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عامل بيماري سياهك پنهان جو در استان خوزستان با  hordei Ustilago تنوع ژنتيكي

 استفاده از نشانگرهاي رپيد

1محمد رضا اصلاحي 
  3مسعود شمس بخش و 3، ناصر صفايي2فاطمه طباطبايي ، ٭

  

  

 (mr_eslahi@yahoo.com) پژوهشي مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي خوزستان مربي: نويسنده مسئول - *1

  و دانشياران گروه بيماري شناسي دانشكده كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس تهران كارشناس ارشد -  3و  2

  17/11/91 :تاريخ پذيرش    30/7/91 :تاريخ دريافت

  

  چكيده

اين بيماري  .شود مي ، ايجاد.Ustilago hordei (Pers.) Lagerhبيماري سياهك پنهان جو توسط قارچ 

در . رود يد جو در ايران به شمار ميو يكي از عوامل محدود كننده تولشده  كاهش محصول در واحد سطح باعث

آوري شد و تنوع  كار جو در استان جمع و منطقه كشت 36از  U. hordeiجدايه  144، 1387 -88سال زراعي 

آغازگر استفاده شده، چهار آغازگر بر اساس  14ان از مي. جدايه با نشانگر مولكولي رپيد بررسي شد 100ژنتيكي 

چهار آغازگر رپيد در مجموع . ا انتخاب شدند.ان.و توليد قطعات چندشكلي دي ، تكرارپذيريموفقيت آميز تكثير

شكل  چند) لوكوس 63(ها  درصد آن 73/88لوكوس با قابليت امتياز دهي را شناسايي و تكثير كنند كه  71توانستند 

 OPA 10 شكلي توسط آغازگر و كمترين چند) لوكوس OPA 04  )19شكلي توسط آغازگر بيشترين چند .بودند

و كمترين آن مربوط به  33/0عادل م OPA 18 مربوط به آغازگر PICبالاترين مقدار  .حاصل شد) لوكوس 11(

و  OPA 04گرهاي از ميان آغازگرهاي استفاده شده، آغاز .بود 29/0برابر OPA 10 و  OPA 03آغازگرهاي 

OPA 18  كه مقدارMI هاي جدايه مطالعه توانند براي مي اختصاص دادند، خود به را بالاتري U. hordei با 

اي الگوهاي باندي حاصل از مجموع چهار  تجزيه خوشه. وسيع بكار گرفته شوند سطح ازنشانگر رپيد در استفاده

 11ها را در  درصد جدايه 66ا و ضريب تشابه جاكارد، در سطح تشابه .ام.جي.پي.آغازگر با استفاده از روش يو

با استفاده از  U. hordeiي ها اين پژوهش، اولين مطالعه تنوع ژنتيكي جدايه. گروه انگشت نگاري قرار داد

  .باشد كولي مينشانگرهاي مول

  ، ضريب تشابه جاكارد، نشانگر مولكولي hordei Ustilagoانگشت نگاري، جو ، : واژه ها كليد 

  

  مقدمه

 توسط بازيديوميست بيماري سياهك پنهان جو

hordei (Pers.) Lagerh. Ustilago  ايجاد

بيماري در بيشتر از اين . 1)1957فيشر و هولتون، (شود  مي

مزارع جو كانادا گزارش و منجر به كاهش عملكرد  %82

توماس و منزيز، (درصد محصول شده است  8/0تا  2/0

، در ايران هم، يكي از عوامل محدود كننده 2)1997

                                                 
1 -Fisher & Holton 
2 -Thomas & Menzies 

در . 3)1967نيمان و بامدادايان،( رود توليد جو به شمار مي

بل بين آلودگي مزارع كرج و زا 1371تا  1369هاي  سال

سالاري وهمكاران ( درصد گزارش شده است 90صفر تا 

هاي مهم جو در استان  اين بيماري يكي از بيماري). 1372

درصد از مزارع مورد بررسي  5/62لرستان بوده و در 

  ).1383درويش نيا، (ديده شده است 

هاي  نشانگرهاي ژنتيكي يكي از ابزارها و تكنيك

 ي چشمگير در زمينهها پيشرفت. ژنتيك جمعيت هستند

                                                 
3 -Niemman & Bamdadian 
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را  ا.ان.ديهاي  تواليمولكولي، بررسي چند شكلي 

