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از جمله محصولات   Poaceaeگونه گیاهی در خانواده    50عامل بیماری بلاست و لکه برگی روی برنج و بیش از    Pyricularia oryzae  قارچ

مازندران انجام شد. های گیلان و  از مزارع برنج در استان  1396برداری در سال  نمونه  پژوهش،  این   باشد. برایهای هرز میزراعی و علف
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بیماری می   P. oryzaeگونه   آزمون  نتایج  جدایهباشند.  نمود  مشخص  قدرت زایی  میزبان  همان  روی  میزبان  هر  از  آمده  دست  به  های 

-ای دادهزایی کمتری دارند. تجزیه و تحلیل خوشهزا نبوده، و یا قدرت بیماری های دیگر یا بیماری زایی بالاتری دارند و روی میزبانی بیمار

های مختلف در  های به دست آمده از میزباننشان داد که جدایه  rep-PCRبا استفاده از تکنیک مولکولی    DNAنگاری  های حاصل از انگشت 
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Abstract 

Pyricularia oryzae is the cause of blast leaf spot disease on rice and more than 50 plant species of crops and 

weeds in Poaceae family. Sampling was performed in 2017 in rice fields of Guilan and Mazandaran 

provinces. Morphological studies showed that the isolates obtained from Oryza sativa, Setaria viridis, 

Echinochloa crus-galli, Sorghum halepense, and Paspalum dilatatum were belonged to P. oryzae. The 

pathogenicity test revealed that isolates obtained from each host had higher pathogenicity on the same host 

and were either not pathogenic or less pathogenic on other hosts. Cluster analysis of DNA fingerprinting data 

using rep-PCR showed that isolates obtained from different hosts were located in three lineages. In general, 

there were isolates from different hosts in two identified lineages (except lineage C(, and no correlation was 

found between the similarities of the band pattern with their collection areas. 
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 مقدمه 

 Pyricularia oryzae Cavara (syn. M. oryzaeقارچ 

B. C. Couch)  عامل بيمااری بسسات و لكاه برگای روی

از   Poaceaeگوناه گيااهی در ناانواده    50برنج و بيش از  
 Akase)باشد  های هرز میجمله محصولات زراعی و علف

& Kusaba 2017)اين گونه قاارچی در شاش های . جدايه

انتصاصاايت ميزبااانی بااا توجااه بااه نتااايج آزمااون گااروه 

گيرند کاه باه عناوان شاش پاتوتايا  زايی قرار میبيماری

روی گياه برنج   pathotype  Oryzaاند: که شامل  تعيين شده

(Oryza sativa L.) ،Setaria pathotype  روی گيااه ارزن

 Beauv.) (Setaria italica (L.) P. ،Panicumدم روباهی 

pathotype  روی گياااااه ارزن معمااااولی(Panicum 

miliaceum L.) ،Eleusine pathotype  روی گياااه ارزن

 Triticum ،(.Eleusine coracana (L.) Scop) انگشاتی

pathotype  روی گيااه گنادم(Triticum aestivum L.)  و

Lolium pathotype سااله روی گياه چچم چناد(Lolium 

perenne L.) باشااد زا میبيماااری(Akase & Kusaba 

2017, Milazzo et al. 2019). 

زايی انجاام شاده توساو اوه و همكااران آزمون بيماری

(Oh et al. 2002) های گياهی مختلف در دماای روی گونه

های به دسات آماده از درجه سلسيوس نشان داد جدايه  20

آنهاا  زا بودند.به طور انحصاری روی يولاف بيماری  يولاف

از هفت گونه گيااهی بارای تعياين دامناه ميزباانی جداياه 

يولاف استفاده کردناد. جداياه ياولاف روی ارقاام ياولاف 

هاای زا باود. گوناهزا و در ساير گياهان غير بيماریبيماری

زا اماا روی گياهی ديگر نيز روی ارقام يولاف غير بيمااری

ان، اولاين در ايار.  زا بودنادگياه ميزبان اصلی نود بيمااری

هاای باه زايی جداياهپژوهش جهت بررسی تاوان بيمااری

های هارز ساوروف، چساب  و پنجاه دست آمده از علف

نيااا و همكاااران کسغاای روی ميزبااان باارنج توسااو زرياان

زايی از دو رقام ( انجام شد. آنها در آزماون بيمااری1390)

های طارم و بينام استفاده کردند. نتاايج حساس محلی به نام

زايی آنها نشان داد که ارقاام بارنج در مقابال ون بيماریآزم

های هرز مقاوم بوده و ياا های به دست آمده از علفجدايه

هايی با تعداد و شدت نسارت کمتر نسابت باه شااهد لكه

زا روی برنج بود، ايجاد نمودند مثبت که ي  جدايه بيماری

(Zarrinnia et al. 2011).  ( پردل و همكارانPordel et al. 

های زايی را باارای جدايااه( آزمااون بيماااری2019 ,2016

هاای هاارز مااورد بدسات آمااده از گياهاان زراعاای و علف

های بررسی قرار دادناد. نتاايج آنهاا نشاان داد کاه جداياه

زايی روی بدست آمده از هر ميزباان تنهاا تواناايی بيمااری

 همان ميزبان را دارد. 

