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۱۵۷  

  
 
 

  اي گندم  عامل زنگ قهوه  Puccinia triticinaهاي  مطالعه تنوع ژنتيكي پاتوتيپ
  * rDNA IGS1ايران بر اساس توالي يابي ناحيه 

  

STUDY OF GENETIC DIVERSITY OF Puccinia triticina PATHOTYPES, 
THE CAUSAL AGENT OF WHEAT LEAF RUST IN IRAN BASED ON 

RDNA IGS1 SEQUENCING 
  
 

   ۴شهاب حاج منصور و ۴ئيرضا ديسع، ۳يافشار فرزاد، ۲يعباس مهرداد، **۱ ازمندين رضايعل
  

  )۵/۱۰/۱۳۹۱ :رشيخ پذي؛  تار۱/۴/۱۳۹۰: افتيخ دريتار(
 
  دهيچك

عيين ، يازده جدايه متعلق به مناطق جغرافيايي مختلف تPuccinia triticinaهاي ايراني قارچ  به منظور بررسي تنوع ژنتيكي جدايه
 ۸۷۰ با انـدازه    PCRها يك محصول      در رابطه با كليه جدايه    . يابي شد    توالي IGS1 rDNAفنوتيپي و پاتوتيپي گرديدند و ناحيه       

 درصد تفاوت بين ۰-۲/۱هاي مورد بررسي نمايانگر   مربوط به جدايهIGS1هاي  توالي سازيرديف هم. جفت بازي به دست آمد
بـدون ريـشه، بـه روش پيوسـت       با ترسـيم درخـت فيلوژنتيـک   .بسيار مشابه در اين ناحيه استهاي  آنها بود كه بيانگر توالي

هـاي    نتايج نشان داد كه ارتباط مـستقيمي بـين پاتوتيـپ          . گروه متمايز قرار گرفتند    ششهاي مورد بررسي در     جدايه ،هاهمسايه
  .رد وجود نداIGS1يابي ناحيه   بندي حاصل از توالي شناسايي شده و گروه

  
  ها  پيوست همسايهاي، درخت فيلوژنتيك، رديف سازي، ماتريس نقطه يابي، هم فنوتيپ، توالي : يدي كل يها واژه

  
  

شناسي گياهي، دانشكده كشاورزي و منـابع طبيعـي ، دانـشگاه آزاد اسـلامي      دكتري نگارنده اول، ارايه شده به بخش بيماري   نامهانيپا از يبخش :*
   ات، تهرانواحد علوم و تحقيق

  niazmand2003@yahoo.com :يكي مسئول مكاتبات، پست الكترون:**
  ، دانشگاه آزاد اسلامي واحد جهرمبيماری شناسیاستاديار . ١
  تهران کشور، يپزشکاهيگ قاتيتحق مؤسسه ،ياهيگ يشناس يماريب اريدانش .٢
  کرج بذر و نهال هيته و اصلاح قاتيتحق مؤسسه  پژوهشي، اريدانش. ٣
 و علـوم  واحد ياسلام آزاد دانشگاه ،يعيطب منابع و يکشاورز دانشکده ،ياهيگ يشناس يماريب بخشبه ترتيب استاديار و كارشناس آزمايشگاه  . ٤
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  مقدمه
هـاي اجبـاري      هاي زنگ، انگـل     عوامل ايجاد كننده بيماري   

قــارچ . باشــند هـستند كــه داراي ميزبانـان اختــصاصي مـي   
Puccinia triticina Erikson علمــي نــام اخيــرا كــه 

Puccinia persistens subsp. triticina (Erikson) Z. 
Urban & J. Markova ــشخص آن بــراي  گرديــده م

)Abbasi et al. 2005(اي  ، عامل بيماري زنگ قهوه)  زنـگ
است كه علاوه بـر  .Triticum aestivum L) (گندم  ) برگي

، .Anchus spp گونـه هـاي   گندم داراي ميزبانان متناوبي از
Clematis spp. ،Thalictrum spp. و Isopyrum spp. 

