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  چکيده

باكتريـايي بـرنج، در تابسـتان     ايجاد كننده سوختگي Xanthomonas orzae pv. oryzae (Xoo)باكتري  و ژنوتيپي زايي تنوع بيماري به منظور بررسي
بـرگ   شهر، دابودشت آمل و مؤسسه تحقيقات برنج گيلان، از گياهان داراي علائـم زردي و سـوختگي در  سرا، رضوانهاي رشت، صومعهاز مزارع برنج شهرستان 1391
و ژنوتيپي انتخـاب   جدايه به منظور بررسي تنوع بيماريزايي 17در نهايت . هاي فنوتيپي و مولكولي شناسايي شدندبه روش هاي باكتريدايهج. برداري به عمل آمدنمونه
-repبا استفاده از روش  يهجدا 17ژنوتيپي تنوع . قرار گرفتند زا گروه بيماريدر سه  Tetep يالملل ينرقم حساس و ب يبر رو زايي يمايب توانبر اساس  ها جدايه. شدند

PCR يشده بر اساس نشانگرها يجادباند ا 33 يزآنال. قرار گرفت يمورد بررس REP، هاجدايه ميان در درصد 62 شباهت حداقل ژنوتيپي بادهنده وجود سه گروه  نشان 
  .باشدمي  X.oryzae pv. oryzaeژنوتيپي باكتري هايگروه و زا هاي بيماريدهنده ارتباط محدود بين گروه نشانحاصل  يجنتا. بود

  
  بيماريزايي، ژنوتيپ ،Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) برنج، :هاي كليديواژه

 
    1 مقدمه

در  1884برنج براي اولين بار در سال  بيماري سوختگي باكتريايي
ايـن بيمـاري بـا عامـل باكتريـايي      ). 24(جنوب شرق ژاپن ديده شـد  

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)   تـرين   از جملـه مهـم
هاي برنج در كشـورهاي گرمسـيري و نيمـه گرمسـيري دنيـا      بيماري

اين بيماري علاوه بـر كشـورهاي   ). 6(ويژه كشورهاي آسيايي است  هب
چنين در استراليا، آمريكـاي   هايي از غرب آفريقا و همآسيايي در بخش

). 17(اسـت   لاتين و كشورهاي امريكاي مركـزي نيـز گـزارش شـده    
اي موجـود در سـطح   ها و يا هيداتودهباكتري عامل بيماري از راه زخم

بافت پارانشيمي  بين سلولي و در فضاي كردهنفوذ  برگ به داخل برگ
علائـم  ). 19(شـود  تكثير و از طريق آوندهاي چوبي در گياه پخش مي

شـود و  ديـده مـي  بيماري ابتدا به صورت نقاط آبسوخته در نوك برگ 
علائـم بيمـاري   . كننـد  نواحي رگبرگي شروع به زرد شـدن مـي   سپس

معمولاً از مرحله پنج زني آغاز و تا قبل از به خوشه رفتن گياه ميزبـان  
  ).18(افتد اتفاق مي

باكتري در اين بيماري بسيار تخصـص يافتـه    -برهمكنش ميزبان
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  مشهد

داراي تنوع  X.oryzae pv. oryzaeهاي مختلف باكتري جدايه. است
سـويه از   308هاي مولكولي بـر روي  بررسي. باشندبالايي مي يپيژنوت

كشورهاي مختلف آسيايي كره، مالزي، نپال و فيليپـين نشـان دهنـده    
 بـوده  X. oryzae pv. oryzaeبالاي ميزباني و ژنوتيپي باكتري تنوع 
دهنـده سـه دودمـان     آناليزهاي توالي يابي چند ژنـي نشـان  ). 4(است 

هاي بوده است كه شامل دودمان سويه X. oryzaeژنتيكي در باكتري 
 .Xهاي آسيايي و آفريقـايي  ، سويه X. oryzae pv. oryzaeآسيايي 

oryzae pv. oryzicola  هـاي آفريقـايي    به همراه سويهX.oryzae 

pv. oryzae هـاي  و باكتريX. oryzae    باشـد ايـالات متحـده مـي .
هاي آفريقـايي و آسـيايي   سويهليزهاي فيلوژني نشان داده است كه آنا

هـاي ژنتيكـي متفـاوتي    به دودمـان  X. oryzae pv. oryzaeباكتري 
متعلق به آفريقا داراي برخـي   X. oryzae pv. oryzaeتعلق داشته و 

