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عامل  Puccinia striiformis f.sp. triticiدر مطالعه تنوع ژنتيكي قارچ  rDNAIGS1نقش 

  زنگ زرد گندم
        

  1جواد مظفري -محمد ترابي -مهرداد عباسي -محمود اخوت -*رباني نسب ...حجت ا

  19/1/86:تاريخ دريافت

  22/12/86: تاريخ پذيرش
  

  

  چكيده

متعلق به شش نژاد متفاوت بـا منشـا جغرافيـايي و     .Puccinia striiformis. f.sp.triticiبراي شش جدايه ايراني  IGS1توالي 

بـه ترتيـب بـا وزن     IGS 1Bو  IGS 1Aبه نامهاي PCRدو محصول . گروههاي انگشت نگاري مختلف با يكديگر مقايسه شدند

يك پلي مورفيسم جهشي نـاچيز   نشان داد كهIGS 1Bو  IGS 1Aتجزيه و تحليل توالي. كيلو باز بدست آمد 1/1و 3/1مولكولي 

با يكديگر نشان داد كه پلي مورفيسم بـين  IGS 1Bو  IGS 1Aمقايسه توالي هاي . وجود داشت) درصد 5/1تا  0از (جدايه 6بين 

دو فرضـيه  . اضافه شـدن واحـدهاي تكـراري اسـت    / كيلو باز حذف 200به علت پلي مورفيسم طولي ناشي از حدود  IGSدو نوع 

اسـت يـا اينكـه دو     IGS1اي شامل يـك نـوع    يا هر هسته از اين قارچ جفت هسته: مختلف وجود دارد IGS1نوع براي وجود دو 

  .واحد ريبوزومي مجزا در نتيجه نوتركيبي در يك هسته بوجود آمده اند

  

  Intergenic spacer, rDNA, Puccinia striiformis f.sp. tritici:واژه هاي كليدي

  

  

  1   مقدمه

امل زنگ، بيمارگرهاي اجباري بسيار اختصاصـي  قارچهاي ع
بـر اسـاس    Puccinia striiformis westends گونـه .هسـتند 

بيماريزائي بر روي جنس يا گونه خاصي از ميزبان به فرمهـاي  
ــيم مــي    ــردداختصاصــي مختلــف تقس ــرم اختصاصــي  . گ ف

Puccinia striiformis f.sp tritici    عامل يكـي از مهمتـرين
ر بسياري از مناطق جهـان و از جملـه ايـران    بيماريهاي گندم د

بـر اسـاس    Puccinia striiformis فرمهاي اختصاصـي . است

                                                
 ياهگكتري، استاد دانشگاه تهران، محقق مؤسسه به ترتيب دانشجوي د. 1

  پزشكي و محققين مؤسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر

 Email: H rabbani Hrabbani wsr@yahoo. com    نويسنده مسئول  *.

بيماريزا بودن يا نبودن روي ارقـام يـا ژنوتيـپ هـاي مختلـف      
نژادهـا بـر اسـاس نـوع     . گردنـد گندم به نژادهايي تقسـيم مـي  

-ها يا لاين هاي تـك آلودگي كه بر روي گروهي از ژنوتيپ

نمايند و بـه نـام ارقـام افتراقـي معـروف      ايجاد ميژني انتخابي 
مناسبترين روش كنترل مـوثر  . )17( شوندهستند، شناسائي مي

در بسـياري از  . زنگ زرد گندم استفاده از ارقام مقـاوم اسـت  
موارد، استفاده از ژنهاي مقاومت اختصاصـي بـه عنـوان يـك     
روش كنتـرل، موفقيـت آميــز نبـوده اسـت چــرا كـه جمعيــت      

ر به سرعت دچـار دگرگـوني شـده و در عـرض چنـد      بيمارگ
سال قادر خواهد بـود بـر ژنهـاي مقاومـت معرفـي شـده غلبـه        

. شوند مي نموده و نژادهاي مختلف در مناطق مختلف انتخاب
تا كنون ويرولانس بـراي اكثـر ژنهـاي معرفـي     ). 19و  17، 2(
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تنوع ژنتيكي در بـين نژادهـاي   . شده در ايران ديده شده است
P.striiformis f.sp.tritici      در مقايسـه بـا سـاير بيمارگرهـاي

