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بوده و  Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)بلايت باكتريايي برگ برنج، ناشي از باكتري 
درصد در  70تا  10كاهش محصول ناشي از اين بيماري، از . يك بيماري مهم در سرتاسر آسيا است

، با استفاده از Xooجدايه  60در اين بررسي، تنوع ژنتيكي . گزارش شده استآلوده  مزارع شديداً
نوار چند  187 استفاده، نشانگرهاي مورد ،در مجموع. مورد ارزيابي قرار گرفت RAPDنشانگر 

درون ژنتيكي  تنوع نشان داد كه RAPDهاي  تجزيه واريانس مولكولي داده. شكل ايجاد كردند
ماتريس تشابه با استفاده از ضريب تشابه تطابق . بيشتر بوده است ها جمعيتي نسبت به بين جمعيت

انجام  NTSYS-pcافزار  و توسط نرم UPGMAاي به روش  ساده، ايجاد شده و تجزيه خوشه
نتايج حاصل از اين بررسي نشان داد . ها به سه گروه تقسيم شدند جدايه 6/0در سطح تشابه . گرديد

هاي خزانه و مزرعه  به كار گرفته شده در اين بررسي، قادر به تمايز جدايه RAPDكه نشانگرهاي 
  .از يكديگر بودند

  
  مقدمه

 .Ishiyama 1922 Xanthomonas oryzae pvبلايت باكتريايي برگ برنج ناشي از باكتري 

oryzae (Xoo) شود بوده و يك بيماري مهم در سراسر آسيا محسوب مي )Mew 1987 .( اين
ها وارد آوند  از راه زخم و روزنه Xooبيماري يك نوع بيماري آوندي است كه طي آن باكتري 

هاي باكتري و  چوبي شده، همچنان به رشد ادامه داده و آوندهاي چوبي توسط سلول
كاهش محصول ناشي ). Ferluga et al. 2007( گردند ساكاريدهاي خارج سلولي مسدود مي پلي

 ;Nei 1987(گزارش شده است آلوده  درصد در مزارع شديداً 70تا  10از اين بيماري، از 

Noda et al. 1996.(  تنوع نژادي درXoo زايي نژاد با بيماري 30بيش از . قابل ملاحظه است 
تغييرات ساختار نژادي ). Noda et al. 1996( اسر جهان گزارش شده استمختلف در سر

جهش يا نوتركيبي در پاسخ به (درون جمعيت ممكن است از عواملي مانند تغيير ژنتيكي 
بنابراين  .، ناشي شوديا مهاجرت از ساير نقاط جغرافيايي) فشارهاي محيطي و يا كشاورزي

عامي ، نياز است تا ساختار جمعيتي هاي مقاومت كارگيري ژنجهت هدايت انتخاب و به 
 . زا درك گردد بيماري

 هاي كليدي واژه
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، روابط ، به مقدار تنوع ژنتيكي درون يك جمعيتساختار جمعيتي
تنوع در  بنديو تقسيم 1ها زيرجمعيتفيلوژنتيك بين و درون 
جهت بررسي ). Leung et al. 1993(مكان و زمان اشاره دارد 

ها و نشانگرهاي مولكولي مختلف استفاده  تنوع ژنتيكي از روش
 Sukhwinder et al. (2003)وسط اي كه ت در مطالعه. گرديده است

با استفاده  Xooجدايه  693اي حاصل از .ان. صورت گرفت، دي
 وPJEL1 (اي پليمراز  از آغازگرهاي مبتني بر واكنش زنجيره

PJEL2 (روش . مورد بررسي قرار گرفتندUPGMA  سطح بالايي
بر  Xooهاي  در چين جمعيت. ها را نشان داد از تنوع در جدايه

هاي بيماريزايي روي پنج واريته هندي و ژاپني برنج اساس الگو
 835از مجموع  Xooمورد بررسي قرار گرفتند و هفت نژاد از 

آوري شده در نواحي مختلف در چين شناسايي شدند  جدايه جمع
)Fang et al. 1990 .(Gang et al. (2009)  به منظور ارزيابي

 Xooنژادي  و جهت بررسي تنوع ژنوتيپي و Xooساختار جمعيتي 
،  Jyufuku et al. (2009) .استفاده كردند RFLPدر چين از روش 

خيز در آسيا  آوري شده از چندين كشور برنج جمع Xooجدايه  57
را با استفاده از ) هند، اندونزي، مالزي، تايلند، تايوان و فيليپين(

. زايي مورد بررسي قرار دادند و آزمون بيماري RFLPروش 
در چهار  RFLPد بررسي بر مبناي نتايج حاصل از هاي مور جدايه

به منظور بررسي  Hu et al. (2007)در تحقيق . گروه قرار گرفتند
از نه كشور برنج خيز با استفاده از  Xooجدايه  32تنوع ژنتيكي 

