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  ت      تشکر و سپاس

  

ی پاس  ਟمد و  ণ ॐ ی ند یاد  و م   ଘ ଒ دی ر৯و ਗپایان ೯د জ १ قل ا ه. ঍ند ا ජ ند  و৯د  ೯૚঺د ໑ ൎب ی ا ی  ش ارز ندگا  ଘ ن ر یاق ଘ د ت ا ت و  ฬ ਗای ଒ د ਩ا ا ංඍি ঻ ಶඌিا ৑ع࢟ا ॥ رد ඟم ଒ . اد ی ୁرگ ر شا ೯໊د ا ا

ه ජ ی  ن  ح૤و ໑ ઄ ا ৔ ود ඼ طا  ن   ଘ م ر ل ز৯د ن  ඟ از دور ड़ای د ່ ࠝ ૼ ا জ࣓ا ࣱજূࡗ  .یࢂ

ی م از  ند ଒ زبان و  ଽ঻ ফیقل ود لازم   ୀ ت، اما ر ا ༚ تاد ඟد از ا ඟ شا ਗان  ऒ ॥ ඪ ণ ໋ ر  พ়ࢁ ناب آ༚ی د ندم  مای ار تاد ر م ଒ از ا න඿د প ণേ॒ ࣒ঘا یণیّاৣ ی ا ਙঀد  ਚیا عষم ما ری  ච پا   ৤ ৶ ا سࢂ ণ.  
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ر  یণیන඿ّاز آ༚یان د ما ر سالار  ت و د پر ر ೯د ฮد ॒ න඿ ධ඿॥ ا رم ،ا ن  ور න෥ख़ د ا ن پایانا ی ا و ت باز ଒ ،ଌ ز ਩ا ऒ ࢟ॐ ෼ ،ود شان  ھده ا  ୀ ଓฬর ী رم࠱ ඟ ر د ال  ا   .พ়ࢁ

ن ن ঴د  భଌ ૱ઽ  یاه ඟوه  رم  ن  و ید و  ود ر از اسا ی  پاس و दدرد ࢋ  ජ ه  জو ঺ ণ໋ න෥ख़ ಻౱ ࣩ੆ज़ ا ऒا ਩ا ঺ ໑ ૤یণ جام پایان భ ජ ا م ଒ با روی باز  ୀم اඟ චජی و آزماழه  ی ، آزماழه  ৅پز ا ໑ ໑࡫ী ໊ ໊ ਔش ଓฬ  ام

ی م  قد ਗیاری رسا৯د৯د،  ৤ ৎ رم   .اد

ଘ م ی ঌଽ ଒د تا ید و دو ඟ اسا ااز د ਩ ণ ঺ ت ॰ده یࢂ ل ز ق  ن  جام ا ی ا ॐ࢟وی  ঃࣇ೺م ਼࡛࣪ূ ଌ ৅ ઄ ࡛৅ ی  ඟ ਗا৯د،  م พ়ࢁ ৤ما ৶.  
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  چکیده

  
  RAPD های مزارع برنج استان گیلان با استفاده از نشانگردر Xanthomonas oryzae pv. oryzaeمطالعه تنوع ژنتیکی  : عنوان

  اعظم طاهری شهرستانی
  

آوری شده از مزارع  جمع، عامل بیماری بلایت باکتریایی برنج ، Xanthomonas oryzae pv. oryzae جدایه از 60تنوع ژنتیکی 

هـای    جدایـه : سـه جمعیـت مـد نظـر قـرار داده شـدند            .  مـورد ارزیـابی قـرار گرفـت        RAPD، با استفاده از نـشانگر       ج استان گیلان  برن

هـشت آغـازگر بـه کـار     . آوری شـده از خوشـه   مـع ج یهـا  آوری شده از مزرعه و جدایـه  های جمع   جدایه ،آوری شده از خزانه     جمع

