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  1دهچکی
 که باشد می ایران کشور در مهم هاي بسیار بیماري از یکی گندم،) برگی زنگ (اي قهوه زنگ بیماري

. دهد می قرار تأثیر تحت را گندم کیفیت و عملکردشود و  خیز ظاهر می  در تمام مناطق گندمتقریباً
 به مقاومت ژن 51 کنونتا است و ژنتیکی مقاومت از  استفادهمقابله با این بیماري استراتژي ترین مهم

نداشتن  حضور منظور شناسایی حضور و یا ه بپژوهش این .است شده گزارش گندم در اي قهوه زنگ
 رقم و لاین گندم ایرانی با استفاده از آزمون مورفولوژیکی و 48 در 32Lrاي  ژن مقاومت به زنگ قهوه

ودگی براساس دستورالعمل پ آلآنالیز تی .انجام گردید 32Lrنشانگرهاي مولکولی پیوسته به ژن 
 17اي شناسایی شده در ایران انجام شد که   جدایه زنگ قهوه6با استفاده از ) 1973(المللی برودر  بین

 32Lrاي  زا بر روي ژن مقاومت به زنگ قهوه هاي بیماري  رقم مورد مطالعه، نسبت به جدایه48رقم از 
ها ناشی از حضور ژن  ومت موجود در این ارقام و لاینمقا. تري نشان دادند از خود تیپ آلودگی پایین

 احتمال حضور ژن مقاومت به باشد، در ضمن می 32Lrاي  هایی، غیر از ژن مقاومت به زنگ قهوه یا ژن
 6در بینی گردید و   رقم و لاین مورد آزمایش پیش25هایی با اثر مشابه در  یا ژن 32Lrاي  زنگ قهوه

در بخش مولکولی با استفاده از نشانگرهاي مولکولی رپید . نتفی گردیدم 32Lrرقم احتمال حضور ژن 
                                                

  karamisoraya@gmail.com: مکاتبه مسئول* 
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)49S 421 وS ( جفت باز که در مطالعات قبلی همبستگی زیادي 640جفت باز و  1100وجود نوارهاي 
طبق انتظار نوارهاي .  رقم گندم مورد مطالعه قرار گرفت48در گندم نشان داده اند در  32Lrبا ژن 
مشاهده گردید ولی در ) 32Lrلاین ایزوژن حاوي ژن (از در رقم شاهد مثبت جفت ب 640و  1100

. تکثیري مشاهده نشد) رقم بولانی و آگرالوکال(هاي مورد مطالعه و شاهدان منفی  یک از نمونه هیچ
، بیانگر این حقیقت است که در این پژوهشهاي مولکولی در توافق با آزمون تیپ آلودگی  نتایج داده
  .باشند می 32Lrاي  هاي گندم مورد مطالعه، فاقد ژن مقاومت به زنگ قهوه ینارقام و لا

  
   تیپ آلودگی، نشانگرهاي مولکولی،32Lrاي، گندم، ژن   زنگ قهوه: کلیديهاي واژه

  
  مقدمه

ترین گیاهان زراعی مناطق معتدل   از مهم1از خانواده پوآسه) Triticum aestivum(نانوایی  گندم
 درصد اراضی زیر کشت را به خود اختصاص داده است 30که بیش از  رود شمار می هایران و جهان ب

با توجه به وسعت سطح زیر کشت گندم و قدمت زراعت آن، این گیاه در طول دوره ). 1993می، یکر(
ر هاي گندم در بیشت زنگ. ها قرار گرفته است زا از جمله زنگ رشد مورد حمله بسیاري از عوامل بیماري

شود،  که گندم کشت می شود و هر جایی هاي گندم محسوب می ترین بیماري ي جهان جزء مهمکشورها
  با عامل2اي هاي شناخته شده گندم شامل زنگ قهوه زنگ). 1989 نات،(هاي گندم نیز وجود دارند  زنگ

Puccinia triticina Syn. recondita Rob Ex Desm f. sp. Tritici Eriks. & Henn،  زنگ سیاه
باشند که در  می  P. striiformis f. sp. triticiعاملو زنگ زرد با  P. graminis f. sp. tritici ا عاملب

انتشار اي  گانه گندم، زنگ قهوه هاي سه از زنگ. باشند خیز دنیا شایع می تر مناطق کشت و کار گندم بیش
 گزارش 1948ایران، ابتدا در سال  این بیماري، در ).1989 نات، ؛1992ولف و همکاران، ر( تري دارد بیش

تر از زنگ  اي در ایران، بیش حال حاضر اهمیت اقتصادي زنگ قهوه در. )1948اسفندیاري،  (شده است
این . )1993بامدادیان،  (تر است تر از زنگ زرد است ولی گستردگی آن از زنگ زرد بیش سیاه و کم

 هایی از خراسان و غرب، خوزستان و قسمت الخصوص نواحی غرب، شم هبیماري در تمام مناطق ایران ب
اي به شرایط محیطی،  قارچ عامل زنگ قهوه). 1993بامدادیان، (گرگان مشاهده و گزارش شده است 

                                                
1- Poaceae 
2- Leaf Rust 



  و همکاراناله شفیعی آیت

 23

 درجه 20-22دماي لازم براي گسترش وسیع این بیماري در حدود . خصوص دما حساس است هب
 شود ان در اواخر دوره رشد گندم مهیا میر مناطق ایرت بیشباشد، که این متوسط دما در  میسلسیوس 

معینی، ( اي گسترش وسیعی در ایران داشته باشد شود که زنگ قهوه ، این امر باعث می)1998معینی، (
ترین تغییري در شرایط آب و هواي مناطق مستعد ایجاد  اگر کوچک. )1994 معینی و بامدادیان، ؛1998