 X. oryzae pv. oryzicolaهـاي  هـاي مشـترك بـا سـويه    از ويژگي
  ).29(هستند 

 ري ي ســوختگي باكتريــايي بــرنج در اثــر بــاكتردر ايــران بيمــا

X.oryzae  ــر روي دو رقــم آمــل ــا اســتفاده از   3و آمــل  1ب تنهــا ب
سپس عامل ). 2(خصوصيات بيوشيميايي از روي بذر برنج گزارش شد 

هـاي بيوشـيميايي،   بيماري سوختگي باكتريايي برنج بر اساس آزمـون 
 .X.oryzae pvمراز تحت عنوان اي پليزايي و واكنش زنجيره بيماري

oryzae 1388در سـال  ). 4(هاي استان گيلان گـزارش شـد   از خزانه 
در ). 1(عامل اين بيماري در مزارع برنج اسـتان گـيلان گـزارش شـد     

در  X.oryzae pv. oryzae بـاكتري  تنوع ژنوتيپياي ديگر نيز مطالعه

  )لوم و صنايع كشاورزيع(حفاظت گياهان  نشريه
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ــا اســتفاده از تكثيــر تصــادفي چنــد شــكلي    DNAاســتان گــيلان ب
5)RAPD1 ( مورد بررسي قرار گرفت)يزن) 3(و همكاران  يرستم ).27 

 مازنـدران  اسـتان  مـزارع  برنج بذور از را  .Xanthomonas spيباكتر
  .كردند جداسازي

 برنج برگ سوختگي عامل باكتري بالاي ژنوتيپي تنوع به توجه با
 بررسـي  مطالعـه  ايـن  انجـام  از هـدف  آن، ميزباني يافتگي تخصص و

 يپيو ژنـوت  يمـاريزايي ب هـاي ويژگـي  بين وابستگي و ارتباط چگونگي
  .بود X.oryzae pv. oryzaeيباكتر

  
  هامواد و روش
  عامل بيماري ييشناسا جداسازي و

سـرا،  ، صـومعه هـاي رشـت  شهرسـتان  برنج برداري از مزارع نمونه
و از  شهر، دابودشـت آمـل و مؤسسـه تحقيقـات بـرنج گـيلان      رضوان

 بودنـد انجـام   هايي با علائم زردي و سوختگيبرگ يكه حاو ياهانيگ
 ـ ابتدا برگ يماريعامل ب يجداساز يبرا .شد  70وسـيله اتـانول    ههـا ب

سپس بـا اسـتفاده از قيچـي سـترون     . ضدعفوني سطحي شدند درصد
مـدت   مقطر دو بار سترون بهها به خوبي خرد و له شده و در آب برگ
با استفاده از لوپ سترون . دقيقه در دماي اتاق قرار داده شدند 40-30

هـاي پتـري حـاوي محـيط     نسيون باكتري درتشتكمقداري از سوسپا
Nutrient Agar      درجـه   28 بـه صـورت مخطـط كشـت و در دمـاي

هـاي  سـاعت، پرگنـه   48-72پس از گذشت . شد دارينگه گراد سانتي
  .سازي شدند گ از روي محيط كشت انتخاب و خالصزرد رن

هاي فنوتيپي و مولكـولي  پس از جداسازي، عامل بيماري به روش
براي تعين خصوصـيات فنـوتيپي در سـطح     .ناسايي قرار گرفتمورد ش

سـه درصـد، وجـود رنگدانـه      KOHجنس، تست گـرم بـا اسـتفاده از    
هوازي، توليـد  بي/ ، آزمون اكسيداز، كاتالاز، آزمون هوازيزانتومونادين

 بـا  حاصـل  نتـايج  و انجـام  King’Bرنگ فلورسنت بـر روي محـيط   
علاوه بـر  ). 23( گرديد مقايسه عمناب در زانتوموناس جنس هايويژگي
تـر از  ها در سطوح گونه و پايينهاي فوق، جهت شناسايي جدايهآزمون

ــه از آزمــون ــين، رشــد  گون ــدروليز ژلات ــدروليز نشاســته، هي هــاي هي
گـراد   درجه سـانتي  35، رشد در دمايYDCموكوئيدي بر روي محيط 

 001/0هـاي شـير ليتمـوس و حساسـيت بـه      چنين آزمـون  و هم) 23(
براي آزمون فوق حساسـيت نيـز از   . انجام شد) 26(درصد نيترات مس 

  ).23( گياه شمعداني استفاده گرديد
مـراز  اي پلـي ها از واكـنش زنجيـره  براي شناسايي مولكولي جدايه

)PCR2 ( ــاي ــوالي   SSU primersو از آغازگره ــا ت -uni-F 5′(ب

TGCCAGCAGCCGCGGTA-3′  وuni-R 

5′GACGGGCGGTGTGTACAA-3′( د استفاده ش)بـراي  ). 10
                                                            
5- Random amplified polymorphism DNA 
2- Polymerase Chain Reaction 

ــنش  ــام واكـ ــت  PCRانجـ ــا غلظـ ــاكتري بـ ــيوني از بـ   سوسپانسـ
cfu/ml 108  دقيقه جوشانده شـد و بلافاصـله بـه     10تهيه و به مدت

سپس به مدت سه دقيقه در دور . مدت يك دقيقه روي يخ قرار گرفت
rpm8000  ســانتريفيوژ شــده و از فــاز رويــي درPCR اســتفاده شــد .