كه احتمالا )1(قارچي اجباري غلات دانه ريز بسيار كم است 
به علت توليد مثـل غيـر جنسـي آن توسـط يوريدينيوسـپورها      
است و مرحله اسيديوم براي ايـن قـارچ شـناخته نشـده اسـت      

ــوع نــاچيزي بــراي    ١RAPDبــا اســتفاده از نشــانگر   ). 6( تن
يـت هـاي قــارچ عامـل زنــگ زرد در آمريكـاي شــمالي     جمع

آمريكاي شمالي نژاد شناسايي شده در  23از  .)4(بدست آمد
درصد با هـم شـباهت داشـته و فقـط يـك       78نژاد حدود  22

. جدايه جمع آوري شده از روي تريتيكاله با بقيه متفاوت بـود 
ــال را در شــمال غــرب   AFLP٢نشــانگر  يــك جمعيــت كلون

هر چند تحقيقات نگارنده با كمـك  ). 8(نمود  اروپا شناسايي
تنوع نسبتا خوبي را در بين جدايه هاي ايرانـي   AFLPنشانگر 
ريبوزومي  DNAواحد هاي تكراري ). منتشر نشده( نشان داد
rDNA) (    ــايي ــراي شناس ــاكتور مناســب ب ــك ف ــوان ي ــه عن ب

نشـانگر  ). 18(انـد   بسياري از گونه هاي قارچي اسـتفاده شـده  
ITS  شناسايي گونه هـاي قـارچي بسـيارنزديك بـه هـم     براي 

يـك فاصـله گـذار بـزرگ بـه نـام        ).20و14(مفيد بوده است 
IGS ) قبلاNTS=non transcribed spacer (  زير واحـدهاي

s18  وs28 كند كه خود اين ناحيه نيز داراي  مي را از هم جدا
تكرارهائي است و هر تكرار شامل يك آرايش تنـدم از زيـر   

سـريعترين منطقـه    IGSبخش ). 16(كراري است واحدهاي ت
است، همـراه بـا تعـداد و سـازماني از      rDNAدر حال تكامل 

تكرارهـاي داخلـي كـه اختصاصــي گونـه بـوده و اغلـب بــين       
جمعيت ها، افراد و حتي در داخل يـك سـلول منفـرد متنـوع     

بيشتري نسـبت بـه    اي تنوع بين و داخل گونه IGS). 15(است 
ITS چنـد شـكلي   . تنشان داده اس ـ)Polymorphism (IGS 

عامـل زنـگ سـياه     P.graminis f.sp. triticiدر بين نـه نـژاد   
) 9(جـو   اي عامل زنـگ قهـوه   P.hordei نژاد 6و ) 10(گندم 

بـه كمــك  ) 11(كمجـاتي و همكـاران   . گـزارش شـده اسـت   
                                                
1. Random Amplified polymorphic DNA 
2. Amplified Fragment Length Polymorphism 

ــاي تـــــوالي   پلـــــي مورفيســـــم SRAP٤و  IGS ،SSR٣هـــ
 P. striiformis  ــه ــدرا مطالعـــ ــين . نمودنـــ ــا بـــ   آنهـــ
 P. striiformisf.sp.hordei  وP. striiformisf.sp.tritici   

اما داخل فـرم اختصاصـي اول   . تنوع و تفاوت مشاهده نمودند
در مطالعـه  )3(سـلين و همكـاران  . تنوع چنداني وجود نداشت

متعلق به سه جدايـه اروپـايي قـارچ عامـل زنـگ       IGS1توالي 
 1/1تـا   7/0(ايهبين سه جد چندشكلي جهشي كمي زرد گندم

شـش جدايـه    بـراي بررسـي تنـوع ژنتيكـي    . گزارش نمودند) 
ايرانــي كــه از لحــاظ جغرافيــايي، تــا حــدودي بيمــاريزايي و  