با . ناپذیر خواهد شد رش یافته و باعث خسارات جبرانصورت بسیار شدیدي گست شود این بیماري به
از . لازم است که با این بیماري مبارزه کرد مبارزهاي در ایران و سایر نقاط دنیا  توجه به اهمیت زنگ قهوه

مقاوم کردن ژنتیکی گیاهان .  اشاره کرداستفاده از ارقام مقاومتوان به  ها می هاي مبارزه با زنگ میان روش
مقاوم کردن ارقام زراعی مزایاي زیادي نسبت . باشد ها می ترین روش مبارزه با زنگ ن و اقتصاديتری مهم
زیرا هزینه سموم، نیروي کار و زمان کاهش . هاي مبارزه دارد کارگیري مواد شیمیایی و سایر روش هبه ب

با . باشد ام زراعی میها در ارق هاي مقاوم علیه بیماري مقاومت ژنتیکی ناشی از حضور ژن. کند پیدا می
و در بعضی از مناطق  هاي اخیر بیش از گذشته شده است اي در سال که اهمیت زنگ قهوه توجه به این

غربی اهمیت زنگ  هاي شمال هاي خوزستان، اردبیل، آذربایجان و استان  استاناز جملهخیز ایران  گندم
هاي مقاوم به  فاده از ارقام تجاري حامل ژن، است)1993بامدادیان، ( هاي دیگر است اي بیش از زنگ قهوه

ترین روش مبارزه با  محیطی سالم ترین و از لحاظ زیست ترین، اقتصاديآمدعنوان کار اي به زنگ قهوه
 ژن و چند واریانت مختلف از 51تاکنون . )1995اینتاش و همکاران،  مک (باشد اي می بیماري زنگ قهوه

ها  اند که از بین آن کنند شناسایی و معرفی شده را ایجاد می) Lr(اي  ها که مقاومت به زنگ قهوه ژن
 اي اشاره کرد هاي مقاومت به زنگ قهوه ترین ژن عنوان مهم هب 32Lr و 28Lr ،9Lr ،19Lr ،24Lrتوان به  می

بررسی منظور  ههاي مختلفی ب روش. )2003 چلکووسکی و همکاران، ؛2001 چلکووسکی و همکاران،(
هاي تیپ  داده در ارقام گندم از طریقهاي مقاومت  و تعیین ژنوتیپاي  به زنگ قهوهمقاومت هاي  ژن

 لوجرینگ و برودر،(وسیله روش ژنتیکی  هبدست آمده  هب نتایج صحت و بررسی) 1973(برودر آلودگی 
هاي تیپ  مطالعات صورت گرفته، کارآیی تجزیه و تحلیل داده.  معرفی گردید)1984 استتلر، ؛1971
فنوتیپ نا  عنوان یک ابزار با ارزش در مطالعه تغییرات ژنتیکی میزبان و پاتوژن و شناسایی هی بآلودگ

ید أیرا تشناخته از طریق الگوي تیپ آلودگی تعدادي لاین تقریباً ایزوژن و ارقام با ژنوتیپ ناشناخته 
در مطالعه ). 2004سینگ و همکاران،  ؛1985، موداوي و همکاران؛ 1982ریزوي و استاتلر، (نمودند 

 37اي بر روي   زنگ قهوه77اي سه پاتوتایپ نژاد  هاي مقاومت به زنگ قهوه منظور بررسی وجود ژن هب
 لاین ایزوژن مورد آزمایش قرار گرفت و نتایج نشان دادند که بعضی از ارقام داراي ژن 20رقم گندم و 
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شیوانی و (باشند  اي می مرحله گیاهچههاي مقاومت در  مقاومت در مرحله گیاه کامل و بعضی داراي ژن
نیز نقش بسیار مهمی  1تکنیک گزینش به کمک نشانگر، تیپ آلودگیهاي  بر آزمون علاوه). 1993ساینی، 

وپتا و گ ( و مطالعات وسیعی در این زمینه انجام گردیده استهاي مقاومت ایفا کنند در شناسایی ژن
بین   همبستگی2کمک نشانگره  تکنیک گزینش بدر .)2003چرکوري و همکاران، ؛ 2005همکاران، 

زا، حشرات، نماتدها، تحمل  چون مقاومت به عوامل بیماري  و صفات مهم زراعی همDNAنشانگرهاي 
در این روش  ؛گیرد زنده، پارامترهاي کیفیت و صفات کمی مورد بررسی قرار میهاي غیر به تنش

این روش ین ترتیب ه ابشوند،  ناسایی و انتخاب مینشانگرهایی که در مجاورت ژن هدف قرار دارند، ش
زمان و بدون قرار دادن در معرض هجوم پاتوژن یا  طور هم ه بي هدفها شناسایی گیاهان حامل ژنبه 

  .)2006ارزانی و همکاران،  (هاي اولیه، کمک خواهد کرد حشره در نسل
چندشکل  (رپید نگرهاياي با طراحی نشا هاي مقاومت به زنگ قهوه استراتژي شناسایی ژن

 4)یافته چندشکلی طولی قطعات برش (RFLPو ) 1995اتریگو و همکاران، ( 3)یافته تصادفیتکثیر
، 1Lr ،9Lr ،10Lr ،13Lr ،19Lr ،24Lr ،25Lr ،27Lr ،29Lr هاي براي ژن) 2001، و همکاران پرینس(

31Lr ،33Lr ،34Lr ،35Lr ،37Lr 42 وLr  وSSR) کارتنی و  مک( 5)شوندههاي کوتاه تکرار توالی
ن و حساس ییدلیل تکرارپذیري پا هرپید بکه در مراحل بعدي نشانگرهاي آغاز گردید ) 2004همکاران، 