 25ا اسـتفاده از دستگاهترموسـايكلر بـا حجـم نهـايي      ب PCRواكنش 
، MgCl2ميكروليتـر   10x ،5/1ميكروليتـر بـافر    5/2ميكروليتر شامل 

با غلظت  ، يك ميكروليتر از هريك از آغازگرهاdNTPميكروليتر  5/0
ــوپ 10 ــول يك ــزيم  2/0، م ــر آن ــي Taq DNAميكروليت ــراز، پل  2م

آب مقطـر دوبـار سـترون     ميكروليتـر  3/16نمونه و  DNAميكروليتر 
  .انجام شد

درجــه  94در  DNAچرخــه حرارتــي بــا واسرشــته ســازي اوليــه 
به مـدت چهـار دقيقـه آغـاز و سـي و پـنچ چرخـه شـامل         گراد  سانتي

بـه مـدت سـي ثانيـه،     گراد  درجه سانتي 94 در DNAواسرشته سازي 
به مـدت يـك دقيقـه،    گراد  درجه سانتي 53اتصال آغازگرها در دماي 

به مدت يك دقيقه و در نهايـت  گراد   درجه سانتي 72 در دماي امتداد
 10بـه مـدت   گـراد    درجه سانتي 72يك چرخه امتداد نهايي در دماي 

بـه   PCRژل آگارز يك درصد تهيه و محصول ). 10(دقيقه انجام شد 
در ) Fermentasتهيه شـده از شـركت   (كيلو جفت باز  3همراه ماركر 

. الكتروفورز شد 95ت چهل دقيقه در ولتاژ ها بارگذاري و به مدچاهك
 Gel documentationپس از اتمام الكتروفورز با استفاده از دسـتگاه  

 مورد توالي يـابي قـرار   PCRسپس محصول . برداري شداز ژل عكس
  .گرفت
  

  آزمون اثبات بيماريزايي
ابتدا گياهان برنج مورد نظـر   زايي يماريب براي انجام آزمون اثبات

هـا بـا   غلظت بـاكتري . هاي حاوي خاك سترون كاشته شدندندر گلدا
نانومتر تعيين  600نوري برابر يك در طول موج  استفاده ازميزان جذب

بـا اسـتفاده از روش    انتخـاب و  يزن يهما يروزه برا 30 گياهان. گرديد
سـاعت   24شده به مدت گياهان تيمار ). 7(زني شدند  مايه 3برش برگ

 هاگلدان سپس و شده داده شرايط مرطوب قرار در زير پلاستيك و در
 يو رطوبت نسبگراد  درجه سانتي 28-32 دماي با ايگلخانه شرايط در
گياهـان شـاهد نيـز بـا     . شـدند  داريبه مدت دو هفته نگـه  درصد 70

  .استفاده از آب مقطر سترون تيمار شدند
  
  زا بيماري هايگروه در ها جدايه بندي گروه

 از بيمـاريزايي  قدرت و ويژگي اساس بر هاايهجد بندي دسته جهت
 ـ رقـم  و خـزر  و هاشـمي  بومي رقم دو  ـ ينب  Tetepو حسـاس   يالملل

 ـ يهما يروزه برا 30 گياهان. استفاده شد  از اسـتفاده  بـا انتخـاب و   يزن
 24 مـدت  بـه  شـده  تيمار گياهان). 7( شدند زني مايه برگ برش روش

                                                            
3- leaf clipping 



  25      ...و ژنوتيپي باكتري زايي تنوع بيماري بررسي

 سـپس  و شـده  داده رارق مرطوب شرايط در و پلاستيك زير در ساعت
درجـه  گراد  درجه سانتي 28-32 دماي با ايگلخانه شرايط در هاگلدان

هـر   يبرا. شدند داريدرصد به مدت دو هفته نگه 70 يو رطوبت نسب
 ـ يهما يتعداد سه برگ در هر رقم برا يهجدا  يبـرا  وانتخـاب شـد    يزن

 يـه ناح طـول  ميـانگين  جدايـه  هـر  براي نكروزه يهناح يزانمحاسبه م
 آناليز) 25( گرفت قرار ارزيابي مورد شده زني مايه برگ سه در نكروزه
و رسم نمودار بـا اسـتفاده از برنامـه     SAS افزارنرم از استفاده با هاداده

Excel 2013 انجام شد.  
  

