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  دهیچک
از  یکیبلاست  يماریب .است يانهیان گراماهیگاز  يتعداد يرو یو گندم و لکه برگ بلاست برنج يماریب عامل Pyricularia oryzaeقارچ 
جاد یبرنج ا يرو یقابل توجه يرود که معمولا سالانه خسارت اقتصاد یران به شمار میز ایخ برنج در اکثر مناطق برنج يها يمارین بیمهمتر

خزر و  يایدر یجنوب ینواح يهاهرز باغات مرکبات و جنگل يها علفذرت، وبرنج، از مزارع  1395و  1393 يهاسال تابستاندر . کند یم
به دست آمده از  يها ها، با استفاده از داده هیجدا یکیتلوژنیل فیه و تحلیتجز .به عمل آمد يبردارنمونه يمزارع برنج استان خراسان رضو

حاصل از  يها هیجدا یلوژنیج فیانجام شد، نتا) Rpb1( IIمراز یپل RNAرواحد بزرگ یو ز) CAL(ن ی، کالمودل)ACT(ن یاکت یژنوم ینواح
 و سوروف ذرت، ،یروباه ل برنج، ارزن دمیاز قب ییها زبانیم يرو ییزایماریآزمون ب. د کردییتا P. oryzaeمختلف را به عنوان  يها زبانیم

را نشان داد اما شدت علائم در  يدیشد ییزایماریب شده جدا زبانیم يرو هیجدا هر داد نشان ییزایماریب جینتا. رفتیپذ صورت چسبک
و  Multiplex PCRک یاز تکن یزشیپ آمیت يها ومورفیدیا ییبه منظور شناسا .زبان جدا شده کمتر بودیگر نسبت به مید يها زبانیم

ها مورد استفاده قرار  هیجدا Mat 1-2ومورف یدیر ایجهت تکث T2و  T1 يو آغازگرها Mat1-1ومورف یدیر ایجهت تکث L2و  L1 يآغازگرها
ز یآگار ن-برنجط کشت آرد یمح يشگاه و رویط آزمایشگر تحت شرایه آزمایجدا یزشیپ آمیها با ت هیجدا یجنس يت باروریوضع. گرفتند

برنج و  يها هیرا در جدا ین فراوانییشتریب Mat 1-1، ید مثل جنسیو تول یزشیپ آمیت يها ومورفیدیج ایبا توجه به نتا. انجام گرفت
  .باشد یذرت دارا م یاه زارعیهرز و گ يها ن علفیرا در ب ین فراوانیشتریب Mat 1-2داشت و  یروباه دم ارزن

  .Multiplex PCR ،Pyricularia oryzaeبلاست،  يماری، برنج، بیزبانیدامنه م :کلیدواژه
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Abstract 
Pyricularia oryzae is rice and wheat blast causal agent and can occurs leaf spot on some grass species. Blast 
disease is one of the most important diseases in rice areas cultivated in Iran, annually it cause economic 
damage to rice. Sampling was conducted from rice, maize, foxtail millet, and weeds of wheat and rice 
cultivation regions, citrus orchards, and jungles in southern of Caspian Sea and from rice fields in Khorasan-
razavi province during summers of 2013 and 2015. Phylogenetic analysis with partial regions of Actin 
(ACT), Calmodulin (CAL), and RNA polymerase II largest subunit genes (Rpb1) allowed to assign the strains 
from different hosts to Pyricularia oryzae. Pathogenicity test of P. oryzae species was applied on rice, foxtail 
millet, maize, barnyard grass, and wild foxtail millet in control condition. Based on pathogenicity, each 
isolate were highly pathogenic toward its host but not to the other hosts tested. In order to a determination of 
mating type, Multiplex PCR technique using primers L1 and L2 (for Mat1-1), T1, and T2 (for Mat1-2) was 
done. Under lab conditions, the sexual stage was conducted with isolates from different hosts on rice flour- 
agar medium. The mating type and sexual reproduction show that Mat1-1 is frequent in rice population and 
foxtail millet population and Mat1-2 is frequent in weeds populations and maize population.
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  مقدمه

ــه  ــا يدارا Pyricularia oryzaeگون ــیژنت يتباره  یک
ــ ــه رو یم یاختصاص ــان اســت ک ــف يزب ــا عل ــرز و  يه ه

هـا نشـان داده    یبررس ـ. باشد یمارگر میب یمحصولات زراع
از دور شدن  ین گونه ناشیا يامروز یکیلوژنتیاند، شجره ف

مختلـف در اثـر    يهـا  زبانیسازگار با م P. oryzae يتبارها
 یاس بـوم یبرنج در مق يها هیاگرچه جدا. است یان ژنیجر

از  ییباشـند، اثرهـا   یدر اغلب مناطق به صورت کلونال م ـ
بـر   یمبن ـ ين شواهدیرخ داده در گذشته و همچن یبینوترک
 يایمنـاطق آس ـ  یحاضر در برخ ـدر عصر  یدمثل جنسیتول

ــ، نزدیجنــوب شــرق ، وجــود دارد يمــاریک خاســتگاه بی
)Chiapello et al. 2015 .(  

اهـان  یو گ یع و متمرکز محصـولات زراع ـ یپراکنش وس
کـه منجـر   . استمارگر یزبان بیر مییعلت تغ نیتر یاصلهرز 
 يرو یک ـیت و انشـقاق ژنت ی، اختصاصزیآم تیموفقر ییبه تغ
مـارگر از سـد   ین بـار ب یاول ياگر برا. گردد یمد یزبان جدیم

زبـان  یمحـدود بـه م   ییزا يماریبعبور کند،  یزبانیم يا گونه
که فراوان است  یزبانیم مخصوصاً. افته خواهد شدیانشقاق 