 .باشد مي

دهنده محصول اين بيماري به عنوان يك عامل كاهش
گندم در بسياري از نقاط جغرافيايي جهـان شـناخته شـده            

 Kolmer, 2005; Marasas et al. 2004; Roelfs et(است 

al. 1992; Saari & Prescott, 1985( .ــم ــاهش زاني  ک
 اريبس ريمقاد از ناشي از اين بيماري متفاوت بوده،   محصول

 ـگرد گزارش %۵۰بالاي   تا کم  زمـان  بـه  ايـن امـر    کـه  دهي
وابـسته   گنـدم  ارقام مقاومت زانيم و رشد مرحله ،يآلودگ
 کانزاس التيا در ۲۰۰۷ سال در .)Chester 1946(باشد  مي

 ديــگرد گــزارش% ۱۴ زانيــم بــه گنــدم محــصول کــاهش
(Appel et al. 2007) .     در كـشور مـصر كـاهش محـصول

گـزارش  % ۵۰گندم ناشي از اين بيماري بـه ميـزان بـالاي            
در ايـران ايـن   . (Abdel Hak et al. 1980)گرديـده اسـت   

بيماري يك بيماري اندميك گندم اسـت كـه هـر سـاله در          
مناطقي از شمال، جنوب و غرب ظهور يافته و باعث ايجاد      

  ). Afshari  2008( گردد خسارت مي
در بسياري از نقاط جهان، تحقيقات زيادي در رابطه         

هاي  هاي فنوتيپي و پاتوتيپي مابين جمعيت با بررسي تفاوت
در بسياري از اين . ته استفمختلف اين قارچ، صورت پذير

زنـي مـصنوعي      ها مايـه    تحقيقات مبناي بررسي اين تفاوت    

ردي است كه داراي هاي اين قارچ روي ارقام استاندا جدايه
. باشـند   بـه ايـن بيمـاري مـي    (Lr genes)هاي مقاومت  ژن

هاي متقابل اين ارقام با قارچ عامل بيمـاري           بررسي واكنش 
 موجـود در قـارچ عامـل        يتعيين كننده فاكتورهاي پـرآزار    

باشد و بر اين اساس پاتوتيپ قـارچ بـر اسـاس     بيماري مي 
ومـت تعيـين   هـاي مقا  نـاپرآزاري روي ژن / فرمول پـرآزاي  

 .شود مي

اي آمريکـاي    کميته زنگ قهـوه    توسط ۱۹۸۶ سال در
 )North American Leaf rust Workers Committee (شـمالي 
، Lr1  ،Lr2a  ،Lr2c هـاي  ژن بـا   ژنـي   تـك  ارقام از استفاده

Lr3  ،Lr3ka  ،Lr9  ،Lr11  ،Lr16  ،Lr17  ،Lr24  ،Lr26 
 نوتيـپ  و ف  يپـرآزار  هاي فاكتور و نژاد تعيين براي Lr30و

 در فيزيولوژيك نژادهاي تعيين و شد پيشنهاد اي قهوه زنگ
 بر (Modified-Unified-Numeration) گذاري نام سيستم يك

ــاس ــول اســـــ ــرآزايفرمـــــ ــاپرآزاري /  پـــــ نـــــ
(Avirulence/Virulence) جهـت   چنـين هـم  شد، تصويب

لانگ ها از روش پيشتهادي توسط  هاي جدايه تعيين فنوتيپ
  . استفاده گرديد(Long & Kolmer 1989) و كولمر

هاي  در بسياري از نقاط جهان و ايران  تعيين پاتوتيپ
اي گنـدم در حـال انجـام اسـت و      عامل بيماري زنگ قهوه  

هاي  هاي متفاوتي از پاتوتيپ دهد كه جمعيت نتايج نشان مي
هاي مختلف در حال فعاليـت و ايجـاد           اين قارچ در كشور   

 ,Afshari et al. 2005(باشـند   بيماري روي گياه گندم مـي 

Bamdadian 1979, Hanzalova et al. 1993, Kazem et 
al. 2006, Long et al. 2002, McDonald & Martinez 

1990, Niazmand et al. 2010 .(  اين امر بيانگر اين نكتـه
هاي مختلف اين قارچ از لحـاظ ژنتيكـي           است كه جمعيت  

 يک ـيتار ژنتق از سـاخ  ي ـق و عم  ي ـفهـم دق  . باشـند   متنوع مي 
 کنترل  يها  روش يي بر کارا  يقيرات عم يت پاتوژن تأث  يجمع
 زنـگ   يماري در خصوص ب   ياديقات ز يهر چند تحق   .دارد