 هاي بانك در ها توالي اين .است ساخته امكان پذير

 قرار دسترس در اي رايانه هاي شبكه طريق اطلاعاتي، از

 كار از تر نه تنها آسان ا.ان.دي هاي توالي با كار .گيرند مي

 از استفاده با توان بلكه مي است فنوتيپي خصوصيات با

هاي  داده روي بر آماري هاي تكنيك و محاسبات انواع

 به دستيابي جهت دقيقي ، ارزيابيا.ان.دي توالي حاصل از

، 1كوك و دانكن( داد انجام موجود، ژنتيكي تنوع

1997 .(  

بدليل مبتني بودن بر واكنش  2نشانگرهاي رپيد

ي اي پليمراز و استفاده آسان، نشانگرهاي عموم زنجيره

 چون واكنش رپيد). 1990، 3ويليامز و همكاران( هستند

تواند با استفاده از مقادير اندكي از بيومس قارچ انجام  مي

آل براي  شود، بنابراين، اين ويژگي آن را به ابزاري ايده

ها  ها و زنگ هاي بيوتروف اجباري مانند سفيدك قارچ

 به قادر بالقوه طور رپيد به هر آغازگر. تبديل كرده است

 از) حتي بيشتر و قطعه 10 تا 1(قطعه  تعدادي تكثير

 آر.سي.پي واكنش يك در ژنوم مختلف جايگاههاي

 يافته، تكثير قطعات از ).1992، 4وايو و پاول( باشد مي

 باند تعدادي و مورفيك پلي باند چندين است ممكن

 نتيجه در شده حاصل چندشكلي .آيد بدست منومورفيك

 آغازگر اتصال جايگاه دو هر يا يك توالي در اختلاف

 جايگاه به آغازگر اتصال از حالت اين در كه باشد مي

  ).1990، 5ويليامز و همكاران(د شو مي جلوگيري

هاي انجام شده در سال  طي مشاهدات و بررسي

هاي مختلف استان  در شهرستان 1387 -88زراعي 

ني بالايي در مزارع جو خوزستان، اين بيماري با فراوا

ها مانند رامشير،  در مزارع برخي شهرستان. ديده شد

درصد و در شهرهاي  80رامهرمز و شوش آلودگي بالاي 

ديگري همچون مسير خرمشهر و اهواز به طور ميانگين 

                                                 
1 -Cooke & Duncan 
2-Random Amplified Polymorphic   

DNA(RAPD) 
3 -Williams et al 
4 -Wauyh & Powel 
5 -Williams et al 

اين بيماري در . درصد مشاهده گرديد 50آلودگي حدود 

حساسيت ارقام و عدم ضد طي ساليان اخير به علت 

 دشو مشاهده ميدر استان خوزستان عفوني بذر به فراواني 

ترين و  يكي از مناسب). اصلاحي، مشاهدات شخصي(

هاي كنترل اين بيماري، استفاده از ارقام مقاوم  بهترين راه

است و يكي از پيشنيازهاي توسعه ارقام مقاوم عليه اين 

بيماري بررسي ساختار ژنتيكي جمعيت اين بيمارگر از 

رو در  اين از .مطالعه تنوع ژنتيكي مي باشدريق ط

با  U. hordei هاي جدايه پژوهش حاضر تنوع ژنتيكي

بررسي در استان خوزستان استفاده از نشانگرهاي رپيد 

  .شد

 ها مواد و روش

  نمونه برداري  

از مناطق مختلف  1387-1388طي سال زراعي 

آلوده به هاي استان خوزستان، گياهان جو  شهرستان

آوري شدند و پس از ثبت مشخصات  سياهك پنهان جمع

هاي  برداري در پاكت مزرعه، منطقه و تاريخ نمونه

  .كاغذي قرار داده و به آزمايشگاه منتقل شدند

  خالص سازي قارچ عامل بيماري    

 خالص سازي بيمارگر با استفاده از روش تك اسپور

 براي تك اسپور نمودن از روش مخطط .كردن انجام شد

كردن سوسپانسيون بسيار رقيق قارچ بر روي محيط 

بيست گرم آگار در يك (دو درصد  6آگار -كشت آب

بيوتيك  پي پي ام آنتي 250حاوي ) ليتر آب مقطر

بيست و چهار ساعت پس از . كلرامفنيكل استفاده شد

كشت، اكثر تليوسپورها با توليد پروميسيليوم و اسپوريدي 

تك تليوسپورها به محيط پس از انتقال . جوانه زدند

پي پي  250حاوي  7آگار–دكستروز –كشت سيب زميني

به   پتري رامفنيكل، تشتك هايبيوتيك كل پي ام آنتي

پس از  .هفته در دماي اتاق نگهداري شدندمدت يك 

ها انتخاب و بر روي محيط   رشد اسپورها يكي از كلني

بيوتيك به  آگار حاوي آنتي–دكستروز–سيب زميني

                                                 
6- Water- Agar 
7 - Potato dextrose Agar 
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هاي حاصل  كلني .خطوط موازي كشت داده شدصورت 

