ و   a۱ يهـا  شکل( بودند  

 يهـا ي تلاق ـ يه شده از تمـام    ي ته يکروسکوپي م يهادياسلا

   واجـــد آســـک و آسکوســـپور يهـــاوميتـــسيموفـــق، پر

ــدن ــده ش ــكل(د دي ــا ش ــسيپر. )d-f۱ يه ــاوميت ــالغ،يه    ب

 ـ      يبه رنگ س   ا کوتـاه بودنـد     ي ـد و   اه بوده و واجد گـردن بلن

  ).c۱شكل (

  rep-PCR به روش DNAنگاري  انگشت-3

 تكثيــر شــده قابــل يچنــد شــکل DNAمجمــوع بانــدهاي 

 جدايـه از  ۲۰ يبـرا  ERICو  BOX ارزيـابي آغازگرهـاي  

 ۹۴۳ تـا  ۲۰۰هـاي   باند با اندازهN. sigmoidea  ،۱۴قارچ

ــود  ــاز بـ ــت بـ ــات  . جفـ ــدي قطعـ ــوي بانـ    DNAالگـ

 نـشان داده شـده      ۲ شكلها، در    جدايه تكثير شده در برخي   

  .است

هاي حاصل از   در ارزيابي و تجزيه و تحليل نهايي داده       

ــازگر  ــوني  BOX و ERICدو آغـ ــان كلـ ــنج دودمـ   ، پـ

(Clonal lineage)نگاري  يا گروه انگشتDNA  در بـين 

 مشخص شد و به ترتيـب  M. salvinii جدايه از قارچ ۲۰

 از هم مشخص E و A ،B ،C ،Dاز بالا به پايين با حروف       

هـايي  هـا از جدايـه    هريك از اين گروه   ). ۳ شكل(گرديدند  

بـا هـم    % ۹۳-۱۰۰تشكيل شده بودند كـه از نظـر ژنتيكـي           

 ـ    . شباهت داشتند  دسـت آمـده در     ه  در پنج دودمان كلوني ب

فراوانـي  .  هاپلوتيپ شناسايي شده است    ۱۹ جدايه،   ۲۰بين  

پـنج دودمـان   يـك از    در هرM. salvinii هاي قارچ جدايه

  . آمده است۳ جدولشناسايي شده در 

  

  بحث
هاي تحقيق، وضعيت باروري و پراكنش ايديومورف     ن  يادر  

ــه  ــي جداي ــپ آميزش ــارچ تي ــاي ق ــل M. salviniiه  عام

ــت   ــرار گرف ــورد بررســي ق ــرنج م ــاقه ب در . پوســيدگي س

ــارچ ــي    قـ ــپ آميزشـ ــود دو تيـ ــال، وجـ ــاي هتروتـ   هـ

(Mating type)   ـ  راي وقـوع   سـازگار در يـك جمعيـت، ب

ــروري    ــسي ض ــل جن ــد مث ــستندتولي ــاژن. ه ــپ يه   تي

  كنتـرل توليـد   در  اصـلي  عامـل  آميزشي معمولاً بـه عنـوان      

  كننــدهــاي قــارچي عمــل مــي   مثــل جنــسي جدايــه  

 (Leslie & Summerell 2006, Coppin et al. 1997) .  
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  .لان و مازندرانيهاي گدر استان Magnaporthe salviniiزشي يپ آميهاي ت آللپراكنشسه ي مقا.2جدول 
Table 2. Comparison of distribution of mating type alleles distribution of Magnaporthe salvinii in Guilan and 

Mazandaran provinces 

 زشیيهاي متعلق به هر تپ آمتعداد و درصد جدايه

Number and percent of isolates belonged to each mating type  
  محل نمونه برداري
Sampling location 

MATx1 MATx2  

  هاهيتعداد کل جدا
Total number of isolates 

Guilan province 27 (71.05%)  11 (28.95%)  38  
Mazandaran province  10 (76.92%)  3 (23.08%)  13  

Total  37 (72.55%)  14 (27.45%)  51  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 ـل شـده  ي تـشك يهـا پريتـسيوم ) b و a .شگاهيط آزماي در شرا.Magnaporthe salviniiقارچ  يل فرم جنسيتشك .1شكل   ـ يدر تلاق ن يب

 ـمق.  حاوي آسكوسـپورها يها آسك) e و d بالغ، يها پريتسيوم) Sach’s agar .c روي محيط كشت G21 و M91 يها هيجدا اس ي