 و کوچکترین قطعه توسط آغـازگر       80.7بزرگترین قطعه توسط آغازگر     .  کردند  نوار چند شکل ایجاد    187،  گرفته شده در مجموع   

OPK07  کمترین محتوای اطلاعات چند شکلی مربـوط بـه آغـازگر             . تکثیر شد OPA12) 36/0 (          و بیـشترین مقـدار آن مربـوط بـه

درون جمعیتـی نـسبت بـه        ژنتیکـی  نشان داد کـه تفـاوت        RAPDهای    تجزیه واریانس مولکولی داده    .بود) OPA10) 44/0آغازگر  

در سـطح  .  انجـام شـد  از ضریب تشابه تطابق سـاده      و با استفاده     UPGMA به روش    ای  خوشهتجزیه   .بودبیشتر   ها  تفاوت بین جمعیت  

های مزرعه و     ایه، تنها شامل جد   ، گروه دوم  های خزانه   ، تنها شامل جدایه   گروه اول . ها به سه گروه مجزا تقسیم شدند         جدایه 6/0تشابه  

نتـایج حاصـل از ایـن بررسـی نـشان داد کـه آغازگرهـای                . ، مزرعـه و خوشـه بـود       های خزانـه    ای از جدایه    روه سوم شامل مجموعه   گ

RAPDر بودندگهای خزانه و مزرعه از یکدی ، قادر به تمایز جدایه به کار گرفته شده در این بررسی.  

  ، تنوع ژنتیکیRAPD نشانگر ،یی برنجبلایت باکتریا، Xanthomonas oryzae pv. oryzae: ها کلید واژه



   د                                                                                                                                                                       فهرست جداول

  فهرست جداول
  

  صفحه  عنوان
  7  ، تولید و عملکرد در هکتار شلتوک برنج به تفکیک استان برآورد سطح-1-1جدول 
  Xanthomonas  12شناسی جنس   خصوصیات باکتری-2-1جدول 
  Xanthomonas oryzae pv. oryzae  13 خصوصیات بیوشیمیایی -3-1جدول 
  39   برنج استان گیلانهای  به دست آمده از خوشهXanthomonas oryzae pv. oryzaeهای   جدایه-1-1-2جدول 
  40   برنج استان گیلانهای  به دست آمده از خزانهXanthomonas oryzae pv. oryzaeهای   جدایه-2-1-2جدول 
  41   به دست آمده از مزارع برنج استان گیلانXanthomonas oryzae pv. oryzaeهای   جدایه-3-1-2جدول 
  DNA 42ها و بافرهای مورد نیاز جهت استخراج   محلول-2-2جدول 
  46   مشخصات آغازگرها-3-2جدول 
  46   مورد استفادهRAPD نام و توالی آغازگرهای -4-2جدول 
هـا در واکـنش بـه          به همراه غلظت محلول پایه و غلظـت نهـایی آن           PCR مواد مورد استفاده در واکنش       -5-2جدول  
   میکرولیتر50حجم 

47  

  RAPD-PCR 47مه حرارتی برای انجام واکنش ا برن-6-2 جدول
  DNA 49های مورد استفاده در الکتروفورز   مواد و مقادیر مورد نیاز جهت تهیه مواد و محلول-7-2جدول 
  50  ها های مربوط به آن ها و جدایه  جمعیت-8-2جدول 
  53   روش انجام تجزیه واریانس مولکولی-9-2جدول 
  58   مقایسه آغازگرها از نظر تولید نوار-1-3جدول 
  59  ) جفت باز( اندازه نوارهای تکثیر شده توسط آغازگرها -2-3جدول 
  64   های تکثیر شده در آغازگرها  اطلاعات مربوط به فراوانی جایگاه-3-3جدول 
  65   محاسبه شده برای آغازگرها Hو  PIC مقادیر -4-3جدول 
  66   ها ، الل مؤثر و تنوع ژنی نی برای جمعیتتعداد  الل مشاهده شده متوسط -5-3جدول 
  66   ها های چند شکل به تفکیک جمعیت  تنوع ژنوتیپی و درصد جایگاه-6-3جدول 
  67   ها بر اساس شاخص نی با احتساب اریبی  تشابه و فاصله ژنتیکی جمعیت-7-3جدول 
  67    اساس شاخص نی بدون احتساب اریبیها بر  تشابه و فاصله ژنتیکی جمعیت-8-3جدول 
  68   ها  تجزیه واریانس مولکولی جمعیت-9-3جدول 
هـای حاصـل از تجزیـه بـه           ؤلفـه و درصـد واریـانس تجمعـی مؤلفـه          ، درصد واریانس هر م     مقادیر ویژه  -10-3جدول  
   های اصلی مؤلفه