رای مطالعه پوياايی های مولكولی بدر حال حاضر، ابزار

جهات ايجااد مقاومات باا دوام ماورد  P. oryzaeجمعيت 

هاای مولكاولی تهااهرات گيرناد. نشاانگراستفاده قرار مای

هاای مستقيم محتوای ژنتيكی هستند که به عناوان شاان 

کنناد. قابل اعتماد از تغييرات ژنتيكی و پاتوتيپی عمال مای

صارفه باوده و عسوه بر اين، آنها تكرارپاذير و مقارون باه 

، 1AFLP، 2RFLPکاااربرد آسااانی دارنااد. نشااانگرهای 
3RAPD ،4REMAP، 5PCR-rep، 6ISSR 7 وSSR 

تاارين نشااانگرهای مولكااولی باارای نشااان دادن متااداول 

 .Xu et al)ها هساتند چندشكلی در ژنوم جمعيت بيمارگر

با الگاو  (George et al. 1998)جورج و همكاران  .(2018

يااا  rep-PCR، تكنياا  مولكااولی Pot2قاارار دادن تااوالی 

 
1 Amplified fragment length polymorphism 
2 restriction fragment length polymorphism 
3 random amplified polymorphic DNA 
4 retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism 
5 repetitive element based polymerase chain reaction 
6 inter simple sequence repeat 
7 microsatellites or simple sequence repeat 
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تكارار   DNAای پليماراز مبتنای بار قطعاه  واکنش زنجياره

-جهت انگشات RFLPشونده را به عنوان جايگزينی برای 

های قارچ و تعيين تناو  ژنتيكای آنهاا ابادا  نگاری جدايه

-نگاری آنها نشان داد جداياههای انگشتکردند. نتايج داده

به دسات آماده از فيليپاين از گيااه بارنج  M. griseaهای 

هااای بدساات آمااده از و جدايااه DNAبانااد  10-26دارای 

های به باند تكثير شده بودند. در جدايه  9-32هيماليا دارای  

باند تكثير شد. تجزيه   2-28دست آمده از ساير گياهان نيز  

های جدايه  rep-PCRهای حاصل از  ای دادهو تحليل نوشه

به دست آمده از برنج و غير برنج را از يكديگر متمايز کرد. 

و  Leersia hexandraهااای بااه دساات آمااده از جدايااه

Panicum repens هااای گااروه و جدايااهدر ياا  زياار

Digitaria ciliaris، Eragrostis sp.، Eleusine indica، 
Paspalum distichum  وPanicum repens گاروه در زيار

. انگشاات (George et al. 1998)گااری قاارار گرفتنااد دي

ممكاان اساات روش  rep-PCRبااا روش DNAنگاااری 

ساانجش مناساابی را باارای جريااان ژناای در جمعيتاای کااه 

هاای مشكوک به نوترکيبی ژنتيكی فعال با اساتفاده از روش

 .George et al)جنسی ياا پراجنسای هساتند فاراهم کناد

 .Mار ژنتيكی گوناه در ايران تجزيه و تحليل سانت. (1998

grisea   برای اولين بار توسو جاوان نيكخاواه و همكااران

(Javan-Nikkhah et al. 2004)  جدايه به دست  221روی

های گيسن و مازندران باا اساتفاده از تكنيا  آمده از استان

هاا در شاش صورت گرفات و جداياه  rep-PCRمولكولی  

تناو    گرفتناد.دودمان يا گروه انگشت نگاری مجازا قارار  

-ژنتيكی جمعيت قارچ عامل بسست با اساتفاده از آغاازگر

در سراسار جهاان   rep-PCRو تكني  مولكولی  Pot2های  

 ,Chen et al. 2006)مااورد مطالعااه قرارگرفتااه اساات 

Consolo et al. 2008, Farman 2002, Prabhu 

et al. 2007, Salimi et al 2018, Shang et al. 2016, 

Suzuki et al. 2006, Wicaksono et al. 2017). 

هاای هايی از ميزبانآوری نمونهدر اين پژوهش، با جمع

مختلف و برنی از ارقام متداول برنج، ارتباط ژنتيكای باين 

آوری شااده و احتمااال انتصاصاايت در هااای جمااعجدايااه

های هرز هايی شامل علفها روی ميزبانزايی جدايهبيماری

-رنج )هاشمی، طارم ديلماانی، علایو همچنين چند رقم ب

ای در نصاو  . تاکنون مطالعهدگردي  نييتعکاظمی و ندا(  

ای پليمراز مبتنای بار تراساپوزون استفاده از واکنش زنجيره

Pot2   جهت بررسای تناو  ژنتيكای جمعيات قاارچ عامال

-های به دست آمده از برنج و علافبسست، در بين جدايه

نگرفتاه اسات. بادين   های هرز ميزباان در اياران صاورت

بارای   rep-PCRمنهور در اين تحقيق از تكني  مولكاولی  

-های گياهی باا کلاونبررسی ارتباط انتصاصی بين ميزبان

های شنانته شده قارچ استفاده شد. همچنين ميزان شباهت 

های به دست آمده از هر ميزباان در و تفاوت ژنتيكی جدايه

 بين آنها مورد بررسی قرار گرفت.

 یبررس هایروشو  مواد

-بررسی ریخت شناسی جدایه  برداری، جداسازی،  نمونه

 ها و شناسایی گونه

های هارز حاشايه های برنج و علفبرداری از بوتهنمونه

هاای دارای عسيام مزار  به صاورت تصاادفی و از بافات

هاای گايسن و مازنادران در بسست و لكه برگی در اساتان

انجام شد. همچنين برای انجاام   1396مرداد و مهر ماه سال  

باه دسات آماده از  P. oryzaeهاای اين پژوهش، از جدايه

های مختلف از نواحی حاشيه دريای نازر، موجاود ميزبان

در کلكسيون قارچ شناسی گروه گياهپزشكی دانشگاه تهران 

نيز استفاده شاد. جهات جداساازی قاارچ از روش کشات 

اغاذ صاافی و های پتری حااوی کمرطوب در درون تشت 
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درجه سلسايوس اساتفاده  25تحت شرايو تاريكی و دمای  

هاای واجاد عس ام بسسات باه شد. به اين ترتيب که برگ

هاای آلاوده باه متری از قسامتقطعات کوچ  ي  سانتی

همااراه نااواحی سااالم بافاات باارگ بريااده و در محلااول 

درصاد )نايم درصاد کلار   10هيپوکلريت سديم رقيق شده  

دقيقه ضدعفونی سطحی شده و پاس از  فعال( به مدت ي 

هاای سه بار شستشو در آب مقطر استريل به درون تشات 

پتری حاوی کاغاذ صاافی مرطاوب منتقال شادند. بعاد از 

های پتاری ماورد بررسای قارار ساعت، تشت   72گذشت  

گرفته و در صورت مشاهده کنيديوم قارچ مورد نهار روی 

ش تاا  سااازی بااا اسااتفاده از روقطعااات برگاای، نااال 

زنی ساعت از جواناه  72کنيديوم انجام شد. بعد از گذشت  

ها به ها، برای داشتن جدايه نال ، ت  نوک هيفکنيديوم

منتقل شدند  PDA (Potato Dextrose Agar) محيو کشت

(Pordel et al. 2016.) 