، انتشــار باشــد یمــکســان ی صــورت بــه یکــیژنت ازلحـاظ و 
مارگر صـورت خواهـد   یب (pandemic)ک یپاندم يها کلون
تقابل  يک مدل برای تنها نهستم عامل بلاست یپاتوس. گرفت

 يهـا  گونـه  يزبان رویر مییتغ يمارگر است، برایزبان و بیم
محسوب  یز مدل مناسبیکوتاه ن زمان مدتد در یجد یاهیگ
  ). Couch et al. 2005(شود  یم

تولیدمثل جنسی این گونه در طبیعت بسیار نـادر اسـت،   
رات ژنتیکـی در ایـن   احتمالاً یکی از عوامل بروز تغیی ـ یول

ــی  ــارچ م ــد ق ــه . باش ــاروري در جدای ــه  ب ــاي مزرع اي ه
Magnaporthe oryzae  اي از عقیمـی کامـل   دامنـه(male 

and female sterility)    نـر بـاروري(male fertility)  تــا
 Valent(دارد  (male and female fertility)باروري کامل 

& Chumely1991 .(جـنس   يهااکثر گونهMagnaporthe 
به عنوان مثال قارچ عامل بلاسـت بـرنج   . باشندیهتروتال م

تیپ آمیزشی و سـازگاري  . یک آسکومیست هتروتال است
هاي موجود در یک جایگاه ژنـی   جنسی در این قارچ با ژن

دیومورف یاین جایگاه ژنی داراي دو ا. شود منفرد کنترل می
 .Kanget al(اسـت   Mat1-2 و  Mat1-1هاي متناظر به نام

1994.(  
) Mousanejad et al. 2004(موسـی نـژاد و همکـاران    

هاي تیـپ   براي اولین بار، وضعیت باروري و پراکندگی آلل
این محققـین  . آمیزشی قارچ عامل بیماري را مطالعه نمودند

جدایـه از منـاطق    94جدایه بیمارگر برنج را که شامل  158
آزمایشــی جدایــه از مزرعــه  64مختلــف اســتان گــیلان و 

هاي  سسه تحقیقات برنج کشور در رشت بودند، با جدایه مؤ
 TH12و  KA3هـاي   استاندارد هرمافرودیت و بارور به نـام 

 TH16و  KA9و ) Mat1-1هــاي تیــپ آمیزشــی  نماینــده(
نتـایج  . تلاقـی دادنـد  ) Mat1-2هاي تیپ آمیزشـی   نماینده(

درصــد از  76/62هــا نشــان داد کــه  حاصـل از ایــن تلاقــی 
 81/32هاي نقاط مختلف اسـتان گـیلان و    هاي نمونه ایهجد

هـاي مزرعـه آزمایشـی مؤسسـه تحقیقـات       درصد از جدایه
. ها در هر دو مورد نابارورنـد  برنج، بارور بوده و بقیه جدایه

-Mat1هاي بارور، نر بارور و از تیپ آمیزشی  تمامی جدایه

 فرم جنسی قارچ در ایران در طبیعت یافت نشـده . بودند 1
  .است

بـه منظـور    يبا توجه به موارد ذکر شده، مطالعه متمرکز
ن یب ید مثل جنسیتول ییتوانا یو بررس یزبانین دامنه مییتع
 P. oryzaeمختلـف گونـه    يها زبانیحاصل از م يها هیجدا

ــورد ن ــم ــا. از اســتی ــه جدای ــن مطالع ــا هی حاصــل از  يه
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دامنـه  ، یلـوژن ی، فيمختلف را به لحاظ مرفولوژ يها زبانیم
قـرار   یمـورد بررس ـ  ید مثـل جنس ـ ی ـتول ییو توانا یزبانیم
  . دهد یم

  یروش بررس

  یقارچ يهاهیجدا ییو شناسا ي، جداسازيآورجمع

بــرنج، از مــزارع  1395و  1393 يهــاسـال  تابسـتان در 
 ینـواح  يهاهرزباغات مرکبات و جنگل يها علفذرت، و
 يخزر و مزارع برنج اسـتان خراسـان رضـو    يایدر یجنوب
 يدارا يهـا از بافت يبردارنمونه. به عمل آمد يبردارنمونه
مـزارع و باغـات بـه صـورت      یبرگ ـم بلاست و لکـه یعلا

مشـکوك بـه    یاهی ـگ يهـا انـدام . رفتیانجـام پـذ   یتصادف
ــودگ ــت یآل ــادرون پاک ــذ يه ــت   يکاغ ــا ثب ــه ب جداگان

بــه ) يآورخ جمــعیو تــار يآورمکــان جمــع(مشخصــات 
 يخچـال بـا دمـا   یشگاه منتقل شـدند، و سـپس درون   یآزما

ــه س  ــار درج ــیچه ــهیلس ــدیگرد يداروس نگ ــت . دن جه
آلوده به مدت  يهااز بافت ییهاابتدا بخش قارچ يجداساز

 ـر جریقه زیدق 10  ـان ملای م آب شسـته شـده و سـپس بـا     ی
 ـده شدند و به مدت یبر ياسکالپل به قطعات کوچکتر ک ی

 ـ(درصد  10م یت سدیرپوکلیه يمحلول تجارقه در یدق م ین
پـس از  . دنـد یگرد یسـطح  یضـد عفـون  ) درصد کلر فعال

سـترون، قطعـات     یهـا در کاغـذ صـاف   نمونه يریگرطوبت
آلوده بـه   يهامترمربع از قسمتیک سانتیبه اندازه  یبیتقر