با هم متفاوت  AFLPبر اساس نشانگر  DNAانگشت نگاري 
آنهـا مـورد بررسـي قـرار گرفـت و ايـن        IGS1بودند، تـوالي  

  .ايسه شدندجدايه هاي ايراني با سه جدايه اروپايي نيز مق
  

  مواد و روش ها

كــه بــه  Puccinia striiformis f.sp. triticiشــش جدايــه 
 AFLPلحــاظ جغرافيــايي، بيمــاريزايي و انگشــت نگــاري     

با هم متفـاوت بودنـد، بـراي ايـن      )منتشر نشده ،نگارنده اول(
 IGS1عـلاوه بـر اينهـا تـوالي هـاي       .آزمايش انتخـاب شـدند  

به ترتيـب از شـمال    470248و 470232،470258هاي  جدايه
ــه ــوالي   ،فرانسـ ــوئد و تـ ــه و سـ ــوب فرانسـ ــه IGSجنـ  جدايـ

Lentinula edodes   ــوان ــه عنـ ــك ژن Outgroupبـ از بانـ
)NCBI GenBank or DNA database (  ــدند ــه ش تهي
  .)1جدول (

ــتخراج   ــت اس ــه روش    DNAجه ــلولي ب ــواره س ــب دي تخري
تركيـب  ساييدن اسـپورها داخـل بـافر اسـتخراج و بـه كمـك       

ميلـي گـرم    15. انجام گرفت ايزوآميل الكل-لروفورمك-فنل
اضـافه و بـه انـدازه حجـم      ml2هـاي  بـه تيـوب   يوردينيوسپور

 هـاي اسـتريل سـيليكون بـه تيـوب اضـافه      اسپور خرده سـنگ 
   Tris-Hcl )100ميكروليتر بافر استخراج شامل  200. گرديد

                                                
3. simple sequence Repeats  
4. Sequence-related amplifiedpolymorphism 
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  63    ... در مطالعه تنوع ژنتيكي فارچ rDNAIGS1نقش 

  
  AFLPا، نژادهاي فيزيولژيك، فنوتيپ نژادها و گروه انگشت نگاري نام جدايه ها، رقم ميزبان، محل جمع آوري جدايه ه) 1( جدول

Table 1. Isolate name, Host cultivars, Sampling location, Physiological race, Race phenotype and AFLP group 
 

AFLP 

Group 

Race Phenotype* Race  LocationCultiv

ar 

Isolate 

A A SU- - ND - 24 23 22 19 - 9 8 7 6 - - - 2 - 66E168
A+  

Golestan Tajan G.DK1 

C - SU- SD- - 24 23 22 - - 9 - 7 - - - - 2 - 178E0
A- 

KhuzestanChamr
an 

Dez 

Single4A SUSP- - - 24 23 22  - 9 - 7 - - - - - - 66E66
A+ 

Fars Darab Darab 

Single8- SU- SD- - 24 23 22 19 - 9 8 7 - - - - 2 - 178E0
A- 

BaluchestanLine Iranshah
r 

G A - SPSDND - 24 23 22 - 10 9 - 7 6 - 4 - 2 - 222E79
A+ 

Khorasan Rosha
n 

Neysh 

Single1
0 

A SUSP- - - 24 23 22 - - 9 - 7 - - - -  - 66E66
A+ 

Ardebil Bulani Moq3 

- ? - ? - ? ? ? ? ? ? ? - 8 7 6 - - - 2 - 6E16 S France ? 470258 

- ? SU SD? ? ? ? ? ? ? 9 - - - - 4 3 2 - 232E13
7 

N France ? 470232 

  SU SD       - - - - - 4 3 - - 104E9 Sweden ? 470248 

  
  
  
  

 )مـولار  8/0( Naclو ) ميلي مـولار  20( EDTA، )ميلي مولار
پـس از اضـافه كـردن يـك ميكروليتـر      . ها اضافه شدبه تيوب
 (mini-pestle)اپتواتانول با استفاده از يك مته كوچـك  مرك

مجـددا  . پلاستيكي استريل اسپورها داخل لولـه سـائيده شـدند   
اضـافه شـده و پـس از    ها  لولهميكروليتر بافر استخراج به  300