 Rep-PCRآزمون 

اسـتفاده   rep-PCRاز واكنش  هابراي بررسي تنوع ژنوتيپي جدايه
-BOXA1R )5′ازگرهــــاي بــــراي ايــــن منظــــور از آغ. شــــد

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3′( ،ERIC1R )5′-

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3′ ( وERIC2 )5′-

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3′ ( ــد ــتفاده شـ . اسـ
ميكروليتر بافر،  5/2ميكروليتر شامل،  25با حجم نهايي  PCRواكنش 

ــر از dNTPميكروليتــر  Mgcl2 ،7/0ميكروليتــر  5/1 ، يــك ميكروليت
 Taqميكروليتر آنزيم  3/0، مول يكوپ 10با غلظت  ريك از آغازگرهاه

DNA ميكروليتر  5/2مراز، پليDNA    ميكروليتـر   5/15مـورد نظـر و
  . آب مقطر دوبار سترون انجام شد

درجـه   94در دمـاي  DNAچرخه حرارتي با واسرشته سازي اوليه 
واسرشـت  به مدت دو دقيقه آغاز و سي و پنج چرخه شامل گراد  سانتي
DNA بـه مـدت سـي ثانيـه، اتصـال      گـراد   تيندرجه سا 95 در دماي

و  ERIC1Rبراي آغازگرهاي گراد  درجه سانتي 52 آغازگرها در دماي
ERIC2  بـراي آغـازگر   گـراد   درجـه سـانتي   53و دمايBOXA1R ،

دقيقه بـراي واكـنش    7به مدت گراد  درجه سانتي 68امتداد در دماي 
BOX- PCR  ي واكـنش قـه بـرا  دقي 5و به مدتERIC- PCR  و در

 10بـه مـدت   گـراد   درجه سانتي 68نهايت يك چرخه امتداد نهايي در 
ژل آگارز يك و نـيم درصـد تهيـه و محصـول     ). 16(دقيقه انجام شد 

PCR ــاز  3بــه همــراه مــاركر تهيــه شــده از شــركت (كيلــو جفــت ب
Fermentas (75ها بارگذاري و به مدت دو ساعت در ولتاژ در چاهك 

 Gelپس از اتمام الكتروفـورز بـا اسـتفاده از دسـتگاه     . لكتروفورز شدا

documentation از ژل عكسبرداري شد.  
ها بر اسـاس وجـود يـا عـدم     فاصله يا شباهت ژنوتيپي بين جدايه

خصوصيات ژنوتيپي به صـورت كـد   . وجود باند در ژل مشخص گرديد
) بانـد  در صـورت عـدم وجـود   (و كد صـفر  ) در صورت وجود باند(يك 

تشابه جاكارد  يبو ضر Ntsys pc2.02افزار تعريف و با استفاده از نرم
ها رسم دندروگرام مربوط به تنوع ژنوتيپي جدايه،  UPGMAو برنامه 

  .شد
  

  نتايج
  عامل بيماري ييشناسا جداسازس و

هايي به رنگ زرد و به قطر يك تا دو ساعت كلني 48-72پس از 
هـا بـه   كلني. مشاهده شد NAي محيط متر در تشتك پتري حاوميلي

  .روش تك كلني انتخاب و خالص شدند
هاي انجام شـده و گـرم منفـي، اكسـيداز     با توجه به نتيجه آزمون

هـا، رشـد هـوازي، وجـود رنگدانـه      منفي و كاتالاز مثبت بودن جدايـه 
، تمـامي  King’Bزانتومونادين و عدم توليد رنگ فلورسنت در محـيط  

بر اساس سـاير  ). 23(قرار گرفتند  Xanthomonasها در جنس جدايه
هـا در  هاي استاندارد باكتري شناسي از جمله عدم توانايي جدايهآزمون

هـاي  ، واكنشYDCهيدروليز نشاسته، رشد موكوئيدي بر روي محيط 
درجــه  35متفــاوت در اســتفاده از ژلاتــين و توانــايي رشــد در دمــاي 

يك از هيچ). 23(قرار گرفتند  X.oryzaeها در گونه ، جدايهگراد سانتي
ها قادر به لخته كردن شير ليتموس نبـوده و نسـبت بـه نيتـرات     جدايه
بـر اسـاس ايـن نتـايج      درصد حساسيت نشـان ندادنـد و   001/0مس 
). 26(شناسـايي شـدند    X.oryzae pv. oryzaeهـا بـه عنـوان    جدايه
بـر روي   ها قادر به ايجاد واكنش فوق حساسيتچنين تمامي جدايه هم