هاي  توالی ( کپسبه نشانگرهايRFLP  و) 2006نقوي و همکاران،  (بودن به تغییرات شرایط واکنش
پرابهو و همکاران، ( 7)اصهاي خ یتوالیافته تکثیرنواحی ( ، اسکار6)شکل مبتنی بر تکثیر و برشچند

تبدیل و براي شناساي ) 2003چلکوسکی و همکاران، ( 8)نقاط نشانمند از توالی( STSو ) 2004
 9Lrپیوسته به ژن  STSهاي اولین نشانگر .اي مورد استفاده قرار گرفتند هاي مقاومت به زنگ قهوه ژن

 و 9Lrاي  ژن حاوي ژن مقاومت به زنگ قهوه نشانگر رپید با اجراي تلاقی بین رقم ایزو395از بین 
و ) 1998، نایک و همکاران( 28Lrپیوسته به ژن و ) 1994ساچرمیر و همکاران،  ("ارینا"رقم حساس
گزارش گردید  9Lr با ژن مورگان  سانتی2/8 به فاصله 546PSRبا مشخصات  RFLPیک نشانگر 

                                                
1- Marker Assist Selection (MAS) 
2- Marker Assist Selection (MAS) 
3- Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
4- Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
5- Short Sequence Repeat (SSR) 
6- Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS) 
7- Sequence Characterized Amplified Region (SCAR) 
8- Sequence Tagged Sites (STS) 
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نشانگر ، 28Lrاي  دن ژن مقاوم به زنگ قهوهنامه نشانمند کردر طی بر. )1994ساچرمیر و همکاران، (
SSR ،160Xgwm28  معرفی گردید که در ارقام فاقد ژنLr  ي ژن  جفت بازي و در ارقام دارا196باند

28Lr با توجه به گستردگی زنگ  ).2004ویکال و همکاران،  (نظر باندي آشکار نشدناحیه مورد در
هاي تیپ  زمان از آزمون استفاده هم) 1 :پژوهشاین  از هدفاي در کشور و خسارات ایجاد شده،  قهوه

 زنگ ود ژن مقاوم بهبررسی وجود یا نبمنظور  هب 32Lr و نشانگرهاي مولکولی پیوسته به ژن آلودگی
یی آارزیابی کار )2 ها و ارقام تجاري گندم موجود در سطح کشور، ترین لاین در بین مهم 32Lrاي  قهوه

   ترین ارقام گندم مورد کشت در ایران و معرفی شده در مهم 32Lr ژن هنشانگرهاي مولکولی پیوسته ب
هاي مقاوم به زنگ  ژننداشتن  حضور  مورد بررسی از نظر حضور و یاتهیه شناسنامه ژنتیکی ارقام) 3

  .باشد  می32Lrاي  قهوه
  

  ها مواد و روش
رقم شاهد دو (اندارد قم استسه ر لاین و رقم تجاري گندم و 48 از این پژوهش در :مواد گیاهی

 از مرکز تحقیقات ه ارقامهم. استفاده شد) 32Lrاي  و رقم تاچر حاوي ژن مقاوم به زنگ قهوه حساس
سسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و ؤها و ارقام استاندارد از بانک ژن م آباد استان زنجان و لاینخیر

  .ها آمده است اه با کد شناسایی آنها و ارقام همر  نام لاین،1جدول در  .بذر کرج تهیه گردید
منظور  هب، کاشت بذر رقم حساس بولانیاي   گلخانهپژوهشاولین مرحله  :اي  گلخانههاي مراحل پژوهش

اي   از اسپور شش جدایه قارچ زنگ قهوهپژوهشدر این .  است بودهزا هاي بیماري تکثیر اسپور جدایه
ید گردید، أی، ت2توسط مراکز تحقیقاتی ذکر شده در جدول  ها زایی آن موجود در ایران که توانایی بیماري

هاي گندم به ابتداي مرحله دو برگی   روز که گیاهچه9 الی 7از  بعد. 1) نشدهرمنتشگزارش  (استفاده شد
 قسمت 4 قسمت اسپور، 1(زنی بر روي رقم حساس بولانی بروش پودر تالک  عملیات مایه ،رسیدند

زایی و  هاي مناسب از نظر بیماري منظور شناسایی جدایه ه برحله دومم. انجام گردید) پودر تالک
ه همله در این مرح. صورت گرفت 32Lrاي  زایی جهت تعیین ژن مقاومت به زنگ قهوه بیماريغیر

 بروش پودر تالک ،ها در چهار تکرار بر روي نمونه استاندارد کشت شده در محیط گلخانه زنگ جدایه
زنی   مایهسومین مرحله. نفی کشت شدم عنوان شاهد هن رقم حساس بولانی بهمچنی؛ زنی گردید مایه

  .گردید انجام هاي انتخابی مرحله قبل در دو تکرار با استفاده از جدایه) ها ارقام و لاین(هاي اصلی  نمونه

                                                
  295، بخش تحقیقات غلات، مؤسسه اصلاح و تهیه نهال و بذر کرج، ص75- 76هاي غلات سال زراعی   گزارش منتشر نشده بیماري- 1
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) 1992(زنی بروش رولف و همکاران   روز بعد از مایه10-12دهی حدود  برداري و نمره یاداشت
ین ترتیب به هر یک از ارقام استاندارد یا ارقام شاهد مثبت و ارقام تجاري با توجه ه اب. ذیرفتانجام پ

 2 و 1 ،0 هاي هدرج. داده شد 4 تا 0 از هایی ها ظاهر شده بود درجه به تیپ آلودگی که روي آن
 پس .ه شددر نظر گرفتدر برابر بیماري دهنده حساسیت   نشان4 و 3 هاي هدهنده مقاومت و درج نشان