RFLP  وRAPDهاي حاصل از  ، دادهRAPD بندي  منجر به گروه
بيشتر . شددرصد  22جدايه در شش گروه در سطح تشابه  32

هايي كه از ناحيه جغرافيايي مشابه  همراه با جدايه Xooهاي  جدايه
بندي شدند و اين بيانگر اين است كه  آوري شده بودند گروه جمع
 .Gupta et al. هاي مذكور روابط ژنتيكي نزديكي دارند جدايه

از هند به همراه دو جدايه از  Xooجدايه  60در تحقيقي  (2001)
برمبناي  PCRو  RAPD-PCRا استفاده از دو روش فيليپين را ب

IS1112 هاي حاصل  اي داده تجزيه خوشه. مورد بررسي قرار دادند
درصد، منجر به  57/0از دو روش مذكور، در سطح تشابه 

هاي  هاي هندي در پنج گروه گرديد و جدايه بندي جدايه گروه
بندي  گروه. بندي شدند ها گروه فيليپيني به طور ضعيف با آن

در . هاي مورد بررسي بود ها تا حدي مطابق با نژاد جدايه جدايه
                                                            
1 Subpopulations  

ايران كارهاي اندكي روي اين باكتري صورت گرفته است و 
هاي آلوده  محدود به جداسازي و شناسايي باكتري مذكور از نمونه

هاي  برنج در خزانه، مزرعه و خوشه و با استفاده از روش
با  PCRميايي، آزمون مرفولوژيكي، فيزيولوژيكي، بيوشي

زايي بوده است آغازگرهاي اختصاصي و تست بيماري
(Asemaninejad 2008; Khoshkdaman 2007; Ghasemi 2007) 

با   BIO-PCRو PCRهاي  همچنين در تحقيقي با استفاده از آزمون
اثبات شد  Xooآغازگرهاي اختصاصي امكان بذرزاد بودن باكتري 

)Asemaninejad 2008 .(اطلاعات اندكي در ال حاضردر ح ،
هدف از . وجود دارد مورد ساختار جمعيتي اين باكتري در ايران

كه با استفاده از  Xoo هاي جدايهژوهش اين بود كه آيا  انجام اين پ
اند، از نظر ژنتيكي متفاوت  هاي مختلف شناسايي شده  آزمايش

قام، باشند و در صورت وجود تنوع، كدام يك از عوامل تنوع ار مي
تنوع مناطق جغرافيايي و يا تنوع در مرحله رويشي گياه برنج 

  . تواند تأثيرگذار باشد برداري مي هنگام نمونه
  

   هامواد و روش
  DNAهاي باكتريايي و استخراج  جدايه

جدايه باكتريايي كه از مزارع  60، در اين تحقيق در مجموع
اي ه و توسط آزمونآوري شده  مختلف استان گيلان جمع

مرفولوژيكي، فيزيولوژيكي، بيوشيميايي و آزمون بيماريزايي به 
. شناسايي شده بودند، مورد بررسي قرار گرفتند  Xooعنوان باكتري
. ها در جدول يك آمده است آوري آن ها و محل جمع اسامي جدايه
غربي، مركزي و (ها از مناطق مختلف استان گيلان  اين جدايه

خزر، صدري، هاشمي و (لف برنج و از چهار رقم مخت) شرقي
جدايه مذكور،  60همچنين از . بودند  آوري شده جمع) كاظمي علي
جدايه از برگ برنج در  24جدايه از برگ برنج در خزانه،  25

هاي  جدايه. جدايه از خوشه جداسازي شده بودند 11مزرعه و 
 - C˚ 70درصد و در دماي 15آوري شده در گليسرول  جمع

 CTAB ها به روش اي ژنومي كليه جدايه.ان.دي. شدند نگهداري 

)Leach et al. 1992 ( اي .ان.خلوص و غلظت دي. شداستخراج
استاندارد و با وزن  λ-DNAاستخراج شده از طريق مقايسه با يك 

درصد  8/0روي ژل آگارز ) ميكروليتر/نانوگرم 50(مولكولي معين 
ين دقيق جهت تخم. مورد بررسي قرار گرفت TBE 1Xدر بافر 
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اي استخراج شده از دستگاه اسپكتروفتومتر .ان.غلظت دي
به دليل تفاوت . استفاده شد) Beckman coulter DU530مدل(

هاي مختلف، جهت يكنواخت كردن  اي در نمونه.ان.غلظت دي
هاي استخراج شده  ها، تمامي نمونه اي در همه نمونه.ان.غلظت دي