  .باشديكرومتر مي م10 برابر f يكرومتر و براي م40 برابر e يكرومتر، براي م100 برابر d يكرومتر، براي م400 برابر c يبرا: سنجش
Fig. 1. Development of perfect state of Magnaporthe salvinii in laboratory condition. a , b) Perithecia produced in 

cross between M91 and G21 on Sach’s agar, c) Matural perithecia, d , e) Ascus containing ascospores, f) An 
ascospore. Bar: c = 400 µm, d = 100 µm, e = 40 µm and f = 10 µm. 

a 

c 

e 

b 

d  

f 

a 

c 
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 25/1، در ژل آگـارز  Magnaporthe salvini هاي قارچ  براي جدايهrep-PCR تكثير شده به روش DNA الگوي باندي قطعات .2شكل 

%. a (  آغازگرERIC هـاي    به ترتيب مربوط به جدايه     8 تا   1اره هاي   ، شمG6  ،G39  ،G40  ،G42  ،M56  ،G57  ،M81   و M95. b (

 و G39 ،G32 ،G40 ،G25 ،G24 ،G23 ،G20 ،G15 ،G14 به ترتيب مربوط بـه جدايـه هـاي      18 تا   9، شماره هاي    BOXآغازگر  

G6باشند مي .M : نشانگر اندازهDNA (Gene ruler™ DNA Ladder Mix).  
Fig 2. Banding patterns obtained from amplified DNA fragments by rep-PCR for the Magnaporthe salvinii 

isolates, in a 1.25% agarose gel. a) ERIC primer, 1 to 8 numbers are corresponding to G6, G39, G40, G42, 
G56, G57, M81, and M95. b) BOX primer, 9 to 18 numbers are corresponding to G39, G32, G40, G25, 
G24, G23, G20, G15, G14 and G6 isolates, respectively. M = DNA size marker (Gene ruler™ DNA Ladder 
Mix). 

  

دهد كه هـر دو تيـپ آميزشـي در جمعيـت            نتايج نشان مي  

دهنـده  د و ايـن موضـوع نـشان       ن ـوجـود دار   يمورد بررس ـ 

جمعيت براي انجام توليد مثـل جنـسي و         ن  يا پتانسيل زياد 

  . استدر نهايت افزايش تنوع ژنتيكي و نوتركيبي 

هـاي تيـپ آميزشـي و       با دانستن فراواني ايديومورف   

توان احتمال وقوع توليد مثـل      ها مي وضعيت باروري جدايه  

جنسي در يك جمعيت و يك منطقه بخـصوص را بـرآورد            

در اين تحقيق . (Viji & Gnanamanickam 1998)كرد 

 MATx1اي از تيـپ آميزشـي       هـاي مزرعـه   فراواني جدايه 

.  بيشتر بـود   MATx2هايي از تيپ آميزشي     نسبت به جدايه  

 جدايه از تيـپ آميزشـي       ۳۷ جدايه،   ۵۱به طوري كه از بين      

MATx1   جدايه از تيپ آميزشي      ۱۴ و MATx2   شناسـايي 

غالب بودن تنها يك تيپ آميزشي در جمعيـت غيـر           . شدند

ــارچ   ــر از ق ــي ديگ ــوده و در برخ ــادي نب ــه ع ــا از جمل   ه

M. griseaمبني بر وجود نسبتي نا متوازن يها نيز گزارش 

ــپ ــود دارد    از تي ــارچ وج ــت ق ــي در جمعي ــاي آميزش ه

(Notteghem & Silue 1992) . در مورد غالب بودن يك تيپ

 كـه   هاييآميزشي در جمعيت، اين احتمال وجود دارد كه جدايه        

  كننــد بهتــر غالــب در جمعيــت را حمــل مــيايــديومورف 

   .(Ferreira & Webster 1975) تواننـد بقـا پيـدا كننـد    مـي 

a  b  

M   1    2    3   4    5   6    7    8  M  18  17 16  15  14  13 12  11   10  
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Coefficient
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 كـه  M. salvinii هـاي  جدايـه تعدادي از براي NTSYSpc-2.02e در نرم افزار UPGMA دندروگرام ترسيم شده براساس روش .3شكل 

 با مقايسه الگوي باندي (binary matrix)روگرام با تجزيه و تحليل ماتريس دوتايي اين دند. باشددهنده پنج دودمان كلوني مي نشان

 ـ ، ايجـاد     rep-PCRمولكولي  هاي فوق براساس نشانگر    تكثير شده جدايه   DNAقطعات     اعـضاي هـر دودمـان كلـوني     . ده اسـت  ش

  . شباهت دارندDNAهم از نظر الگوي  با% 100-93
Fig. 3. The generated dendrogram by the UPGMA method by NTSYSpc-2.02e software for some M. salvinii 

isolates that is showing five clonal lineages. The dendrogram was generated based on a pair wise 
comparison of banding patterns obtained from amplified DNA fragment by rep-PCR. The DNA patterns 
of clonal lineages members are similar to each other 93-100%. 