برای ارزيابی ويژگی های ماکروساكوپی هار جداياه از 

ها در محايو غاذايی قبيل قطر، رنگ و شكل پرگنه، جدايه

PDA  کشات شادند و بعاد از هفات و ده روز، بررسای و

هااا يادداشاات گرديااد. جهاات بررساای مشخصااات آن

هاای پتاری نصوصيات ميكروسكوپی هر جدايه در تشت 

 %2آگار دو درصاد )-حاوی محيو کشت انتصاصی آب

WA به همراه برگ استريل برنج قارار داده شادند. ساپس )

درجاه   25دانال انكوبااتور باا دماای  های پتری به  تشت 

نزديا  باه مااورای   سلسيوس منتقل و تحت شارايو ناور

سااعت   12سااعت تااريكی و    12( متناوب )NUVبنفش )

روز  12تااا  10روشاانايی( قاارار گرفتنااد. بعااد از گذشاات 

اسااسيدهای ميكروسااكوپی تهيااه گرديااد. طااول و عاار  

از هااا در هاار جدايااه بااا اسااتفاده کنيااديوفور و کنيااديوم

( بررسای و Olympus, BH2 Japanميكروسكوپ ناوری )

گياری از های ميكروسكوپی با بهرهگيری شدند. نمونهاندازه

 Bussaban et al. 2005, Ellis)منابع معتبر شناسايی شدند 

1971, Ellis 1976, Pordel et al. 2016). 

  ژنومی DNA  استخراج

رنج و های بدسات آماده از بابرای تهيه ميسليوم جدايه

استفاده شد. استخراج   PDAاز محيو غذايی    های هرزعلف

DNA   ژنومی قارچ با استفاده از روش ژناگ و استفنساون

(Zhong & Steffenson 2001)  ليتار ميكارو 800با افزودن

 Tris-HCl  ،50مولار  ميلی  DNA  (100بافر نمكی استخراج  

( NaCl [pH 7.5-8]ماولار ميلای 150و  EDTAمولار ميلی

 انجام شد.  

 ترانسااپوزون  براسااا   rep-PCRبه روش    یک یژنت  تنوع
Pot2  

بين تكرارهای عنصار انتقاالی  DNAبرای تكثير قطعات 

نگاری ژناوم قاارچ، از جهت انگشت  Pot2و تكرار شونده  

 POT2-1 (5΄-CGGAAGCCCTAAجفات آغازگرهاای 

AGCTGTTT-3΄ و )POT2-2 (5΄-CCCTCATTCGT 

CACACGTTC-3΄ طراحاای شااده توسااو جااورج و )

استفاده گرديد. غلهات و  (George et al. 1998)همكاران 

باا   PCRمقادير حجمی مواد به کار رفته در تهياه مخلاوط  

رقياق   DNAليتار از  ليتر شاامل دو ميكاروميكرو  25حجم  

ليتار آب گارم(، دوازده ميكاروناانو  100شده هار جداياه )

)ساانت  PCRليتر مخلوط آمااده كروديونيزه سترون، نه مي

 mM dNTPs، 1 U Taq 0.4شامل  AMPLIQONشرکت 

DNA Polymerase ،2MgCl 1.5 mM و بااافر PCR و )

-پيكاو 10ها با غلهات ي  ميكروليتر از هر ي  از آغازگر

مول در نهار گرفتاه شاد. تكثيار در دساتگاه ترموساايكلر 

(Corbett Research, Australia)  Palm cycler CG1-96 

(thermal cycler) باا برناماه حرارتای ))PCR  طباق منباع
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باه شارز زيار  (George et al. 1998)جورج و همكااران 

  انجام شد.

درجاه   95ي  چرنه واسرشت سازی اولياه در دماای  

دقيقااه، چهااار چرنااه شااامل:  5/2سلساايوس بااه ماادت 

درجه سلسيوس به مدت ي    94واسرشت سازی در دمای  

درجاه   62ها به ناحيه هدف در دماای  آغازگردقيقه، اتصال  

 65سلسيوس به مدت ي  دقيقه و گسترش رشته در دمای  

چرنااه شااامل: 26دقيقااه،  10درجاه سلساايوس بااه ماادت 

 30درجه سلسيوس به مادت   94واسرشت سازی در دمای  

درجاه   62ها به ناحيه هادف در دماای  ثانيه، اتصال آغازگر

 65رشته در دمای  سلسيوس به مدت ي  دقيقه و گسترش  

دقيقه. يا  چرناه گساترش   10درجه سلسيوس به مدت  

 15درجاه سلسايوس باه مادت    65نهايی رشته در دماای  

 .(George et al. 1998)دقيقه  

، الكتروفورز باا ژل آگاارز PCRبرای مشاهده محصول  

باا ناام   DNAدرصد و باا اساتفاده از نشاانگر انادازه    5/1

DNA Ladder Mix 10 kb TM Gen Rulerتجاااری 

(Fermentas, Germany)  .ليتاار از ميكاارو 10انجااام شااد

 6X)ليتر باافر رناگ هر جدايه با دو ميكرو PCRمحصول 

loading buffer)  هااای ژل آگااارز مخلااوط و در چاهاا

ريخته شد. در اداماه، دساتگاه الكتروفاورز باه مادت ساه 

ولات   70-75ساعت به منباع جرياان الكتريكای باا ولتااژ  

 Gel Documentationگرديد. با استفاده از دساتگاه  متصل
عكس برداری از ژل انجام  IMAGO (B&L system)مدل 

 شد.