   .رسانده شدند) يترميكرول/نانوگرم 500(به يك غلظت واحد 

 RAPDآغازگر  14در ابتدا   PCRو واكنش RAPDآغازگرهاي 
) N24و  F23(اي ژنومي دو جدايه به طور تصادفي .ان.روي دي

آزمايش شدند و در نهايت هشت آغازگري كه توانستند نوارهاي 
، انتخاب الكتروفورزي واضح و با قابليت توليد مجدد ايجاد نمايند

ي آغازگرهاي مورد استفاده در جدول دو آمده نام و توال. شدند
   .است

 
  مورد استفاده در اين تحقيق Xanthomonas oryzae pv. oryzaeهاي  مشخصات مربوط به جدايه -1جدول 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  
 
 

  
  مورد استفاده RAPDنام و رديف بازي آغازگرهاي  -2جدول 

 توالي آغازگر                                                         نام آغازگر                            
70.9                                                                                  5 ́TGCAGCACCG 3 ́ 
80.7                                                                        ́GCACGCCGGA 3 ́          5 
H13                                                                                   5 ́GACGCCACAC 3 ́ 

OPK07                                                                               5 ́AGCGAGCAAG 3 ́ 
OPA04                                                                               5 ́AATCGGGCTG 3 ́ 

5 ́ GTGATCGCAG 3 ́                                                                    OPA10             
OPA11                                                                               5 ́CAATCGCCGT 3 ́ 
OPA12                                                                               5 ́TGGCCCTCAC 3 ́ 

  
 

 رقم مكان جداسازي آوري محل جمع
نام اختصاري 

 جدايه
محل 

 آوري جمع
مكان 

 جداسازي
 رقم

نام اختصاري 
 جدايه

 N1 خزر خزانه رشت F6 صدري مزرعه لاهيجان
 N2 خزر خزانه لاهيجان F7 خزر مزرعه لاهيجان
 N3 خزر خزانه لنگرود F8 هاشمي مزرعه رشت
 N4 هاشمي خزانه رشت F9 صدري مزرعه رشت
 N5 علي كاظمي خزانه رشت F10 هاشمي مزرعه فومن
 N6 هاشمي خزانه رشت F11 علي كاظمي مزرعه انزلي
 N7 صدري خزانه رشت F12 هاشمي مزرعه رشت
 N8 علي كاظمي خزانه سراصومعه F13 علي كاظمي مزرعه انزلي
 N9 علي كاظمي خزانه كوچصفهان F14 علي كاظمي مزرعه انزلي
 N10 خزر خزانه شلمان F15 خزر مزرعه سرا صومعه

 N11 هاشمي خزانه رشت F16 خزر مزرعه لنگرود
 N12 هاشمي خزانه رشت F17 هاشمي مزرعه لنگرود
 N13 خزر خزانه رشت F18 هاشمي مزرعه سرا صومعه
 N14 هاشمي خزانه كلاچاي F19 هاشمي مزرعه رشت
 N15 هاشمي خزانه آستانه F20 خزر مزرعه سرا صومعه

 N16 صدري خزانه شفت F21 صدري مزرعه رودبار
 N17 هاشمي خزانه تالش F22 هاشمي مزرعه رشت
 N18 زرخ خزانه رودبار F23 هاشمي مزرعه رشت
 N19 علي كاظمي خزانه آبادرستم F24 هاشمي مزرعه رودبار
 N20 صدري خزانه رشت P1 هاشمي خوشه كياشهر
 N21 خزر خزانه رشت P2 علي كاظمي خوشه كياشهر
 N22 هاشمي خزانه رشت P3 خزر خوشه آستانه
 N23 هاشمي خزانه انزلي P4 صدري خوشه رشت
نهخزا فومن P5 صدري خوشه رود حسن  N24 خزر 

 N25 هاشمي خزانه رودسر P6 خزر خوشه لاهيجان
 F1 صدري مزرعه رشت P7 هاشمي خوشه فومن
 F2 هاشمي مزرعه لنگرود P8 هاشمي خوشه انزلي
 F3 صدري مزرعه لاهيجان P9 صدري خوشه رشت
 F4 خزر مزرعه لاهيجان P10 هاشمي خوشه رودبار
 F5 هاشمي مزرعه رشت P11 خزر خوشه رشت
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ميكروليتر تهيه و با  50در حجم نهايي  PCRهر مخلوط واكنشي 
 50مخلوط واكنشي شامل . ه شدشاند، پواي از روغن معدني لايه

، ميكرومولار آغازگر مورد استفاده 4/0، اي ژنومي.ان.نانوگرم دي
واحد آنزيم  2و ، MgCl2مولار  ميلي dNTPs، 3مولار  ميلي 25/0

Taqهاي  يه واكنشكل. پليمراز بودRAPD-PCR  توسط يك
انجام و  BioRADساخت شركت  my cyclerترموسايكلر مدل 

