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 RAPD با استفاده از نشانگر مولکولی Septoria tritici ايرانی دايه هایج بررسی تنوع ژنتیکی

 
 1، عزيزاله علیزاده2، ناصر صفايی1مريم دارستانی فراهانی

 

 گروه بیماری شناسی گیاهی دانشکده کشاورزی، دانشگاه تربیت مدرس 1       

                                                 
                                    

 چکیده             

باشد که ساايیانه سااار    بیماری سپتوريوز برگی گندم از مهمترين بیماريهای گندم در جهان و ايران می   

 Septoriaهاای ايرانای   سازد.  به منظور بررسی تناو  ننتیکای جداياه   فراوانی را به محصول گندم وارد می

tritici، های گندم آيوده از چهار استان سوزستان، گلاتان، اردبیل و کرمانشااه جماآ آوری و بررسای    نمونه

 مطايعاا  بیمااريیايی و    جدايه بر اساس پراکنش جغرافیاايی بارای   62جدايه بدست آمده،  88. از میان شد

بیماريیايی جدايه ها  تجیيه واريانس شد انتخاب شدند.  RAPDبررسی تنو  ننتیکی با استفاده از نشانگر 

بها  معنی دار بود و براساس مقایسه  ماهایناش تهبی بایهاری ایی هبایه   ها        (p<0.01)درصد  99در سطح 

آغازگر تصادفی بررسی  15ز ماان ا، ننتیکی تنوع  در مطالع گروه تقسام تبیب. 5استفاده از آزمون دایکش ب  

بر اساس وضوح بایب و تکرار  OPC18  ،P14  ،RC09  ،R28  ،OPA04  ،Rotha14تبه، تش آغازگر تامل؛ 

های حاصل از ايگوی باندی مربوط به اين شش آغاازگر  ای دادهتجیيه و تحلیل سوشهپذیري ایتخاب تبیب. 

مورد بررسای را   Septoria triticiهای جدايه UPGMAتصادفی با استفاده از ضريب تشابه جاکارد و روش 

و بر  ها می باشدوه تقایم نمود که بیانگر تنو  ننتیکی بالا در اين جدايهگر 8درصد، به  55در سطح تشابه 

.  درصد بیشاترين تناو  را نشاان داد    5/52اساس تعداد کلاسترهای مربوط به جدايه ها، در منطقه اردبیل با 

  در ايران است. S. triticiهای جدايهاين اويین گیارش از بررسی تنو  ننتیکی در 

 

 RAPD-PCR گندم، ،Septoria triticiتنو  ننتیکی،  بیماريیايی، ی:واژه های کلید

 

                                                 
  161-88696688 تلفش:            یاصر صفایی        مسئول:یویسنبه                           nsafaie@modares.ac.ir :Email  
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 مقدمه

کای  ي (Septoria tritici)گندم  سپتوريوز

د گنادم در  یا هاای مناا ت توي  ماریین بيتراز مهم

عوامال کااهش   ن يمهم تر جمله و از، بودهجهان 

 Linde et al., 2002; King et) باشدمحصول می

al., 1983; Eyal et al., 1987) .   اهمیت بیمااری

و ساار  ناشی از آن زمانی افایايش يافات کاه    

ارقام مکیيکی باا ساواز زراعای ساوب، نظیار      

های مختلف عملکرد زياد، قدر  سازش با محیط

 گاترده ایو مقاومت در مقابل زنگ ها در سطح 

از کشورهای دنیاا ماورد اساتفاده قارار گرفات و      

ريوز گنادم  چون اين ارقام نابت به بیماری ساپتو 

حااس بودند در برسی از کشورها ساار  قابل 

 Torabi, 1980 Eyal) تااوجهی وارد نمودنااد 

 اور  ه در چند سال اسیر اين بیمااری با   (،1981,

پراکنااده در منااا ت مختلااف ر  داده و رو بااه    

گاترش بوده است و در بعضای از مناا ت نظیار    

میارعی از دشت آزادگان، ايذه و بهبهان در استان 

ستان بیماری به صور  اپیدمی شديد ظااهر  سوز

کی یمارگر هر چه تنو  ننتیت بیک جمعيدر شد. 

شتر باشد، احتمال وقو  مقاومات در قاارب باه    یب

ت يريی ماد ماورد اساتفاده در برناماه    کاش  قارب

داری ياااز  رفاای پا مبااارزه قااوی تاار ماای شااود.

ا تحمل ارقام را، بدون ا لا  از ساستار يمقاومت 

 ناای نمااودیش بیتااوان پااارگر نماایماایکاای بیننت

(McDonald and Martinez, 1990).  نيا بناابر ا، 

ح از سااستار  یبا در دست داشتن ا لاعاا  صاح  

تاوان ارقاام مناسابی    می S. tritici تیک جمعیننت

هاای  تیا ا جمعيا ی مختلف يایبرای منا ت جغراف

به  ن سود منجريجاد نمود که اين قارب  ايمتنو  ا

ی سواهد ياین منا ت جغرافيا داری مقاومت دريپا

 باا اساتفاده از   S. tritici. اگرچه تنو  ننتیکی شد

( و Razavi and Hughes, 2004) RAPDنشانگر 

 ,McDonald and Martinez)) سااير نشاانگرها  

1990; Linde et al., 2002 جهاان   در ساير نقاط

ويی گایارش در زمیناه تناو      بررسی شده است،

 ران محاادود اساات.  ننتیکاای اياان قااارب در اياا  

 نیاای بااه منظااور ،(1581کمیجااانی و همکاااران )