 يحـاو  يپتر يهابه تشتک یاهیسالم بافت گ یهمراه نواح
ط یو سـپس تحـت شـرا    مرطوب قرار داده شد یکاغذ صاف

 ـ یکیتار  ـا نـور نزد ی درجـه   25 يک بـه فـرابنفش و دمـا   ی
رشـد کـرده بـه روش     يهاقارچ. دندیوس منتقل گردیسلس
-دو درصـد خـالص   WAط کشـت  یمح يوم رویدیتک کن

ط یه پرگنه خالص قارچ، به محیشدند و به منظور ته يساز

PDA (Potato Dextrose Agar)  منتقل شدند)Pordel et 

al. 2015.(  
ها، رنگ و شکل پرگنه آنهـا  هیروز پس از کشت جدا ده

ات ین خصوصــیــیجهــت تع. قــرار گرفــت یمــورد بررســ
ط یمح ـ يحـاو  يهـا ه درون تشـتک ی، هرجدایکروسکوپیم

ط کشـت  یبه همراه برگ سـترون بـرنج و مح ـ   WAکشت 
ها بـه درون انکوبـاتور بـا    تشتک. آرد برنج منتقل شد-آگار
ــا  ــ 20-25 يدمـ ــه سلسـ ــرا  وس ویدرجـ ــت شـ ط یتحـ

سـاعت   12و  یکیسـاعت تـار   12(نورفلورسنت متنـاوب  
روز بـا   15-24پـس از گذشـت   . افتنـد یانتقـال  ) ییروشنا

د یمــورد نظــر اســلا يهــاهیــاســتفاده از لاکتوفنــل، از جدا
د از پـنج نقطـه   یه اسلایجهت ته. دیه گردیته یکروسکوپیم

 .Pordel et al(برداشته شد  یقارچ يها مختلف پرگنه اندام

2015(.  

  ک یلوژنتیل فیه و تحلیتجز

انجـام   Adreit et al. (2007)بـا روش   DNAاستخراج 
 Klaubauf etاز روش یژن یر نواحیبه منظور تکث. رفتیپذ

al. (2014) ـ یو توال يساز خالص .استفاده شد  توسـط   یابی
بـا   يف سازیهمرد. دیکا انجام گردیآمر Genewizشرکت 
صــورت  MEGA6.0در نــرم افــزار   MUSCLEبرنامــه 

 ـان جدای ـم یلوژنیروابط ف). Edgar 2004(رفت یپذ  يهـا  هی
ــع ــوال  يآور جم ــا ت ــراه ب ــده هم ــداد یش ــرید يتع از  يگ
 ـجدا  .Klaubauf et al(گرفتـه شـده از بانـک ژن     يهـا  هی

ــه روش ) 2014 ــورد ) ML )Maximum Likelihoodب م
. رسم شد یکیلوژنتیل قرار گرفت و درخت فیه و تحلیتجز

 1000در ) Bootstrap( یاعتبار شاخه با انجـام اعتبارسـنج  
 يرو 80شتر از یتکرار مورد سنجش قرار گرفت و ارزش ب

 ـتجز. حاصل نشان داده شـد  يتبارنما ل و رسـم  ی ـه و تحلی
 MEGA6.0 (Molecularافـزار   با نـرم  یکیلوژنتیدرخت ف
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Evolutionary Genetics Analysis, v 6.0) ـانجام گرد   دی
)Tamura et al. 2013.(  

  ییزایماریآزمون ب

ن حسـاس  یلا(بذور ذرت  1393بهشت ماه سال یدر ارد
B73 وMO17 (ه نهـال و  یقات اصلاح و تهیاز موسسه تحق

ه ی ـته يااهـان علوفـه  یقات ذرت و گیبذر کرج، بخش تحق
و علـف  ) یو مـوراتل  یرقم طارم هاشم(بذور برنج . دیگرد

از موسسـه   یارزن دم روبـاه هرز مثل سوروف، چسبک و 
، کشـور فرانسـه و   CIRAD يقات و توسعه کشـاورز یتحق

 ـه گردی ـه مزارع تهیقات برنج کشور و حاشیموسسه تحق . دی
متر بـا کمپوسـت پـر    یسـانت  10با قطر و ارتفاع  ییهاگلدان

 يمتریشدند و سپس شش بذر با فاصله و در عمق دو سـانت 
رون اتاقـک  هـا د گلـدان . خاك در هر گلدان کشـت شـدند  

وس یدرجـه سلس ـ  20-30 ییدمـا  داخل گلخانه با محدوده
شـدند و پـس از    ياری ـکبـار آب یافتند و هر دو روز یانتقال 

. رون آمدنـد ی ـها از خاك باهچهیک هفته گیگذشت حدود 
مــورد  ییزایمــاریب ياهــان بــرایروز گ 21بعــد از گذشــت 
 ـد اسپور فراوان جهـت ما یتول يبرا. استفاده قرار گرفت -هی

 ـجدا یاز کاغـذ صـاف   ی، قطعـات یزن  يذکرشـده رو  يهـا هی
هـا بـه    تشـتک . آگـار قـرار گرفتنـد   -ط کشت آرد برنجیمح

وس مجهـز بــه نــور  یدرجــه سلســ 25 يانکوبـاتور بــا دمـا  
ــاوب  ــا تن ــار 12فلورســنت ب ســاعت  12و  یکیســاعت ت

آب  يابتدا مقدار. افتندیبه مدت هفت روز انتقال  ییروشنا
پرگنـه واجـد اسـپور     يرو يترمقطر سترون داخل تشتک پ

وم با خراش دادن سـطح پرگنـه   یسلیخته شد و اسپور و میر
گذرانده و به  يد و از توریگرد يتوسط اسکالپل جمع آور