برنامه حرارتي طبق جدول سه، براي هر واكنش تنظيم 
تا زمان انجام  PCRمحصولات ). Gupta et al. 2001(گرديد

  .نگهداري شدند C˚ 4الكتروفورز در دماي 
  

  RAPD-PCR برنامه حرارتي براي انجام واكنش -3جدول 
  
  
  
  
  

  

  الكتروفورز و تجزيه آماري
به مدت  TBE 1Xدرصد و در بافر  5/1روي ژل آگارز ها  نمونه
در چاهك اول . دشدن، الكتروفورز ولت 100دقيقه با ولتاژ  140

 Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder(هر ژل نشانگر اندازه 
پس از اتمام . مورد استفاده قرار گرفت) Fermantasاز شركت 
آميزي و  ، ژل آگارز در محلول اتيديوم برومايد رنگالكتروفورز

در دستگاه ژل داك تحت نور ماوراي بنفش با طول موج س سپ
ها با استفاده از دوربين  نانومتر باندها مشاهده و تصاوير ژل 312

جهت محاسبه وزن مولكولي باندهاي . دستگاه مورد ثبت واقع شد
، ابتدا Quantity Oneافزار  تشكيل شده در هر ژل با استفاده از نرم

افزار داده شده و سپس  ر اندازه به نرموزن مولكولي باندهاي نشانگ
) bp(بر اساس آن وزن مولكولي هر باند بر حسب جفت باز 

با استفاده (اي  امتيازدهي باندها به صورت مشاهده. محاسبه گرديد
و بر مبناي صفر و يك انجام  )1افزار فتوشاپ از برخي امكانات نرم

ك باند به اين ترتيب كه در هر نمونه در صورت حضور ي. شد
. امتياز يك و در صورت عدم حضور آن، امتياز صفر ثبت گرديد

                                                            
1 Photoshop 

افزار  هاي به دست آمده، سه نرم جهت تجزيه و تحليل آماري داده
NTSYS-pc  وPOPGENE  وGenealex  مورد استفاده قرار

  .گرفتند
  

    نتايج و بحث
 نتايج مربوط به تعداد و دامنه نوارهاي توليد شده توسط آغازگرها

نوار مختلف  187آغازگر به كار رفته در اين تحقيق در كل  هشت
هاي تكثير شده، چند شكل بودند و  تمامي جايگاه. ايجاد كردند

. هيچ جايگاه يك شكلي در بين قطعات تكثير شده مشاهده نشد
بزرگترين قطعه . جفت باز متغير بود 3698تا  83اندازه نوارها از 

 OPK07طعه توسط آغازگر ترين قچكو كو 80.7زگر توسط آغا
 20با  OPA12نوار و آغازگر  27با  OPK07آغازگر . تكثير شد

. نوار، بيشترين و كمترين تعداد قطعات تكثير شده را ايجاد كردند
اطلاعات مربوط . بود 375/23متوسط ايجاد نوار براي هر آغازگر 

به نوارهاي تكثير شده توسط آغازگرها در جدول چهار ارائه شده 
ژنومي  DNAاي از الگوي نواربندي حاصل از تكثير  نمونه. تاس

  .در شكل يك آمده است
  ها اي جدايه بندي خوشه نتايج حاصل از دسته 

اي توسط  ها با استفاده از تجزيه خوشه اي جدايه بندي خوشه دسته
و توسط ضريب تشابه تطابق ساده و به  NTSYS-pcافزار  نرم

فواصل ادغام شده و با توجه  بر اساس. انجام شد UPGMAروش 
. در نظر گرفته شد 6/0به ضرايب تشابه، خط برش در نقطه 

در دندروگرام ترسيم شده بيانگر ارقام خزر،  Aو  K، S ،Hحروف 
 . باشند كاظمي مي صدري، هاشمي و علي

  
ارهاي تكثير شده ومقايسه آغازگرها از نظر تعداد توليد نوار، دامنه ن - 4جدول 

  اواني تكثيرو متوسط فر

متوسط فراواني 
 تكثير

دامنه نوارهاي 
   تكثير شده

 )جفت باز(

تعداد نوارهاي 
 تكثير شده

 آغازگر

35/0 2715-131 24 70.9 
41/0 3698-269 22 80.7 
37/0 3951-216 21 H13 
47/0 2686-83 27 OPK07 
46/0 2626-166 25 OPA04 
57/0 3367-111 22 OPA10 
42/0 3485-142 26 OPA11 
33/0 3447-200 20 OPA12 

 تعداد تكرار زمان  دما نام مرحله
  1  دقيقه c  ْ95  5  واسرشته سازي اوليه

    دقيقه c  ْ94  1  واسرشته سازي
 45 دقيقه c  ْ36  1 اتصال آغازگر
    دقيقه c  ْ72  2  بسط آغازگر