 نیديکاایبررساای تنااو  ننتیکاای و تعیااین میاایان 

 های قارب عامل بیماری در اياران،  ننتیکی جدايه

بااا اسااتفاده از اسااتان کشااور را  1جدايااه از  58

و نشان دادند که  مطايعه کردند ،rep-PCRنشانگر 

یکاای از از نظاار ننت  %51جدايااه باایش از   52

همديگر متفاو  بودند و اغلب جدايه هايی که با 

همديگر مشابه بودناد از ياک منطقاه جغرافیاايی     

هاای ننتیکای    بودند که نشاانگر وجاود دودماان   

باشاد.   مختلف در منا ت جغرافیاايی کشاور مای   

اسااتان  پاان جدايااه از  661 ،(1589اباارين بنااا )

و  AFLPرا بااا اسااتفاده از نشااانگرهای   کشااور

تیپ آمییشی بررسی کرده و نشان داد که يوکوس 

پن  جمعیت مورد بررسی از نظر ننتیکی متماايی،  

جرياان ننای باین آن هااا محادود و باه صااور       

های مجیا از هم گروهبندی شادند و تناو     گروه

و در حايات عادم    منیی در اين جمعیت ها کننی 
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در ايان پاهوهش ضامن    تعادل پیوستگی بودناد.  

از  S. triticiهاای  اياه آوری و جداسازی جدجمآ

باه کماک    آنهاا  چهار استان کشور، تنو  ننتیکای 

مورد بررسای قارار    RAPDنشانگرهای مويکويی 

تعیین تنو  موجود بین جدايه های و  گرفته است

صور  گرفته و اين امر مهمترين ايرانی اين قارب 

اين بیمارگر در کشور باه   درستقدم در مديريت 

 شمار می رود.

 

 ها مواد و روش

  جدا سازی بیمارگر

در بازديد از میار  گندم، برگ های آيوده 

 و حاوی پکنیديوم در  ی فصول زراعی سال های 

، جمااااآ آوری 1585-1582و  1585-1588

گرديااد و در پاکاات هااای کاغااذی گذاشااته و    

ه، منطقاه و تااري    مشخصا  گیااه بیماار، میرعا   

روی تمام نمونه ها يادداشت گرديد نمونه برداری 

بارای   .جداسازی منتقل شاد  برایبه آزمايشگاه  و

ابتادا قطعاا  بارگ زيار آب     بیمارگر جداسازی 

قطعااا  باارگ روان شاتشااو داده شاادند سااپس 

باالا  گونه ای که منفذ پیکنید باه سامت   ه پیکنید ب

روی لام های شیشه ای گذاشته و نموناه را  باشد، 

در يک تشتک پتری حااوی کاغاذ صاافی اشابا      

 ،آن بساترون قارارداده و در   شده باا آب مقطار  

جهت حفظ ر وبت و جلوگیری از آيودگی بااته  

ساانتی گاراد    68تاا   66شد. تشتک ها در دمای 

ساااعت بااا جااذب  8تااا  6نگهااداری و پااس از 

از روزناه پیکنیادها شارو      فتیلهر وبت، سروج 

شد. انتقال پیکنیديوسپورها در شرايط سترون زير 

سترون قطاره  هود انجام شد. با کمک نوک سوزن 

حااوی    PDAبه محیط کشت آب آگاار ياا    فتیله

میلااای گااارم در يیتااار( ياااا  651کلرامفنیکااال )

میلی گارم در يیتار(    51استرپتوماياین سويفا  )

 .(Eyal et al., 1987) منتقل شد

 

  بیمارگر و نگهداری آنخالص سازی 

سايص سازی جداياه هاا باه روش تاک     

اسپورها را از  شد. ابتدا با يوپاسپور کردن انجام 

سطح محیط کشت برداشته و در يويه آزمايشی که 

و  همیلی يیتر آب مقطر سترون بود، ريخت 9حاوی 

سپس هم زده و سوسپانایون اسپور تهیاه شاد و   

 9دوباره يک میلی يیتر از ايان سوسپاناایون باه    

میلی يیتر آب مقطر سترون در داسل يويه آزمايش 

ن، محاایط ديگاار اضااافه شااد و بعااد از هاام زد  

يکنواستی تهیه شد. غلظات اساپور باياد  اوری     

باشد که بعد از پخش کردن در سطح تشتک پتری 

محتوی محیط کشت، اسپورها مجیا و باا فاصاله   

مشخصی از هماديگر قارار گیرناد. بعاد از تهیاه      

سوسپانایون، چند قطره از آن با ياوپ در ساطح   

تشتک پتری، محتوی لايه نازکی از محیط کشات  

. سپس در داسل انکوبااتور  گرديدپخش  آب آگار

درجه سانتی گاراد قارار داده شاد و     65در دمای 

ساعت بعد پتری ها زير میکروسکوپ ناوری   68

بررساای شااد. اسااپورهای جوانااه زده مشااخص   
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.  بااا سااوزن سااترون، قطعااه حاااوی   گرديدنااد

اسپورهای جوانه زده به تشتک های پتری حااوی  

 ترپتومايااین محیط کشت دارای کلرامفنیکل يا اس

PDA    انتقال داده شد و در انکوباتور بارای رشاد

برای نگهداری باه صاور  کوتااه     نگه داری شد.

های پتری جدايه های کشات شاده    مد ، تشتک

برای نگهداری بلناد  در سردسانه نگهداری شدند. 

