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 ERIC-PCRاي برنج با استفاده از  هاي عامل نوار قهوه نگاري ژنتیکی جدایه انگشت
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 چکیده
 (.Oryza  sativa L) برنج هاي در خزانه عیشا هاي يماریاز ب یکی) brown stripe of rice( برنج اي نوار قهوه يماریب
. رفتیبرنج از نقاط مختلف استان مازندران صورت پذ ياز خزانه ها يبردار نمونه ها، هیجدا یکیتنوع ژنت یبه منظور بررس. باشد یم

 Aaa  (Acidovorax  avenae subsp. avenae( زائی يماریو ب یکیولوژیزیف ،یائیمیوشیب يها بر اساس آزمون يماریعامل ب
نقوش  سهیمقا .دیگرد یابیمرجع ارز هاي هیجدابا و  گریکدیبا  ERIC- PCRحاصل از  یکیاثر انگشت ژنت. داده شد صیتشخ

 زیدرصد در دو گروه قرار گرفتند و ن 20در سطح تشابه  ها هیجدا دادکه ننشا ERIC-PCRشده در  ریتکث DNAقطعات 
 ریز نیدر ا ادینشان دهنده وجود تنوع ز این نتایج که افتندی شیگروه افزا10و  5به  به ترتیب درصد 65و  35گروهها با تشابه 

 نهیدر زم یگزارش نیاز ا شیپ. گروه قرار گرفتند کیدر  Aaaمرجع هیبا جدا) هیجدا 20از  هیجدا 14( ها هیاکثر جدا. ستگونه ا
  . در دست نبوده است یائیعامل باکتر نیا هايوجود سطح بالائی از تنوع ژنتیکی در جمعیت

 
 . ERIC-PCR،برنج  اي ،نوار قهوه یکیتنوع ژنت: کلمات کلیدي

 

  
   مقدمه

 ایدن کیمحصول استراتژ نیپس از گندم دوم کهاست  انیگندم رهیت دیپلوئید اهانیاز گ یکی  .Oryza  sativa Lبرنج
برنج را نام بردکه علائم آن  اي نوار قهوه توان یبرنج م یائیباکتر هاي يماریاز ب . )1389 ،ینب فیشر( شود یمحسوب م

است  شده یمعرف Acidovorax avenae يماریب نیعامل ا. تبرنج در خزانه قابل مشاهده اس هاي اهچهیگ يرو
)Rahimian , 1986( . کشت برنج کشور به استان مازندران تعلق دارد  ریاز سطح ز یمیبه ن کینزد نکهیبا توجه به ا
هاي باکتري عوامل بیماریزاي این محصول، از جمله جدایه یکیتنوع ژنت یو بررس یشناسائ )1390 ،ینیمجنون حس(
   .باشدها، حائز اهمیت میمنتهی به کنترل بیماري هايوق، از نظر تدوین راهبردف

  
 

   ها مواد و روش

  تنوع  یو بررس یو جهت شناسائ يبرنج در استان مازندران نمونه بردار ينشاها یائیباکتر يعلائم نوارداراي هاي برگاز 
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 هاي آزمون. متداول صورت گرفت هاي طبق روش يباکتر يازجداس. دیمنتقل گرد شگاهیزماآبه  يماریعامل ب یکیژنت
 بکار رفت ها هیجدا یشناسائ يبرا یشناس يمتداول باکتر هاي روش اسبر اس زائی يماریو ب یکیولوژیزی، ف یائیمیوشیب
)Schaad  et  al.  2001( .  

 یژنوم DNA استخراج 
به صورت  لی، در آب مقطر استر٢٥ -   ٢٨◦ C يدر دما یآگار غذائ طیمح يپس از دو روز رشد رو ها هیجدا

ها  نمونه. اضافه شد% 5 میپتاس دیدروکسیهمیکرولیتر  25 -50  به اندازه ونیبه هر سوسپانس. در آمدند ونیسوسپانس
دور در دقیقه سانتریفیوژ 12000 دردقیقه  10ها به مدت نمونه .در آب جوش قرار داده شدند قهبه مدت دو تا سه دقی

قالب در  DNAعنوان  هها، ب نمونه نیاز ا .شدبرداشته  DNAنمونه حاوي  س لایه بالائی به عنوانو سپ شده
 .استفاده شد) PCR( مرازیپل اي رهیزنج هاي واکنش

    ERIC – PCR 1با DNA نگاري انگشت
 ERIC1R (5´-ATGTAAGCT CCTGGG يبا استفاده از آغازگرها ERIC – PCRبا یژنوم DNA نگاري انگشت