عنوان واکنش  به+ 2 تا 0 هاي هها مطابق دستورالعمل درج یک از ارقام و لاین به هر برداري از یادداشت
در برخی موارد  ).3جدول (در نظر گرفته شد  )H (عنوان واکنش بالا ه ب4 تا 3 هاي جهو در) L( پایین

هاي مقاومت از  اي تفسیر نتایج و تعیین ژنرب.  بار نیز تکرار گردید3زنی تا  براي اطمینان از نتایج، مایه
 ارقام گیاهی نسبت -  از واکنش لاین ایزوژندست آمده به ترکیبات .استفاده گردید) 1973(روش برودر 

، آمده 4در جدول ) 1973(اساس روش برودر  بردست آمده بهزا و تفسیر ترکیبات  هاي بیماري به جدایه
سسه تحقیقات اصلاح و تهیه ؤ گلخانه پاتولوژي غلات مهاي مورفولوژیکی در ه آزمایشهم .است

  .نهال و بذر کرج انجام پذیرفت
) 2003(اساس دستورالعمل پرابهو و همکاران ها بر ه نمونههم ژنومی DNA:  مولکولیهاي مراحل آزمایش
ي و لااستخراجی از روش اسپکتروفتومتر DNAبراي تعیین کمیت و کیفیت  ادامه در. استخراج گردید

 درصد رقیق گردید سپس 2ها به نسبت  نمونه DNA. صد استفاده شد در8/0 آگارز بارگذاري بر روي ژل
  . نانومتر محاسبه شد280 و 260اي ه در طول موج DNAلظت لاي غتوسط دستگاه اسپکتوفتومتر

 از 32Lr اي قهوه زنگ به مقاومت ژننداشتن  حضور یا حضور ارزیابی براي: پلیمراز اي زنجیره واکنش
که توسط  CTCACGTTGG-'5( 421S -3'( و 49S )CTCTGGAGAC -'5 -3'(رپید  نشانگر 2

سرس،  (D2بر روي کروموزوم  32Lrدر طی برنامه نشانمند کردن ژن ) 2003(پرابهو و همکاران 
 25 شاملمیکرولیتر  25 اي پلیمراز در حجم واکنش زنجیره .شد استفاده بود، گردیده معرفی) 1973

، dNTPاز هر مولار میکرو 200 ،)سیناژنساخت شرکت  (آغازگرگرم نانو 50الگو،  DNA از نانوگرم
  واحد7/0 و 2MgClمولار  میلی KCl ،2مولار  میلی Tris-HCl) 3/8 pH( ،50بافر مولار  میلی 10

ساخت شرکت  (ترموسیکلر دستگاهبر روي  )سیناژنساخت شرکت ( 1مراز پلی DNAآنزیم تگ 
 سازي واسرشت جهتگراد  درجه سانتی 94 در دقیقه 4: گرفت صورت زیر شرح هب 2)کوربیت ریسرچ

درجه  35-40 در دقیقه 1 ،گراد درجه سانتی 94 در ثانیه 30 شامل هرکدام سیکل 44 آن دنبال به و هیاول
 نهایی بسط جهتگراد  درجه سانتی 72 در دقیقه 4 باگراد  درجه سانتی 72 در دقیقه 2 وگراد  سانتی

                                                
1- Taq DNA Polymerase 
2- Corbett Research 
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صد  در2/1اي پلیمراز روي ژل آگارز  بعد از انجام واکنش زنجیره تکثیریافته محصولات. پذیرفت جامان
و ولتاژ  X 5/0 1تریس بوریک اسیددر بافر لیتر  گرم در میلیمیکرو 1 اتیدیوم بروماید با غلظت داراي
 داکیومنت بنفش توسط دستگاه ژلسپس ژل تحت نور ماوراء. گذاري شد ساعت بار5/1مدت  ه ب100

اي پلیمراز بعد از بهینه شدن شرایط واکنش و تکثیر بیش از  هاي زنجیره ه واکنشهم. برداري شد عکس
  .سه بار تکرار شد تا از پایداري باندهاي تکثیر شده اطمینان حاصل گردد

  از نشانگرهاي مولکولیدست آمده بهبراي تجزیه و تحلیل باندهاي  :مولکولی نتایج تحلیل و تجزیه
عنوان شاهد مثبت و دو رقم  ه ژن مقاومت با پایه تاچر بدارايهاي ایزوژن  از لاین 32Lrپیوسته با ژن 

یافته بی اندازه مولکولی محصولات تکثیربراي ارزیا.  منفی استفاده شدانعنوان شاهد هبولانی و آگرالوکال ب
  . استفاده شدONE-Dscan افزار آماري  و نرم2)ساخت شرکت فرمنتاز( bp  100نشانگر اندازهاز 
 

  .پژوهشها، ارقام تجاري و استاندارد مورد استفاده در   فهرست لاین-1جدول 
  کد  نام  کد  نام  کد  نام

  C 1-73- 5  18 15گ زنجان   35 پرستو
  C 2-83- 6  19 17گ زنجان   36 الموت
  C 3-83- 9  20 20گ زنجان   37 هیرمند
  C  4-83- 10  21 21گ زنجان   38 چمران

  C 5-80- 16  22 مهدوي  39 دز
  C 6-83- 19  23 2آذر   40 تجن
  7 3گ زنجان   24 مارون  41 الوند

  8 4گ زنجان   25 عدل  42 شهریار
  9 5گ زنجان   26 سبلان  43 زرین
  10 6گ زنجان   27  بیات  44 پیشتاز
  11  7گ زنجان   28 قدس  45 توس