بر اساس  يهجدا 17 نهايتدر . ساعت بودند 48مدت  در گياه شمعداني
 يقـات مؤسسـه تحق ( XoA يهجدا 4شامل  يدپراكنش مزارع مورد بازد

رضـوان  ( XoG يـه جدا 3، )صومعه سرا( XoE يهجدا 3، )يلانبرنج گ
انتخـاب  ) دابودشـت ( XoK يـه جدا 4و ) رشـت ( XoF يهجدا 3، )شهر
 يمولكول ياتبر اساس خصوص هاجدايه شناسايي يدتأي منظور به. شدند

 Sناحيه . يداستفاده گرد SSU primersرفت و برگشت  ياز آغازگرها

rDNA16    اي پلـي مـراز تكثيـر    توسط آغازگرهـا در واكـنش زنجيـره
 XoA3 يـه جداجفـت بـازي مربـوط بـه      940يـت بانـد   در نها .گرديد

گرفـت و   قـرار  تـوالي تعيـين  مـورد  ) يلانبـرنج گ ـ  يقاتمؤسسه تحق(
BLAST  يدر بانك اطلاعاتتوالي جدايه مذكور NCBI  نشان داد كه

 .Xanthomonas oryzae pv بـاكتري مورد نظـر متعلـق بـه     يهجدا

oryzae است.  
  

  زايي آزمون اثبات بيماري
علائم . در آزمون اثبات بيماريزايي از روش برش برگ استفاده شد

هـاي فوقـاني بـرگ     ي قسـمت هاي آبسوخته بر رو ابتدا به صورت لكه
هـا، زردي بـه   به تدريج با نفوذ بـاكتري بـه داخـل بـرگ    . مشاهده شد
پس از گذشـت  . هاي تيمار شده را فراگرفتهايي از برگتدريج بخش

زنـي   بيماريزايي بالا تمـامي بـرگ مايـه    هاي با توان چند روز در جدايه
شـده  زنـي   هـاي مايـه  از برگ. شده زرد و شروع به خشك شدن نمود

در . زي و مـورد شناسـايي قـرار گرفـت    زا جداسـا  مجدداً عامل بيماري
زني شده با آب مقطر هيچ گونه علائمي مبني بـر زردي   هاي مايهبرگ

  .و سوختگي برگ مشاهده نشد
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  زا هاي بيماريها در گروهبندي جدايه گروه

زايـي   هاي متفاوتي در توانـايي بيمـاري  جدايه، واكنش 17در بين 
در بين ارقام مورد استفاده، رقـم بـين   . قام مختلف مشاهده شدبروي ار
در حالي كه دو  ترين حساسيت را از خود نشان داد بيش Tetepالمللي 

 Tetepتـري نسـبت بـه رقـم      رقم بومي خزر و هاشمي حساسيت كم
 و هـا جدايـه  نكـروزه  ناحيـه  طـول  ميانگين محاسبه. )2شكل (داشتند 

نشان داد كه رقـم   يزطور جداگانه ن هرقم ب آماري بر روي هر آناليزهاي
Tetep ينسبت به دو رقم هاشم تري يشب يتحساس يطور معنادار هب 

بر اين اسـاس، ميـانگين طـول ناحيـه نكـروزه در رقـم       . و خزر داشت
Tetep  3/4، در رقــم هاشــمي متــر ســانتي 7/5بــه ازاي هــر جدايــه 
علاوه بر اين، از ) 1 شكل(. بودمتر  سانتي 9/3و در رقم خزر متر  سانتي

، XoA3 ،XoE1جدايه شامل  4جدايه استفاده شده تعداد  17مجموع 
XoE2  وXoG3 متـر   سانتي 7اي بيش از ميانگين طول ناحيه نكروزه

اي ايجاد كردند، اما در دو رقم ديگر هـيچ جدايـه   Tetepبر روي رقم 
ي رقم به دليل حساسيت بالا. قادر به ايجاد چنين شدتي از علائم نبود

Tetepزا  هـاي بيمـاري  هـا در گـروه  بندي جدايـه  ، از اين رقم در گروه
زايي و طول ناحيه نكروزه بر روي  اساس قدرت بيماري بر. استفاده شد

 گـروه . هـا بـه سـه گـروه بيمـاريزا تقسـيم شـدند       ، جدايهTetepرقم 
ميـانگين  . هاي با توان بيماريزايي بـالا بـود  شامل جدايه I زاي يماريب