تـر  یل یل ـیم 30 يحـاو  يتریلیلیم 100درون استوانه مدرج 
ون با کمـک  یغلظت سوسپانس. خته شدیآب مقطر سترون ر

اسـپور در   2×105ن زای ـتومتر شـمارش   و بـه م  یلام هموس

 یاسپورپاش ـ). Silue et al. 1992(م شـد  یتر آب تنظیل یلیم
 10. هـا انجـام شـد   اهچهیگ یشش برگ یچهار ال در مرحله

تـر  یل یل ـیم 9ون اسـپور و  یتـر سوسپانس ـ یل  یلیم 1(تر یلیلیم
ون در نظر گرفته شد کـه داخـل   یسوسپانس% ) 0.05ن یژلات

 .Silue et al(شـدند  ختـه  یر يتـر یلیل ـیم 100ظرف ارلن 

و با کمک دسـتگاه   يبه صورت اسپر یزنهیعمل ما). 1992
ز ی ـشاهد ن يهاگلدان. ها صورت گرفتاهچهیگ يپمپاژ رو
بـه مـدت    یزنهیها بعد از ما گلدان. شدند یزنهین مایبا ژلات

وس و یدرجـه سلس ـ  24 يبـا دمـا   یساعت درون اتاقک 24
هـا   ساعت گلـدان  24بعد از . قرار گرفتند 95 یرطوبت نسب

بعد از هفـت روز،  . شدند ياریبه گلخانه منتقل و روزانه آب
اهان تحت یگ يها روهیزا بودن جدايماریر بیا غیزا يماریب

  .شد یش بررسیآزما

 يهـا هاي تیـپ آمیزشـی در جمعیـت    تعیین ایدیومورف
  Multiplex PCRروش به  Pyricularia oryzae قارچ

 141تعـداد   یزش ـیپ آمی ـت يهـا آلـل  یابیو رد یبررس 
آغـازگر  ه قارچ عامل بلاست بـا اسـتفاده از دو جفـت   یجدا

 Tredway et al. (2005)شـده توسـط    یمعرف ـ یاختصاص
  . مراز انجام گرفتیپل يارهیدرواکنش زنج

 3/7تر شـامل  یکرولیم 20با حجم  PCRمخلوط واکنش 
 10X PCRتـر  یکرولیم 5/2ل، یزه استریونیتر آب دیکرولیم

Bufferمـولار  یلی، پنج مMgCl2 ،200 مـولار از هـر   یل ـیم
 ـکومـول از هـر آغـازگر،    یپ10د، ینوکلئوت  Taqک واحـد  ی

DNA تــر یکرولیمــراز و دو میپلDNA  ــا غلظــت  50-10ب
ــانوگرم ته ــن ــازواسرشــت. ه شــدی ــاول يس  primary(ه ی

denaturation ( قـه  یوس به مدت سه دقیدرجه سلس 94در
 94در  يسـاز چرخـه شـامل واسرشـت    35، )ک چرخـه ی(

در ) annealing(ه، اتصـال  یثان 60وس به مدت یدرجه سلس
    )extension(ه، بسـط  ی ـثان 60وس به مدت یدرجه سلس 60
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، کنیـدیوم )IR0013( :Aجدایـه  ( Pyricularia oryzae-1شکل 

B(کنیدیوفور )میکرومتر 10= مقیاس.(  
Fig. 1.Pyricularia oryzae (IR0013): A) Condia, B) 
Conidiophiores (Scale bar= 10 µm). 

  
 72ثانیـه و بسـط نهـایی     60درجه سلسیوس به مـدت   72

 ـ(قـه  یوس به مـدت ده دق یدرجه سلس انجـام   )ک چرخـه ی
در  PCRه مورد نظر، محصـولات  یر ناحیپس ازتکث. دیگرد

 DNA Geneژل آگارز دو درصد به همراه نشـانگر انـدازه   

Ruler™ DNA ladder mix) (ــارز ــدند  یابیــ شــ
)Notteghem & Silue 1992( .  

 Pyricularia يهـا  سازگاري جنسی جدایه يون هاآزم

oryzae در شرایط آزمایشگاه  

 ـهـر جدا  یزشیپ آمین تییبعد از تع ، PCRه بـه روش  ی
کشـت  گر یکـد یدر مقابل  یزشیپ آمیمخالف ت يهاهیجدا
 یزش ـیپ آمی ـبـا ت  1شـگر یه آزماین چهار جدایهمچن. شدند

 يهاد اندامیو تول ید مثل جنسیتول يل بالایمخالف با پتانس
                                                      

1Tester 

 ـن چهـار جدا یها با اهیشتر انتخاب شدند و جدایب یجنس ه ی
به منظور مشاهده . داده شدند یمخالف تلاق یزشیپ آمیبا ت

 P. oryzaeقـارچ   يهـا  جدایه يبارور یفرم جنسی و بررس
بعد از سه هفتـه  . ه شدآگار استفاد-ازمحیط کشت آرد برنج

جنسـی مـورد    يهاي پتري از نظـر تشـکیل مرحلـه    تشتک
  ).Nottéghem 1990(بررسی قرار گرفتند 

  ج ینتا
  یقارچ يهاهیجدا ییو شناسا يجداساز

 60(برنج  يها زبانیه از میجدا 141ق تعداد ین تحقیدر ا
 33(، سـوروف  )هیجدا 5(، ارزن )هیجدا 12(، ذرت )هیجدا
پرگنـه قـارچ   . ، به دست آمد)هیجدا 31(چسبک و ) هیجدا
. باشـد یم ـ يبـه رنـگ خاکسـتر    PDAط کشـت  یمح يرو
روشـن و طـول آنهـا     ياوفورها منفرد به رنـگ قهـوه  یدیکن
سـلول  ). B، 1شکل (باشد یکرومتر میم 100 – 250با یتقر
 ـ یدی ـکن. باشدیدار مو زائده ییزا زانوومیدیکن  یوم هـا گلاب