کرويیتر از سوسپانایون قارب را باا  می 511مد ، 

 در گلیااارول مخلااوط کاارده و میکرويیتاار 651

مخلوط کرده  vortexريخته و با  5/1میکروتیوپ 

 نگهداری شدند.درجه  -11و در فريیر 

 

  تهیه زادمايه

 651اريان مايرهاای    زادمايهه برای تهیه 

 Potato) يیتری محتوی محیط مايآ اساتريل  میلی

Dextrose Liquid medium) PDB   با اسپورهای

که روی محیط جاماد تشاکیل    ،کشت جوان قارب

سپس اريان مايرهاا    شدند. مايه کوبیت، شده اس

تا  1به شیکر انکوباتور انتقال داده شده و به مد  

دور در  111با سرعت  C ° 61روز در دمای  11

يیتر دقیقه نگهداری شدند. تعداد اسپور در هر میلی

 گلباول شامار  از اين سوسپانایون باه کماک لام   

در هاار  1×  11 1شاامارش شااده و بااه تعااداد   

 ر تنظیم شد. يیتمیلی

 مايه زنی گیاهچه های گندم در گلخانه

بعاااد از تهیاااه سوسپاناااایون اساااپور،  

 ،6روزه( رقم داراب  11های يک برگی ) گیاهچه

که در گلدان های ساترون در سااک بکار کشات     

شااده بودنااد مايااه زناای گرديدنااد. باارای ساااک  

هاا پريیات، سااک و سااک بارگ ساترون        گلدان

مخلوط و در  1:1:1ت استفاده شد که اينها با ناب

گرمی ريخته شدند. بعد  511گلدان های کوچک 

از آماده سازی ساک گلدان ها، بذرها را در داسل 

ثانیاه   51درصد به مد   92ظرف محتوی ايکل 

ريخته و ساپس ايکال را تخلیاه و دو باار باا آب      

مقطاار سااترون، بااذر هااا شاااته شاادند. بعااد از  

لادان  عفونی سطحی، پن  بذر در داسل هر گ ضد

قارار داده شاد و روی باذرها باه ضاخامت يااک      

سانتی متر از همان ساک ريختاه شاد. زماانی کاه     

گیاهچه ها به مرحله يک برگی رسیدند، يک قطره 

درصد به سوسپاناایون اساپور اضاافه     61توئین 

گرديد و مايه زنی با استفاده از آب فشاان دساتی   

از مايه زنی، گلادانهای حااوی    پسانجام گرفت. 

سااعت باا کیااه هاای      92چه ها به ماد   گیاه

پلاستیکی پوشانده شد و کیاه هاا باا آب فشاان    

دستی مر وب نگه داشته شد. بعد از ايان ماد ،   

 کیاه ها از سطح گلدان ها برداشته شد.

   

 هاآزمايش بیماريزايی جدايه

ها با پاشیدن آزمايش بیماريیايی جدايه

 1×11 1سوسپانایون اسپور هر جدايه با غلضت 

. شدانجام  6روزه داراب  11روی گیاهچه های 

اين آزمايش در قايب  رح کاملا تصادفی انجام 
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شد و برای هر جدايه سه تکرار )گلدان( با يک 

 شاهد )آب مقطر سترون( در نظر گرفته شد.

  

 (Disease assessment) ارزيابی بیماری 

جدايه  62آزمون بیماريیايی با استفاده از 

ز منااا ت مختلااف کشااور انجااام بدساات آمااده ا

ياداشت برداری از واکانش ننوتیاپ هاا     پذيرفت.

انجام شد  2و شیو  بیماری 1با ثبت شد  بیماری

و شد  بیماری بر اساس مقیااس اراياه شاده در    

 Saari and)پريااکا    -روش دو رقمی سااری 

Prescott, 1996) .اندازه گیری شد 

 

 Septoria تعیین تنوع ژنتیکی جدايه های قارچ

tritici 

 DNAاستخراج 

 651 مايرهاای  اريان  ،بیومسبرای تهیه  

 Potato) يیتری محتوی محیط مايآ اساتريل  میلی

Dextrose Liquid medium) PDB   با اسپورهای

کشت جوان قارب که روی محیط جاماد تشاکیل   

 فلاسک های ارينسپس  شده است، تلقیح شدند.

تا  1به مد   به شیکر انکوباتور انتقال داده شده و

دور  111باا سارعت    C ° 61روز در دمای   11

بعاد از ماد  تعیاین    در دقیقه نگهاداری شادند.   

شده، میالیوم ها به کماک کاغاذ صاافی واتمان     

از محایط جادا شاده و     شماره يک و پمپ سلاء

                                                 
1 Disease severity 
2 Disease incidence 

دوباره با آب مقطر سترون شاتشو داده شدند تاا  

باقیمانده محیط مايآ از روی سطح میالیوم شاته 

شود. میالیوم های آبگیری شده پس از وزن شدن 

در داسل يويه فاايکون قارار داده و بلافاصاله باه     

درجه ساانتی گاراد، در داسال اويتارا      -11دمای 

، از DNAبه منظور اساتخراج   .فريیر منتقل شدند

و مطااابت روش صاافايی و  DNAمحلااول نمکاای 

 اساتفاده شاد.    (Safaie et al., 2005) همکااران 

و  DNAینان از موفقیت عمل اساتخراج  برای ا م

پان    ،استحصاايی  DNAبررسی کمیت و کیفیات  

با يک میکرويیتر باافر   DNAمیکرويیتر از محلول 

میلای   21میلی گرم برموفنل بلاو،   6X (91رنگ 

میلای   81و  EDTAگارم   155/1يیتر گلیارول، 

يیتر آب دوباار تقطیار( مخلاوط گردياد و در نل     

همچنین بارای   ورز شد.آگارز يک درصد ايکتروف

اساتخراج شاده، از دساتگاه     DNAتعیین غلظت 

     بیوفتومتر استفاده شد.