75  

 



  ذ                                                                                                                                                                     ها فهرست شکل

ها فهرست شکل  
 

  صفحه   عنوان
  Xanthomonas oryzae pv. oryzae  11 شکل ظاهری باکتری -1-1شکل 
  NA 11 روی محیط Xooهای باکتری   شکل ظاهری کلنی-2-1شکل 
  17   علائم سوختگی باکتریایی برگ برنج در مزرعه-3-1شکل 
  17  علائم بیماری بلایت باکتریایی روی برگ برنج -4-1شکل 
  17   روی برگ برنجXooقطرات صمغ باکتریای ترشح شده توسط  -5-1شکل 
  18  های سوخته  و گیاهچهXooهای برنج آلوده شده با  گیاهچه -6-1شکل 
  18  خسارت بیماری بلایت باکتریایی برنج روی گیاهان بالغ -7-1شکل 
  60   70.9زگر  توسط آغاXooهای   ژنومی جدایهDNA الگوی نواربندی حاصل از تکثیر -1-3شکل 
  60  80.7 توسط آغازگر Xooهای   ژنومی جدایهDNA الگوی نواربندی حاصل از تکثیر -2-3شکل 
  H13  61 توسط آغازگر Xooهای   ژنومی جدایهDNA الگوی نواربندی حاصل از تکثیر -3-3شکل 
  OPK-07  61 توسط آغازگر Xooهای   ژنومی جدایهDNA الگوی نواربندی حاصل از تکثیر -4-3شکل 
  OPA-04  62 توسط آغازگر Xooهای   ژنومی جدایهDNA الگوی نواربندی حاصل از تکثیر -5-3شکل 
  OPA-10  62 توسط آغازگر Xooهای   ژنومی جدایهDNA الگوی نواربندی حاصل از تکثیر -6-3شکل 
  OPA-11  63 توسط آغازگر Xooهای   ژنومی جدایهDNA الگوی نواربندی حاصل از تکثیر -7-3شکل 
  OPA-12  63 توسط آغازگر Xooهای   ژنومی جدایهDNA الگوی نواربندی حاصل از تکثیر -8-3شکل 
  64   های تکثیر شده توسط هر آغازگر  متوسط فراوانی جایگاه-9-3شکل 
  68    نمودار درصد واریانس مولکولی-10-3شکل 
اس فواصـل و تـشابه ژنتیکـی محاسـبه شـده بـین        بـر اس ـ UPGMA دندروگرام رسم شده با اسـتفاده از روش  -11-3شکل  

   ها جمعیت
69  

 بـا اسـتفاده از   Xanthomonas oryzae pv. oryzae جدایـه  60 دندروگرام به دست آمده بـرای  -12-3شکل 
    ژنومیDNA روی RAPDهای  بر اساس داده UPGMAو روش  SMضریب تشابه 