 ـدو د يروشـن، دارا  ياقهـوه شکل وارونه، به رنـگ   واره ی
شـکل  (باشـند  یکرومتر م ـیم 16-25× 7-10ابعاد و یعرض

1،A) (Ellis 1971&1976.(  

  کیلوژنتیف يها لیه و تحلیتجز

 MLم شـده بـا روش   یترس یاجماع یکیلوژنتیدرخت ف
 ـ ینـواح  یبراساس تـوال   Rpb1ن و ین، کـالمودول یاکت ـ یژن

 ـدهد کـه جدا ینشان م بدسـت آمـده از    P. oryzae يهـا  هی
در ) درصـد  99( یمختلف با مقـدار اعتبارسـنج   يها زبانیم
رد، و نسـبت بـه گونـه    ی ـگ یک قرار م ـیلتیک گروه مونوفی

 ـدرون ا. ک شده اسـت یتفک یبه خوب P. griseaک ینزد ن ی
. شود یده میجدا شده د يها زبانیگروه تنوع در ارتباط با م

 ـد براسـاس  ییازمند تاین تنوع نیاما ا  ینشـانگر مولکـول  ک ی
  . است
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بـراي  ) ML  )maximum likelihoodروشبا  Rpb1درخت فیلوژنتیکی استنباط شده براساس نواحی ژنی اکتین، کالمودولین و -2شکل 

بـه عنـوان    Pyricularia grisea CR0024گونـه  . روي هرشـاخه نوشـته شـده اسـت    درصد  80مقدار اعتبار سنجی بالاي  . تاکسون 32
outgroup انتخاب شده است .  

Fig. 2.Maximum likelihood (ML) tree inferred from combined ACT, CAL, and Rpb1 sequences for 32 taxa. 
Bootstrap support values from ML analyses larger than >80% are shown above internodes. Pyricularia grisea 
CR0024 is as outgroup.  

  

   ییزا يماریآزمون ب
اه ی ـگ يرو P. oryzaeجاد شـده توسـط گونـه    یعلائم ا

 ـبرنج، هفت روز پس از ما  ـی  يبـه صـورت لکـه هـا     یه زن
در سطح برگ  يا ه قهوهید رنگ با حاشیده و سفیکش یدوک

 ییزبانهایحاصل از م يها هیجدا). A، 3 شکل(د یظاهر گرد
 ي، چسـبک و ذرت رو یهمچون سوروف، ارزن دم روبـاه 

 ـ یزن هیبرنج ما د علائـم نکردنـد   ی ـم تولچ کـدا یه ـ یشد ول
یروبـاه  اه ارزن دمی ـگ يجاد شـده رو یعلائم ا). 2جدول (
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) A (Oryza sativa،B (Setaria italica ،C (Zea mays ،Dهـاي   روي بوتـه  Pyricularia oryzaeعلائم بلاست ناشی از گونه -3شکل 

Echinochloa cruss-galli  وE (Setaria viridis.  
Fig. 3. Blast symptoms caused by Pyricularia oryzae on A) Oryza sativa, B) Setaria italica, C) Zea mays, D) 
Echinochloa cruss-galli, E) Setaria viridis.  
 

  
 .یکیلوژنتیف زیمورد استفاده در آنال Pyricularia oryzaeي ها هیجدادسترسی  شماره و منبع .1 جدول

Table 1. Pyricularia oryzae strains used in this study, with collection details and GenBank accessions. 

Species Culture collection no Geographic origin Host GenBank accessionsa 

CAL Actin RPB1 
Pyricularia oryzae IR0125 Golestan, Iran Echinochloa sp. MH188335 ---------- MH188330 
Pyricularia oryzae IR0129 Golestan, Iran Echinochloa sp. MH188345 ---------- MH188331 
Pyricularia oryzae IR0107 Mazandaran, Iran Setaria italica MH188337 ---------- MH188327 
Pyricularia oryzae IR0106 Mazandaran, Iran Setaria italica MH188336 ---------- MH188326 
Pyricularia oryzae IR0148 Khorasan razavy, Iran Oryza sativa MH188346 ---------- MH188334 
Pyricularia oryzae IR0117 Mazandaran, Iran Setaria viridis MH188338 ---------- MH188329 
Pyricularia oryzae IR0113 Mazandaran, Iran Setaria glauca MH188344 ---------- MH188328 
Pyricularia oryzae IR0136 Golesatn, Iran Oryza sativa MH188339 ---------- MH188332 
Pyricularia oryzae IR0013 Mazandaran, Iran Zea mays MH188342 --------- MH188324 
Pyricularia oryzae IR0093 Golestan, Iran Zea mays MH188343 --------- MH188325 
aGenbank accessions representing the following DNA regions: ACT=Actin; CAL=Calmodulin; RPB1=RNA 
polymerase II second largest subunit region. bPyricularia grisea was included as outgroup in phylogenetic analysis.  