درجه سانتيگراد بـه   65ها در اي، تيوبثانيه 30يك ورتكس 
 طي چنـدين  DNAسپس . مدت يك ساعت نگهداري شدند

اسـتخراج  ) 12(مرحله سانتريفوژ به روش لوريس و همكاران 
به اين محلـول   RNAseميكروليتر  RNA ،2براي حذف . شد

نگهـداري   C037اضافه و بـه مـدت يـك سـاعت در دمـاي      
درجه سانتيگراد نگهداري  -20استخراج شده در  DNA. شد

  .گرديد

در نمونــه هــاي  IGSبــراي تكثيــر ناحيــه  PCRجهــت انجــام 
) 3(زنــگ زرد مــورد بررســي از روش ســلين و همكــاران     

   آغازگرهاي. استفاده شد
L.318)(5´GCTACGATCCACTGAGGTTC3´ و  

5sk )  (3´CTTCGCAGATCGGACGGGAT5´ ساخت

ــدند   Fermentasشــركت ــتفاده ش ــن واكــنش اس ــن . در اي اي
 5sو  s28را در فاصـله بـين ژنهـاي    اي  آغازگرها تكثير ناحيـه 

 ).1شـكل (كننـد   مـي  آغـاز  IGS1به نـام   ريبوزومي DNA در
ــر  ــراي تكثي ــدل  DNAب ــايكلر م ــتفاده  Bio-radاز ترموس اس

محصـولات آن روي ژل آگـاروز    PCRپس از اتمام . گرديد
براي تهيه نمونـه هـاي شـاهد از دو    . يك درصد بررسي شدند

ــه   Pucciniaو  Puccinia graminis f.sp. triticiجداي

triticina بـدين منظـور   ). واحد پاتولوژي غلات( تفاده شداس

 ,Yr23=23, YR22=22, Yr19=19, Yr10=10, Yr9=9, Yr8=8, Yr7=7, Yr6=6, Yr5=5, Yr4=4, Yr3=3, Yr2=2, Yr1=1 YrA=Aيي شدت بيماري زا - *

Yr24=24, YrSu=SU, YrSP=SP, YrSD=SD, YrND=ND,YrCV=CV, -  شدت بيماري زاييعدم  
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اين دو قارچ به روشي كه قبلاً شـرح   DNAيك ميكروليتر از 
 IGS1داده شد تهيه، با استفاده از دو آغازگر ذكر شده ناحيه 

محصـولات آن روي   PCRپـس از اتمـام    .آنها تكثير گرديد
  .ژل آگاروز يك درصد بررسي شدند

 

  
 rDNAروي 5skو  L.318ثير با استفاده از آغازگرهاي منطقه قابل تك) 1( شكل

  
آگـاروز ابتـدا بـا قـرار دادن ژل      از ژل DNAبراي اسـتخراج  
ــتگاه  ــه     Transilluminatorروي دس ــز و ب ــغ تي ــا تي ــدها ب بان

 2سرعت و تا حد امكان نازك بريده شـده و در تيـوب هـاي    
ــدند   ــرار داده ش ــري ق ــي ليت ــت   . ميل ــتفاده از كي ــا اس ــپس ب س

BioFlux  طـــي دســـتورالعمل كيـــتDNA  از ژل آگـــاروز
با  DNAاندازه گيري مقدار و همچنين كيفيت . استخراج شد

بـدين منظـور   . انجام شـد  Nano-dropدستگاه اسپكتروفتومتر 
دسـتگاه را كـاليبره    Elution bufferابتدا بـا يـك ميكروليتـر    

ــاوي     ــول ح ــر از محل ــك ميكروليت ــپس ي ــوده و س  DNAنم
روي صفحه فلزي مخصوص قـرار داده شـد   استخراج شده را 
مورد بررسي بوسـيله دسـتگاه محاسـبه     DNAو ميزان كيفيت 