73  

  76   فه اصلی اولؤل بر اساس دو مXanthomonas oryzae pv. oryzaeهای   پراکنش دو بعدی جدایه-13-3شکل 
  76  فه اصلی اولؤل بر اساس دو مXanthomonas oryzae pv. oryzaeهای   پراکنش سه بعدی جدایه-14-3شکل 
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همچنـین  .  پس از گندم مهمترین محصول کشاورزی است و نقش بسیار چشمگیری در تغذیه مردم جهان ونیـز کـشورمان دارد                    برنج

  .این محصول پس از گندم بیشترین سطح اراضی کشاورزی را در جهان به خود اختصاص داده است

هـای هـرز از    ، آفـات و علـف  ها در اثر بیماریهی گیااز محصولات  درصد 34شود که هر ساله حدود  در حال حاضر تخمین زده می 

   .]1381، نژاد و اکبری نیک[باشد میعوامل بیماریزا  ناشی از خسارت درصد23روند که از این مقدار  بین می

،  ، بـاکتری   هـای انگلـی در اثـر قـارچ         بیمـاری . ، عامل اصلی کاهش محصول هستند     های برنج در غالب مناطق کشت این گیاه         بیماری

، حـرارت  ، کـم آبـی  های غیر انگلی در اثـر کمبـود یـا زیـادی عناصـر غـذایی           بیماری. شوند   و نماتدها ایجاد می    وپلاسمافیت،   وسویر

  .]1992، 1وبستر و گانل[ دآی  به وجود می و غیره خسارت مکانیکی، یتسمومم، ، زیادی اسیدیته خاک و یا قلیایی بودن آننامناسب

های برنج بعد از بلاست در منـاطق رشـد ایـن گیـاه در کـشورهای                    عنوان یکی از مهمترین بیماری     سوختگی باکتریایی برگ برنج به    

 70 تـا  50های شـدید    درصد و در آلودگی20-10 کاهش بازده برنج در اثر این بیماری در شرایط طبیعی  .آسیایی شناخته شده است   

  .]1992،  و همکاران2میو[باشد میدرصد 

و یا نژادهـای جدیـد آن در نظـر          مذکور  ای جهت جلوگیری از ورود پاتوژن         های قرنطینه   ، پست و آمریکا  در کشورهایی مانند چین     

های موجود در مواد غذایی و سـایر مـواد بیولـوژیکی              ای در بررسی میکروارگانیزم     های مولکولی ابزار عمده     روش .گرفته شده است  

 ساختار جمعیتی بـه     .توان درک بهتری از ساختار جمعیتی پاتوژن به دست آورد           های مولکولی می    روشهمچنین با کاربرد    . باشند  می

 تنـوع در مکـان و زمـان    بنـدی   و تقـسیم 3ها ، روابط فیلوژنتیکی درون جمعیت و بین زیر جمعیت   مقدار تنوع ژنتیکی در یک جمعیت     

  .]1993، 4لیونگ[ اشاره دارد

، ، اثر تنوع میزبان روی تنـوع ژنتیکـی    ای عامل بیماریزا     گونه لعوامل موثر بر تنوع داخ    : مواردی مانند توان    با بررسی تنوع ژنتیکی می    

 ً متعاقبـا . را بـرآورد کـرد    غیـره هـا و      اثر مهاجرت عوامل بیماریزا بین جمعیت     ،  ارزیابی ساختار ژنتیکی عامل بیماریزا در مکان و زمان        

، اسـتفاده از منـابع مقاومـت در دسـترس جهـت کنتـرل                در زمان و مکان    ر جمعیتی پاتوژن  هایی از این قبیل در درک بهتر ساختا         یافته

، اقلـیم و چنــد کـشتی روی تنــوع   ، درک اثـرات ژنوتیـپ میزبــان  ت در سـاختار جمعیــت در مکـان و زمــان  ا، بررسـی تغییــر بیمـاری 

  .]2008،  و همکاران5نایاک[داشت مفهوم کاربردی خواهند غیرهپاتوژنتیکی و 

                                                 
1- Webster&Gannell 
2- Mew et al 
3- sub population 
4- Leung 
5- Nayak et al 
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مـل بلایـت باکتریـایی بـرگ     اع (Xanthomonas oryzae pv. oryzaeهـای   اضر با هدف ارزیابی تنوع ژنتیکی جدایهپژوهش ح