  
ها چهار روز  ط گلخانه، لکهیدر شرا P. oryzaeتوسط گونه 
 ـیبعد از ما ره ی ـه تینقـاط گـرد بـا حاش ـ    یبـه صـورت   یه زن

مشخص شد و پس از گذشت هفت روز بـه صـورت لکـه    

، 3شکل(ص بود یره قابل تشخیه تیشکل با حاش یدوک يها
B .(يگـر رو ید يزبانهـا یبدست آمده از م يها يها هیجدا 

ه جدا شده ازیشد که به جز جدا یه زنیما یارزن دم روباه



 ۲۸۹-۲۷۷ :۱۳۹۷ سال / ۴ شماره / ۵۴ جلد / گياهي هايبيماري

285 285  
 

  . روي برنج، ارزن دم روباهی، ذرت، سوروف و چسبک Pyricularia oryzaeهاي  نتایج بیماریزایی جدایه. 2جدول 
Table 2. Pathogenicity results of Pyricularia oryzae isolates on Oryza sativa, Setaria italica, Zea mays, Echinochloa 
cruss-galli, and Setaria viridis. 
Fungal strain Host of origin O. sativa S. italica Z. mays E. crus-galli S. viridis 
IR0065 O. sativa 6 1 1 1 1 
IR0103 S. italica 1 6 1 1 5 
IR0013 Z. mays 1 1 6 5 1 
IR0030 E. crus-galli 1 1 5 6 1 
IR0018 S. viridis.  1 5 1 1 6 
Lesion types are as follows: type 1, no signs of infection; type 2, small brown lesions; type 3, small lesions with yellow 
centers and brown margins; type5, diamond-shaped lesions;  type 6, large diamond-shaped lesions (Silue et al. 1992). 

  
. ارزن را نداشتند يرو ییزایماریب ییچ کدام توانایچسبک ه
 ـاه ذرت بـا جدا ی ـگ يجـاد شـده رو  یعلائم ا  P. oryzaeه ی

ــیدر شــرابدســت آمــده از ذرت  ــه، اول ــم یط گلخان ن علائ
کوچک و  يهابصورت لکه یزنهیروز پس از ما سه يماریب

پس از گذشـت سـه   . در سطح برگ ظاهر شدند يخاکستر
بـه   یشکل کـوچک  یده و دوکیکش يهاچهار روز، لکه یال

 ـبـا گذشـت   ). C، 3شـکل  (ت بودنـد  یقابل رو یآسان ک ی
آلوده به طور کامل  ياز برگها ياری، بسیزنهیهفته بعد از ما
 يمانده لکه هـا  یباق يبرگها ين رفتند و رویخشک و از ب

 ـیشکل کش یدوک  ـجدا. ل مشـاهده بـود  ده قاب ه حاصـل از  ی
جاد کردند که یذرت ا يبرگها يرا رو یز علائمیسوروف ن

د نشـد  یتول یومیسلیا میلکه ها کشت داده شد اما اسپور و 
اه ی ـرود که حاصـل واکـنش مقاومـت گ    ین احتمال میکه ا

 ـجـاد شـده توسـط جدا   یعلائـم ا . نسبت به قـارچ باشـد   ه ی
 ـسوروف، چهار روز پس از ما يحاصل از سوروف رو -هی

د رنـگ  یده و سفیشکل، کش یدوک يهابه صورت لکه یزن
مـار ظـاهر   یتحـت ت  يهـا ره در سطح برگ بوتهیه تیبا حاش
 ـهفته بعد از ما کیبا گذشت ). D، 3شکل (شدند   ـهی ، یزن

 ییزبانهـا یحاصل از م يه هایجدا. شوندیتر مدهیلکه ها کش
ســوروف  يبــرنج رو ، گنــدم ویهمچــون ارزن دم روبــاه

  .د علائم نکردندیچ کدام تولیه یشد ول یزن هیما
چسبک،  يرو P. oryzaeگونه توسط جاد شده یعلائم ا

شکل،  یدوک يهابه صورت لکه یزنهیچهار روز پس از ما
 يهـا ره در سطح برگ بوتهیه تید رنگ با حاشیده و سفیکش

ک هفتـه  یبا گذشت ). E، 3شکل (مار ظاهر شدند یتحت ت
 ـجدا. شـوند یتـر م ـ دهیکش ـ ها لکه یزنهیبعد از ما  يه هـا ی

 ـ یزن هیچسبک ما يگر روید يها زبانیحاصل از م  یشد ول
 ـچ کدام به جز جدایه  یروبـاه  ه بدسـت آمـده از ارزن دم  ی
  ).2جدول (د علائم نکردند یچسبک تول يرو

  هاي تیپ آمیزشی تعیین ایدیومورف

 ـا از یر نـواح ی ـتکث  ـاو  Mat 1-1ومورف یدی ومورف یدی
Mat 1-2 يهـا جفـت آغازگر ب با استفاده از یبه ترت L1  و

L2  يهــاجفــت آغازگروT1  وT2  در روشmultiplex- 

PCR يهــاجفــت آغازگر. انجــام شــد L1  وL2  جفــت و
به طـول حـدود    ییها قطعهب یبه ترت T2و  T1 يهاآغازگر

bp 552  وbp390 ـدر همـه جدا  .ر نمودنـد یتکث  هـا بانـد   هی
DNA هـا هـر   ک از آنیچ ید و در هیر گردیتکث یاختصاص

-Mat1 یزش ـیپ آمیت. دو باند به طور همزمان مشاهده نشد

 ـپ غالب در جدای، ت1 حاصـل از بـرنج و ارزن دم    يه هـا ی
پ ی ـت Mat1-2 یزشیپ آمیدادند و ت یل میرا تشک یروباه

ل یحاصل از سوروف و ذرت را تشک يه هایغالب در جدا
 ـ یزشیآمپ یت یدرصد فراوان. داد یم  ـن جدایدر ب  يه هـا ی

 آورده شـده  3مختلـف در جـدول    يزبانهایبدست آمده ازم
  .است
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 Pyricularia oryzaeدرصد تیپ آمیزشی جدایه هـاي  . 3جدول 
  . هاي مختلف بدست آمده از میزبان