  . شد
 IGSابتدا لازم بـود تـا محصـولات     DNAبراي تعيين توالي 

PCR  در باكتريcol:Eschercia     كلون شوند لـذا نسـبت بـه
ــا اســتفاده از كيــت    PGEM R-T vectorكلــون ســازي ب

system (Promega)   انجـام ايــن عمـل خــود   . گرديــداقـدام
 ٢و انتقـال ژنتيكـي   ١شامل دو مرحلـه اساسـي واكـنش جـوش    

                                                
1. Ligation reaction 
2.Transformation 

(Transformation) ــود ــوك    .ب ــه روش ش ــي ب ــال ژنتيك انتق
پـس از مرحلـه انتقـال ژنتيكـي دو نـوع       انجام گرفته ٣حرارتي

  روي محــيط كشــت  E.coliاز بــاكتري پرگنــه آبــي و ســفيد 
LB agar   ميلـي ليتـر آمپـي     ميكـرو گـرم بـر    50تيمار شده بـا
ميكـرو ليتــر   هفـت  x-Galميكـرو ليتـر از محلــول    40سـيلين،  
روي محـيط كشـت مــورد   . مـورد انتظـار بـود    IPTGمحلـول  

ــود   ــار ب ــكل (انتظ ــاوي    ). 3ش ــگ ح ــفيد رن ــاي س ــه ه پرگن
با استفاده  مورد نظر بوده، DNAبا قطعه  نوتركيب پلاسميدها

ز مركز تشـتك  ترجيحا ا(ها  از خلال دندان استريل اين پرگنه
ميلـي ليتـر    5برداشته و به داخل لوله هاي كشت حاوي ) پتري

ميكروگــرم بــر ميكروليتــر آنتــي  50مــايع حــاوي  LBمحــيط 
هر تك پرگنـه داخـل لولـه    . بيوتيك آمپي سيلين منتقل شدند

پرگنـه سـفيد رنـگ     10تا  8غالبا. كشت مجزا كشت داده شد
مـايع   LBانتخـاب و داخـل لولـه هـاي كشـت حـاوي محـيط        

ــده و در  ــت داده شـ ــاتور  rpm250و  C037كشـ در انكوبـ
(Rotary shaking incubator) در اين ها  لوله. انكوبه گرديد

پـس  . نگهـداري شـدند   (Over night)مرحله براي يك شب 

                                                
3. Heat shock 
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از هــا  ، لولــهC037از رشــد پرگنــه هــاي ســفيد بــاكتري در 
ــارج ــاتور خـ ــده و در  انكوبـ ــراي  xg10000شـ ــه  10بـ دقيقـ
بـا معكـوس   هـا   تخليـه شـده و لولـه   ١رونشين. سانتريفوژ شدند

نگهداشــتن روي يــك كاغــذ خشــك كــن كــاملا خشــك و 
 Biospinسـپس بـا اسـتفاده از كيـت     . عاري از مايع گرديدند
  .پلاسميد استخراج شد

پليمـراز در مرحلـه تعيـين    اي  به منظور انجام واكـنش زنجيـره  
 .ABI PRISM BigDye Terminator vاز كيـت   توالي،

3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 
Foster City, California, USA) استفاده گرديد .  
بـه  هـا   ، اين تـوالي IGS1براي شناسايي توالي هاي تكثير شده 

مورد بررسي  NCBI Blast Searchكمك نرم افزار اينترنتي 
ــد  ــرار گرفتن ــد. ق ــم   Editاز  بع ــا، ه ــوالي ه ــودن ت ــرازي  نم ت

از بسته نرم  Meg alignها به كمك نرم افزار  توالي ٢چندگانه
بـه منظـور بررسـي چگـونگي     . انجام شـد  ClustralXافزاري 

با يكديگر دندروگرام مربوطه با استفاده از نرم ها  ارتباطجدايه
 ترسـيم شـد   ٣وبه روش پيوست همسايه هـا  Clustral Xافزار 

كــه  Lentinula edoddesقــارچ بازيديوميســت  ).4شــكل (
  آن حدود يك كيلـو جفـت بـاز اسـت بـه عنـوان       IGSتوالي 

 out Group در اين بررسي مورد استفاده قرار گرفت.  
  