 ـ   ياريگندم در بس    ي از نقاط جهان در حال انجام اسـت، ول
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  ... Puccinia triticinaهاي  مطالعه تنوع ژنتيكي پاتوتيپ:  نيازمند و همكاران

۱۵۹  

ن پاتوژن در   ي ا يها تي جمع يکي کامل ساختار ژنت   ييشناسا
ه، مزرع ـ(و کوچک ) کشور و قاره( بزرگ  ييايمناطق جغراف 

 ـ ياه و حت  يگ  ييط آب و هـوا   يو تحـت شـرا    ) ک جـوش  ي
  ).Torabi et al. 2001(   استيمختلف ضرور
 مولكـولي   نـشانگرهاي گيري    كار ههاي اخير ب    در سال 

هـاي پارازيـت    هاي موجود ميان قارچ جهت بررسي تفاوت 
موضـوع  . گياهي بـه طـور وسـيعي گـسترش يافتـه اسـت            

ــات بررســي ژن  ــن تحقيق ــسياري از اي ــوزومي هــاي ر ب يب
(Ribosomal genes)    بـوده اسـت)Henson & French 

1993, Egger 1995, Ennos & McConnell, 1995, 
Bridge & Arora 1998, Grube & Korken 2000.( در 

ي دارا (rDNA)ي بــوزومير DNA هــا، وتيکــار ويــ اغلــب
 5sو   s۱۸، s۸/۵ ، s۲۸ ييهـا  ژن از  شونده تکراري  ها واحد
 نقـاط  نيا .نديمان  يم کد راي  بوزومير هاير ان ا   آ که است
 ـ ينـواح  توسطي  ژنوم  ـ ي ب  ITS  نـام  بـه  ،(Spacers) ين ژن

(Internal Transcribed Spacer) و IGS (Intergenic 

Spacer) شـوند  يم ـ جدا هم از .IGS  قابـل  ري ـغي  ا  ناحيـه 
هـا و برخـي اعـضاي         در بازيديوميـست   است و  رونويسي

 بـه  تـر  کوچـک  هي ـحنا دو شـامل هاي قـارچي      ديگر شاخه 
 مـا  اسـت ي  ا  ناحيه IGS1. باشد  يم IGS2 و IGS1ي  ها نام
 قـرار s۱۸ و s۵ هاي   ژن نيب IGS2 و s۲۸ و s۵ هاي   ژن نيب
 در منطقـه  نيتر عيسر IGS بخش .(Reeder 1990) رديگ يم

ي هـا  يتوال ازي  تعدادي  دارا که است، rDNA تکامل حال
 اغلـب  و بـوده  گونه مختص که استي  داخل شونده تکرار

 زين منفرد سلول کي داخل دري  حت و افراد ها، تيجمع نيب
 ،IGS هيناح  .(Paule & Lofquist 1996) است تنوعي دارا

 و درون تنـوع  ازي  بالاتر درجهي  دارا ITS هيناح به نسبت
 تنوع. استي  اختصاص کاملاً صورته  ب و  بوده يا گونه نيب

ي مـار يب ملعا قارچي  ها پيپاتوت نيب s ۵ و IGS هيناح در
. (Kim et al. 1992) است دهيگرد گزارش گندم اهيس زنگ

 ـجدا ITS2 و ITS1، s۸/۵ي  نواحي  ها يتوال تعيين ي هـا  هي
 ران،يا مختلف نقاط از P. graminis قارچ شدهي آور جمع
 بر علاوه ، نشان داد كه   مختلف زبانانيم از و کايآمر و اروپا
 ـي طول يچند شکل وجود  ـجدا نيب  ـا هـا در  هي  ،ينـواح  ني
 زي ـن هـا  يتـوال ي  دي ـوتئنوکلي  محتـوا  لحاظ ازي  يها تفاوت

 سـه  IGS1ي ها يتوال (Abbasi et al. 2005b).وجود دارد 
 از کـه  گنـدم  زرد زنـگ ي  ماريب عامل قارچي  ياروپا هيجدا
 داشـتند،  تفاوت يپرآزار وي  يايجغراف منشأ پ،يپاتوت لحاظ
چنـد   کـه  داد نـشان  هـا  يبررس ـ .گرفتند قرار يبررس مورد
 ـي  کم يشکل  ـجدا سـه  نيب  ـا در هي دارد  وجـود  هي ـناح ني