  12 8گ زنجان   29 شعله  46 سرداري
  13  9گ زنجان   30 امید  47 دشتمرو
  14 10گ زنجان   31 روشن  48  72-کبلر.استارکر

  15 11گ زنجان   32 گلستان  49 بولانی
  16 12گ زنجان   33 اروند  50 آگرالوکال

  17  13گ زنجان   34 نیک نژاد  32Lr 51رقم تاچر حاوي ژن مقاوم 
  .اي هاي مقاومت به زنگ قهوه ي ژندارالاین ایزوژن :  51، کد اي عنوان شاهد منفی، حساس به زنگ قهوه هارقام استاندارد ب:  50 و 49کد 

                                                
1- Teris Boric Acid 
2- MBI Fermentas 
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هاي غلات سال زراعی   نشده بیماريرگزارش منتش (ایران در اي شناخته شده هاي زنگ قهوه  فهرست جدایه-2جدول 
  .)295 کرج، ص سسه اصلاح و تهیه نهال و بذرؤ، بخش تحقیقات غلات، م76-75

  آوري تاریخ جمع   تحقیقاتیمراکز  32Lrنوع واکنش بر روي ژن   نام جدایه
  25/1/83   ساري-کلا باغ  +  83- 8
  25/1/83   گرگان- محله عراقی  +  83- 9
  22/12/84   اهواز- شاوور  +  85- 1
  31/2/85   خراسان-چناران  -  85- 15
  1/3/84  ایستگاه داراب  -  84- 16
  11/2/84   ساري- قراخیل  -  84 - 12

  
  .)1992(اساس روش رولف و همکاران اي گندم بر هاي اصلی تیپ آلودگی زنگ قهوه  گروه-3جدول 

  *تیپ آلودگی  واکنش میزبان  علایم
 0  مصون  شود هیچ جوشی دیده نمی

  ؛   مصونتقریباً  هاي کلروتیک یا نکروتیک فوق حساسیت وجود دارد جوشی وجود ندارد ولی لکه
 1  مقاوم خیلی  اند وسیله نکروز احاطه شده هاي کوچک که به جوش

آب . اند وسیله کلروز یا نکروز احاطه شده وچک تا متوسط که اغلب بههاي ک جوش
  .شدوسیله حاشیه کلروز احاطه شده با ممکن است به سوختگی سبز

 2  مقاوم

 3  حساس  هاي با اندازه متوسط که ممکن است همراه با کلروز باشند جوش

 4  خیلی حساس  هاي بزرگ بدون کلروز جوش

 x  نامتجانس  اند طور یکسان در سطح وسیعی پراکنده هبهاي متفاوت  جوش نامتجانس،
  :شود وسیله علایم زیر نشان داده می ههاي آلودگی ب  تغییرات تیپ*
   . استآلودگی تیپ ازتر  پایین ها جوشاندازه :  --  . هستندآلودگی تیپتر از حد معمول   کوچکها جوش از بعضی:  - 
هاي فوق   لکه: ؛ . استآلودگی تیپ بالاتر از ها جوشاندازه :  ++ . هستندیآلودگ تیپتر از   بزرگها جوش از  بعضی: +

  .تر از مقدار معمول است نکروز بیش: N. تر از مقدار معمول است کلروز بیش: C. )خیلی مقاوم( حساسیت
  
  
  
  
  



  و همکاراناله شفیعی آیت

 29

اساس روش برودر برزا  هاي بیماري  ارقام نسبت به جدایه-هاي ایزوژن  از واکنش لایندست آمده به ترکیبات -4جدول 
)1973.(  

 انواع ترکیبات  نوع واکنش  تفسیر

با اثر هایی  ژنمشابه یا  )هاي(دهنده وجود ژن نشان
 نظرهاي موجود در مقایسه با ژن مورد در نمونهمشابه 

نظر و نمونه مورد 32Lr ژن دارايلاین 
 دهد می نشان مقاومتتیپ 

L:L 

نظر دفاقد ژن مورهاي موجود در این ترکیب  نمونه
 نظرژن مورد با مشابه یود ژننب یا باشند می

تیپ مقاومت و نمونه  32Lr ژن دارايلاین 
 دهد مینظر تیپ حساسیت نشان مورد

L:H  

هایی با  ي ژنهاي موجود در این ترکیب دارا نمونه
 باشند نظر میتر از ژن مورد تیپ آلودگی پایین

 و حساسیتتیپ  32Lr ژن دارايلاین 
 دهد می نشان مقاومتیپ نظر تنمونه مورد

H:L  

با اثر هایی  ژنمشابه یا  )هاي(دهنده وجود ژن نشان
  نظرهاي موجود در مقایسه با ژن مورد در نمونهمشابه 

نظر و نمونه مورد 32Lrي ژن دارالاین 
 H:H  دهد میتیپ حساسیت نشان 

  
  نتایج و بحث

اي از   وجود ژن مقاومت به زنگ قهوه براي تعیینتیپ آلودگیاستفاده از آزمون  :آزمون تیپ آلودگی
هاي ایزوژن  ابتدا جدول واکنش لایناین آزمون، در . رود شمار می هاي و قدیمی ب هاي پایه جمله روش

ها  شود و دو گروه جدایه از پاتوژن نظر تشکیل داده میهاي شناخته شده بیماري مورد نسبت به جدایه
دهند،  ین نشان میینظر تیپ آلودگی پامورد Lrنسبت به ژن هایی که  گروه اول جدایه. شوند انتخاب می