  نتايج و بحث

 Puccinia striiformisاز شـش جدايـه   rDNA IGS تكثير 

f.sp.tritici    ــاي ــت پرايمرهـ ــا جفـ روي ژل  5SKو L318بـ
اين قطعات ). 2شكل ( رصد دو باند توليد نمودآگاروزيك د

ــاي   1/1و  3/1حــدوداً  ــه نامه ــب ب ــه ترتي ــازي ب ــت ب   كيلوجف
 A IGS1  وIGS1 B   ايـن در حـالي   ). 2جـدول  (نام گرفتنـد

 P.triticina  هاي هـــگون rDNA IGS1ير ـــاست كه از تكث
عامـل   f.sp.tritici P.graminisو گنـدم اي  عامل زنگ قهـوه 

                                                
1.Supernatant 
2.Multiple alignment 
3.Neighbur Joining 

وجــود دو . نــدم فقــط يــك بانــد بدســت آمــد زنــگ ســياه گ
ــول  ــه   PCRمحصـ ــراي ناحيـ ــت    IGS1بـ ــه علـ ــالا بـ احتمـ

 P.striiformisدر  IGS1هتروژنيســـيتي در طـــول نـــواحي 

f.sp.tritici ــس از انجــام واكــنش جــوش و . اســت ــال  پ انتق
به پلاسميد باكتري حاوي  IGS1Bو  IGS1Aژنتيكي قطعات

وارسـي  ا ه ـ تشتك هـاي پتـري در خصـوص رشـد پرگنـه      ژن
بـه  . تعيين توالي با كيفيت مناسب انجـام شـد  ). 3شكل ( شدند

مشخص شـد  NCBI Blast Searchكمك نرم افزار اينترنتي 
كه توالي هاي تكثير شده از جدايه هاي ايراني شبيه بـه تـوالي   

IGS1  مربوط به قارچP.striiformis f.sp. tritici است.  
ــاي   ــوالي ه ــرازي ت ــه شــش   IGS1 Aهمت ــوط ب ــه مرب جداي

Iranshahr  ،Moqan  ،Darab  ،Neyshabour  ،Dez 
از . درصد تفاوت بين آنها بـود  0-4/1دهنده  نشان Gorganو

بــا هــا  همــين جدايــه IGS1 Bطرفــي همتــرازي تــوالي هــاي 
. درصـد اخـتلاف بـين آنهاسـت     0-5/1همديگربيانگر وجود 
متعلق بـه نـه جدايـه    IGS1 Bو  IGS1 Aهمترازي توالي هاي 

  .درصد بود 2شده در اين تحقيق حداكثر بررسي 
بر اسـاس ايـن درخـت شـجره يـابي، چندشـكلي موجـود در        

باعث شده است كه محصولات حاصل از تكثير  IGS1توالي 
در دو گـروه جداگانـه قـرار    ) IGS1A , IGS1B(ايـن ناحيـه   
ــد ــين    . بگيرن ــژادي و همچن ــاريزايي و ن ــاوت بيم ــرغم تف علي

رانـي مـورد مطالعـه در ايـن     جدايي جغرافيايي شش جدايـه اي 
 در آنها برخـي از IGS1تحقيق، به علت تشابه بسيار زياد توالي

جدايه هاي اروپـايي نيـز   . در يك شاخه قرار گرفتندها  جدايه
درصـد   100با جدايه هاي ايراني تشابه قابل ملاحظه و گـاهي  

  . نشان دادند
P.striiformis f.sp.tritici  به شدت داراي ثبات بوده اسـت. 