  1  دقيقه c  ْ72  5  بسط نهايي
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19 18 17 16 15 14 13 12  11 10  9  8   7   6  5   4  3   2   1 M  
  
  
  
  
  
  
  

 ،)Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder نشانگر اندازه( M: 80.7توسط آغازگر  Xooهاي  ژنومي جدايه DNAالگوي نواربندي حاصل از تكثير  -1شكل 
 N19 و N1 ، N2 ،N3 ،N4،N5، N6 ،N7،N8  ،N9 ،N10 ،N11 ،N12 ،N13 ،N14 ،N15 ،N16 ،N17 ،N18:هاي به ترتيب شامل جدايه 19تا  1هاي  شماره

  .باشند مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 RAPDهاي  ادهبر اساس د UPGMAو روش  SMبا استفاده از ضريب تشابه  Xanthomonas oryzae pv. oryzaeجدايه  60دندروگرام به دست آمده براي  -2شكل 
  ژنومي DNAروي 

  
آوري شده از ارقام  هاي جمع شود جدايه همان طور كه مشاهده مي

بندي شده و در خوشه مشخصي  مختلف به صورت پراكنده طبقه
اين امر بدان معني است كه تنوع ارقام، تأثيري بر . اند قرار نگرفته

با  اين نتيجه. زاي مورد بررسي نداشته است تنوع عامل بيماري
به عنوان مثال در تحقيقي كه . نتايج ساير محققين مطابقت دارد

هاي  بر روي تنوع ژنتيكي جدايه  Adhikari et al. (1999)توسط
Xoo آوري شده از  هاي جمع در نپال صورت گرفت، تنوع جدايه

دهنده اين  هاي برنج سنتي و اصلاح شده مشابه بود كه نشان واريته
. زا ندارد يري بر تنوع عامل بيمارياست كه تنوع ميزبان تاث

هاي  ها و اگرواكوسيستم اي كه از واريته همچنين در مقايسه
در فيليپين صورت گرفت،  Aedales et al. (1996)مختلف توسط 

 .زا بي تأثير است بيان شد كه تنوع ميزبان بر تنوع عامل بيماري
در دندروگرام، بر مناطق مركزي، غربي و  Eو  C ،Wحروف 

آوري قرار گرفته بودند،  ها مورد جمع رقي استان گيلان كه جدايهش

A

B 

C

ضريب
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شود،  همان طور كه در شكل دو مشاهده مي. دلالت دارد
آوري شده از مناطق مختلف استان گيلان به طور  هاي جمع جدايه

يعني با توجه به دندروگرام، در مطالعه . اند بندي نشده  مجزا گروه
اشي از تنوع در مناطق جغرافيايي ها ن حاضر تنوع ژنتيكي جدايه

هاي ساير محققين حاكي از  در حالي كه نتايج بررسي. باشد نمي
آوري شده از هر منطقه جغرافيايي،  هاي جمع اين است كه جدايه

 Kosawang etمثلاً . از نظر ژنتيكي شباهت بيشتري به هم دارند

al. (2006)  به منظور بررسي تنوع ژنتيكيXoo لند، در شمال تاي
آوري  خيز جمع جدايه از اين باكتري كه از مناطق مختلف برنج 30

مورد بررسي قرار داده و در  AFLPشده بودند را با استفاده از 
مجموع شش دودمان مختلف، منطبق با موقعيت جغرافيايي 

كه  Ochiai et al. (2000) همچنين در تحقيق. تشخيص داده شد
لانكا صورت  در سري Xooبه منظور تشخيص ساختار ژنتيكي 

لانكا را با  ناحيه مختلف سري 29از  Xooجدايه  60 ،گرفت
و كاوشگر  23s rDNAو  16sي قطعات RFLPاستفاده از 

IS1112 استراپ نشان داد كه  آناليز بوت. مورد بررسي قرار دادند
هاي مذكور از نظر روابط خويشاوندي در پنج گروه مختلف  جدايه

گروه تقريباً با شرايط آب و هوايي مرتبط قرار گرفتند كه هر 
هاي  جدايه DNAنيز چند شكلي  et al. (2007) Gonzalez.بود

Xoo آوري شده از برنج در غرب آفريقا و همچنين تفاوت  جمع
هاي آسيايي را مورد بررسي قرار  ها با جدايه ژنتيكي اين جدايه

 rep-PCRو  RFLP ،FAFLPهاي  ها روش در تحقيق آن.دادند 
نتايج حاصل از . جهت ارزيابي مولكولي به كار گرفته شدند