هاي خالصي بودند كه  جدايه ها، از رشد اين تك كلني

  .شدند براي ادامه كار انتخاب

  هاي مورد مطالعه  انتخاب جدايه

منطقه مختلف كشت  36جدايه از  144در مجموع 

براي بررسي تنوع  .جو در استان خوزستان جداسازي شد

جدايه با توجه  100انگرهاي رپيد، ژنتيكي با استفاده از نش

  .)1جدول ( به پراكنش جغرافيايي انتخاب شدند
  

 بيومس از قارچ عامل بيمارييه ته

ها، زيست توده  ا از جدايه.ان.به منظور استخراج دي

در روش اول، پس از . شد بيمارگر به دو روش تهيه 

 ها، هر جدايه بر روي محيط سيب سازي جدايه خالص

بيوتيك   آگار حاوي آنتي –دكستروز –زميني

چهار روز . ازي كشت داده شدكلرامفنيكل به صورت مو

توده قارچي به كمك يك قاشقك سترون از روي  ،بعد

هاي اپندروف  آوري و داخل ميكروتيوپ محيط جمع

درجه  -70ليتري سترون قرار داده و در دماي  ميلي 5/1

  .سيلسيوس ذخيره شد

ها بر  كشت تازه از جدايهدر روش دوم، ابتدا يك 

آگار تهيه شد و  –دكستروز– روي محيط سيب زميني

پس از گذشت چهار روز، به كمك يك لوپ سترون 

 50هاي حاوي  يك كلني از جدايه برداشته و به فلاسك

گرم  200(دكستروز -ميلي ليتر محيط مايع سيب زميني

 )گرم دكستروز در يك ليتر آب مقطر 20سيب زميني و 

ها به مدت دو روز يا كمتر روي  فلاسك. زني شدمايه 

درجه سلسيوس با  22دستگاه شيكر انكوباتور در دماي 

  . دور در دقيقه قرار داده شدند 160سرعت 

ميلي ليتر از محتويات  15پس از گذشت اين مدت، 

درجه  4دقيقه در دماي  10به مدت  هر فلاسك

. سانتريفوژ شد دور در دقيقه 4000سيوس با سرعت سيل

پس از دور ريختن فاز رويي به منظور حذف بيشتر 

ميلي ليتر آب مقطر سترون به هر  15-20ها،  ساكاريد پلي

نمونه اضافه و يكبار ديگر با همان شرايط سانتريفوژ 

ا دراولترا .ان.رسوب حاصل تا زمان استخراج دي. گرديد

 .درجه سيلسيوس نگهداري شد -70فريزر در دماي 

 ا.ان.خراج دياست

ا از روش صفايي و .ان.به منظور استخراج دي

هايي كه پلي ساكاريد  و در مورد جدايه) 1384(همكاران 

كردند و حالت چسبنده و لزج داشتند از  زيادي توليد مي

  .استفاده شد) 1992( 1روش بيكرن و همكاران

  ا استخراج شده.ان.بررسي كميت وكيفيت دي

ا استحصالي از ژل آگارز .ان.براي بررسي كيفيت دي

ا .ان.شد و براي تعيين غلظت دي استفادهدرصد  8/0

استخراج شده و بررسي وضعيت آن از نظر همراه بودن 

ساكاريدها از دستگاه  ها و پلي پروتئين آن با

اسپكتوفتومتر ساخت شركت اپندورف آلمان استفاده 

  .گرديد

ها با استفاده از  هبررسي تنوع ژنتيكي جداي

  مولكولي رپيد نشانگر

 نهايي حجم آر براي نشانگر رپيد در.سي.واكنش پي

، )X10(آر .سي.ميكروليتر بافر پي 2شامل  ،ميكروليتر 20

 4/0، )ميلي مولار 50(ميكروليتر كلريد منيزيم  6/0

 1، )ميلي مولار 10(ها  وكسي نوكلوتيدئميكروليتر د

ميكروليتر آنزيم  5/0، )پيكومول10(ميكروليتر آغازگر

Taq  ميكروليتر  1، )واحد در ميكروليتر 5(پلي مراز

ميكروليتر  5/12و ) نانو گرم در ميكروليتر 20(اي .ان.دي

) 1384(تقطير مطابق روش صفايي و همكاران  آب دوبار

  . انجام گرفت

با استفاده از  2اي پليمراز براي انجام واكنش زنجيره

 آغازگر تصادفي ده نوكلئوتيدي 14نشانگر رپيد، ابتدا 

ذكر  2ها در جدول  كه مشخصات آن )تهران ،سيناژن(

از ميان  ومورد بررسي قرار گرفتند    جدايه 15، روي شده

 OPA 03 ،OPA 04 ،OPA 10ها چهار آغازگر  آن

  ار پذيري و آميز، تكر به دليل تكثير موفقيت OPA 18و 

                                                 
1- Bakkeren et al 
2- Polymerase chain reaction 
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مورد استفاده در بررسي تنوع ژنتيكي با  Ustilago hordei جدايه  100مشخصات  -1جدول 