مربـوط بـه قـارچ     IGS1نيـز در مطالعـه   ) 3(سلين و همكـاران 
P.striiformis f.sp.tritici   درصـد اخـتلاف    1/1تـا  /. 7بـين

  .بين سه جدايه فرانسوي و سوئدي مختلف مشاهده نمودند
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  P.striiformis f.sp. triticiنه جدايه  IGS1اسامي توالي هاي ) 2(جدول 

IGS1B (~ 1/1 kbp) IGS1A (~1/3 kbp)                  نام جدايه  

Darab B 
Iranshahr B 
Neyshabour B 
Moqan B 
Gorgan B 
Dez B 
AY117127 
AY117129 
AY117131 

Darab A 
Iranshahr A 
Neyshabour A 
Moqan A 
Gorgan A 
Dez A 
AY117126 
AY117128 
AY117130 

Darab 
Iranshahr 
Neyshabour 
Moqan 
Gorgan 
Dez 
470232 
470258 
470248 

  

  
  و Pt:Puccinia triticina و دو شاهد P.striiformis f.sp.tritici شش جدايه  IGS1ناحيه  PCRنقوش الكتروفورزي محصولات )2(شكل

 Pg: Puccinia graminis f.sp. tritici.  

Ne:NeyshabourIr: IranshahrGo:Gorgan Mo:Moqan 

M: Marker Da: Darab  De: Dez 

  

  
  )منفي(و آبي ) مثبت(هاي سفيد پرگنه) 3(شكل    

  

جدايـه   6مربـوط بـه   IGS1در مطالعـه  )9(جنينگز و همكاران 
/. 5تـا  /. 17نژاد متفـاوت فقـط    4از  Puccinia hordeiقارچ 

كيلوبـازي حاصـل   /. 6درصد اختلاف در يك قطعه توليـدي  

اين نتـايج بـا تحقيقـات    . مشاهده نمودند IGS1از تكثير ناحيه 
و تحقيق حاضر از لحـاظ تفـاوت نـاچيز    ) 3(سلين و همكاران

  جدايه هاي مختلف همخواني دارد IGS1بين توالي 
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.  
و به روش  Clustral Xايراني و اروپايي به كمك نرم افزار  P.striiformis f.sp. triticiدر جدايه هاي  IGS1دندروگرام حاصل از مقايسه توالي  )4(شكل

Neighbur joining  و انجامBootstrapping به كمك نرم افزارNjPlot  

  

فوق العـاده كـم اسـت، امـاپلي     ها  ر چند پلي مورفيسم تواليه
 P.striiformis f.sp.triticiقـارچ   IGS1مورفيسم طـولي در  

و  IGS1 Aمشــاهده شــد و ايــن قــارچ دو تــوالي بــه نامهــاي 
IGS1 B توليد نمود .  

يـن  نشـان داد در ا ) 3(همانطور كـه نتـايج سـلين و همكـاران     
و  1/1دو قطعـه حـدودا    IGS1تحقيق نيز حاصل تكثير ناحيـه  

جدايه مورد بررسـي   6كيلوبازي بود كه براي هر يك از  3/1
اين پديده متفاوت از تنوعي است كه براي ساير . مشاهده شد

  .زنگها گزارش شده است
ــيم وهمكــاران   ــه   )10(ك ــولي ناحي در بررســي چندشــكلي ط

IGS1،14  قارچ  دنژا 9جدايه متعلق بهPuccinia graminis 

f.sp. tritici  تكثيـر ناحيـه مـذكور     گزارش نمودند كه كـه از
محصـول بـه انـدازه تقريبـي      6تـا  1در نژادهاي بررسـي شـده   

هـر چنـد نژادهـاي داخـل     . كيلو باز بدست آمد 58/1تا  02/1
زنگ سياه قابل شناسايي بود اما جدايه هـاي مربـوط بـه يـك     

  .نژاد قابل تشخيص نبودند
بر اساس اين درخت شجره اي، چندشكلي موجود در تـوالي  

IGS1  باعث شده است كه درمحصولات حاصل ازتكثير اين
در  IGS1ناحيـــه در بررســـي چندشـــكلي طـــولي تـــوالي     

P.hordei  كيلـو بـازي در تمـام شـش     /. 6فقط يك محصول
  ).9(جدايه مورد بررسي گزارش شود 

 Puccinia striiformis f.sp. triticiدر  IGS1 تـوالي ناحيـه  
همانند ساير قارچها، جـانوران و گياهانـداراي چنـدين واحـد     

تغيير در تعـدادكپي  ). 5(تكراري يا مناطق ويژه تكراري است
هاي اين واحد هاي تكراري باعـث پلـي مورفيسـم طـولي در     