  

  ران يبرنج شمال ا  مزارعدرMagnaporthe salvinii  هاي هي در تعدادي از جدا فراواني پنج دودمان كلوني شناسايي شده.3جدول 

Table 3. Frequency of five clonal lineages within some Magnaporthe salvinii isolates in northern Iran rice 
fields. 

 دودمان كلوني

clonal lineage 

 تعداد جدايه ها

number of isolates  

 (%)فراواني جدايه ها 

Isolates frequency (%)  

 هاي شناسايي شدهتعداد هاپلوتيپ

Number of identified 
haplotypes  

A 7  35  7  
B 1  5  1  
C 9  45  8  
D 1  5  1  
E 2  10  2  

  

 با توجه به الگوي پراكنش تيپ آميزشـي در          ،از طرف ديگر  

توان گفت که فراواني بيـشتر يـك        اي، مي هاي مزرعه جدايه

گروه تيپ آميزشي در مزارع، احتمالاً يكي از دلايل كميابي          

  .استدر طبيعت، ) وجود پريتسيوم(مرحله جنسي 

هـا از   هـاي قـارچ    مطالعه تنـوع ژنتيكـي جمعيـت       يبرا

اسـتفاده از   . شـود رها و نشانگرهاي متناسب استفاده مـي      ابزا

نـشانگرهاي مولكــولي بــه دليـل عــدم تاثيرپــذيري آنهــا از   

شرايط محيطي داخلي و خارجي موجود، بـراي شناسـايي،          
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 ـ     بندي و بررسي تنوع ژنتيكي قارچ     طبقه كـار  هها بـه وفـور ب

، عتبا توجـه بـه سـر   . (McDonald 1997)شود برده مي

 RFLP نسبت به    rep-PCRهزينه بودن    و كم  يتكرار پذير 

و مطالعاتي كه به كمك آغازگرهاي طراحـي شـده از روي            

 DNAهـاي   هاي نوكلئوتيـدي غيـر وابـسته از تـوالي         توالي

ــام  ــه ن  روي ســاير BOX و ERICهــاي تكــرار شــونده ب

 Czambor & Arcniuk)هـا صـورت گرفتـه بـود     قـارچ 

1999, Jedryczka et al. 1999, McDonald et al. 
 بررسي تنوع جمعيت قـارچ از     براي، در اين تحقيق     (2000

 BOX و   ERIC و دو آغازگر     rep-PCRنشانگر مولكولي   

هـا بـا    در ارزيابي و تجزيه و تحليل نهايي داده       . شداستفاده  

استفاده از اين دو آغـازگر، پـنج دودمـان كلـوني يـا گـروه              

 ـ هاپلوت ۱۹ و   جدايه ۲۰نگاري در بين    انگشت ص  مـشخ پي

توجه بـه نتـايج حاصـل از مطالعـه مولكـولي، بـين                با .شد

 مورد بررسي در اين تحقيـق  M. salviniiهاي قارچ جدايه

  بوده  جدايه تنوع ژنتيكي زياد    ۲۰مشاهده گرديد كه در بين      

هـاي جديـدي     تـوان بـروز ژنوتيـپ     دليـل آن را مـي     . است

. ندباش ـ توليد مثل جنسي قارچ      توانند حاصل يمدانست كه   

 بررسـي سـازگاري جنـسي در ايـن تحقيـق و             يهاايشآزم

باشـد كـه    مقايسه آن با نتايج مولكولي بيانگر اين مطلب مي        

وجود قابليت باروري زياد، حضور هر دو تيپ آميزشـي در    

جمعيت مورد آزمايش نيز دليلـي ديگـر بـر احتمـال بـروز              

توليد مثل جنسي و به دنبال آن مشاهده تنوع ژنتيكـي زيـاد        

ق نـشان داد کـه      ين تحق يدر واقع، ا  . باشدقارچ  ت  يجمعدر  

تواند  ي م ي جنس يبيت قارچ متنوع است و بروز نوترک      يجمع

 يک ـيه و وجود تنوع ژنت    ي جدا ۲۰ن  يپ ب ي هاپلوت ۱۹حضور  

  .ديه نماياد را توجي زنسبتاً
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