 تولید کرده باشد براي واکنش Lr نسبت به ژن 2 و 1، هاي که تیپ آلودگی صفر عبارت دیگر جدایه هب
 تیپ آلودگی بالا نشان دهند، یعنی Lrهایی که نسبت به ژن  وند و گروه دوم جدایهش ین انتخاب مییپا

هاي انتخاب شده  در مرحله بعدي جدایه. شوند ، براي واکنش بالا انتخاب می4 یا 3هاي آلودگی  تیپ
ترین  از بین مهم. گردد برداري و آنالیز می بر روي ارقام مختلف گندم آزمایش شده و نتایج آن یادداشت

اجراي  امکان 32Lr فقط براي ژن -32Lr و 9Lr ،19Lr ،24Lr ،28Lr - اي هاي مقاومت به زنگ قهوه ژن
براي ژن هایی که بتوانند دو گروه تیپ آلودگی   وجود داشت، زیرا در ایران جدایهون تیپ آلودگیآزم
32Lr زا  هاي بیماري اي جدایه مقاومت به زنگ قهوهدیگر هاي  ایجاد نمایند، شناسایی گردید و براي ژن

  .زا تاکنون شناسایی نشده است بیماريو غیر
 ژن دارايرقم تاچر اي بر روي لاین ایزوژن   جدایه زنگ قهوه6زنی   از مایهدست آمده بهنتایج 

 ،84-12زا و  هاي بیماري  جدایه83-9  و85- 1، 83-8هاي  نشان داد که جدایهو بولانی  32Lrمقاوم 
شده  کز تحقیقات ذکرا مرهاي این نتیجه با گزارش. باشند زا می بیماريغیرهاي  جدایه 84-16  و15-85
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زنی  ، مایهزا زا و غیربیماري هاي بیماري پس از انتخاب جدایه. )5جدول  (اشت مطابقت د،2در جدول 
 از دست آمده بهنتایج . هاي مورد مطالعه انجام گردید ها در دو تکرار بر روي ارقام و لاین جدایه

 و ها بر روي تمام لاینعنوان نمونه  هب) زا بیماريغیر (84-12و ) زا بیماري (83-8زنی دو جدایه   مایه
  . گزارش گردیده است،6 جدولارقام تجاري و همچنین سه رقم استاندارد در 

لاین و رقم  48 ،)1973(اساس روش برودر زنی ارقام بر همای از دست آمده بههاي  تجزیه داده
 ایزوژن لاین  که L:Hگروه) 1: تقسیم نمود گروه سه را به 32Lr ژن داراي ایزوژن لاین تجاري گندم و

 شعله، روشن،ارقام . دادند نشان حساسیت تیپ موردنظرهاي  نمونه و مقاومت تیپ 32Lr ژن داراي
توان نتیجه گرفت  ، می4قرار گرفتند که طبق جدول  L:H در گروه 7 زنجان لاین و الوند ،زرین قدس،

 بالا آلودگی تیپ 32Lr ژن داراي لاین یعنی H:L گروه) 2 ،باشند می 32Lr ژن فاقد 1که ارقام گروه 
 ژن ودنب بیانگراین امر که ؛ نشان دادند )مقاوم( پایین آلودگی تیپ موردنظرهاي  نمونه و) حساس(

32Lr 32 ژن از تر پایین آلودگی تیپ با )یهای(ژن حضور لیو، 2گروه  در ارقامLr  باشد میدر این ارقام .
  الموت،،72-رکبل.استارکر، C  ،19 -83- C ،5-73-C ،6-83- C ،10-83- C-83-9  شامل رقم17

 ، زنجان17 ، زنجان20 ، زنجان21 ، زنجان12 ، زنجان6 ، زنجان3 ، زنجان4 هاي زنجان شهریار، لاین
 یا و مشابه) هاي(ژن وجود بیانگر که  L:L وH:H گروه) 3 ، قرار گرفتند2 در گروه 15 و زنجان11

 سرداري، توس،از جمله رقم  رقم 25 .باشد  در ارقام مورد آزمایش می32Lrبا ژن  مشابه ياثرداراي 
 مرودشت، تجن، دز، چمران، هیرمند، نژاد، نیک گلستان، اروند، امید، ،بیات عدل، مارون، ،2 آذر سبلان،
  .گرفتند قرار گروه یندر ا...  ومهدوي پرستو،

 جدایه زنگ 15 رقم تجاري گندم با استفاده از 55، ژنوتیپ )1973(با استفاده از روش برودر 
 رقم 20و ) 2004 ،سنیگ و همکاران( 24Lr و 19Lr لاین ایزوژن مقاوم به 18ر مقایسه با اي د قهوه

هاي منفرد   لاین ایزوژن حامل ژن20اي در مقایسه با   جدایه زنگ قهوه20گندم بهاره، قرمز سخت با 
 گام اولیه عنوان هتعیین و کارآیی آزمون تیپ آلودگی ب) 1982ریزوي و استاتلر، (اي  مقاوم به زنگ قهوه
منظور تعیین تشابهات و اختلافات بین ژنوتیپ ارقام و  هب .ید گردیدهاي مقاومت تأی جهت شناسایی ژن
 ایزوژن با  لاین تقریبا20ً رقم گندم زمستانه و 30، اي  زنگ قهوههاي مختلف جدایهواکنش در مقابل 

 يعنوان ابزار ههاي تیپ آلودگی ب ه و تحلیل دادهزییی تجآ و کارگردیداي آزمایش   جدایه زنگ قهوه22
 با استفاده از سیستم برودر در ادامه و شدید أی تجدایهبا ارزش در مطالعه تغییرات ژنتیکی میزبان و 