Table 3. Mating type percentage of Pyricularia oryzae 
isolates from different hosts in Iran 
Host Frequency 

of mating 
Mat1-1 Mat1-2 

Oryza sativa 42.6 100 0 
Echinochloa  crus-galli 23.4 7.7 92.3 
Zea mays 8.5 0 100 
Setaria viridis 22 40 60 
Setaria italica 3.5 100 0 

  

  در شرایط آزمایشگاهسازگاري جنسی  تین وضعییتع

 ـهـر جدا  یزش ـیپ آمی ـن تییبعد از تع ه بـا اسـتفاده از   ی
 یزشــیپ آمیــبــا ت يهــاهیــ، جداmultiplex-PCRواکــنش 

پ ی ـبا ت يه هایجدا .کشت شدندگر یکدیمخالف در مقابل 
گر قـرار  یکـد یمخـالف در مرحلـه اول در مقابـل     یزش ـیآم

مختلـف بـا    يها زبان یبدست آمده از م يه هایجدا. گرفتند
Mat 1-2 ه با یدر مقابل جداMat 1-1   ج ینتـا . قـرار گرفـت

 ـجـاد لا یسوم و اید پرتیش عدم تولین آزمایا عـدم   يهـا  نی
در مرحلـه بعـد تعـداد چهـار     . ها بـود  هین جدایب يسازگار
-Br48(Mat1-1) ،Guy11 (Mat1( یزش ـیپ آمیه با تیجدا

1) ،Br114-5(Mat1-2) ،KA9(Mat1-1) ( مشـــــخص از
ن یبــ یج حاصــل از تلاق ـینتـا . کشـور فرانسـه فــراهم شـد   

سوم ید پرتیه استاندارد منجر به تولیبا جدا یرانیا يها هیجدا
 ـو جدا) Mat1-1(حاصل از بـرنج   يها هین جدایب  يه هـا ی

ــتاندارد  ــ، جدا)Mat1-2(اس ــای ــل از ارزن دم  يه ه حاص
 ـبـا جدا ) Mat1-2(و چسـبک  ) Mat1-1( یروباه  يه هـا ی

 ـچ کدام یه). 4شکل (د یاستاندارد گرد  ـک از جدای  يه هـا ی
 ـبدسـت آمـده از ســوروف و ذرت در مقابـل جدا     يه هــای

 ـبا توجه به عدم رد. سوم نکردندید پرتیاستاندارد تول و  یابی
 يقارچ عامل بلاسـت رو  یزشیپ آمیهر دو الل ت ییشناسا

عـت و  یدر طب ید مثـل جنس ـ ی ـل کم تولیاه برنج و پتانسیگ

 ـرسـد وجـود تنـوع ز   یشگاه، به نظـر م ـ یآزما اد در ارقـام  ی
 يبـرا  ییط آب و هـوا ینج و مساعد بـودن شـرا  مختلف بر

از  یجنس ـری ـغ یبیعتـا بـروز نـوترک   یو طب یرجنس ـیر غیتکث
ن یمهمتر یشیرو يدر کنار سازگار یجنسده شبهیق پدیطر

قـارچ عامـل بلاسـت در     یک ـیرات ژنتیی ـعوامل در بروز تغ
  .شوندیمزارع برنج محسوب م

ــیو ــایژگ ــتیر يه ــناخت خ ــ یش ــرم جنس ــارچ  یف ق
Pyricularia oryzae  

ط کشـت  یمح ـ يره روی ـها به صورت نقـاط ت ومیتسیپر
. آگــار بعــد از گذشــت ســه هفتــه مشــاهده شــد-آردبــرنج

بـا   يضـو یتـا ب  يره، کـرو یت ياتا قهوه ياها قهوه ومیتسیپر
کرومتـر  یم 300-600×  100-200ا و به ابعـاد  یگردن بلند 

 ـ ياهـا اسـتوانه  آسک). A-C، 4شکل (شدند  يریگاندازه ا ی
 ـا بدون پایدار هیوارونه، پا یچماق ه و در انتهـا گـرد و بـه    ی
 يهــا حــاوآســک. کرومتــر بودنــدیم 55-80× 10-7 ابعــاد

و بـه تعـداد هشـت     يو کـرو  یچهارسلول يآسکوسپورها
). D، 4شـکل  (هـا مشـخص بودنـد    عدد در داخـل آسـک  

شـکل،  ی، دوک ـیآسکوسپورها در حالت بلـوغ، چهارسـلول  
و زائـده هسـتند و معمـولا     ین ـیف ژلاتشفاف و بدون غـلا 

باشند و بـه  یم یواره عرضیکم در محل د یفرورفتگ يدارا
شـکل  (شـدند   يری ـگکرومتر انـدازه یم 17-25×  4-8ابعاد 

4،E-F .(ط کشـت آب یآسکوسپورها بعد از انتقال به مح ـ-
  .گار دو درصد جوانه زدند

  بحث 
مشخص  یلوژنیو ف یشناخت ختیر يها یبراساس بررس

مختلف متعلـق بـه    يها زبانیحاصل از م يها هیشد که جدا
اطلاعـات حاصـل از آزمـون    . باشـد  یم ـ P. oryzaeگونـه  

 ـنشـان داد، جدا  ییزایماریب يهـا  زبـان یحاصـل از م  يهـا  هی
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روي محیط کشـت  ) Mat 1-2(Guy11و ) IR0111)Mat 1-1هاي در تلاقی بین جدایهPyricularia oryzaeتشکیل فرم جنسی  -4شکل 
 10= مقیاس(آسکوسپور ) E-F، )میکرومتر 10= مقیاس(آسک ) D، )میکرومتر 100= مقیاس(ها با گردن بلند  پریتسیوم) A-C: آگار-آردبرنج
  ).میکرومتر

Fig. 1. The sexual state of Pyricularia oryzae between IR0111 (Mat 1-1) and GUY11 (Mat 1-2) isolates on rice 
flour + agar. A-C) perithecia with long neck (Bar= 100 µm), D) Asci (Bar= 10 µm), E-F) Ascospores (Bar= 10 
µm). 