 

 Septoriaتعیین تنوع ژنتیکی جدايه های قارچ 

tritici  با استفاده از نشانگرRAPD 

به منظور انجام واکنش زنجیره ای پلیمراز 

(PCR)   برای تعیین تنو  ننتیکی جداياه هاایS. 

tritici  اده از نشاانگر با اساتف RAPD1 ،  15ابتادا 

آغااازگر تصااادفی نوکلدوتیاادی ساااست شاارکت  

سینانن در ايران، روی تعادادی از جداياه هاا باه     

ايگاو ماورد بررسای قارار گرفتناد.       DNAعنوان 
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 55 - 5َ یفهرست آغازگرهای مورد استفاده و تواي

 :آن ها به قرار زير است

Roth-A20: 

GTTGCGA

TCC 

P14: 

CCACAGC

ACG 

Roth-A14: 

TCTGTGC

TGG 
OPA07: 

GAAACG

GGTG 

R28: 

ATGGATC

CGC 

Roth-A19: 

CAAACGT

CGG 
P14: 

CCACAGC

ACG 

OPC18:  

TGAGTGG

GTG 

OPA04: 

AATCGGG

CTG 
OPC19:GT

TGCCAGC

C 

RC09: 

GATAAC

GCAC 

R28: 

ATGGATC

CGC 
OPA11:TT

CCCGTCA

T 

OPA14:TC

TGTGCTG

G 

OPA03:AG

TCAGCCA

C 

 OPA18: 

AGGTGA

CCGT 

OPA16:AG

CCAGCGA

A 

باا   RAPD-PCRمیکرويیتاری   65واکنش هاای   

دوتیادی از ساری   نوکل 11استفاده از آغازگرهای 

آغازگرهای تصادفی دريافت شده از سینانن تهیاه  

/  8(   DW) آب ديونییه گرديد. هر واکنش شامل:

  ،PCR (PCR buffer 10X  )6 بافر، میکرويیتر 18

2MgCl(50 Mm )2/1، dNTP mix (10Mm  )

 Taq DNA) آناایيم ،1(  Mµ 10) آغااازگر .،/5

polymerase, 5u/ml )5/1،  DNA(30 ng )1 

در ترموساايکلر   RAPD-PCRتکنیک .  میکرويیتر

درجاه   96های اپندورف گراديانت، شامل چرسه

دقیقه، به دنباال آن تکارار    6گراد، به مد  سانتی

، دقیقاه  1گراد، درجه سانتی 95چرسه شامل  81

درجه سانتی گاراد باه    81تا  52اتصال در دمای 

                                                                       
1 Random Amplified Polymorphic DNA 

دقیقاه   6گراد، درجه سانتی 11و  مد  يک دقیقه

 گراد، انجام گرفت. درجه سانتی 11دقیقه در  5و 

، ايکتروفاورز باا نل   PCRبرای مشاهده محصول 

 1درصد انجام گرفت. برای اين منظاور،   1آگارز 

 TBE (1X)میلای يیتار باافر     111گرم آگارز در 

میلای ماولار اساید     91میلی مولار تاريس،   91)

( توسط حرار   EDTAو دو میلی مولار  بوريک

 55زماانی کاه دماای نل باه حادود       حل گرديد.

از محلول  پنچ میکرويیتر درجه سانتی گراد رسید،

میلی گرم در میلای   11با غلظت  2اتیديوم برومايد

ده  يیتاار، بااه آن اضااافه و سااوب مخلااوط شااد.  

دو  میکرويیتاار از محصااول هاار واکاانش همااراه  

 81در اين نل باا ويتاان    x 2میکرويیتر بافر رنگ 

بارای تخماین    ساعت رانده شد. 6ويت به مد  

، PCRاندازه فراورده های تکثیر شده  ی واکنش 

جفاات بااازی  1111از نشااانگر نردبااان ننااومی 

باا  اول ماوج     UVنل تحت نور  استفاده گرديد.

نانومتر قرار گرفت. در نهايت بارای عکاس    681

 .Gel Docنل، از دساتگاه عکاابرداری   بارداری  

Vilber Lourmat T-5×20-2A    .اساتفاده گردياد

حداقل دو بار برای هر جداياه تکارار    PCRعمل 

که باند ساوبی از   DNAگرديد و فقط قطعاتی از 

آن ها روی نل ديده می شد، مورد ارزياابی قارار   

 گرفتند.

برای ايجاد ماتريس شباهت بین جدايه ها، وجاود  

وجود هر يک از باند ها به صور  اعاداد   يا عدم

                                                 
2 Ethidium bromide  
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و  DAN)يک برای وجاود هار باناد     يک و صفر

و در نارم افایار    صفر برای عدم وجود آن( تعیین

Exel .شباهت بر اساس نتاي  ماتريس  ثبت گرديد

که با استفاده از ضريب تشابه جاکارد بدست آمده 

 سوشااه ای باااا روش  و تحلیااال ، تجیيااه بااود 

PGMAU1 ار در ناارم افاایMVSP، انجااام شااد و 

دندروگرام مربوط به هر آغازگر به  ور جداگاناه  

و نیی دندروگرام مربوط به مجمو  آغازگرها رسم 

  .گرديد

 ايجنت

و انتخههها   جداسهههازی بیمهههارگر   

ترين افراد جمعیت بهر اسهاپ اهراکنش     متنوع

  جغرافیايی

از نمونه های گیاهی جمآ آوری شاده از مناا ت   

جداياه   88اردبیل، کرمانشاه، سوزستان، گلاتان، 

جداساازی عامال بیمااری،    که بارای   بدست آمد

تاا   66تشتک های حاوی قطعا  برگ در دماای  

سانتی گاراد نگهاداری شادند. زماان جاذب       68

باتگی به میایان سشاکی    فتیلهر وبت و سروج 

 5ايی  6نمونه ها داشت. برگ های سبی و سشک 

ان و برگهای سشک و مرده به چندين ساعت زما 

نیاااز داشااتند کااه در آن شاارايط باااقی بماننااد.    