  استفاده از نشانگر رپيد در استان خوزستان

هيجدا نام منطقه كد نام منطقه  

كرد تنگ باغملك  G1 دعامريآزادگان س دشت  D8 

كرد تنگ باغملك  G2 هيآزادگان شاكر دشت  D9 

كرد تنگ باغملك  G3 هيآزادگان شاكر دشت  D11 

نيچال محمد حس باغملك  G5 هيآزادگان شاكر دشت  D12 

نيچال محمد حس باغملك  G6 آزاده ريرامش  R2 

نيچال محمد حس باغملك  G8 آزاده ريرامش  R3 

يدل باغملك  G9 آزاده ريرامش  R4 

يدل باغملك  G10 چم اسحاق ريرامش  R6 

تل قلعه باغملك  G13 چم اسحاق ريرامش  R7 

تل  قلعه باغملك  G16 فلك يحاج ريرامش  R9 

آقا مال باغملك  G17 فلك يحاج ريرامش  R10 

آقا مال باغملك  G19 فلك يحاج ريرامش  R12 

آقا مال باغملك  G20 وانيص ريرامش  R13 

زانييجا بهبهان  B1 وانيص ريرامش  R15 

زانييجا بهبهان  B2 وانيص ريرامش  R16 

زانييجا بهبهان  B3 سلطان آباد رامهرمز  Z1 

زانييجا بهبهان  B4 سلطان آباد رامهرمز  Z3 

دودانگه بهبهان  B5 سلطان آباد رامهرمز  Z4 

دودانگه بهبهان  B7 مربچه رامهرمز  Z5 

دودانگه بهبهان  B8 مربچه رامهرمز  Z7 

يسرچولك بهبهان  B10 مربچه رامهرمز  Z8 

يسرچولك بهبهان  B11 هاشم آباد رامهرمز  Z10 

يسرچولك بهبهان  B12 هاشم آباد رامهرمز  Z11 

ييشررو بهبهان  B13 الوان شوش  S1 

ييشررو بهبهان  B15 الوان شوش  S2 

ام اسود خرمشهر  K2 الوان شوش  S3 

ام اسود خرمشهر  K3 شاوور شوش  S5 

ام اسود خرمشهر  K4 شاوور شوش  S7 

نيام الخرج خرمشهر  K5 يشهرك مدن شوش  S10 

نيام الخرج خرمشهر  K6 يشهرك مدن شوش  S11 

هيتجر خرمشهر  K9 يشهرك مدن شوش  S12 

هيتجر خرمشهر  K10 هفت تپه شوش  S13 

هيتجر خرمشهر  K11 هفت تپه شوش  S15 

ابن النجم ميد خرمشهر  K13 هفت تپه شوش  S16 

ابن النجم ميد خرمشهر  K14 يلال يسه راه مانيسل مسجد  M1 

ابن النجم ميد خرمشهر  K16 يلال يسه راه مانيسل مسجد  M2 

عهيشر خرمشهر  K18 يلال يسه راه مانيسل مسجد  M3 
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هيجدا نام منطقه كد نام منطقه  

عهيشر خرمشهر  K19 يامام صف هفتكل  H1 

عهيشر خرمشهر  K20 يامام صف هفتكل  H2 

شهيكف خرمشهر  K21 يامام صف هفتكل  H3 

شهيكف خرمشهر  K22 وهيرغ هفتكل  H6 

شهيكف خرمشهر  K23 وهيرغ هفتكل  H8 

مكسر خرمشهر  K26 وكيسرت هفتكل  H10 

مكسر خرمشهر  K27 وكيسرت هفتكل  H11 

مكسر خرمشهر  K28 كندك هفتكل  H13 

يشرق هيزيآزادگان جل دشت  D1 كندك هفتكل  H14 

يشرق هيزيآزادگان جل دشت  D2 كندك هفتكل  H16 

يشرق هيزيآزادگان جل دشت  D4 نيگز هفتكل  H18 

دعامريآزادگان س دشت  D5 نيگز هفتكل  H19 

دعامريآزادگان س دشت  D6 نيگز هفتكل  H20 

  
  

 .Uجدايه  100استفاده شده در بررسي تنوع ژنتيكي  RAPDفهرست توالي آغازگرهاي  -2جدول

hordei از استان خوزستان
*  

  

  .ها مورد بررسي قرار گرفتند تر نشان داده شدند براي ادامه مطالعات بررسي تنوع جدايه آغازگرهايي كه پر رنگ: *

 منبع توالي آغازگر

OPA 02 5' –TGCCGAGCTG-3' More et al., 2001 

OPA 03 5'-AGTCAGCCAC-3' More et al., 2001 

OPA 04 5' –AATCGGGCTG-3' Sharma et al., 2005 

OPA 07 5'-GAAACGGGTG-3' Sharma et al., 2005 

OPA 09 5'-GGGTAACGCC-3' More et al., 2001 

OPA 10 5'-GTGATCGCAG-3' Sharma et al., 2005 

OPA 11 5'-CAATCGCCGT-3' Sharma et al., 2005 

OPA 14 5'-TCTGTGCTGC-3' Sharma et al., 2005 

OPA 18 5' –AGGTGACCGT-3' Sharma et al., 2005 

OPB 13 5'-TTCCCCCGTC-3' Pascual et al., 2000 

OPC 09 5'-CTCACCGTCC-3' Weber et al., 2005 

OPD 03 5'-GTGACATGCC-3' Pascual et al., 2000 

OPD 04 5'-TCTGGTGAGG-3' Pascual et al., 2000 

OPL 19 5'-GAGTGGTGAC-3' Weber et al., 2005 
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توليد قطعات چند شكل و واضح انتخاب شدند و براي  

ادامه مطالعات بررسي تنوع ژنتيكي مورد استفاده قرار 

  . گرفتند

 ساخت ترموسايكلر در ا.ان.دي قطعات تكثير

 92دقيقه  3هاي دمايي  آلمان با سيكل اپندورف شركت

 30دقيقه  1، درجه 92دقيقه  1) سيكل 1(سلسيوس درجه 

درجه  72دقيقه  5 و) سيكل 35(درجه  72دقيقه  2 درجه،

 2/1حصول واكنش در ژل آگارز م. انجام شد )سيكل 1(

ساعت الكتروفورز  5/1ولت به مدت  90 ولتاژ در درصد

   .شد

  ها جزيه و تحليل دادهت

ژل بر اساس ها،  براي تعيين ارتباط ژنتيكي بين جدايه

حضور يا عدم حضور باند به صورت اعداد يك و صفر 

) يك براي وجود باند و صفر براي عدم حضور باند(

هاي مشترك روي ژل  بر اساس وجود باند. دهي شد امتياز

ها تشكيل شد و با استفاده از ضريب تشابه  ماتريس داده

به كمك روش  2اي ، تجزيه و تحليل خوشه1جاكارد

. نجام شدا MVSP32در نرم افزار  3ا .ام.جي.پي.يو

دندروگرام مربوط به هر آغازگر بطور جداگانه و 

. ها رسم گرديد همچنين دندروگرام مجموع آغازگر

 كوفنتيك، ضريب محاسبه ها،  داده اي خوشهبراي تجزيه 

 نرم از مانتل آزمون و اصلي مختصات به تجزيه

 شد استفاده  (NTSYS-pc version 2.02)افزار

  .)2000، 4رولف(

  