 هاداده  لیتحل و  هیتجز

برای هر نمونه باه   DNAوجود و يا عدم وجود هر باند  

در ( data matrix) هااصورت ي  و صافر در جادول داده

هاا باه صاورت مااتريس داده  .ثبت شد  2010برنامه اکسل  

های باندی مربوط به آغازگر تشاكيل صفر و ي  برای الگو

هاا شد. از اين ماتريس جهت ايجاد جدول تشابه بين جدايه

اساتفاده SM (Simple matching )بر مبنای ضريب تشابه 

ای بر گرديد. بر اساس جدول تشابه، تجزيه و تحليل نوشه

 UPGMA (Unweighted pair groupاسااس الگاوريتم 

method with arithmetic mean)  انجام شد و دنادروگرام

  NYSYS pc version 2.02eافازار مربوطه با استفاده از نرم

 .(Rohlf 1998)رسم گرديد  

 زاییبیماری  آزمون

هااای باارنج، سااوروف، تعااداد يااازده جدايااه از ميزبااان

چسب ، سورگوم وحشی و پاساپالوم بارای انجاام آزماون 

انتخاب شدند. بذور ارقام برنج )هاشمی، طارم زايی  بيماری

کاظمی و ندا( از مؤسساه تحقيقاات بارنج در ديلمانی، علی

های هارز ساوروف و چساب  از معاونت آمل، بذور علف

حاشيه مزار  برنج، بذر گندم )رقام زاگارس( از بانا  ژن 

گروه زراعت و اصسز نباتات پارديس کشااورزی و مناابع 

( از مؤسساه B73باذر ررت )لايان    طبيعی دانشگاه تهران،

تحقيقات نهال و بذر کرج تهيه گرديد. برای کشات ميزباان 

سورگوم وحشی از ريزوم اين گياه کاه از محوطاه فیاای 

-سبز پرديس کشاورزی و منابع طبيعی دانشگاه تهران جمع

 24آوری شده بود، استفاده شد. بذور ارقام برنج باه مادت  

هيپوکلريت سديم رقياق   ساعت نيسانده و سپس به وسيله

-دقيقاه ضاد  10شده )با ي  درصد کلر فعال( برای مدت  

عفونی و سپس سه بار به مادت پانج دقيقاه باا آب مقطار 

شستشو شادند. باذور بارنج، چساب  و ساوروف جهات 

ای حااوی کاغاذ های پتاری شيشاهزنی درون تشت جوانه

صافی استريل و مرطوب در دمای اتاا  نگهاداری شادند. 

های رکر شده بعد از پنج تا هفات روز بذور ميزبانگياهچه  

متار کاه باا نااک سانتی  10هايی با قطر و ارتفا   در گلدان
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شاليزار )برای ارقام برنج( و ناک زراعای معماولی )بارای 

هاای های هرز( پر شده بودناد کشات شادند. ريازومعلف

آوری شده به قطعاات کوچا  دارای جواناه تقسايم جمع

هاا در عماق دو ا گياهچاه سااير ميزباانشدند و همزمان ب

متری ناک قرار گرفتند. بذور گندم و ررت باه دليال سانتی

روز قبال از زماان تقريبای مشاخ  شاده  10رشد سريع، 

برای مايه زنی کشت شدند. جهت حفا  رطوبات و رشاد 

هااای هاا باه وسايله اتاقا هاا، روی گلادانبهتار گياهچاه

ه شد. بارای هار ميزباان متر پوشاند 5/0پسستيكی با ارتفا  

های تعداد معينی گياهچه کاشته شد و بعد از مدتی گياهچه

ضعيف حذف شده و تعاداد چهاار تاا شاش بوتاه در هار 

گلدان نگهداری شاد. بعاد از ساه تاا چهاار هفتاه آزماون 

زايی گياهاان انجاام گردياد. بارای تولياد اساپور از بيماری

 9RBASو    8RLAبرگ اساتريل بارنج    -محيو کشت آگار
 استفاده شد.  

ليتر سوسپانسايون اساپور ميلی  10به ازای هر سه گلدان  

غلهاات ليتاار از سوسپانساايون بااه کااه شااامل ياا  ميلاای

باود، تهياه   %5/0ليتر محلول ژلاتين  و نه ميلی  2×510اسپور

های مختلاف در . بوته ميزبان(Pordel et al. 2019)گرديد 

هاای بوته گلدانزنی شدند.  مرحله چهار تا شش برگی مايه

زنی شادند. مايه  %5/0  نيژلات شاهد هر ميزبان نيز با محلول  

درجاه   25-30سااعت در دماای    24ها برای مادت  گلدان

درصااد و در تاااريكی  95سلساايوس بااا رطوباات نساابی 

نگهداری شدند )برای اعمال تااريكی از پسساتي  ضاخيم 

 24مشكی روی جعبه های پسستيكی استفاده شد و بعاد از 

-عت، پسستي  مشكی برداشته شد(. بعد از زماان ماياهسا

شبانه روز باه صاورت   3ساز به مدت  زنی، دستگاه رطوبت

روز عسيام   10و    7مداوم روشن نگه داشاته شاد. بعاد از  

 
8 Rice Leaf Agar 
9 Rice Bran Agar Sucrose 

 برگی بررسی و يادداشت برداری صورت گرفت.

زنای انجاام روز پس از مايه  10ارزيابی بيماری هفت و  

ده از مقياس صفر تا پنج بر اساس شد. تي  آلودگی با استفا

ارزياابی  (Valent et al. 1991)مادل والنات و همكااران 

گرديد که در آن واکنش ميزبان باه شاش کاسس مختلاف 

 تقسيم شده است.

هاا ای از بيمااری روی بارگتي  صفر: هاي  نشاانه •

 تشكيل نشود.

ای تاا ساياه کاوچكتر از نايم های قهوهتي  ي : لكه •

 ها تشكيل شود.اسپور روی برگ متر و بدونميلی

متار ای با ابعاد نيم تا ي  ميلیهای قهوهتي  دو: لكه •

 ها تشكيل شود.و بدون اسپور روی برگ

متاری گارد و هاای يا  تاا ساه ميلایتي  سه: لكه •

بيیوی با مرکزی ناکستری و احاطه شده باا حلقاه 

هاا کام و ها تشكيل شود. اين لكهای روی برگقهوه

 دارند.بيش اسپور  

های مشخ  دوکی شكل که به طول تي  چهار: لكه •

متر يا بيشتر، مرکز آنها ناکستری و نكاروزه سه ميلی

با حاشايه متمايال باه قرماز و ياا آب ساونته روی 

ها پيوساته نباوده و ياا باه ها تشكيل شوند. لكهبرگ

دار هاا اساپوراند، اين لكهطور جز ی بهم متصل شده

 هستند.