 فتیلاه های برگ برای کنترل سروج قطرا   نمونه

و تشکیل آنها در بالای دهانه پیکنیاد مکاررا زيار    

روشان ياا   فتیله  بینوکوير بررسی شدند. تراوشا 

                                                 
1 Unweighted Pair Group Method With Arithmetic 

mean 

کااادر بودناااد و کااادر باااودن نشاااانه فراوانااای 

 88از میاان   باود. فتیلاه   پیکنیديوسپورها در قطره

جدايه بر اساس پاراکنش   62يه بدست آمده، جدا

برای بررسی تنو  ننتیکی با استفاده از جغرافیايی 

  انتخاب شدند. RAPDنشانگر 

 

 بررسی بیماری زايی جدايه

 Septoria triticiجداياه   62ويارولانس  

در گلخانااه، مااورد آزمااون قاارار گرفاات. علائاام  

روز بعد  68تا  18، 6بیماری بر روی رقم داراب 

مايه زنی مشاهده گرديد. علائم بیماری ابتدا به  از

صور  يکه های زرد رنگ در روی برگهاا ظااهر   

گرديد. اين يکه ها به تادري  بیرگتار و تیاره تار     

شده تا اينکه ناوج برگ در محل يکه ها سشاک  

و قهااوه ای شاادند. در داساال اياان يکااه هااا      

های قارب عامل بیماری بصور  نقااط   پیکنیديوم

دو سااطح باارگ مشاااهده گرديااد.  ساایاهرنگ در

تجیيه واريانس بیماريیايی جدايه ها در سطح يک 

 (.1درصد، تفاو  معنی داری نشان دادند )جدول

جدايه ها بر اساس مقايااه میاانگین باا اساتفاده     

آزمااون دانکاان، بااه پاان  گااروه تقااایم شاادند   

، 66،15، 66، 61( که به ترتیب شاامل  6)جدول

  بیمااری زايای   جدايه بودناد. بیشاترين شاد    6

باا شاد  بیمااری زايای      St-1مربوط به جداياه  

باا   St-5بود و کمترين مربوط به جداياه   68/21

بود.  مییان بیماری زايای   2/18شد  بیماريیايی 
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 جغرافیايی آنها نداشت. جدايه ها هیچگونه ارتباط معنی داری باا ناواحی   

 .در گلخانه 2روی رقم دارا   Septoria tritici هجداي 22آنالیز واريانس شدت بیماری مربوط به  -1جدول 

 منابع تغییرات

C.O.V 

 درجه آزادی

df 

 مجموع مربعات

Sum of Square 

 میانگین مربعات

Mean of Square 

F-value 

 تیمار
Treatment 

25 0.359 0.014 **5.308 

 سطا

Error 

52 0.141 0.003  

 کل
Total 

77 0.500   

   Coefficient of Variation= 9.95%   رصدمعنی دار در سطح يك د* 

Table 1-Analysis of variation of disease intensity for 26 varieties of Septoria tritici on 

Darab 2 cultivar.   

 .در گلخانه 2دارا   روی رقم Septoria triticiجدايه  22مقايسه میانگین های شدت بیماری مربوط به  -2 جدول

 ه ميانگينمقايس
Compare of Mean 

 ميانگين شدت بيماري زايي
Mean of disease 

 نام جدايه
Name of variety  

A 61.24 St-1 

ABC 56.32 St-2 

ABCD 42.72 St-3 

ABC 51.89 St-4 

E 6.78 St-5 

ABCD 41.79 St-6 

AB 57.62 St-7 

ABC 50.71 St-8 

ABCD 46.55 St-9 

ABCD 41.55 St-10 

ABC 56.21 St-11 

ABCD 35.77 St-12 

ABCD 44.06 St-13 

CD 29.06 St-14 

ABC 52.10 St-15 

ABC 52.82 St-16 

BCD 31.01 St-17 

BCD 30.17 St-18 

DE 21.32 St-19 

ABCD 41.32 St-20 

BCD 31.88 St-21 

ABCD 40.14 St-22 

ABC 51.94 St-23 

ABC 52.21 St-24 

ABC 54.10 St-25 

ABC 52.71 St-26 
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Table 2- Compare of disease intensity mean for 26 varieties of Septoria tritici on 

Darab 2 cultivar. 