  
زبـان جـدا   یم يد روید علائم شـد یتول ییمتفاوت تنها توانا

گــر ید يبــا شــدت کمتــر را رو یشــده را دارنــد و علائمــ
 ـ یبراساس توال یمطالعات قبل. کنند یجاد میها ا انزبیم  یابی

بـه   P. oryzaeدهـد گونـه    یا کل ژنوم نشـان م ـ ی یچندژن
از  يشود که هر کدام دامنه محـدود  یم مین کلاد تقسیچند
 ,Couch et al. 2005(کننـد   یرا آلـوده م ـ  یاهیگ يها گونه

Gladieux et al. 2017.(ــ ــون   ياریدر بس ــابع آزم از من
. دینما ید میین کلاد را تایدر ا یزبانیتخصص م ییزایماریب

زبـان را  یاز م يحاصل از بـرنج دامنـه محـدود    يها نیاستر
 ـمنـابع ذکـر شـده اسـت کـه ا      یدارند و فقـط در برخ ـ  ن ی

را به صـورت   Loliumچاودار و  یآلودگ ییها توانا نیاستر

 .Tosa & Chuma, 2014, Klaubauf et al(محدود دارند 

و  Elusine ،Setariaبدسـت آمـده از    يها نیاستر). 2014
بـرنج را   یآلودگ ییدارند و توانا یزبانیز تخصص میگندم ن
 Kato etal. 2000, Couch et al.2005, Murata et(ندارند 

al. 2014 .(يهاهید که جدایق حاضر مشخص گردیدر تحق 
نر بـارور و   یهتروتال بوده و از نظر جنس P. oryzaeقارچ 

وم را در یتس ـیکـه پر  ییه هایجدا. باشندیت میهرمافرودا ی
د کردند، بـه عنـوان نـر بـارو و     یه استاندارد تولیسمت جدا

د ی ـو در هر دو سمت تول يکه به صورت مساو يه هایجدا
. ص داده شـد یت تشخیسوم کردند، به عنوان هرمافرودیتیپر

 .Mekwatanakarn et al(مــک واتاناکــارن و همکــاران 
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هـاي تیـپ    یت باروري و پراکنش ایـدیومورف وضع) 1999
ن قارچ را در تایلنـد  یجدایه تک اسپور شده ا 341آمیزشی 

 67نتایج این تحقیق نشان داد کـه  . مورد بررسی قرار دادند
ــه ــن جدای ــیچ   درصــد از ای ــد و ه ــارور بودن ــاملاً ناب ــا ک ه

. هاي استاندارد تشکیل ندادند پریتسیومی در تلاقی با جدایه
و تیـپ   Mat1-2هـا   درصـد از جدایـه   6/24ی تیپ آمیزش ـ

  . تشخیص داده شد Mat1-1ها  درصد از جدایه 8/8آمیزشی 
 ـدر  یزش ـیپ آمی ـحضور هـر دو ت  ت قـارچ  ی ـک جمعی

-یت م ـیدر آن جمع ید مثل جنسیل وقوع تولیانگر پتانسیب
نامناسب،  یطیط محیل مختلف از جمله شرایبنابه دلا. باشد

، عـدم  یزش ـیپ آمی ـعدم حضور و بلوغ همزمـان هـر دو ت  
 ـ یآمادگ بـه عنـوان    یزبـان یم ییو جـدا  یزش ـیپ آمی ـک تی
ر قرار داده و یرا تحت تأث ید مثل جنسین عامل، تولیمهمتر

 ـدر ا. دهـد  یعت کـاهش م ـ یاحتمال آن را در طب ن حالـت  ی
 ـق عوامل مختلف از جمله ارقام مقـاوم و  یانتخاب از طر ا ی

 ـاز ا یک ـی يهـا رو کشربرد قارچکا پ ی ـت يهـا ومورفیدی
گـر  ید یزشیآم يهاپیش از حد تیر بیمنجر به تکث یزشیآم

شـتر  یمخـالف ب  یزش ـیپ آمی ـآن نسبت به ت یشده و فراوان

ج بدسـت  یبراسـاس نتـا  . )Gladieux et al. 2017(شود یم
 یزبـان یبـه لحـاظ م   یزش ـیآم يهـا  ومورفیدیا ییآمده جدا

ارزن دم  يبرنج و رو يرو Mat 1-1 یزشیپ آمیت یفراوان(
 يرو Mat 1-2 یزشیپ آمیت یغالب است و فراوان یروباه

و ) باشـد  یذرت غالـب م ـ  یاه زارعیسوروف، چسبک و گ
 ـیا يها هین جدایشگاه بید آسکوکارپ در آزمایعدم تول  یران
ر یکلونال و تاث يها تیانگر وجود جمعیب یزشیپ آمیبا دو ت
 ـن قـارچ در ا یا یکیتنوع ژنتر عوامل در بروز یسا  یران م ـی

  .باشد

  يسپاسگزار
 ـنه انجام ایهز ق از محـل اعتبـار طـرح شـماره     ی ـن تحقی

له از معاونـت  ین وس ـیبد. ن شده استیتام 29/6/7110022
دانشـگاه تهـران بـه خـاطر فـراهم آوردن       یمحترم پژوهش ـ
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