(Celine et al. 2002)   در ناحيـه  يچند شـکل IGS  شـش 
اي جـو    عامل بيماري زنگ قهـوه P. hordeiپاتوتيپ قارچ 

  ).Jenning 1997(گزارش گرديده است 
بر اساس اطلاعات موجود تاكنون تحقيقي در رابطـه         

  هـاي قـارچ     اتوتيـپ هـاي ژنتيكـي بـين پ        با بررسي تفاوت  
P. triticina در ناحيه ،IGS1با توجه به .  انتشار نيافته است

اي گنـدم داراي   اين امر كه قارچ عامل بيماري زنـگ قهـوه       
توليد مثل جنـسي اسـت و از لحـاظ پـاتوتيپي و فنـوتيپي               

هاي مختلف ايـن قـارچ    هاي زيادي در بين جمعيت     تفاوت
ين تحقيق بررسي گزارش گرديده است لذا هدف از انجام ا

هـاي ژنتيكـي در بـين      و تفـاوت يامكان وجود چند شـکل   
اي   قهوه  هاي مختلف قارچ عامل زنگ        ها و فنوتيپ    پاتوتيپ

گندم از نـواحي مختلـف آب و هـوايي ايـران بـر اسـاس                
  . استIGS1يابي ناحيه  توالي

 
  روش بررسي

هـاي    هـا و پاتوتيـپ      ها و تعيين فنوتيپ     آوري نمونه   جمع
  قارچ
 نمونه برگـي آلـوده بـه زنـگ          ۱۱تعداد   ۱۳۸۷سال  ار  بهدر

بر اساس منـاطق پراکنـدگي و شـرايط آب و    اي گندم     قهوه
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 ايـن   .آوري گرديدنـد    جمـع   از مناطق مختلف ايران    هوايي
سـه  (مناطق شامل اردبيل، اهواز، بروجرد، زرقـان، سـاري           

 جهـت   .، كلاردشت، كرج، مشهد و همـدان بودنـد        )جدايه
هاي برگي گندم آلوده به زنگ  ، نمونهتكثير و خالص سازي

ها به طور مجزا و به ابعاد مناسب         اي هر يك از جدايه     قهوه
هـاي   تـشتک  ساعت داخـل     ۲۴ سپس به مدت     ،بريده شده 

 و در دمـاي  سترونمحتوي کاغذ صافي واتمن و آب مقطر     
. گـراد داخـل يخچـال قـرار داده شـدند         درجه سانتي  چهار

 گوش پاک کن و يا قلـم     يوردينيوسپورهاي مرطوب توسط  
 و روي   هآوري گرديـد   هـاي برگـي جمـع      مو از روي نمونه   

 روزه رقـم حـساس بـولاني        ۱۴هاي   هاي اول گياهچه   برگ
 نيازمنـد  ساير مراحل تكثير بر اساس روش    . زني شدند   مايه

   لايــن تــك ژن ۳۹از . انجــام گرديــد) ۲۰۱۰ (و همكــاران
 Lr31و   +Lr10، Lr27هاي مقاومـت     ويك لاين داراي ژن   
آوري شـده    هـاي جمـع    هـاي جدايـه    جهت تعيين پاتوتيپ  

  زنـي شـده    هـاي مايـه    گياهچـه ). ۱ جـدول (استفاده گرديد   
 ساعت تحت شرايط تاريكي و     ۲۴ارقام استاندارد به مدت     

قـرار  % ۱۰۰و رطوبـت نـسبي      گـراد    يدرجه سانت  ۱۸دماي  
 ۲۲-۲۴هـاي بـا دمـاي        ها به گلخانه   سپس گياهچه  .گرفتند

 روز  ۱۲-۱۴پس از گذشت    . انتقال يافتند گراد  يتدرجه سان 
 ادداشــت بــرداري تيــپ آلــودگي بــه روشي، زنــي مايــهاز 

 در مقيـاس  (McIntosh et al. 1995)ماكينتاش و همكاران 
 بـه عنـوان     ۲ تـا    ۰هاي آلـودگي     تيپ.  صورت گرفت  ۴-۰