 

نمودار گروه بندی سوشه ای جدايه ها بار  

 جدايه 62اساس شد  بیماری زايی نشان داد که 

S. tritici    در پن  گروه قرار گرفتند، کاه گاروهV 

((virulent ،تااا 11/51شااد  بیماااريیايی  بااا 

شامل شش جداياه از سوزساتان،   درصد،  68/21

از اردبیل و چهار جدايه از گلاتان بود.  جدايه دو

 باا شاد   ،  MV (Moderately virulent) گاروه 

درصد، شامل دو  55/82تا  18/81بیماری زايی 

جدايه از گلاتان، ياک جداياه از اردبیال، چهاار     

، شامل Weak (W)سوزستان بود. گروه  جدايه از

چهار جدايه از سوزستان، دو جداياه از اردبیال و   

دو جدايه از کرمانشاه بود و در نهايت يک جدايه 

ز اردبیل کمترين شد  بیماری زايی بدست آمده ا

قارار    Very weak  (VW)را نشان داد و در گروه

  (.1گرفت )شکل 

 

UPGMA

Euclidean

1

2

11

7

4

23

15

24

16

26

8

25

3

6

10

20

22

9

13

12

14

17

18

21

19

5

60 50 40 30 20 10 0

 

: MV: ويهروننس شهديد،   Vبر اساپ شدت بیماری زايی آنهها،    Septoria triticiخوشه بندی جدايه های  -1 شکل 

 .: ويروننس بسیار ضعیفVW: ويروننس ضعیف، Wويروننس متوسط، 

Figure 1- Cluster for varieties of Septoria tritici based on their disease intensity. V: 

virulent, MV: Moderately virulent, W: Weak and VW: Very weak. 

 

 

  Septoriaتعیین تنهوع ژنتیکهی جدايهه ههای     

tritici 

 DNAهمانطور که اشاره شاد اساتخراج   

نجام گرديد کاه  ا DNAبه وسیله محلول نمکی 

ننومی قاارب در تماامی    DNA ی اين مرحله، 

VW 

W 

MV 

 

V 
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جدايه هاا باه روش ماذکور اساتخراج شاد. از      

محاسن اين روش می توان به صرفه جاويی در  

وقت و عدم استفاده از مواد سمی مانناد فنال و   

کلروفورم اشاره نمود. به منظور هماهنگ کردن 

اسااتخراج شااده در همااه  DNAغلظاات هااای 

اساتفاده از آب دياونییه ساترون،    جدايه ها، باا  

در همه جدايه ها پاس از انادازه    DNAغلظت 

ناانوگرم در   51گیری به وسیله بیوفتاومتر، باه   

 میکرويیتر رسانده شد.

 

  Septoriaژنتیکهی جدايهه ههای     تنهوع  تعیین

tritici  با استفاده از نشانگرRAPD 

ه منظااور مطايعااه تنااو  ننتیکاای قااارب باا

Septoria tritici  آغااازگر تصااادفی  15میااان از

، OPC18 ،P14بررسی شده، شش آغازگر شامل؛ 

RC09 ،R28 ،OPA04 و Rotha14    باار اساااس

وضوح باند و تکرار پذيری انتخاب شدند )جدول 

(. برای ا مینان از تکرارپذيری، واکانش تکثیار   5

تعاداد  برای هر جدايه حداقل دو بار تکارار شاد.   

تا  15 آغازگرتويید شده با هر  چند شکلقطعا  

 65/1عدد و دامنه اندازه قطعا  تکثیر شده   65

هایچ کادام از شاش     (.6)شاکل   باود  kb 5/8تا 

 62آغازگر انتخااب شاده و باه کاار رفتاه روی      

نتوانااتند جداياه هاا را از    جدايه مورد بررسای،  

يحاظ منا ت جغرافیايی کاملا تفکیک نمايند ويای  

جماآ  در برسی موارد جدايه ها بر اسااس محال   

نتاي  حاصال از    .آوری از يکديگر تفکیک شدند

تجیيااه و تحلیاال سوشااه ای هاار شااش آغااازگر 

RAPD  درصاد،   55نشان داد که در سطح تشابه

گروه باه   8گروه قرار گرفتند. اين  8ها در  جدايه

)سه جدايه از سوزستان، يک جداياه از   65ترتیب

)دو جدايه  65/19اردبیل، دو جدايه از گلاتان(، 

)شااش  65گلاااتان، سااه جدايااه از اردبیاال(، از 

)دو جداياااه از  5/11جداياااه از سوزساااتان(،  

)ياک   8/5کرمانشاه و يک جدايه از سوزساتان(،  

)دو جدايه از سوزساتان(،   2/1جدايه از اردبیل(، 

)دو جداياه از   2/1)يک جدايه از اردبیال(،   2/1

گلاتان( درصد از کل جدايه ها را شاامل شادند   

  .(5)شکل 

 .RAPD فهرست آغازگرهای مورد استفاده برای نشانگر – 8 ولجد

 چند شکلی
Polymorphism 

q p b توايی 
Sequence 

 نام آغازگر
primer 

100 16 0 250-3500 TCTGTGCTGG-3` 5`- Roth-A14 
100 23 0 250-4500 5`-TGAGTGGGTG-3` OPC18 
100 13 0 250-3000 5`-CCACAGCACG-3` P14 
100 24 0 250-4500 5`-ATGGATCCGC-3` R28 
96 25 1 250-4500 5`-GATAACGCAC-3` RC09 

96 25 1 250-3000 5`-AATCGGGCTG-3` OPA04 
           P: monomorphic loci, q: polymorphic loci, b: band size (bp) 

Table 3- List of used primers for RAPD marker. 
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B                                                                         A 

      
C                                                             D 

     
 

E                                                                           F 

        

با استفاده از آغازگرهای تصادفی روی   Septoria triticiهای مختلف  جدايهتکثیر شده در باندی الگوی  - 2 شکل

:  R28, B; RCO9, C; OPA04, D; ROTHA14, E; P14, F; OPC18, A .Mدرصهد:    5/1ژل آگهارز  