روز از مايه زنـي   14ها پس از گذشت ل ناحيه نكروزه در اين جدايهطو
، XoA1 ،XoA2 ،XoA3هفـت جدايـه   . متـر بـود  سانتي 5/6-8بين 

XoE1 ،XoE2 ،XoG2  وXoG3  گـروه . در اين گروه جاي گرفتنـد 
. زايـي متوسـط بـود    هاي بـا تـوان بيمـاري   شامل جدايه II زاي يماريب

روز از  14 ها پـس ازگذشـت  ين جدايهميانگين طول ناحيه نكروزه در ا
، XoE3 ،XoG1چهـار جدايـه   . متـر بـود   سـانتي  5-4/6زني بين  مايه

XoF1  وXoK4 يماريزايب گروه. در اين گروه قرار گرفتند III  شامل
-ميانگين طول ناحيه نكروزه در اين جدايه. هاي كم بيماريزا بودجدايه

شـش  . متر بـود سانتي 5روز از مايه زني كمتر از  14ها پس از گذشت 
ــه  ــن  XoK3و  XoA4 ،XoF2 ،XoF3 ،XoK1 ،XoK2جداي در اي

  .گروه جاي گرفتند
  

  Rep-PCRآزمون 
ــون  ــاي  rep-PCRدر آزم و  BOXA1R ،ERIC1Rاز آغازگره

ERIC2 بيشترين تعداد باند تكثيـر شـده توسـط آغـازگر     . استفاده شد
BOXA1R  و آغازگرهايERIC1R  وERIC2   18و  15به ترتيـب 

از بـين  . بانـد بـود   33باند و مجموع كل باندها در هر دو واكنش برابر 
هاي موجود بودنـد  باند داراي چند شكلي بين جدايه 21باند، تعداد  33

  ).3شكل (

  

 
حساسيت بالاتري نسبت  Tetepرقم . سوختگي برگ برنج دو هفته پس از مايه زني ميزان حساسيت ارقام استفاده شده به باكتري عامل - 1شكل 

  ها در از اين رقم جهت گروه بندي جدايه Tetepبه دليل حساسيت بالاي رقم . به دو رقم خزر و هاشمي داشت
  ). باشدانحراف استاندارد مي ±اعداد پس از (زا استفاده شد  هاي بيماريگروه

  
 .X.oryzae pv يبـاكتر  هـاي  جدايه بين بالايي دهنده تنوع ژنوتيپيشده بر اساس هر سه آغازگر مورد استفاده، نشـان   دندروگرام رسم

a

b

b



  27      ...و ژنوتيپي باكتري زايي تنوع بيماري بررسي

oryzae ها در سـه گـروه    يهدست آمده جدا هبر اساس دندروگرام ب. بود
 يپيژنـوت  Iگـروه  . درصـد قـرار گرفتنـد    62شباهت  لبا حداق يپيژنوت

 سـرا صـومعه  بـه  متعلق همگي هاهيجدا ينبود كه ا يهشامل هفت جدا
 يهـا  يـه جدا( يلانبـرنج گ ـ  يقـات و مؤسسه تحق) XoE يها يهجدا(

XoA (گروه . بودندII  سـنگر   –رشـت   هـاي يـه شـامل جدا  يپيژنـوت
 شـهر رضـوان  هـاي يـه شـامل جدا  يـز ن IIIو گروه ) XoF يها يهجدا(
 بـين  در. بـود ) XoK يهـا  يـه جدا(و دابودشـت  ) XoG يهـا  يهجدا(

 هـاي جدايـه  بين ژنوتيپي شباهت ترينبيش مختلف مناطق هايجدايه
 شـباهت  دابودشت هايجدايه در. شد مشاهده شهر رضوان و دابودشت
 بـالاي  شـباهت  ايـن  كـه  شـد  مشـاهده  درصد 100 سطح در ژنوتيپي
 منطقـه  بـودن  محـدود  دليـل  به تواندمي هاجدايه اين بين در ژنوتيپي
  ).4كل ش(باشد  هاجدايه اين بردارينمونه

  
  بحث

 نظـر  از ژنـوتيپي  و زا گـروه هـاي بيمـاري    هـاي گـروه  بين ارتباط
 قـرار  بررسـي  مـورد  مختلفـي  زاي بيماري عوامل روي بر زايي بيماري

 تنـوع  بـا  بيمـارگر  عامـل  يـك  ژنـوتيپي  تنـوع  آيا كه اين. است گرفته
 به تواندمي خير يا است مستقيم رابطه داراي آن زاي هاي بيماري گروه
 عوامل گسترش از جلوگيري براي مناسب هايروش اتخاذ در نمحققي
 يـك  هايجمعيت و هاگروه در تنوع و تغيير). 14( كند كمك زا بيماري
 در نـوتركيبي  جهش،شامل ( ژنوتيپي تغييرات علت به تواندمي بيمارگر
 يـا  و) زيكشـاور  يـا  محيطي شرايط تغيير به پاسخ در ژنومي محتواي
 دهنـده  تشـكيل  سـاختمان . باشد ديگر منطقه به ايمنطقه از مهاجرت