ا به طور مشخ  دوکی شكل بوده و هتي  پنج: لكه •

های بالايی بارگ بهم پيوسته باشند و در نتيجه بخش

 به طرف نوک در ي  يا دو نقطه از بين رفته باشد.

 نتایج
 قارچی و شناسایی    هایجدایه

 121آوری شاده،  هاای گيااهی جماعاز مجمو  نموناه

از  P. oryzaeهاای ريخات شناسای گوناه جدايه با ويژگی
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روی عس م برگی گياهان برنج، سورگوم، سوروف، چسب 
 های گیاهی دیگر، مورد استفاده در این پژوهشبرنج و میزبان به دست آمده از  Pyricularia oryzaeهای . جدایه1جدول  

Table 1. Isolates of Pyricularia oryzae from rice and other host plants used in this study. 

Reference Data Place of collection Isolate Original Host 

Pordel et al. 2019 15/08/2015 Rasht- Guilan province IR0077 Oryza sativa 
Pordel et al. 2019 16/08/2016 Kordkuy- Golestan province IR0136 O. sativa 

Pordel et al. 2019 15/08/2015 Rasht- Guilan province IR0060 O. sativa 

Pordel et al. 2019 12/09/2012 Sari- Mazandaran Province IR0028 O. sativa 

Pordel et al. 2019 16/10/2016 Kalat- Khorasan Razavi Province IR0145 O. sativa 

This study 13/08/2017 Tonekabon- Mazandaran Province 225-6 O. sativa 

This study 14/08/2017 Rice Research Institute of Mazandaran 

Branch- Mazandaran province 

306-6 O. sativa 

This study 12/08/2017 Kalle Bast-Mazandaran Province 173-4 O. sativa 

This study 17/10/2017 Rostamabad- Guilan province 8-7 O. sativa 

This study 18/10/2017 Rice Research Institute of Iran- Guilan 

province 

63-4 O. sativa 

This study 17/10/2017 Amin Abad- Guilan province 13-1 O. sativa 

This study 19/10/2017 Sangar- Guilan province 97-6 O. sativa 

This study 18/10/2017 Someh sara- Guilan province 84-2 O. sativa 

This study 10/08/2017 Shirgah- Mazandaran Province 50-1 O. sativa 

This study 05/10/2017 Amol- Mazandaran Province 338-3 O. sativa 

This study 18/10/2017 Rice Research Institute of Iran- Guilan 

province 

58-1 Sorghum halepense 

This study 18/10/2017 Rice Research Institute of Iran- Guilan 

province 

58-6 S. halepense 

Pordel et al. 2019 12/09/2012 Amol- Mazandaran Province IR0003 Paspalum sp. 

Pordel et al. 2019 12/09/2012 Amol- Mazandaran Province IR0005 Paspalum sp. 

This study 13/08/2017 Ramsar- Mazandaran Province 234-6 P. dilatatum 

This study 13/08/2017 Ramsar- Mazandaran Province 234-1 P. dilatatum 

Pordel et al. 2019 12/09/2012 Amol- Mazandaran Province IR0002 Eleusine sp. 

Pordel et al. 2019 16/09/2012 Gharakhil- Mazandaran Province IR0144 Cyndon dactylon 

Pordel et al. 2019 12/09/2012 Gharakhil- Mazandaran Province IR0009 C. dactylon 

This study 04/10/2017 Sharafshadeh- Guilan province 130 Echinochloa crus-

galli 

This study 18/10/2017 Rice Research Institute of Iran- Guilan 

province 

43-3 E. crus-galli 

This study 18/10/2017 Rice Research Institute of Iran- Guilan 

province 

48-4 E. crus-galli 

This study 18/10/2017 Someh sara- Guilan province 88-2 E. crus-galli 

This study 19/10/2017 Lasht-e Nesha- Guilan province 108-1 Setaria viridis 
This study 10/08/2017 Shirgah- Mazandaran Province 51-3 S. viridis 

This study 04/10/2017 Lahijan- Guilan province 117 S. viridis 

Pordel et al. 2019 16/08/2016 Gharakhil- Mazandaran Province IR0104 S. italica 

 

و پاسپالوم جداساازی شاد. کاه پرگناه قاارچ روی محايو 

(، کنيديوفورها A،  1  شكلبه رنگ ناکستری )  PDAکشت  

 - 250و طاول آنهاا تقريباا  ای روشانمنفرد به رنگ قهوه

، 1دار )شاكل  زا زانويی و زا دهميكرومتر، سلول کنيدی100

Cای ها گسباای شااكل وارونااه، بااه رنااگ قهااوه(، کنيااديوم

 16-25×    7-10  ابعااد  وی دو دياواره عرضای  روشن، دارا

بارای انجاام ايان پاژوهش، (.  E-F،  1ميكرومتر بود )شكل  

 .P جداياه باه اضاافه ياازده جداياه 121نوزده جداياه از 

oryzae  هاای مختلاف از ناواحی به دست آماده از ميزباان

حاشيه دريای نازر، موجاود در کلكسايون قاارچ شناسای 



 

19 19 
 

ها براساس نتاايج اين جدايه  گروه گياهپزشكی استفاده شد.

 باه روش  DNAحاصل از تجزيه و تحليل پلای مورفيسام  
 

 

 1-108هااا و کنیاادیوم در جدایااه . رنگ پرگنه، کنیدیوفور1شکل  

 رنگ پرگنه،   A)به دست آمده از میزبان چسبک.   P. oryzaeگونه  

B  و(D    ،کنیدیوفور و کنیدیوم روی برگ(C   = کنیدیوفور )مقیا

 متر(.میکرو 10ها )مقیا = کنیدیوم  F)و  Eمتر(، میکرو 10

Fig 1. Colony, conidiophores and conidia of P. oryzae 

(108-1) isolated from wild foxtail millet. A) Colony, B 

and D) Conidiophores and conidia on leaf, C) 

Conidiophore (Bar= 10 µm), E and F) Conidia (Bar= 

10 µm).  