FAFLPهاي  ، جدايهXoo استراپ قابل قبول  را به سه گروه با بوت
از نظر  Xooهاي آفريقايي  در تمامي موارد، جدايه. بندي كرد تقسيم

يكي از . هاي آسيايي توليد كردند ژنتيكي گروه مجزايي از جدايه
كننده عدم هماهنگي اين نتايج با تحقيق  جيهتواند تو دلايلي كه مي

هاي مورد بررسي در اين پژوهش  حاضر باشد اين است كه جدايه
آوري شده  جمع) استان گيلان(از طيف جغرافيايي نسبتاً محدودي 

از آنجايي كه شرايط اقليمي استان گيلان در مناطقي كه . بودند
وان انتظار داشت ت باشد نمي شود، تقريباً يكسان مي برنج كشت مي

آوري عامل مؤثري در تفاوت ژنتيكي  كه تفاوت در مناطق جمع
هاي مختلف بر اساس مناطق  ها باشد و لذا جدايه جدايه
 ،Nدر دندروگرام ترسيم شده، حروف . آوري تفكيك نشدند جمع

F  وP آوري شده از مرحله  هاي جمع دهنده جدايه به ترتيب نشان
بر اين اساس . باشند و خوشه مي) برگيهاي  نمونه(خزانه، مزرعه 

گروه اول . بندي شدند دسته )Cو  A ،B(ها در سه گروه  جدايه
)A ( خزانه   جدايه 20شامل) جمعيت(N گروه دوم ،)B ( فقط

 20داراي ) C(و گروه سوم ) Fجمعيت(جدايه برگي  20شامل
آوري شده از خوشه  هاي جمع جدايه و شامل تمامي جدايه

 Fو  Nهاي  هاي جمعيت  ه همراه تعدادي از جدايهب) Pجمعيت (
ها با توجه به مرحله  شود جدايه همان طور كه مشاهده مي. بود

از آنجايي كه . اند هاي نسبتاً مجزايي قرار گرفته جداسازي، در گروه
ها  ها تا حدي بر تفكيك ژنتيكي آن تأثير مرحله جداسازي جدايه

ي خزانه، برگي و خوشه مبنا ها مؤثر بوده است، سه جمعيت جدايه
هاي ژنتيكي توسط  قرار گرفته شدند و ساير تجزيه و تحليل

  .شدندافزارهاي ديگر بر اساس اين سه جمعيت انجام  نرم
 نتايج بررسي تنوع ژنتيكي درون جمعيتي

هاي  رديف ، تعداد هم)Na(مشاهده شده 1متوسط تعداد هم رديف
در جدول  3و شاخص اطلاعاتي شانون 2، تنوع ژني ني)Ne(مؤثر 

با توجه به نتايج به دست آمده، بيشترين ميزان . پنج آمده است
 Nرديف مؤثر و تنوع ژني در جمعيت  رديف مشاهده شده، هم هم

 Pها در جمعيت آن و كمترين مقدار) هاي خزانه جدايه(
  .شدمشاهده ) هاي خوشه جدايه(

                                                            
١ Allele 
٢ Nei's gene diversity 
٣ Shannon's Information index 

  

  ها رديف مؤثر، تنوع ژني ني و شاخص اطلاعاتي شانون براي جمعيت ده شده، همرديف مشاه متوسط تعداد هم -5جدول 
  شاخص اطلاعاتي شانون تنوع ژني ني Na Ne تعداد افراد جمعيت

N 25 25/0±94/1 32/0±57/1 15/0± 33/0 19/0 ± 49/0 

F 24 36/0±84/1 35/0±54/1 17/0± 31/0 24/0 ± 46/0 

P 11 47/0±66/1 39/0±42/1 20/0± 24/0 28/0 ± 36/0 
 57/0 ± 14/0 29/0 ±17/0 51/1±35/0 81/1±36/0 - متوسط
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بر اساس نتايج به دست آمده، بيشترين ميزان تنوع ژنتيكي درون 
مشاهده شد زيرا ) Nجمعيت (هاي خزانه  جمعيتي در بين جدايه

، )شانون بر مبناي شاخص اطلاعاتي(بيشترين ميزان تنوع ژنوتيپي 
رديف مؤثر و تنوع ژني  هاي چند شكل، تعداد هم درصد جايگاه

ها  هاي مهم تنوع ژنتيكي درون جمعيت كه همگي از شاخص
همچنين كمترين ميزان تنوع . هستند، در اين جمعيت برآورد شدند

هاي خوشه  هاي ذكر شده، در بين جدايه ژنتيكي بر اساس شاخص
تواند به اين دليل باشد كه  مر مياين ا. مشاهده گرديد) Pجمعيت (

هاي خزانه تعدادشان از دو جمعيت ديگر مورد بررسي  جدايه
ها زير پوشش پلاستيكي  بيشتر است و از آنجايي كه خزانه