IGS1  شــده و يــا احتمــالا ناشــي از نــوتركيبي ميتوتيــك بــين
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ــت   ــواهري اس ــدهاي خ ــن پديـ ـ. كروماتي ــوص اي ده در خص
Neotyphodium endophyte (Ascomycota)  ــط توسـ

  .به اثبات رسيده است) 7(گانلي و اسكات 
هـا   جدايـه  قارچ و هتروزيگوت بـودن اي  وضعيت جفت هسته

متمــايز در هســته هــاي  IGS1احتمــالا باعــث ايجــاد دو نــوع 
مختلف شده و باعـث پلـي مورفيسـم طـولي در جدايـه هـاي       

Puccinia striiformis f.sp. tritici شده است.  
 Laccaria bicolorقـبلا در قـارچ    IGS2هتروزيگوسيتي در 

ــزارش    ــت گـ ــوريز اسـ ــت اكتوميكـ ــه يـــك بازيديوميسـ كـ
در فرزندان 1:1به نسبت  IGS2مكانهاي ژني ). 13(شدهاست

  .هاپلوئيد تقسيممي شوند
 IGS1 Puccinia striiformis مطالعـه حاضـر در خصـوص   

f.sp tritici كه اين بيمارگر بـا دو نـوع    نشان دادIGS1   قابـل
تـوان از ايـن پديـده بـه      مـي  با تحقيقات بيشـتر . شناسايي است

عنوان يك نشانگر در شناسايي زود هنگـام عامـل زنـگ زرد    

حـدود   IGS1Bو IGS1Aتفـاوت تـوالي   . گندم استفاده نمود
حـذف واحـدهاي    اين پديده يا به علـت . نوكلئوتيد است200

ــا ا IGS1Bتكــراري  ــه   ي ــزوده شــدن واحــدهاي تكــراري ب ف
IGS1A نتايج اين آزمايش نشان داد كـه  . در اثر جهش است
به عنوان يك ماركر مولكـولي قابليـت چنـداني     IGS1توالي 

در مطالعه تنوع ژنتيكي نداشته، در عـوض بـه نظـر ميرسـد در     
صورت مطالعه ساير بيمارگرهاي مهـم گنـدم، ايـن تـوالي در     

  .داشته باشداي  يي ويژهشناسايي اين قارچ توانا
        

  سپاسگزاري

از آقاي پروفسور ژن شن كانگ بـه خـاطر كمـك در انجـام     
تحقيقات مولكولي و همچنين سركارخانم معصومه طلايـي و  
سركار خانم زهره بيات به خاطر كمـك در انجـام تحقيقـات    

  .نهايت تشكر را داريماي  گلخانه
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The role of rDNA IGS1 in studing of genetic variability of Yellow rust disease 

agent,Puccinia striiformis f.sp. tritici 
 

H. Rabbani Nasab* - M. Okhovat - M.Abbasi - M.Torabi - J. Mozaffari 1 

 
 
 

Abstract 

Sequences of the intergenic spacer between the 28S and the 5S rDNA genes (IGS 1) were compared 
for six Puccinia striiformis f. sp. tritici isolates, of different geographic origins, virulence spectra and 
AFLP groups. Two PCR products (IGS 1A and IGS 1B, of 1.3 and 1.1 kb, respectively) were 
recovered from all spore multiplications. The analysis of IGS 1A or IGS 1B showed that a low 
mutational polymorphism existed among the six isolates (from 0 to 1.5%). The comparison of IGS 1A 
and IGS 1B to each other showed that the polymorphism between the two types of IGS was due to a 
length polymorphism consisting of about 200 bp insertion/deletion located in the repeated region. Two 
hypotheses can be proposed to explain the coexistence of two different IGS 1 types within one isolate : 
either each nucleus of this dikaryotic fungus contains one type of IGS 1 or there are two discrete 
ribosomal units resulting from recombination in the same nucleus. 
 
Key words: Intergenic spacer, rDNA, Puccinia striiformis f.sp. tritici 
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