 

 
rep-PCR   و با توجه به مشابهت الگاوی بانادی حاصال از

 واکنش پی سی آر انتخاب گرديد.

 rep-PCRبه روش  DNA  مورفیسم   پلی  تحلیل و  تجزیه

 10 جفت باز تاا حادود 650 طول قطعات تكثير شده از

 (. بارای2  جدول های مختلف متغير بود )کيلو باز در جدايه

 %75سطح شاباهت  DNAتعريف هر گروه انگشت نگاری  

-معيار قرار گرفت به اين ترتياب جداياه  DNAدر الگوی  

شباهت داشتند، در   DNAدر الگوی    %100تا    %75هايی که  

آوری های جماعجدايهقرار گرفتند.    (lineage)ي  دودمان  

نگاری قرار سه گروه انگشتهای مختلف در  شده از ميزبان

نگااری باا حاروف هاای انگشاتگرفتند. هر ي  از گاروه

 Aدودماان (.  3  شكلنامگذاری شدند )  Cو    A  ،Bانگليسی  

هايی از ميزبان برنج، سوروف، پاسپالوم و مارغ شامل جدايه

های به دست آمده از ميزباان بارنج در ايان بود. اکثر جدايه

از ميزباان بارنج، چساب ،   هاايیکلون قرار گرفتند. جدايه

هااايی از ميزبااان و جدايااه Bارزن و سااوروف در دودمااان 

قارار  Cپاسپالوم، گناديل و ساورگوم وحشای در دودماان 

گرفتند. تنها جدايه گنديل مورد بررسی در ايان مطالعاه باا 

درصد در الگوی باندی، در کنار دو جداياه از   100شباهت  

ه پاساپالوم و يا  ميزبان پاساپالوم قارار گرفات. دو جدايا

جدايه گنديل مربوط به ي  منطقه جغرافيايی )آمل( بودند. 

به طور کلی در هر سه دودمان شناسايی شده، ارتباطی باين 

آوری آنهااهای موجود در هر کلون باا منطقاه جماعجدايه

 

 

 مختلف. به دست آمده از گیاهان میزبان Pyricularia oryzaeهای تکثیر شده و اندازه آنها در جدایه DNA. تعداد قطعات 2جدول  
Table 2. Number of amplified DNA fragments and their size in Pyricularia oryzae isolates from different host 

plants. 

Size Number of bands Number of isolates Original Host 

650 bp-8 kb 2-9 15 Oryza sativa 

1.5 kb-8 kb 10 2 Sorghum halepense 

1150 bp-8 kb 8 4 Paspalum sp. 

2250 bp-8 kb 8 1 Eleusine sp. 
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1150 bp-5 kb 7-8 3 Echinochloa crus-galli 

8 kb-10 kb 2 2 Setaria viridis 

8 kb-10 kb 2 1 S. italica 

 

دیگاار باار اسااا   به دست آمده از برنج و گیاهان میزبان  Pyricularia oryzaeهای مربوط به جدایه DNAنگاری . الگوی انگشت2شکل 

گناادیل،  -4پاسپالوم،  -3سورگوم وحشی،   -2برنج،    -1ها هستند،  . اعداد بالای شکل نشان دهنده میزبانrep-PCR  Pot2روش مولکولی  

TM Gen Rulerبا نام تجاری   DNAنشانگر اندازه   M2و    M1باشد.  روباهی میمربوط به ارزن دم  -8چسبک و  -7سوروف،   -6مرغ،   -5

10 kb DNA Ladder Mix (Fermentas, Germany) . 
Fig 2. DNA fingerprinting pattern of Pyricularia oryzae isolated from rice and other host plants using Pot2 rep-

PCR. The numbers above the figure indicate the plant hosts; 1. Oryza sativa 2. Sorghum halepense 3. Paspalum 

sp. 4. Eleusine sp. 5. Cyndon dactylon 6. Echinochloa crus-galli 7. Setaria viridis 8. S. italica. Lane M1 and M2 

Gen RulerTM 10 kb DNA Ladder Mix (Fermentas, Germany). 

 

 

هاای مشاهده نشد. الگوی باندی تكثير شاده بارای جداياه

 مشخ  شده است.   2  شكلهای مختلف در ميزبان

 زاییبیماری  آزمون

هاای باه ايی نشاان داد کاه جداياهزنتايج آزمون بيماری

دساات آمااده از هاار ميزبااان روی همااان ميزبااان قاادرت 

هاای ديگار ياا زايی باالاتری دارناد و روی ميزباانبيماری

زايی کمتاری دارناد و زا نبوده، و يا قدرت بيمااریبيماری

-تری را به نود انتصا  مایزايی پاييننو  تي  بيماری

 .Pهاای در اثر جداياه (. عس م ايجاد شده3 جدول دهند )

oryzae   به دست آمده از ميزبان برنج حدود هفت روز پس

های دوکی شكل کشيده و سافيد زنی به صورت لكهاز مايه

هاا ای در شارايو گلخاناه روی بارگرنگ با حاشيه قهاوه

های به دست آمده از ميزبان برنج روی ظاهر گرديد. جدايه

زايی متفاوتی را ايجااد بيماریچهار رقم مورد بررسی، تي  

 زایمااريبرقام نادا    یروها  ي  از اين جدايهکردند و هي 
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زا اما هر چهاار جداياه روی رقام ديلماانی بيمااری  نبودند

های ميزبان برنج نسبت به ديگر جدايه  6-225بودند. جدايه  

هاای باه تاری باود. جداياهروی رقم هاشمی بيمارگر قوی

هاای ساوروف،نج روی ميزبااندست آماده از ميزباان بار

 

به دست آمااده از  Pyricularia oryzaeجدایه  30برای  rep-PCRبا استفاده از تکنیک  DNA. فنوگرام حاصل از انگشت نگاری 3شکل 

 دهد.مقیا  در پایین شکل ضریب تشابه را نشان می .SMو ضریب تشابه  UPGMAهای گیاهی دیگر بر اسا  الگوریتم برنج و میزبان
Fig 3. Phonogram of 30 Pyricularia oryzae isolates from different host plants, constructed using UPGMA based 

on Simple Match΄s similarity coefficients; Data from Pot2 rep-PCR analysis; scale at the bottom represents 

coefficients of similarity. 