  .)1985موداوي و همکاران، (گردید تعیین اي  فنوتیپ ناشناخته ارقام نسبت به زنگ قهوه) 1973(
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 نشان داد که در هر سه گروه ژن مقاومت به ژوهش از آزمون تیپ آلودگی این پدست آمده بهتایج ن
ترین ارقام گندم   از مهمه ارقام مورد مطالعه در این پژوهشاز آنجا ک.  وجود ندارد32Lrاي  زنگ قهوه

سازي این ارقام  هاي غنی  طراحی و اجراي برنامهبنابراینآیند  شمار می هبا سطح کشت وسیع در ایران ب
هاي مقاوم به زنگ  شناسایی ژن. رسد نظر می هاي ضروري ب زنگ قهوههاي مقاومت به  از نظر ژن

ن ییدلیل تیپ آلودگی پا ههاي اصلاحی آتی و کشت ارقام موجود در گروه دوم ب اي در برنامه قهوه
  .گردد منظور معرفی منابع ژنی جدید در مطالعات پاتولوژي پیشنهاد می هب

ژن مقاومت به زنگ نداشتن  حضور ر ارزیابی حضور یامنظو ه ب در این پژوهش: مولکولیهاي آزمایش
دست  به لاین و ارقام تجاري مورد کشت در ایران و همچنین تعیین صحت نتایج 48در  32Lrقهوهاي 

 جفت 640و  1100ترتیب با تکثیر باندهاي  ه بکه 421S و 49S نشانگر 2 از آزمون تیپ آلودگی، از آمده
پرابهو و ( معرفی شده بودند 32Lrعنوان نشانگرهاي پیوسته به ژن  هوه ببازي در ارقام مقاوم به زنگ قه

نظر در شاهد مثبت مشاهده گردید ولی در ارقام  موردطبق انتظار باندهاي .استفاده شد) 2003همکاران، 
بنابراین با توجه به ). 1شکل (تکثیري دیده نشد ) بولانی و آگرالوکال(مورد آزمایش و شاهدان منفی 

ید تأی 32Lrژن مقاومت نداشتن  حضور اي ردیابی حضور یا بر مشاهده شده، کارآیی این دو نشانگرنتیجه
ها، آزمایش مولکولی بیش از سه  نظر در سایر ارقام و لایننشدن باند موردگردید و براي اطمینان از تکثیر 

ی گردید اما تغییري در بررسنشدن  تکثیر ثر برؤبار تکرار گردید و در هر مرحله نیز تمام احتمالات م
هاي مورد مطالعه  نظر در ارقام و لایننشدن باندهاي موردین ترتیب براي تکثیر ه اب. دست نیامد بهنتیجه 

کننده آن ممکن است تنوعات طولی از  هاي احاطه نظر یا توالیدر ناحیه مورد) 1: گردد دو دلیل پیشنهاد می
به تغییر در از آنجا که نشانگرهاي تصادفی رپید . ده باشدرخ دا... ها و جمله حذف، اضافه، انواع جهش

یابی  باشند پس براي پی بردن به احتمال وجود دلیل ذکر شده توالی حساس می... شرایط واکنش، محیط و
بررسی و مقایسه آن هاي مورد   نمونه-)1973سرس،  (32Lrگیري ژن مقاومت  محل قرار- D2کروموزوم 

دومین دلیل که در شرایط فعلی قابل پذیرش ) 2 ،ر در رقم شاهد مثبت نیاز استنظبا توالی باندهاي مورد
ود ژن مقاومت  با آزمون تیپ آلودگی یعنی نب مولکولیهاي باشد، مطابقت نتایج آزمایش تر می و محتمل

32Lr رقام توان ادعا کرد که تیپ آلودگی مشاهده شده در ا بنابراین می. باشد هاي مورد بررسی می در نمونه
بوده و ژن  32Lrبا اثر مشابه با ژن مقاومت ) هاي(ناشی از حضور ژنو دوم  سوم گروه هاي و لاین

  .ید گردیدأینظر ت و در ارقام گروه اول نبود ژن مورد وجود نداردنظرمورد
 انجام شده با استفاده از هاي اي در ایران پژوهش با وجود گستردگی و اهمیت زنگ قهوه

 در هاي پژوهش جزء اولین این پژوهش. باشد شمار می این زمینه بسیار انگشت ی درنشانگرهاي مولکول
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هاي تیپ آلودگی و  با استفاده از آزمون 32Lrاي  منظور شناسایی ژن مقاومت به زنگ قهوه هکشور ب
ترین ارقام تجاري و   رقم از مهم48زمان بر روي  طور هم هب 32Lr نشانگرهاي مولکولی پیوسته به ژن

در استراتژي معرفی نشانگرهاي پیوسته به ژن بعد از شناسایی . باشد ین گندم مورد کشت در ایران میلا
 نشانگرهاي  در موارد زیادي مرحله تبدیل این نشانگرها بهRFLPنشانگرهاي تصادفی از جمله رپید و 

از جمله رپید گیرد چرا که نشانگرهاي تصادفی   نیز انجام میSTSو  اختصاصی از جمله کپس، اسکار
که این مشکلات در  حالی نی دارند درییباشند و تکرارپذیري پا به شرایط واکنش بسیار حساس می

ید  از نشانگرهاي رپدست آمده بهید نتایج أینشانگرهاي اختصاصی مرتفع گردیده است بنابراین براي ت
در این . ن انجام پذیرفتزما طور هم ه مولکولی و تیپ آلودگی بهاي پیوسته به ژن مقاومت، آزمایش

هاي تیپ  منظور استفاده در آزمون هاي شناسایی شده در ایران ب  جدایه زنگ قهوه6 کارآیی پژوهش
. ید نشدأیدر ارقام بررسی شده ت 32Lrید گردید ولی وجود ژن مقاومت أیآلودگی و مطالعات آتی ت