 .: کنترل منفی Nو  1kbنشانگر اندازه 

Figure 1- Banding patterns amplified in Septoria tritici isolates using random primers 

on agarose gel. A, OPC18; F, P14; E, ROTHA14; D, OPA04; C, RCO9; B, R28. Lane 

M: size marker 1kb, N: Negative control  

 

ترتیاب  ه بالاترين تنو  ب ،ر اين اساسب

بین جدايه های استان های منا ت شمايی کشور 

اردبیل و گلاتان ملاحظه شد کاه باا توجاه باه     

جدايه های گلاتان )شش جدايه( ناابت  تعداد 

جداياه( و تعاداد    16به جدايه های سوزستان )

( ناابت باه   8) کلاستر های مربوط باه اردبیال  

(، اين تنو  در 5) کلاسترهای مربوط به گلاتان

 استان اردبیل و گلاتان بایار چشمگیرتر اسات 

( و  جدايه های کرمانشاه باا اساتفاده   8)جدول 

ر شش آغازگر  تصادفی در از تجیيه و تحلیل ه

 کنار جدايه های سوزستان دسته بندی شدند. 
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UPGMA

Jaccard's Coefficient

1KHsa3

2AM

4G4T7

6G4T4

7KHSH

9KHSA2

3G1T1

8G1T3

5Adustlu

10ABT1

14ABT2

13KHDEZ1

15KHsabili

16KHsarbishe

20 KHshush3

21 KHsardasht

22KHbaghmalek

12KHSA1

17kezahabt1

18ke zahabt3

11AM

25KHh

26KHahvaz

19Amoghan

23GAT1

24GAT2

0.04 0.2 0.36 0.52 0.68 0.84 1

 
 ,P14, RC09, Rotha14, R28 دندروگرام حاصل از تجزيه خوشه ای داده های حاصهل از شهش آغهازگر    -8شکل 

OPA04, OPC18  با استفاده از روشUPGMA و ضريب تشابه جاکارد. 

Figure 2- Resulting dendrogram in cluster analysis of data of six random primers 

(P14, RC09, Rotha14, R28, OPA04, OPC18) using UPGMA method and Jaccard`s 

coefficient in Septoria tritici isolates. 
 

 

 و هر استان با استفاده از نشهانگرهای مختلهف   S. tritici جمعیت های تشکیل شده برای تعداد کلاسترهای -4جدول

 .درصد تنوع ژنتیکی

                                    

Table 4- Cluster number for S. tritici populations for 4 provinces using different 

markers and Genetic diversity (%).     

 

درصد تنوع ژنتیکی برای 

 RAPDنشانگر 

Genetic diversity (%)  

درصد 

 جمعیت

Population

% 

 تعدادکلاستر )نشانگر

RAPD) 

Cluster number 

of RAPD primer 

تعداد 

 جمعیت
Number of 

population 

 ناحیه جغرافیايی

Location 

 سوزستان 12 3 46.1 27.2

 انگلات 6 4 23.1 27.2

 اردبیل 6 4 23.1 36.3

 کرمانشاه 2 1 7.7 9
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 بحث

اهمیت تنو  در بیماريیايی بیمارگرها، از 

ختلف مورد توجه بیماری شناسان گیاهی جها  م

می باشد. از اين جهت محققان باه دنباال علال و    

عواماال تاااثیر گااذار در بیماااريیايی بیمارگرهااا   

. وجود تنو  در (Peever et al., 2000) باشند می

، قابلا توساط   S. triticiبیماری زايی جدايه هاای  

 Van Ginkel) محققین مختلف مطايعه شده است

and Scharen, 1988; Marshall, 1985).  بررسی

 هاا  قدر  بیماريیايی جدايه ها در شرايط گلخانه

نشان داد که دامنه شاد  بیمااری در جداياه هاا     

بایار متغیر می باشد و نشان دهنده متناو  باودن   

همچناین   توان بیماری زايی جدايه ها مای باشاد.  

نتاي  حاصال نشاان داد کاه، شاد  بیمااری در      

درصااد متغیاار  68/21تااا  18/2جدايااه هااا از 

باا بررسای    نیی (6115) رضوی و هیوزباشد.  می

آوری جمآ ،M. graminicolaجدايه از قارب  91

از يک میرعه در ايايت ساساکاچوآن کاناادا    هشد

زايای و هام از   نشان دادند که هم از نظر بیمااری 

هااا اسااتلاف نظاار قاادر  تهاااجمی بااین جدايااه

فته هاا باا نتااي     و اين يا داری وجود داشتمعنی

که گایارش داد، تناو     (Marshal, 1985) مارشال

باالا   S. triticiبیماری زايی در باین جداياه هاای    

، RAPDاز نشانگر مويکويی  است، مطابقت دارد.

در زمینه های مختلف تشاخیص و تناو  ننتیکای    

جدايااه هااای قااارچی، مطايعااا  رده بناادی و    

 ,.Sharon et al).فیلوننتیکی اساتفاده مای شاود    

2006; Tommerup et al., 1995)  15ز میاان  ا 

، در RAPDآغازگر تصادفی با استفاده از نشاانگر  

، OPC18 ،P14اين تحقیت  شش آغاازگر شاامل   

RC09 ،R28 ،OPA04 و RothA14  دارای

اياان آغازگرهااا  بیشااترين چنااد شااکلی بودنااد. 

نتواناتند جدايه ها را از يحاظ منا ت جغرافیاايی  

وياای در برساای مااوارد   ،ک نمايناادکاااملا تفکیاا

ها بر اساس محل جماآ آوری از يکاديگر    جدايه

، جدايه های کرمانشااه  برای نمونهتفکیک شدند. 