مید است که نتایج ایـن تحقیـق در درک   ا.  صورت گرفته استRAPD های از مزارع برنج استان گیلان و با استفاده از نشانگر          )برنج

  . مفید واقع شود،این امربهتر 
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در عـرض  ) بـه جـز منـاطق یخبنـدان    (هـا   گیاه زراعی مناطق گرمسیری و مرطوب است که در همه قـاره ،  )Oryzae sativa(برنج  

  .]1378، فتحی[شود  می درجه جنوب خط استوا کشت 40 درجه شمال تا 53جغرافیایی 

قـرار دارد و بـه همـراه گنـدم و ذرت تـامین      برنج پس از گندم از نظر سطح زیر کشت و میزان تولید و اهمیـت غـذایی در رتبـه دوم            

  .]1983، 1 ردی و بونمن[باشد   درصد کالری مورد نیاز بشر می50کننده بیش از 

  :مشخصات گیاهشناسی برنج -1-1

های افشان و قوی کـه        گیاهی است یکساله با ریشه    . تعلق دارد ) Oryzae (و جنس اوریزا    ) Poaceae(گیاه برنج به خانواده گندمیان      

باشـد و روی آن       ای و صـاف مـی       ، اسـتوانه  ساقه بـرنج توخـالی    . باشد  متری خاک پراکنده می      سانتی 20 تا   15ر لایه فوقانی یعنی در      د

  .]2001، 2ژائو[ شوند ها توسط غلاف برگ احاطه می گره ها و میان  گرهمعمولاً.  عدد وجود دارد20 تا 10، بین تعدادی گره

، زبانـک و    ، پهنک های موازی بوده و دارای غلاف       ها در برنج دارای رگبرگ      برگ. نماید  نجه تولید می   پ 5 تا   4 هر بوته برنج معمولاً   

، انـشعابات اولیـه و   ، محـور اجزای اصلی خوشـه شـامل قاعـده خوشـه    . باشند که به طور متناوب روی ساقه قرار دارند گوشوارک می 

، بـا و یـا بـدون    نبلچه بر روی دمگل تشکیل شده که به وسـیله لمـا وپالئـا        س. باشند  های تکامل نیافته و سنبلچه می       ، گلوم ، دمگل ثانوی

خامـه و تخمـدان بـوده کـه کلالـه دو      ، شامل کلالـه مادگی . ها است ها و لودیکول ، پرچمشامل مادگیگل . گردد ریشک احاطه می 

  .]2001، ژائو[، دارای پرچم استگل در برنج بر خلاف سایر غلات. باشد شاخه و پر شکل می

های یک خوشه     گلدهی در گل  . باشد  برنج گیاهی خودگشن است که میزان دگر گرده افشانی آن بین صفر تا سه درصد متفاوت می                

  .گیرد  روزه انجام می10 تا 7طی یک دوره 

  :]2006، 3نام بی[باشد صورت زیر میموقعیت تاکسونومیکی برنج به 

Kingdom: Plantae  
Division: Magnoliophyta 
Class: Liliopsida  
Order: Poales  
Family: Poaceae 
Sub family: Oryzoideae 
Genus: Oryzae  

  
  
  
  
  

                                                 
1- Reddy & Bonman 
2- Zhao 
3- Anonymous 
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  :سطح زیر کشت و عملکرد برنج در جهان و ایران -1-2

، برزیـل و ایـالات متحـده بـا تولیـد نـیم درصـد بـرنج           در خارج از آسیا   .  درصد از سطح زیر کشت برنج در آسیا قرار دارد          90 تقریباً