 

زنی شدند. چسب ، سورگوم وحشی، گندم و ررت نيز مايه

زا هاا بيمااریهای برنج روی ساير ميزباني  از جدايههي 

زايی ضاعيف را نبودند و يا عس م تيا  دو يعنای بيمااری

روی ميزبان سورگوم وحشی   2-84نشان دادند. فقو جدايه  

های به دست آماده از د. جدايهعسيم تي  سه را ايجاد نمو

ميزبان سوروف روی ميزبان نود قدرت بيماارگری باالايی 

-زايی تي  سه را به صاورت لكاهنداشتند و عس م بيماری

متر را ايجااد نمودناد. ای کوچ  با طول دو ميلیهای قهوه

زا کاظمی و نادا بيمااریها در ارقام هاشمی، علیاين جدايه

را در رقم طاارم ديلماانی ايجااد   سه  تي   نبودند اما عسيم

های به دست آماده از ساوروف روی ميزباان کردند. جدايه

هاای چسب  عسيم تي  دو را ايجاد کردند و روی ميزباان

 (. 4 شكلزا نبودند )گندم، ررت و سورگوم وحشی بيماری

ست به د P. oryzaeهای عس م ايجاد شده توسو جدايه

زنی باه صاورت آمده از ميزبان چسب  سه روز پس از مايه

ای های دوکی شكل کشيده و سفيد رنگ با حاشيه قهوهلكه

های باه ها ظاهر گرديد. جدايهدر شرايو گلخانه روی برگ

دست آمده از ميزبان چسب  روی ميزبان ناود باه شادت 

شادند. ايان ها کامسً نشا  زا بود به طوريكه برگبيماری

ها روی ارقام برنج، سوروف، گندم، ررت و سورگوم جدايه
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زا نبودند. جدايه باه دسات آماده از ميزباان وحشی بيماری

سورگوم وحشی روی ميزبان نود قدرت بيمارگری بالايی 

های زايی تي  سه را به صورت لكهنداشت و عس م بيماری

متر را ايجاد نمودناد.لیارغوانی رنگ کوچ  با طول دو مي
به دست آمده از برنج، سوروف، چسبک، سورگوم وحشی  Pyricularia oryzaeهای . تیپ آلودگی گیاهان مایه زنی شده با جدایه3جدول 

 و پاسپالوم

Table 3. Infection type of plants inoculated with Pyricularia oryzae isolates from Oryza sativa, Echinochloa crus-

galli, Setaria viridis, Sorghum halepense, Paspalum dilatatum. 

Test Plants Original Host and Isolates 

O. sativa E. crus-galli S. viridis S. halepense P. dilatatum 

225-6 97-6 84-2 338-3 130 43-3 88-2 108-1 51-3 58-1 234-6 

O. sativa 

cv. Hashemi 

5 2 2 0 1 1 2 1 0 - 1 

O. sativa 

cv. Tarom Dilamani 

5 4 4 3 3 3 3 1 1 - 3 

O. sativa 

cv. Ali-Kazemi 

- 2 3 3 1 1 - - - - - 

O. sativa 

cv. Neda 

1 0 1 1 1 1 1 1 0 - 0 

E. crus-galli 0 2 1 0 3 3 3 1 1 1 0 

S. viridis 1 2 2 2 2 2 2 5 5 2 2 

S. halepense 1 2 3 2 1 1 2 1 2 3 2 

Triticum aestivum 

cv. Zagros 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Zea mays 

Line B73 

0 0 0 0 0 0 0 2 0 1 0 

* Infection type: 0, no visible evidence of infection 1, uniform dark brown pinpoint lesions up to 0.5 mm long 2, small 

lesion with distinct tan centers surrounded by a darker brown margin (up to 1 mm) 3, small eyespot lesions 2 mm in 

length with tan centers surrounded by dark brown margins 4, intermediate size eyespot lesions, approximately 3-4 mm 

in length 5, large eyespot lesions that attain the maximum size seen for a particular cultivar (Valent et al. 1991). 

 

ميزباان چساب  بيماارگر ضاعيف و روی اين جدايه روی  

باه دسات آماده از   زا بود. جدايهها غير بيماریساير ميزبان

ديلماانی   رقام  در  را  ساه  ميزبان پاسپالوم عس م ناو  تيا 

زا نباود و روی سااير ارقاام بيمااری  ايجاد کرد. اين جدايه

های چسب  و سورگوم وحشی با ايجاد عس ام روی ميزبان

 (.4ضعيف شنانته شد )شكل  تي  دو، بيمارگر

 بحث

شناسای مشاخ  شاد کاه های ريختبراساس بررسی

های مختلاف متعلاق باه گوناه های حاصل از ميزبانجدايه

Pyricularia oryzae  می باشد. براساس اطسعات حاصال

هاای متفااوت های حاصال از ميزبانزايی، جدايهاز بيماری

زايی روی ميزبان جدا شاده را دارناد و يی بيماریتنها توانا

هاااای ديگااار را دارا زايی روی ميزبانتواناااايی بيمااااری

 Pordel et al. 2015, Pordel)پردل و همكاران باشند. نمی

et al. 2019) هاای باه دسات آماده از زايی جداياهبيماری

های مختلف را مورد بررسی قرار دادند. نتايج آزمون ميزبان

هاای باه دسات آماده از زايی آنها نشان داد جداياهبيماری

کنند های مختلف دامنه ميزبانی محدودی را آلوده میميزبان

-و عس م شديد آلودگی را روی ميزباان ناود ايجااد مای

 (Shirke et al. 2016)شااايرکه و همكااااران نمايناااد. 