ــاري  ــر بيم ــا غي ــاوم ي ــپ مق ــودگي   زا و تي ــاي آل    ۴ و ۳ه
تعيـين  . زا در نظر گرفته شـدند      يبه عنوان حساس يا بيمار    

-ها بر اساس سيـستم نـام    هاي جدايه  پيها و فنوت   پيپاتوت

صـورت  ) Long & Kolmer 1989( لانگ و کولمرگذاري 
  .پذيرفت

  
  

 استخراج و تكثير دي ان ا

  ريـــدر و بـــرودا  روش از ان ا يد اســـتخراج جهـــت
(Reader & Broda 1985)  دنييسـا  جهـت با اندكي تغيير 

 ۲/۰ مقـدار  که بيترت نيا به .شد استفاده ها وسپورينيديوري
 ـجدا هر از وسپورينيديور ي پودر گرم  در مجـزا  طـور  بـه  هي
 زانيم به سپس و شد ختهيرتر سترون يل يليم ۵/۱هاي   تيوب

 افـزوده  ها     تيوب به شده کلاو اتو کاربراندوم پودر گرم ۱/۰
 دنييسـا  جهـت .  و توسط ازت مـايع منجمـد شـد         ديگرد

 ـ از منجمـد ي  وسپورهاينيديوري  بـا دور    يمعمـول  متـه  ک ي
  موتـــور آهـــسته بـــا يـــك نـــوك كوچـــك پلاســـتيكي

(Mini-pestle)  ــدت ــه م ــترون ب ــثان ۲۰-۳۰ س ــتفاده هي  اس
 شـده  هيتوص ـ روش اساس بر استخراج مراحل هيبق .ديگرد

 کـه  تفـاوت  نيا با انجام شد   )1985 (ريدر و برودا   توسط
ي محتـو ي  هـا  بوي ـت بـه  استخراج بافر کردن اضافه از پس

 در قـه يدق پـنج  مـدت  بـه  ها بويت شده، دهييسا يها اسپور
 جهـت . دنديگرد مخلوط دور اکثر حد با زن هم هب دستگاه
ــام ــرا PCR انج ــتکثي ب ــناح ري ــا از IGS1 هي   يآغازگره

 L318 (Giraud et al. 1997) dGCTACGATCCACTGAGGTTC 
 5sk dCTTCGCAGATCGGACGGGAT (Wolters و

& Erdmann 1988)  هي ـناح گرهـا  آغاز ني ا.ديگرد استفاده  
 ـ  موجود در  ين ژن يب  DNA دررا   s ۵ و s ۲۸ي  هـا  ژن نيب
 ريمقـاد  و  مـواد  .نـد ينما يم ـ ري ـتکث IGS1 نام بهي  بوزومير

 ـ هر يحجم  PCR در و چرخـه دمـايي     آغازگرهـا    از ک ي
بـر اسـاس روش توصـيه شـده          IGS1 هي ـناح ري ـتکثي  برا

 محصولات آن PCRاز اتمام پس  . بود(Fox 1993)فوكس 
سـپس ايـن     .ز يک درصـد بررسـي شـدند       وروي ژل آگار  

به شركت مـاكروژن كـشوركره ارسـال شـد و           محصولات  
ــرايط     ــت شـ ــابي تحـ ــوالي يـ   terminator cyclingتـ

BigDyeTM            3730 و توسط دستگاه تـوالي يـاب مـدلXL 
  . گرفتانجام
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  ... Puccinia triticinaهاي  مطالعه تنوع ژنتيكي پاتوتيپ:  نيازمند و همكاران

۱۶۱  

  راني جدا شده از مناطق مختلف ا يا زنگ قهوهيهاپين پاتوتييورد استفاده جهت تعگندم مافتراقي هاي  لاينهاي مقاومت و  ژن .۱جدول 
Table1. Lr genes and standard differential genotypes of wheat used for pathotypes identification of brown rust 

from different regions of Iran. 
 

 هاي مقاومتژن
Lr genes 

 افتراقي هاي نام لاين
Differential genotypes 

 شماره
No. 