  نتايج و بحث

 ، صد و چهل و چهار1387- 88در طي فصل زراعي 

جدايه از مناطق مختلف كشت جو در استان خوزستان 

جدا و خالص سازي شدند كه از اين تعداد، با توجه به 

جدايه براي بررسي تنوع  100پراكنش جغرافيايي، 

                                                 
1-Jaccard's Coefficient 
2 -Cluster Analysis 
3-Unweighted Pair Group Method With Average 

Arithmetic 
4- Rohlf 

خاب انت رپيد نشانگرچهار آغازگر ژنتيكي با استفاده از 

  . شدند

 71در مجموع توانستند RAPD چهار آغازگر 

. لوكوس با قابليت امتياز دهي را شناسايي و تكثير كنند

لوكوس بود  18ها به ازاي هر آغازگر  ميانگين لوكوس

شكل بودند و  چند) لوكوس 63(درصد آنها  73/88كه 

 16هر آغازگر تقريباً شكل به ازاي  متوسط لوكوس چند

آغازگرهاي مذكور باندهايي در محدوده  .لوكوس بود

اطلاعات حاصل از  .جفت باز تكثير نمودند 4500تا  200

خلاصه شده  3 آغازگرهاي مورد استفاده در جدول

  OPA 04شكلي توسط آغازگر بيشترين چند. است

 شكلي توسط آغازگر و كمترين چند) لوكوس 19(

OPA 10  )11 حاصل شد و آغازگر) لوكوس OPA 

ين كمتر OPA 10يشترين تعداد باند و آغازگرب  04

  . تعداد باند را تكثير نمودند

، در RAPDنتايج حاصل از آغازگرهاي  -3جدول

از استان  U.hordeiجدايه  100بررسي تنوع ژنتيكي

  خوزستان

 

  

  

  

درصد 

 شكلي چند

تعداد 

  لوكوس

 شكل چند

تعداد 

  لوكوس

 تك شكل

تعداد 

   لوكوس

 تكثير شده

 آغازگر

75/93 15 1 16 OPA 03 

100 19 0 19 OPA 04 

75/68 11 5 16 OPA 10 

90 18 2 20 OPA 18 

 كل 71 8 63 12/88
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نشانگر  OPA 03  :M.با استفاده از آغازگر U. hordeiهاي  جدايه PCRفرآورده واكنش  الگوي بانديقسمتي از  -1شكل 

  ).آورده شده است 1ها در جدول  مشخصات جدايه( كنترل منفي  Kb، :NC 1مولكولي 

  

 4000تا  200باند و در دامنه  OPA03 16آغازگر 

الگوي باندي تعدادي از  .جفت باز را تكثير نمود

 .آورده شده است 1هاي اين آغازگر در شكل  جدايه

 3500تا  250باند و در دامنه  OPA04 20آغازگر  

در دامنه  OPA 10آغازگر  .جفت باز را تكثير نمود

آغازگر . باند را تكثير نمود 16 ،جفت باز 4000تا  600

OPA18 20  جفت باز را  4500تا  300باند و در دامنه

  . تكثير نمود

با استفاده از فراواني  1شكلي محتواي اطلاعات چند

. ر به طور جداگانه محاسبه گرديدآللي براي هر آغازگ

جدايه ، بالاترين مقدار  100براي  RAPDدر نشانگر 

PIC مربوط به آغازگر OPA 18 و  33/0معادل

 OPAمربوط به آغازگرهايو  29/0برابر كمترين آن 

از  PICبا توجه به اين كه مقادير . بود OPA 10 و  03

شد، تر با بزرگصفر تا يك متغير است هر چه اين عدد 

شكلي براي آن جايگاه ژني در  بيانگر فراواني بيشتر چند

كادها و گوپالاكريشنا، ( جمعيت مورد مطالعه است

 در نشانگر كارايي شاخص نشانگري كه معيار. 2)2007

باشد، نيز براي تمام آغازگرها  مي چندشكلي تخمين

جدايه بين  100مقدار اين شاخص براي . محاسبه شد

از ميان آغازگرهاي استفاده  .بود متغير 05/6و  89/1

                                                 
1
 -Polymorphic Information Content (PIC) 

2
  - Chadha and Gopalakrishna 

كه مقدار  OPA 18و  OPA 04شده، آغازگرهاي 

MI توانند براي مي اختصاص دادند، خود به را بالاتري 

نشانگر  از استفاده با U. hordei هاي جدايه مطالعه

RAPD وسيع بكار گرفته شوند سطح در. 