میزان مقاومت بالاتري به جدایه هاي بررسی شده ارقامی شناسایی گردید که  همچنین از بین نمونه
 اساس این نتایجنشان دادند که بر از خود 32Lrزا در مقایسه با لاین ایزوژن حاوي ژن مقاوم  بیماري

هاي  خصوص در مناطق مرطوب، مطالعات تکمیلی جهت شناسایی ژن هضمن توصیه کشت این ارقام ب
سی شده در  رقم گندم برر48 در 32Lrد ژن وبا توجه به نب. ام الزامی استمقاومت موجود در این ارق

ترین ارقام تجاري  شود که مهم  با استفاده از آزمون تیپ آلودگی و مولکولی، پیشنهاد میاین پژوهش
ود اي بررسی نموده و در صورت نب هاي مقاومت به زنگ قهوه مورد کشت در ایران را از نظر سایر ژن

ارقام تجاري گندم، حاشیه امنیتی در خصوص بیماري زنگ هاي مقاوم در  ژن مقاوم با وارد کردن ژن
  .اي در کشور ایجاد گردد قهوه

  
  .و بولانی 32Lr از تست لاین ایزوژن رقم تاچر حاوي ژن مقاوم دست آمده به نتایج -5جدول 

  بولانی  32Lrتاچر حاوي ژن مقاوم 
  ارقام استاندارد

   جدایه
+3  +3  8 -83  
+3  +3  9 -83  
+3  +3  1 -85  
  85- 15  3+  1؛
  84- 16  3+  1؛

0  +3  12 -84  
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و ) 83-8(زا  هـاي بیمـاري    از تست ارقام تجاري و ارقام استاندارد با استفاده از جدایه         دست آمده   به نتایج   -6 جدول
  .)83-12(زا  بیماريغیر

 تیپ واکنش به
  84- 12جدایه 

تیپ واکنش به 
 83- 8جدایه 

  ارقام
 تیپ واکنش به

  84- 12جدایه 
تیپ واکنش 

 83- 8جدایه به 
  ارقام

  C-83- 10 1؛ 0 شهریار  2+  2
 C-83- 9 1؛ 0  توس  3+  0

  C-83- 19  0 0  سرداري  3+  0
  C-83- 6 1؛ 0 سبلان  3+ 1؛
  C-73- 5 1؛ 0 2آذر   3+ 1؛

 C-80- 16  3+ 0  مارون  3+  0

  3زنجان   ؛+ 0  عدل  3+ 0
 4زنجان  1؛ 0  بیات  3+ 0

  5زنجان   3+ 0  قدس  3+  2
 6ن زنجا 1؛ 0  شعله  3+  3+

 7 زنجان  3+  2+  امید  3+ 0

 8زنجان   3+  0  اروند  3+ 0

 9زنجان   3+ 0  روشن  3+  3+

 10زنجان   3+ 0  گلستان  3+ 0

 11زنجان  1؛ 0  نژاد نیک  3+ 0

 12زنجان  2+ 0  هیرمند  3+ 0

 13زنجان   3+ 0  چمران  3+ 0

 15زنجان   2؛ 0  دز  3+ 0

 17زنجان  2؛ 1؛  تجن  3+ 0

 18نجان ز  3+ 0  مرو دشت  3+ 0

 20زنجان   2 0  پرستو  3+ 0

 21زنجان  x 0  الموت  2+ 0

  72- کبلر.استارکر x 0  مهدوي  3+ 0
  زرین 32Lr +3  +3ي ژن دارارقم تاچر   3+ 0
 پیشتاز  3+ 1؛  بولانی  3+  3+

 الوند  3+  3+ اگرالوکال  3+  3+
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  . 32Lrاي  م به زنگ قهوهپیوسته به ژن مقاو) ب ( 49S و) الف (S 421 الگوي تکثیر نشانگر -1شکل 
  ، سرداري، 2نشانگر اندازه، تاچر، مرودشت، دز، مهدوي، چمران، آذر (ها از راست به چپ کد

  .)روشن، شهریار، توس، هیرمند، الوند، آگرولوکال، بولانی
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Abstract1 

Puccinia recondite (Leaf rust) is an endemic disease in Iran; this disease can 
affect the productivity and quality of wheat, that occurring in all wheat growing 
regions. Genetic resistance to leaf rust of wheat is the most important strategy to 
control the diseases and 51 leaf rust resistance genes (Lr gene) are reported in 
wheat to provide resistance to leaf rust. This study aims to identify presence or 
absence of leaf rust resistance gene Lr32 in 48 Iranian wheat cultivars and lines 
using of infection-type data test and molecular markers linked to the leaf rust 
resistance gene. Infection-type analysis based on international method of Browder 
(1973) with 6 leaf rust pathotype known in Iran, revealed that, first, 17 out of 48 
cultivars and lines have effective resistance to race virulence of leaf rust gene Lr32, 
second, 25 cultivars and lines foresight probability presence resistance gene Lr32 or 
genes with similar effect, and at last, absence of leaf rust resistance gene Lr32 
revealed in 6 cultivars and lines. In molecular part, using known RAPD molecular 
markers (S49 and S421), evaluated possibility of present of 1100 bp and 640 bp 
fragments that closely linked to leaf rust resistance gene Lr32 in 48 wheat cultivars 
and lines. In according with expectation, detected 1100 bp and 640 bp fragments in 
near-isogonic's Lr gene but none of cultivars, lines and negative control line 
(Bolani and Agra Local), showed amplification related resistance gene fragments. 
Result of molecular Markers and infection-type data test showed absence of leaf 
rust resistance gene Lr32 in 48 Iranian wheat cultivars and lines. 
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