 يـك  درون ژنـوتيپي  تنـوع  ميـزان  بـه  توانـد  مـي  بيمارگر جمعيت يك
 يـا  و جمعيتـي  هـاي گـروه  بـين  يا درون فيلوژني هاي ارتباط جمعيت،
  ).20( باشد وابسته مكان و زمان در جزئي تغييرات
 بيمـاريزا  و ژنـوتيپي  هـاي گروه بين ناچيزي ارتباط بررسي اين در
تنها  يپي،ژنوت Iقرار گرفته در گروه  يههفت جدا يناز ب. گرديد مشاهده

بودند كه در  XoE2و  XoE1و  XoA1، XoA2، XoA3 يهجدا پنج
  . قرار داشتند I زاي يماريگروه ب
  

  

 
). برگ راست(و رقم خزر ) برگ مياني(رقم هاشمي ) برگ چپ( Tetepبر روي رقم  XoA3طول ناحيه نكروزه ايجاد شده توسط جدايه  - 2شكل 

 ثبت شده دو هفته پس از مايه زني علائم



  1394 بهار، 1شماره، 29، جلد)علوم و صنايع كشاورزي(نشريه حفاظت گياهان      28

  
  )چپ( ERIC1R/ERIC2و   )راست( BOXA1Rتوسط آغازگرهاي  PCRنقوش الكتروفورز محصول   - 3شكل 

  

درصـد   84در سـطح   يپيژنـوت  يشباهت بـالا  يهپنج جدا ينا ينب
در  XoG3و  XoG2 يـه كـه دو جدا  سـت ايدر حـال  ينمشاهده شد، ا

بـا پـنج    يهدو جدا ينا يپيقرار داشتند و شباهت ژنوت يپيژنوت IIIگروه 
دو  يپيژنـوت  Iدر گـروه  . درصد بـود  62ذكر شده تنها در سطح  يهجدا
 يببه ترت يهدو جدا ينحضور داشتند كه ا يزن XoA4و  XoE3 يهجدا

 يزن يپيژنوت IIدر گروه . دبودن IIIو  II زاي يماريب هايمتعلق به گروه
 يـه جدا ينب ين،از ا. سنگر قرار گرفتند -متعلق به رشت يهتنها سه جدا

XoF1 زاي يماريمتعلق به گروه ب II متعلق به گروه  يگرد يهو دو جدا
 ،XoK1 يـه سـه جدا  يـز ن يپيژنـوت  IIIدر گروه . بودند III زاي يماريب

XoK2  وXoK3 ند متعلـق بـه   درصد داشـت  100 يپيكه شباهت ژنوت
 يز به ترتيـب ن XoK4و  XoG1 يهدو جدا. بودند III زاي يماريگروه ب

  ).4شكل ( بودند II و Iزاي  يماريمتعلق به گروه ب
 .X.oryzae pvتنوع ژنوتيپي بـاكتري  ) 5(آدهيكاري و همكاران 

oryzae ها سويهآن. را در چند كشور آسيايي مورد مطالعه قرار دادند-
فاصله ژنـوتيپي درون  . پنج گروه ژنوتيپي جاي دادندهاي موجود را در 

تـا   48/0هـا از  و فاصله ژنوتيپي بين گروه 51/0تا  16/0هر گروه بين 
هاي خود ها تنوع ميزباني را در سويهعلاوه بر اين آن. متغير بود 64/0

براي اين منظور آنان از ارقام برنجي كه داراي . مورد بررسي قرار دادند
هاي آنان نشـان داد كـه   بررسي. مت بودند استفاده كردندهاي مقاوژن

هاي متفاوتي در بيمار كـردن  هاي مختلف باكتري داراي تواناييسويه
به بررسي تنوع ژنـوتيپي  ) 6(آدهيكاري و همكاران . ارقام برنج هستند

در  Rep-PCRبـا اسـتفاده از روش    X. oryzae pv. oryzaeباكتري 
هـا خـود   وع ژنـوتيپي بـالايي را در بـين جدايـه    ها تنآن. نپال پرداختند

هـاي  ها ارتباط ناچيزي بين گروهبر اساس مطالعات آن. مشاهده كردند
ها از يازده لاين ايزوژنيك برنج كه  آن. بيماريزا و ژنوتيپي وجود داشت