هاي حاصل از چهار  داده تجزيه و تحليل توام

و ضريب تشابه  ا.ام.جي.پي.يوبا روش رپيد آغازگر 

درصد،  66در سطح تشابه را  جدايه منتخب 100جاكارد، 

درصد  15ه اول گرو .)2شكل (داد  گروه قرار11 در

هايي از شهرهاي  داشت و جدايهها را دربر جدايه

باغملك، دشت آزادگان، رامشير، بهبهان، رامهرمز و 

 سه جدايه دودانگههر . شوش در اين گروه قرار گرفتند

نيز در  از دشت آزادگان و هر دو جدايه شاكريه ز بهبهانا

درصد از  43گروه دوم كه شامل  .اين گروه قرار گرفتند

زير گروه اول  .شد ها بود به دو زير گروه تقسيم مي جدايه

درصد از  50هاي رامشير،  درصد از جدايه 64شامل 

بهان، پنج جدايه دو جدايه از به. هاي رامهرمز بود جدايه

از شوش و سه جدايه از باغملك نيز در اين گروه قرار 

درصد هر چهار  75در اين گروه، در سطح تشابه . گرفتند

 .جدايه رامهرمز در كنار هم قرار گرفتند

جدايه بود و هر  18اين گروه شامل دوم زير گروه 

سه جدايه امام صفي، هر دو جدايه رغيوه، هر دو جدايه 

شش جدايه از . در اين گروه قرار گرفتندسر تيوك 

 75هفتكل به همراه يك جدايه از شوش در سطح تشابه 

 
M        Z5     Z6    Z7    Z8    Z9   Z10   Z11   Z12   S1   S5    S7   S10   S11  S12   S14  S16  M1  M4   H1    H2   H3   H4    H6    H7   H8    H9   H10  NC 
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در اين زير گروه تنها . درصد در كنار هم قرار گرفتند

هر سه  .از رامهرمز و باغملك وجود داشت يك جدايه

در اين زير گروه قرار گرفتند و  جدايه مسجد سليمان نيز

درصد تشابه ژنتيكي در  85با  دو جدايه از اين سه جدايه

درصد در  74كنار يكديگر قرار گرفتند و در سطح تشابه 

  .كنار جدايه سوم قرار گرفتند

  

جدايه  100و ضريب تشابه جاكارد براي  UPGMAدندروگرام ترسيم شده بر اساس روش  - 2شكل 

U.hordei با استفاده از تركيب چهار آغازگرRAPD 

  

  

Coefficient
0.58 0.66 0.75 0.83 0.92

 1G 
 8G 
 12D 
 15R 
 4Z 
 1Z 
 8Z 
 16S 
 16G 
 5B 
 7B 
 8B 
 11D 
 6R 
 3R 
 3G 
 13G 
 12R 
 9G 
 19H 
 7R 
 16R 
 14H 
 10B 
 10R 
 4R 
 7S 
 9K 
 10K 
 9R 
 15B 
 12S 
 15S 
 13R 
 5Z 
 7Z 
 10Z 
 11Z 
 1S 
 5S 
 6G 
 2D 
 11B 
 13B 
 6H 
 2H 
 3H 
 3S 
 1H 
 10H 
 11H 
 1M 
 2M 
 3M 
 8H 
 1D 
 3Z 
 13S 
 2R 
 10S 
 11S 
 6K 
 19K 
 27K 
 8D 
 1B 
 4B 
 3B 
 2B 
 5D 
 17G 
 19G 
 16H 
 18H 
 20H 
 2G 
 5G 
 10G 
 20G 
 13H 
 2S 
 12B 
 9D 
 21K 
 2K 
 22K 
 3K 
 16K 
 18K 
 20K 
 14K 
 4K 
 6D 
 26K 
 28K 
 5K 
 4D 
 11K 
 23K 
 13K 
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ها را به خود اختصاص  گروه سوم سه درصد جدايه