  .]1376، اخوت و وکیلی[دارند ، بیشترین مقدار تولید را نمصرفی جها

هند . شود ، ژاپن و فیلیپین زراعت اصلی محسوب می، میانمار، تایلند، ویتنام، بنگلادش، اندونزی، هندکشت برنج در کشورهای چین   

 7/251 میـزان تولیـد بـرنج    1961در سال ).  میلیون هکتار4416( داشت 2000-1988های  بزرگترین سطح زیر کشت برنج را در سال  

 درصد افزایش 30، به عبارت دیگر در سه دهه گذشته تولید برنج     میلیون تن افزایش یافت    7/606 به   1999میلیون تن بود که در سال       

  .داشته است

  برابـر بـا  2008سـطح زیـر کـشت بـرنج در جهـان در سـال                FAO(1(طبق آمار بـه دسـت آمـده از سـازمان خـوار و بـار کـشاورزی                   

کـشور   بـوده و   تن در رتبه نخست      185490000، کشور چین با تولید سالانه       از نظر تولید محصول برنج    . باشد   هکتار می  155711000

ــر کــشت  ــا داشــتن مــساحت زی ــار575000 ایــران ب ــرنج معــادل   هکت ــ3500000 و تولیــد ســالانه ب ــرار ن ت  در مقــام بیــست و دوم ق

  .  آمده است1-1های مختلف کشور در جدول  مربوط به استانو عملکرد در هکتار مقادیر سطح زیر کشت، تولید . USDA(2(دارد

 2با (های بوشهر  و استاندارای بیشترین   ) 197180با  (و گیلان   )  هکتار 209037با  ( مازنداران   های  از نظر سطح زیر کشت برنج، استان      

  . باشند طح زیر کشت برنج میسدارای کمترین )  هکتار21با (و کردستان )  هکتار12با (، یزد )هکتار

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  

                                                 
1- Food and Agriculture Organization 
2- United States Department of Agriculture 
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  تفکیک استان، تولید و عملکرد در هکتار شلتوک به  برآورد سطح-1-1جدول     

  ]1386سالنامه آماری وزارت جهاد کشاورزی سال [ 
  

  

  

عملکرد   )تن(تولید   )هکتار(سطح 
  )کیلوگرم(

  نام استان

  دیم  آبی  جمع  دیم  آبی  جمع  دیم  آبی
  0  3549  6496  0  6496  1830  0  1830  آذربایجان شرقی
  0  5071  396  0  396  78  0  78  آذربایجان غربی

  0  2579  1297  0  1297  503  0  503  اردبیل
  0  5696  99407  0  99407  17452  0  17452  اصفهان
  0  4877  16164  0  16164  3314  0  3314  ایلام
  0  2250  5  0  5  2  0  2  بوشهر

  0  5561  18215  0  18215  3275  0  3275 چهارمحال و بختیاری
  0  3844  6382  0  6382  1660  0  1660   رضویخراسان

  0  2998  1116  0  1116  372  0  372  خراسان شمالی
  0  3751  192907  0  192907  51425  0  51425  خوزستان
  0  3788  9510  0  9510  2510  0  2510  زنجان

  0  2719  6464  0  6464  2377  0  2377  سیستان و بلوچستان
  0  4825  222202  0  222202  46044  0  46044  فارس
  0  4021  12412  0  12412  3086  0  3086  قزوین
  0  2840  60  0  60  21  0  21  کردستان
  0  2258  1355  0  1355  600  0  600  کرمانشاه

کهکیلویه و بویر 
  احمد

8064  0  8064  37961  0  37961  4707  0  

  0  4371  269878  0  269878  61741  0  61747  گلستان
  0  3764  742185  0  742185  197180  0  197180  گیلان
  0  3113  16583  0  16583  5327  0  5327  لرستان
  0  4799  1003205  0  1003205  209037  0  209037  مازندران
  0  3268  39  0  39  12  0  12  یزد

  0  84649  2664237  0  2664237  615910  0  615910  کل کشور