ها  تري براي رشد باكتري تر و مناسب ، شرايط متعادلباشند مي
و  بوده و هر چه شرايط رشد براي باكتري بهتر باشد فراهم
، با توجه به جهش ثير يابندبا سرعت بيشتري رشد و تك ها باكتري

يابد  ها نيز افزايش مي ، تنوع بين آنو ساير تغييرات ژنتيكي
)Arber 2003.(  

  نتايج حاصل از تجزيه واريانس مولكولي
نتايج حاصل از تجزيه واريانس مولكولي انجام شده روي سه 

يانگر نتايج ب. جمعيت مورد بررسي، در جدول شش آمده است
ها  ها بيشتر از تنوع بين جمعيت اين است كه تنوع درون جمعيت

درصد كل تنوع  73ها  واريانس بين افراد درون جمعيت. باشد مي
درصد  27ها  كند در حالي كه واريانس بين جمعيت را توجيه مي

مطابقت  Hu et al. (2007)اين نتيجه  .دهد كل تنوع را تشكيل مي
جدايه  32كه به منظور بررسي تنوع ژنتيكي ها  در تحقيق آن. دارد
Xoo  از نه كشور برنج خيز با استفاده ازRFLP  قطعاتIS  و

RAPD  صورت گرفت، بيشترين تنوع ژنتيكي مربوط به تنوع
يكي از دلايل كم بودن واريانس بين . ها بود درون جمعيت

ها، شرايط آب و هوايي مشابه و تقريباً يكسان مناطق  جمعيت
همچنين از ديگر دلايل . باشد ها مي آوري جدايه ايي جمعجغرافي

و درجه ) سه عدد(ها كم بوده  اين امر اين است كه تعداد جمعيت
ها، نبوده  ، توجيه كننده واريانس بين جمعيت)df =2(آزادي دو 

اي تا مرحله  ها از مرحله خزانه از طرفي برخي جدايه. است
بنابراين هنگام . ندكن ، بر روي برنج فعاليت ميدهي خوشه

ها در مراحل رشدي مختلف برنج ممكن است  جداسازي جدايه
هايي جداسازي شوند كه در مراحل مختلف رشدي يكسان  جدايه

بوده باشند كه اين مورد نيز باعث كاهش واريانس بين جمعيتي 
   .شود مي

هاي مورد  نتيكي بين جمعيتژنتايج محاسبه فاصله و تشابه 
  مطالعه

 Nei (1987)روشها بر اساس  فاصله ژنتيكي بين جمعيتتشابه و 
 هاي نتايج در جدول. با احتساب اريبي و بدون آن محاسبه شد

  .هفت و هشت آمده است
  

  ها مقايسه اجزا و درصد واريانس مولكولي بين و درون جمعيت -6جدول 

 اجزاي واريانس Df SS MS منبع تغيير
درصد 
 واريانس

 درصد27 98/10  93/238 86/477  2 بين جمعيت
 درصد73 35/30 35/30 21/1730 57 درون جمعيت

 درصد100 34/41 - 08/2208 59 كل

  
ها بر اساس شاخص ني با احتساب  تشابه و فاصله ژنتيكي جمعيت -7جدول 
  اريبي

P F N جمعيت 
796/0  797/0 - N 
838/0 - 226/0 F 
- 176/0 227/0 P 

  
ها بر اساس شاخص ني بدون  جمعيت تشابه و فاصله ژنتيكي -8جدول 

  احتساب اريبي
P F N جمعيت 
806/0  805/0 - N 
848/0 - 216/0 F 
- 163/0 214/0 P 

اعداد بالاي قطر مقادير تشابه ژنتيكي و اعداد زير قطر بيانگر ميزان تفاوت ژنتيكي *
 .باشند مي

  
دهد كه  هاي هفت و هشت نشان مي نتايج ارائه شده در جدول

رين مقدار فاصله ژنتيكي و نيز كمترين مقدار تشابه ژنتيكي بيشت
اين امر . شود با دو جمعيت ديگر مشاهده مي Nبين جمعيت 

از ساير  Nهاي جمعيت  تواند بيانگر تمايز نسبي جدايه مي
 Pو  Fهاي  هاي متعلق به جمعيت همچنين جدايه. ها باشد جدايه

تواند به  اي مي نين نتيجهچ. ترنداز نظر تشابه ژنتيكي به هم نزديك
اي تا زمان  هاي مرحله مزرعه اين دليل باشد كه بسياري از جدايه

از طرفي . كنند هاي برنج فعاليت مي دهي روي بوته خوشه
در شرايط خاصي از نظر ) اي خزانه( Nهاي جمعيت  جدايه
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) تر و اغلب زير پلاستيك معمولاً در دماي پايين(رطوبتي و دمايي 
ند ولي شرايط آب و هوايي در زمان فعاليت و رشد كن رشد مي
با توجه به  .باشد ، تقريباً يكسان مياي و خوشه هاي برگي جدايه