شير و دو جدايه به شوش تعلق داد كه يك جدايه به رام

درصد  75و هر دو جدايه شوش با تشابه ژنتيكي  داشت

درصد  9گروه چهارم كه شامل . در كنار هم قرار گرفتند

زير گروه اول . شد ميها بود به دو زير گروه تقسيم  جدايه

جدايه از سيد عامر  شامل سه جدايه از خرمشهر و يك

چهار جدايه جاييزان و  بود و زير گروه دوم شامل هر

اييزان با جكه چهار جدايه  يك جدايه از سيد عامر بود

  .درصد تشابه در كنار يكديگر قرار گرفتند 88

گروه پنجم هم شامل دو جدايه از باغملك و سه 

در  ژنتيكيدرصد تشابه  76ز هفتكل بود كه با جدايه ا

ها را به  درصد جدايه 4گروه ششم . كنار هم قرار گرفتند

خود اختصاص داد كه همگي به منطقه باغملك تعلق 

گروه هفتم، هشتم و دهم فقط شامل يك جدايه .داشتند

بودند كه به ترتيب به متعلق به مناطق كندك، الوان و 

شامل دو جدايه از سرچولكي و  گروه نهم. كفيشه بودند

ها را در بر  درصد جدايه 16شاكريه بود و گروه آخر هم 

ها به منطقه خرمشهر  درصد اين جدايه 88گرفت كه  مي

در . تعلق داشتند و مابقي به دشت آزادگان تعلق داشتند

 100اين گروه دو جدايه از منطقه مكسر خرمشهر با 

  .قرار گرفتند درصد تشابه ژنتيكي در كنار يگديكر

در تحقيق حاضر براي اولين بار در ايران، از نشانگر 

RAPD هاي براي بررسي تنوع ژنتيكي جدايه 

U.hordei  نشانگرهاي مولكولي در زمان . استفاده شد

زايي،  شناسي و بيماري فقدان خصوصيات ريخت

ها  مهمترين وسيله براي بررسي تنوع ژنتيكي جدايه

 ابل استفاده در تفكيكهاي ق ويژگي. باشند مي

مانند اندازه اسپور، شكل،  ها سياهك تاكسونوميكي

زني و دامنه ميزباني، محدود  شناسي، نوع جوانه ريخت

هاي مولكولي  بنابراين به كارگيري تكنيك. باشد مي

ها مفيد  در تعيين روابط ميان اين قارچ  DNAمبتني بر

  ). 2003 ،1منزيز و همكاران(است 

                                                 
1 - Menzies et al 

ي الگوهاي باندي حاصل از مجموع ا جزيه خوشهت

ها را  درصد جدايه 66چهار آغازگر رپيد، در سطح تشابه 

گروه  46درصد در  75گروه و در سطح تشابه  11در 

نگاري قرار داد كه حاكي از وجود تنوع ژنتيكي  انگشت

گرچه آغازگرهاي استفاده . هاست بسيار زياد ميان جدايه

هاي  را در ميان جدايهشده توانستند وجود تنوع ژنتيكي 

 هاي برخي مناطق را آوري شده نشان دهند و جدايه جمع

هاي انگشت نگاري بدست آمده  اما گروهتفكيك كنند 

رپيد به طور كامل از نظر منشاء  با استفاده از نشانگرهاي

هاي  قرار گرفتن جدايه .جغرافيايي قابل تفكيك نبودند

گروه مختلف از نظر منشاء جغرافيايي در يك 

نگاري، وجود هر گونه ارتباط ميان منشا  انگشت

بندي ژنتيكي بر مبناي انگشت نگاري  جغرافيايي و گروه

ها و مناطق  عدم ارتباط ميان جدايه.  ا را نفي كرد.ان.دي

ها و اختلاط  توان به مهاجرت جدايه جغرافيايي را مي

ها و تبادل ژنتيكي  ها بين زير جمعيت مداوم ژنوتيپ

  .)1931، 3؛ رايت1987، 2اسلاتكين( نسبت دادفراوان 

هاي  درصد جدايه 50درصد،  66در سطح تشابه 

منطقه خرمشهر در يك گروه انگشت نگاري قرار گرفتند 

هاي آن گروه را تشكيل  هدرصد جداي 88كه حدود 

جدايه به  14جدايه بود كه  16اين گروه شامل . دادند 

آزادگان تعلق منطقه خرمشهر و دو جدايه آن به دشت 

هاي خرمشهر  شايد بتوان جدا شدن نيمي از جدايه. داشتند

از نشانگر رپيد را به  هاي ساير مناطق با استفاده از جدايه

فاصله جغرافيايي كه خرمشهر با ساير مناطق دارد نسبت 

همچنين وجود دو جدايه از دشت آزادگان درميان . داد

اين منطقه به  ها ممكن است به دليل نزديكي اين جدايه 

در . نتيجه مهاجرت ژن و ژنوتيپ باشدخرمشهر و در 

واقع به دليل ماهيت بذرزاد بودن اين بيمارگر، انتقال 

بذور از يك منطقه به مناطق ديگر نقش مهمي را در 

چون در اثر  .كند توزيع جغرافيايي اين بيمارگر ايفا مي

 انتقال و جابجايي بذور به مناطق مختلف، مخلوطي از

                                                 
2- Slatkin 
3 - Wright 
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هاي موجود در مناطق مختلف را در كنار هم  ژنوتيپ