 P14آغازگر )بجیتوسط همه آغازگرهای تصادفی 

( کنار جداياه هاای سوزساتان دساته     OPA04و  

که ممکن است بیانگر منشاا گارفتن    ،بندی شدند

و ياا  اه از سوزساتان  برسی از جدايه های کرمانش

در سطح  R28باشد. با استفاده از آغازگر بايعکس 

درصد، سه جدايه از اردبیل کناار ياک    88تشابه 

جدايه از گلاتان دسته بندی شاد. همچناین ساه    

جدايه اردبیل همگی در يک گاروه قارار گرفتناد.    

 88در ساطح تشاابه    RC09با استفاده از آغاازگر  

ا دو جدايه از گلاتان درصد، دو جدايه از اردبیل ب

در يک گروه حاوی دو زير گروه قرار گرفتند. باا  

درصد،  12در سطح تشابه  P14استفاده از آغازگر 

جدايه های کرمانشااه در ياک گاروه مجایا قارار      

گرفتند و يک جدايه از اردبیل کناار دو جداياه از   

 RothA14گلاتان دسته بندی شدند. باا آغاازگر   

يه از گلاتان در کناار  درصد دو جدا 56در سطح 

دو جدايااه از اردبیاال دسااته بناادی شاادند. نتاااي  

حاصل از ترکیب شش آغازگر تصادفی با استفاده 
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درصااد،  55در سااطح تشااابه  RAPDاز نشااانگر 

گروه تقایم نمود، که اين بیانگر  8جدايه ها را به 

وجاود تناو     ها می باشد. تنو  بالای میان جدايه

با نتاي  پهوهش مک دونايد  ،ها بالا در میان جدايه

و  (McDonald et al., 1999, 1998)و همکااران  

کاه از   ،(Linde et al., 2002)يیناد و همکااران   

اسااتفاده کاارده بودنااد، مطابقاات  RFLPنشااانگر 

داشت.  همچنین بالاترين تنو  باین جداياه هاای    

منا ت شامايی )اساتان هاای گلااتان و اردبیال(      

 OPA04، آغازگرهای ملاحظه شد. نتاي  نشان داد

( را تويیاد  65) چند شکلبیشترين باند  RCO9 و

 RAPD ،22/98باند حاصل از  151نمودند و از 

 Razavi) زبودند. رضوی و هیو چند شکلدرصد 

and Hughes, 2003)   جداياه   91نیی  با بررسای

M. graminicola  آغااازگر  15و بااا اسااتفاده از

 UBC757نشان دادند که آغازگر  RAPD تصادفی

( را تويید نماود و از  15) چند شکلبیشترين باند 

چنااد درصااد  RAPD ،92بانااد حاصاال از  151

همچنین تجیيه سوشه ای نشاان داد   .بودند شکل

درصد بود که  81که ماکیيمم تشابه بین جدايه ها 

 ,.Boeger et al)اين نتاي  توسط بوگر و همکاران

 Chen and)چااان و ماااک دوناياااد  ، (1993

McDonald, 1996) يیند و همکاران ،(Linde et 

al., 2002)  هان و همکاااران و(Zhan et al., 

. همچناین میایان باالای    ماد نیی به دست آ (2001

و نتاي  تجیيه سوشه ای نشان داد که  چند شکلی

تويید مثل جنای نقش مهمی در ساستار ننتیکای  

M. graminicola   .ايان  در  در غارب کاناادا دارد

وح بالايی از نو  ننتیکی در جمعیات  سط پهوهش

S. tritici      پديدار گشات. نتااي  بدسات آماده از

تجیيه سوشه ای همه آغازگرها نتواناات جداياه   

تفکیاک   "ها را از يحاظ منا ت جغرافیاايی کااملا  

نمايند ويی در برسی موارد جدايه هاا بار اسااس    

درک  محل جمآ آوری از يکديگر تفکیک شادند. 

ن تناو  ننتیکای موجاود در ايان     کنونی ما از مییا

گونه، محدود به بررسی جدايه هاای در دساترس   

کاب ا لاعا  دقیات تار از   می باشد. به هر حال 

به ادامه تحقیات باا    واباتهتنو  ننتیکی اين قارب 

جدايه هاای بیشاتر از مناا ت مختلاف     استفاده از 

کااارگیری نشااانگرهای  ه کشااور، و همچنااین باا 

 تر می باشد.مويکويی دقیت و پیشرفته 
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Abstract 

Septoria leaf blotch is one of the most important wheat diseases worldwide including 

Iran. To study the genetic diversity of Iranian isolates of Septoria tritici, the infected samples 

were collected from Khuzestan, Golestan, Ardebil and Kermanshah provinces. Twenty six out 

of 88 recovered isolates were selected according to their geographical origins for studying 
virulence and their genetic diversity using RAPD analysis. Analysis of virulence of disease 

severity data was statistically significant at 99% confidence level (p<0.01). Comparison of the 

means of disease severity, using Duncan’s multiple range test, divided the isolates into five 

groups. In genetic diversity studies, Six out of 15 random primers were polymorphic and 

reproducible. Cluster analysis of DNA fingerprint data using UPGMA method and Jaccard's 

coefficient, divided the isolates into 8 groups at 35% similarity level showing a high genetic 

diversity among Iranian populations of S. tritici. According to number of clusters in which the 

isolates of each region were placed, the highest genetic diversity belonged to Ardebil. This is 

the first report on the study of genetic diversity of Iranian populations of S. tritici.   
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