ترين عوامل مؤثر بر اينكه دوري و جدايي جغرافيايي يكي از مهم
هاي مورد استفاده  ها است، از آنجايي كه جدايه تنوع بين جمعيت

) استان گيلان(تاً محدودي در اين پژوهش از طيف جغرافيايي نسب
ها جداسازي شده بودند، وجود تشابه ژنتيكي بالا بين جمعيت

ييد كننده أالبته تجزيه واريانس مولكولي نيز ت. باشد قابل توجيه مي
اين مطلب است زيرا همان طور كه در تجزيه واريانس مولكولي 

تنوع درون ( ها ، درصد واريانس درون جمعيتشدمشاهده 
تنوع بين (ها  يلي بيشتر از درصد واريانس بين جمعيتخ) جمعيت
جايي كه شرايط آب و هوايي خزانه  از آن .بوده است )ها جمعيت

ها در  تا حد زيادي متفاوت از شرايط آب و هوايي است كه جدايه
 Fو   Nهاياند، تفاوت ژنتيكي بالا بين جمعيت مزرعه با آن مواجه

كه در شرايط آب  Pو  Fهاي  يتو نيز تشابه ژنتيكي بالا بين جمع
برند، قابل توجيه بوده و  و هوايي تقريباً يكساني به سر مي

ها  دهنده اهميت شرايط آب و هوايي در تنوع ژنتيكي جدايه نشان
  .باشد مي

  گيري نتيجه
با توجه به اهميت زياد بيماري بلايت باكتريايي برنج در آسيا، و 

باكتري عامل اين بيماري تنوع ژنتيكي و نژادي بالايي كه در 
وجود دارد، تاكنون كارهاي اندكي در مورد تنوع ژنتيكي و نژادي 

در اين تحقيق براي . اين باكتري در ايران صورت گرفته است
، جهت بررسي تشابه و تفاوت ژنتيكي RAPDاولين بار از نشانگر 

هاي باكتريايي خزانه، برگي و خوشه در استان گيلان  جدايه
بر اساس نتايج تحقيق حاضر، سطح بالايي از چند . رديداستفاده گ

هاي مورد بررسي وجود داشته  ، در جمعيت)مورفيسم پلي(شكلي 
هاي مجزايي از  هاي خزانه و برگي، گروه و مشاهده شد كه جدايه

نتايج حاصل از تجزيه مولكولي و فاصله و . باشند نظر ژنتيكي مي
فاصله ژنتيكي بين دو شباهت ژنتيكي، نشان داد كه بيشترين 

وجود داشته و در تجزيه كلاستر نيز دو جمعيت  Fو  Nجمعيت 
همچنين با برش . اي قرار گرفتند هاي جداگانه مذكور، در گروه

در يك خوشه قرار  Pو  F، دو جمعيت 55/0دندروگرام از نقطه 
گيرند كه اين نيز تأئيد كننده نتايج تجزيه مولكولي و شباهت  مي

از طرفي در نتايج . باشد تر در دو جمعيت مذكور ميژنتيكي بيش
هاي خوشه به  حاوي جدايه) C(بندي، گروه سوم  حاصل از خوشه

همراه تعدادي از جدايه هاي برگي و خزانه بود كه دليل اين 
تواند بعلت عدم توانايي كافي نشانگرهاي مورد  موضوع مي

يت ديگر هاي دو جمع استفاده جهت تفكيك اين جمعيت از جدايه
و همچنين به علت ) تشابه زياد اين جمعيت با دو جمعيت ديگر(

كاربردي  RAPDروش  .هاي خوشه باشد كم بودن جمعيت جدايه
اما با وجود مزاياي نسبي . وسيع در مطالعات تنوع ژنتيكي دارد

ترين معايب آن اين است كه با استفاده از اين روش، يكي از مهم
يز بين افراد هتروزيگوس و هموزيگوس اين نشانگرها، امكان تما

هاي مولكولي ديگر مانند  بنابراين استفاده از روش. وجود ندارد
AFLP ميكروساتلايت و غيره، جهت تشخيص بهتر تفاوت و ،

هاي مورد بررسي در اين تحقيق و تأييد  تشابه ژنتيكي جمعيت
  . رسد ها، ضروري به نظر مي نتايج و تفكيك بهتر اين جمعيت

 سگزاريسپا

پزشكي دانشگاه  از مسئولين محترم آزمايشگاه مركزي و گروه گياه
صميمانه  گيلان، كه ما را در انجام اين تحقيق ياري رساندند،
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