هـا بـه ايـن نتيجـه     آن. داراي يك ژن مقاومت بودند اسـتفاده كردنـد  
زايـي مشـابه لزومـاً داراي     تـوان بيمـاري  هاي داراي رسيدند كه سويه

  . شباهت ژنوتيپي بالايي نسبت به يكديگر نيستند
 .X. oryzae pv يپيتنـوع ژنـوت   يـز ن) 20(و همكـاران   اوچيـايي 

oryzae موجود بـا روش   يهجدا 60 را در بينRFLP كردنـد  يبررس ـ .
 طارتبـا  هـا گروه از يك هر كه گرفتند قرار ژنوتيپي گروه 5 در هايهجدا

. داشـت  جدايـه  هـر  محـل  بـه  مربـوط  هـواي  و آب شرايط با ناچيزي
 هاايزوله و شد انجام ايزوژنيك لاين 11 روي بر زايي بيماري آناليزهاي

  .شدند تقسيم گروه هاي بيماريزاي گروه 14 به
 ـ يپيتنـوع ژنـوت   يبه بررس ـ) 25(و همكاران  سوخويندر  693 ينب

-داده آناليزهـاي . رداختنـد پ RADPهند با استفاده از روش در  يهجدا
 بود، هاجدايه بين الاييب ژنوتيپي تنوع دهنده نشان هاآن ژنوتيپي هاي
 تقسيم ژنوتيپي گروه 51 به درصد 70در سطح  هاجدايه كه ايگونه به

 لاين 11 بين در) حساسيت ومقاومت ( مختلف الگوي 17 هاآن. شدند
 5 از تـر  كـم  نكروزه يهناح طول با هايلاين. كردند مشاهده ايزوژنيك

 عنـوان به را مترسانتي 5 از بالاتر و مقاوم ميزبان عنوانبه را مترسانتي
 مولكولي هايروش آنان نظر اساس بر. گرفتند نظر در حساس ميزبان
-جدايـه  بـين  در مختلف ژنوتيپي هاي گروه مطالعه براي مناسبي ابزار
 داراي هـا يژگـي و يناست، اما ا X. oryzae pv. oryzaeيباكتر هاي
  .نيست بيمارگر زايي بيماري خصوصيات با پيوسته ارتباط
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 Ntsys pc رسم شده توسط نرم افزار rep-PCRبر اساس واكنش  X. oryzae pv. oryzaeهاي دندروگرم خصوصيات ژنوتيپي جدايه - 4شكل 

version 2.02 .XoA )هاي مركز تحقيات برنج گيلانجدايه( ،XoE )ي صومعه سراهاجدايه( ،XoF )جدايه هاي رشت ( وXoK )هاي جدايه
  .باشندمي) دابودشت

  
 .X. oryzae pvنيز تنـوع ژنـوتيپي بـاكتري   ) 11(هو و همكاران 

oryzae  جدايـه بـا اسـتفاده از روش     32را در بينRFLP  وRAPD 
 .X. oryzae pv يبـاكتر  هـا آن يـده بـه عق  .قرار دادنـد  يمورد بررس

oryzae اسـت  ژنـوتيپي  مورفيسمياز پل ييبا درصد بالا يومژن يحاو 
 خـود  ميزبـان  بـا  ارتباط طول در بيمارگر اين براي را خوبي امكان كه

تنوع ) 27(و همكاران  يشهرستان يطاهر يزن يراندر ا. سازدمي فراهم
مورد بررسي قـرار   RAPDبا روش  يبوم يهجدا 60 ينرا در ب يپيژنوت
 ژنوتيپي گروه سه به درصد 60 سطح در را دخو هايجدايه هاآن .دادند
  .كردند تقسيم

 عامـل  بـاكتري  كـه  گفـت  تـوان دست آمده مي هبر اساس نتايج ب
 ژنـوتيپي  تنوع اين است كه بالايي ژنوتيپي تنوع داراي برنج سوختگي

 بـا  بيمـاري  گسترش از جلوگيري براي را مقاوم ارقام ايجاد فرآيند بالا
توسـط   انجـام شـده   تحقيقـات  يجنتا). 14( است ساخته مواجه مشكل

و  كساوانگ، )28(و همكاران  يتو، تاكاه)6 و 5(و همكاران  يكاريآده
 اوناسانيا و) 22(و همكاران  ردي، )15(و همكاران  لي، )12(همكاران 

نتايج حاصـل در ايـن مطالعـه    . مؤيد اين مطلب است) 21( همكاران و
 X. oryzaeژنوتيپي باكتري  زايي و نيز نشان داد كه بين تنوع بيماري

pv. oryzae ارتباط محدودي وجود دارد.  
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