،  (O. sativa)هاای بارنجهايی از ميزباانزايی جدايهبيماری

 Eleusine)، ارزن انگشاتی (S. italica)روبااهی  ن دمارز

coracana L.)  و چمان تشای(Cenchrus ciliaris L.)  را
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های ماورد اساتفاده در مورد بررسی قرار دادند. تمام جدايه

زايی متقابال نشاان ندادناد. اين مطالعاه هيچگوناه بيمااری

زايی بيماااری (Zhong et al. 2016)ژونااگ و همكاااران 

O. sativa  ،S. viridis ،Eleusineهایايی از ميزبانهجدايه
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روی رقم باارنج  (6-225)علائم ایجاد شده توسط جدایه به دست آمده از برنج  Pyricularia oryzae .(Aهای زایی جدایه. بیماری4شکل 

علائم ایجاد شده توسط جدایه بااه دساات  C)روی گیاه چسبک.  (2-84)علائم ایجاد شده توسط جدایه به دست آمده از برنج  B) هاشمی.

 E)روی سااورگوم وحشاای.    (6-97)علائم ایجاد شده توسط جدایه به دست آمده از برنج    D)روی سورگوم وحشی.    (2-84)آمده از برنج  

علائم ایجاد شده توسط جدایه به دست آمده از سوروف  F) روی چسبک. (130)ده از سوروف علائم ایجاد شده توسط جدایه به دست آم

علائاام ایجاااد  I)روی چساابک.  (1-108)علائم ایجاد شده توسط جدایه به دست آمده از چسبک   H)و    Gروی سورگوم وحشی.    (88-2)

روی  (3-51)شده توسط جدایه به دست آمده از چساابک  علائم ایجاد J) روی ذرت. (1-108)شده توسط جدایه به دست آمده از چسبک 

علائم ایجاد شده   L)روی سورگوم وحشی.    (1-58)علائم ایجاد شده توسط جدایه به دست آمده از سورگوم وحشی    K)سورگوم وحشی.  

 روی چسبک. (6-234)توسط جدایه به دست آمده از پاسپالوم 

Fig 4. Virulence of the Pyricularia oryzae isolates. A) Lesion caused by Oryza sativa isolate (225-6) on rice cultivar 

Hashemi. B) Lesion caused by O. sativa isolate (84-2) on Setaria viridis. C) Lesion caused by O. sativa isolate (84-

2) on Sorghum halepense. D) Lesion caused by O. sativa isolate (97-6) on S. halepense. E) Lesion caused by 

Echinochloa crus-galli isolate (130) on S. viridis. F) Lesion caused by E. crus-galli isolate (88-2) on S. halepense. G 

and H) Lesion caused by S. viridis isolate (108-1) on S. viridis. I) Lesion caused by S. viridis isolate (108-1) on Zea 

mays. J) Lesion caused by S. viridis isolate (51-3) on S. halepense. K) Lesion caused by S. halepense isolate (58-1) 

on S. halepense. L) Lesion caused by Paspalum dilatatum isolate (234-6) on S. viridis. 
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indica  وDigitaria sanguinalis  را مااورد مطالعااه قاارار

های مورد بررسی در ايان مطالعاه بيماارگری دادند. جدايه

زا نود را حف  کرده و فقو روی ميزباان مربوطاه بيمااری

هاا انتصاصای ميزباان دهاد جداياهبودند که اين نشان می

شاده توساو کاوچ و همكااران هستند. در پژوهش انجاام  

(Couch et al. 2005) زايی هاای بيمااریدر تماام آزماون

زا های برنج به شدت روی بارنج بيمااریانجام شده، جدايه

زا بيمااریبرنج روی برنج عموماً غيرهای غيربودند و جدايه

بارنج های غيرو يا بيمارگر ضعيف بودند. تعدادی از جدايه

هاا تيا  ارقام برنج ايجاد کردند اماا ايان لكاههايی در  لكه

زايی کمتری را به نود انتصا  دادند و يا نسابت بيماری

 های کمتری را ايجاد کردند.  های برنج تعداد لكهبه جدايه

هاای حاصال از انگشات نگااری تجزيه و تحليال داده

DNA  با استفاده از تكني  مولكولی  rep-PCR  هاای جدايه

های هارز را در ساه دودماان برنج و علفبه دست آمده از 

کلنی قرار داد. به طور کلی در هار ساه دودماان شناساايی 

آوری متفااوت ها و مناطق جماعهايی از ميزبانشده، جدايه

وجود داشت و ارتباطی بين شباهت الگوی باندی و منطقاه 

 Pot2جغرافيايی مشاهده نشد. حیور عناصر تكرار شونده  
دهد که اين عناصر برنج نشان میو غير    های برنجدر ميزبان

 .Pهاای قبل از تكامل در انتصاصيت ميزباانی در جداياه

oryzae  وجود داشاته اسات(Shirke et al. 2016) . نتاايج

-نشان داد جداياه (Shang et al. 2016)شانگ و همكاران 

هايی از ي  استان از نهر ژنتيكی شباهت بيشاتری باه هام 

هاا کاامسً باا آوری جداياهمنطقه جماعداشتند، با اين حال  

های مختلف هايی از استاننوشه بندی منطبق نبود و جدايه

گرفتناد. نتاايج تحقياق وی در ي  نوشه يا دودمان قارار  

نشاان  (Wicaksono et al. 2017)و همكااران  کي  سونو

آوری های نزدي  باه هام جماعهايی که از مكانداد نمونه

کانسولو در پژوهش  بالايی ندارند.  شوند هميشه شباهت  می

در آرژانتاين، ارتبااط  (Consolo et al. 2008)و همكااران 

ها و پاتوتاي   DNAنگاری  معنی داری بين شباهت انگشت

از نهاار ژنتيكاای  P. oryzaeوجااود نداشاات. جمعياات 

يكنوانت و عمدتاً کلونال بوده اما از تنو  پاتوتاي  باالايی 
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