خواهيم داشت و بنابراين تفكيك بيمارگر از نظر مناطق 

منشاء ژرم ضمن اينكه  .جغرافيايي معنايي نخواهد داشت

هاي  ها و تفاوت تواند در شباهت ميهم پلاسم ميزبان 

  .ها موثر باشد جدايه

براي نشانگر  EMRو  PIC ،MIهاي  شاخص

RAPD  بودن شاخص  علت بالا. محاسبه گرديد

وجود  ،RAPDنشانگري و نسبت چندگانه موثر نشانگر 

شكل به ازاي هر  هاي ژني چند جايگاه ي زياديتعداد

نسبت چندگانه موثر با توجه به ژنوم و . است آغازگر

كند كه البته با تغيير در تعداد و نوع  جدايه قارچ، تغيير مي

پاول و ( دهد بدست ميآغازگرها نتايج متفاوتي 

 .)1996، 1همكاران

ربوط به مناطق جغرافيايي م ژنتيكيدر بررسي تنوع 

، از نظر ميزان تنوع ژنتيكي ميان مناطق )جمعيت(مختلف 

 . ها تفاوت مشاهده شد هاي درون آن و همچنين جدايه

ها در چندين  بطوري كه در برخي مناطق، جدايه

گروه انگشت نگاري قرار گرفتند و بنابراين تنوع بيشتري 

هاي بسياري از مناطق هم در  هم نشان دادند اما جدايه

يك گروه انگشت نگاري قرار گرفتند و تنوع كمي را 

ميزان تنوع در بين افراد هر جمعيت يا منطقه  .نشان دادند

هاي مختلف اندك است  تنوع ميان جمعيت زياد و ميزان

توان علت آن را به عوامل موثر در  كه مي) 4جدول (

يپ تغييرات ژنتيكي از قبيل جهش و مهاجرت ژن يا ژنوت

شباهت ژنتيكي قابل  .در اثر عوامل مختلف نسبت داد

هاي داخل مناطق مختلف بيانگر  ملاحظه در ميان جدايه

ممكن است از جمعيت  ها اين مطلب است كه اين جدايه

اجدادي مشترك منشاء گرفته باشند و اين نتيجه، وجود 

 .كند تبادل ژنتيكي را تاييد مي

شود  برداشت مي آنچه كه از دندروگرام حاصل

هستند اما  2ها مشابه اينست كه گرچه بسياري از جدايه

  .نيستند 3همانند

                                                 
1   Powell et al 
2- Similar 

اي براي بررسي تنوع ژنتيكي  تاكنون هيچ مطالعه

و لذا به دليل  هاي اين بيمارگر انجام نشده است جدايه

هاي اين  عدم وجود اطلاعات پيرامون تنوع ژنتيكي جدايه

نتايج كارهاي هاي حاصل با  بيمارگر، امكان مقايسه داده

اما با اين حال، دو پژوهش در مورد  .ديگران وجود ندارد

هاي موجود در راسته  بررسي تنوع ژنتيكي گونه

Ustilaginales ها  نتايج اين پژوهش. انجام شده است

هاي جنس  حاكي از آن است كه نه تنها ميان گونه

Ustilago اي وجود دارد، بلكه ميان  تنوع قابل ملاحظه

بيكرن و ( هاي هر گونه هم تنوع وجود دارد جدايه

منزيز و ). 2003 ،4همكاران ؛ منزيز و2000همكاران 

، روابط فيلوژني هفت گونه )2003( 5همكاران

Ustilago  شاملU. nigra ،U. bullata،U. 

kolleri ،U. hordei ،U. nuda،U. tritici   وU. 

avenae و 6پي.ال.اف.ا با استفاده از نشانگرهاي آر 

 .Uپيشنهاد كردند كهو  بررسي كردند 7ار.اس.اس.اي

hordei  وU. nigra  مونوفيلتيك هستند و بايد يك

  .گونه در نظر گرفته شوند

با  U. hordei جدايه 100بررسي تنوع ژنتيكي 

ها  م جدايهانشانگر رپيد نشان داد كه به طور كلي ميان تم

همانطور . درصد تفاوت وجود دارد 42درصد تشابه و  58

پيرامون بررسي اي  تر هم گفته شد چون داده كه پيش

هاي اين بيمارگر وجود ندارد لذا  تنوع ژنتيكي جدايه

ها  توان گفت كه آيا اين ميزان شباهت ميان جدايه نمي

هاي بعدي، از  اگر در پژوهش .زياد است يا كم

نشانگرهاي مولكولي ديگري هم استفاده گردد و 

هاي كشور انجام گيرد،  برداري هم از ساير استان نمونه

توان در  ت كه با قاطعيت و شفافيت بيشتري ميبديهي اس

مورد وضعيت تنوع ژنتيكي در اين بيمارگر اظهار نظر 

  تري را  كرد و همچنين با مقايسه نتايج كار، ديد صحيح

                                                                   
3 - Identical 
4 -Bakkeren et al 
5 -Menzies et al 
6 - Amplified fragment length polymorphism 
7- Inter-Simple Sequence Repeat 
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 با استفاده از نشانگر رپيد U.hordeiمربوط به شش جمعيت  (AMOVA)مولكولي واريانس تجزيه -4جدول 

 درجه آزادي منبع تغيرات

df 

 ميانگن مربعات

MS 

 واريانس

)درصد(  
P -value 

Among population 5 20.027 11% 0.010 

Within population 52 9.391 89%  

Total 57  100%  

 

  

بيمارگر در اين منطقه و  نسبت به تنوع ژنتيكي اين

در عين حال، به نظر  .همچنين در كشور بدست آورد

رسد به دليل مشاهده تنوع ژنتيكي ميان برخي از  مي

تواند در تعيين روابط متقابل  هاي قارچ، كه مي جمعيت

هاي  بايست بررسي بيمارگر و ميزبان تاثير گذار باشد، مي

پيرامون تنوع ژنتيكي اين قارچ در اولويت  يو وسيع  دقيق

در يك جمعيت بيمارگر هرچه تنوع ژنتيكي .  قرارگيرد

باشد، احتمال ظهور مقاومت قارچ به قارچ كش  بيشتر

. مورد استفاده در برنامه مديريت مبارزه قوي تر مي شود

از طرف ديگر پايداري ميزان مقاومت يا تحمل ارقام 

بدون اطلاع از ساختار ژنتيكي بيمارگر قابل پيش بيني 

در زمينه تنوع پژوهش  بنابراين .)1997 1مكدونالد(نيست

تواند زمينه را براي مديريت بهتر  ژنتيكي اين قارچ مي

  . بيماري سياهك پنهان جو فراهم آورد

درك كنوني ما از ميزان تنوع ژنتيكي موجود در اين 

به . هاي در دسترس بود گونه محدود به بررسي جدايه

تر پيرامون تنوع ژنتيكي اين  هرحال كسب اطلاعات دقيق

هايي از  به ادامه تحقيق و استفاده از جدايه قارچ، وابسته

مناطق مختلف كشور و بكارگيري نشانگرهاي مولكولي 

  .باشد ديگر نيز مي

  

  

  

                                                 
1  - McDonald 

  سپاسگزاري

با مساعدت و امكانات مركز  پژوهش حاضر

تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي خوزستان و 

شناسي دانشكده كشاورزي  آزمايشگاه گروه بيماري

بدين وسيله از  .مدرس انجام گرفته استدانشگاه تربيت 

زحمات و همكاري مسئولين هر دو بخش تشكر و 

  .آيد قدرداني به عمل مي
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