GATTCAC-3')  وERIC2 (5´-AAGTAAGTGACTGGGGTG AGCG-3´)  شده و  هیتوص هاي طبق روش
 بافر تریکرولیم 5/2شامل  تریکرولمی 25هابه حجم  واکنش .) Versalovic  et al. 1991( دیانجام گرد رییتغ یبا کم

10x  PCR  ،5/2 مولار  یلیمMgCl2  ،2/0 مولار از مخلوط  یلیمdNTP  ،40 5/1ها ، از آغازگر کیاز هر کومولیپ 
 . انجام شد مرازیتک پل میواحد آنز 5/1الگو و  DNA از نمونه حاوي  تریکرولمی

برم فنل بلو  درصد 1/0 و سرولیگل% 40 ينمونه حاوبارگذاري محلول  تریکرولیبا دو م PCRاز محصول  تریکرولیم پنج
ساخت شرکت ( 1kbاندازه قطعات از نشانگر  نییتع يبرا. رفتیولت انجام پذ 80الکتروفورز در ولتاژ ثابت . مخلوط شد

Lithuania , Fermentas (دیبروما ومیدیژل با ات .دیاستفاده گرد ) و يزیرنگ آم) تریل یلیدر م کروگرمیم 5/0محلول  
و ژل در  DNAنقوش قطعات  سهیبا مقا ها هیجدا يگروه بند .) Ausubel  et al. 1992( شد يعکس بردار از آن
با  وگرامدندر. تشابه جاکارد صورت گرفت بیضر از با استفادهعدم وجود قطعات همسان و  ایوجود  هیبر پا دهی نمره

 .دیگرد میترس NTSYS 2.02افزار  و با استفاده از نرم) UPGMA( وزن یب هاي نیانگیم قها از طری جفت سهیروش مقا
  
 

  نتایج و بحث
از  هیجدا 20،  یکیولوژیزیو ف یائیمیوشیب هاي آزمون و بر اساس نتایج اي وار قهوهعلائم ن هاي داراينمونه از کشتپس 

  به کار یپیتنوع ژنوت یبررس يو برا یشناسائ Acidovorax  avenae subsp. avenaeبرنج به عنوان  اهچهیگ
درصد در دو  20ه در سطح تشاب ها هیجدا)  1شکل ( ERIC-PCRبا  یژنوم DNA یکیژنت نگاري انگشتدر . ندشدبرده

  که شدند يگروه دسته بند 10و  5به  بیآنها به ترت ،درصد 65و  35 هبتشا در سطوح گروه قرار گرفتند و
  مرجع هیبا جدا ها هیجدا )درصد 66(اکثر . گونه است ریز نیدر ا اددهنده وجود تنوع زینشان 

         Aaa ICMP 254 (International  Collection  of  Microorganisms from Plants. Auckland,New 
Zealand)  مرجع  هیجدا. گروه قرار گرفتند کیدرA.a. subsp. citrulii واقع شد يگریدر گروه د ها هیجدا ریبا سا 

  . )2شکل (
  

                                                
1- Enterobacterial  repetitive intergenic consensus  
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در ژل  ERIC-PCRبا  Acidovorax  avenae subsp. avenaeي هاجدایه DNAنقوش قطعات حاصل از تکثیر  - 1شکل

جدایه :  S,254. جدایه هاي برنج:   54,64,2,11,16,22,40,70,72,74,87,90ها ستون .بروماید رنگ شده با اتیدیوم% 5/1ز آگار
 .نشانگر جرم مولکولی:  Aac  .Laمرجع  جدایه: Aaa .7500مرجع 

  

  
 هاي شمارهجدایه ERIC-PCR .آزمون هادرهیاثر انگشت جدا يدندروگرام الگو -2شکل

. هاي برنج مازندراناز خزانه Acidovorax  avenae subsp. avenae يها هیجدا:  54,64,2,11,16,22,40,70,72,74,87,90
254,S  :7500 : عمرج هیجدا. Aaa : مرجع جدایهAac 

 
. اسـت  یک ـیژنت نـه یبرنج از نظر زم اهچهیدر گ Aaa يها تیدر جمع ايقابل ملاحظه حاضر نشانگر وجود تنوع قیتحق

در جمعیـت   باشد که به مـرور زمـان   یهائ و جهش ، اضافه یا حذف شدن ها ها ریینشانه بروز تغ تواند یم ها هیتنوع جدا
اي بـرنج   قهـوه  هـاي عامـل نـوار    تنوع ژنتیکـی جدایـه   وجوداین تحقیق اولین گزارش از . است اتفاق افتاده باکتريهاي 

 .باشد می
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