Lr22b*** Thatcher 1 

Lr1 TC*6/CENTENARIO (RL6003) 2 
Lr2a TC*6/WEBSTER (RL6016) 3 
Lr2b TC*6/CARINA(RL6019) 4 
Lr2c TC*6/LOROS(RL6047) 5 
Lr3 TC*6/DEMOCRAT(RL6002) 6 

Lr3ka TC*6/ANIVERSARIO(RL6007) 7 
Lr3bg BAGE/8*TC(RL6042) 8 
Lr9 TRANSFER/6*TC(RL6010) 9 

Lr10 TC*6/EXCHANGE(RL6004) 10 
Lr11 HUSSAR(W976) 11 
Lr12 EXCHANGE/6*TC(RL6011) 12 
Lr13 MANITUOU 13 
Lr14a SELKIRK/6*TC(RL6013) 14 
Lr14b TC*6/MARIA ESCOBAR(RL6006) 15 
Lr15 TC*6/KENYA1483(RL6052) 16 
Lr16 TC*6/EXCHANGE(RL6005) 17 
Lr17 KLEIN LUCERO/6*TC(RL6008) 18 
Lr18 TC*7/AFRICA43(RL6009) 19 
Lr19 TC*7/TR(RL6040) 20 
Lr20 THEW(W203) 21 
Lr21 TC*6/RL5406(RL6043) 22 
Lr22a*** TC*6/RL5404(RL6044) 23 

Lr23 LEE310/6*TC(RL6012) 24 
Lr24 TC*6/AGENT(RL6064) 25 
Lr25 TC*?/TRANSEC 26 
Lr26 TC*6/ST-1-25(RL6078) 27 

Lr10, Lr27+ ,Lr31* GATCHER(W3201) 28  
Lr28 CS2D-2M 29 
Lr29 TC*6/CS7AG#11(RL6080) 30 
Lr30 TC*6/TERENZ10(RL6049) 31 
Lr32 TCLR32(RL5497) 32  
Lr33 TC*6/PI58548(RL6057) 33 
Lr34 TC*6/PI58548(RL6058) 34 
Lr35 RL5711 35 
Lr36 E84018 (NEP/AE.SPELTOIDES.2-9-w… 36 
Lr37 TC*6/VPM(RL6081) 37 
Lrb TC*6//CARINA(RL6051) 38 

Lr23+**  GAZA(W277)(DURUM) 39  
Lr10+** Altar 84 (Drum) 40 

Seeds from Dr. R. Singh, CIMMYT Mexico- Karaj 1385 
 هاي مقاومت در مرحله گياه كامل ژن : *** هاي اضافهلاين داراي ژن : + ** لاين محتوي چندين ژن مقاومت : *

*: Wheat line with multiple resistant gene **: + Wheat line with additive resistant gene ***: Adult plant resistant gene 
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  ۱۵۷-۱۶۹: ۱۳۹۲ سال / ۲شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهيبيماري 

۱۶۲  

 ها تجزيه و تحليل داده

هـاي مـورد    جدايـه يپـرآزار نـا  و  يپرآزار از   نتايج حاصل 
بـا روش   هـاي مقاومـت ارقـام اسـتاندارد         روي ژن  بررسي

UPGMA   افـزار   گيـري نـرم   با بکار  وNTSYS-pc   نـسخه 
)2.02e (  دنـدروگرام  بر همين اساس    . تجزيه كلاستر شدند

جهت ترسيم ايـن    . ها ترسيم گرديد  مربوط به تشابه جدايه   
  هـر ي و عـدم پـرآزار  يپـرآزار دندروگرام يک ماتريس از   

هاي استاندارد  روي لاين ) Lr(جدايه براي هر ژن مقاومت      
در نظر ) ي براي پرآزار۱ و عدد ي براي عدم پرآزار۰عدد (

 ــ ــا ب ــه شــد و ســپس ب ــارد ه گرفت کــارگيري ضــريب جاک
ترسيم خـط بـرش در       با.  مربوطه ترسيم گرديد   دندروگرام

هايي جدايه.  گرديد ها تعيين  ميزان تشابه جدايه   ۸۴/۰سطح  
كه در يك كلاستر قرار گرفتند داراي تشابه زيادي بودند و       

هايي كه در كلاسـترهاي ديگـر قـرار         نسبت به ساير جدايه   
  . گرفتند متفاوت بودندمي

ايـن   ،IGS1هاي تکثير شده     تواليهويت   ييدتأبراي  
 NCBI Blast Search  موتـور جـستجوي  ها به کمک توالي

هاي تهيه شده، از    چنين توالي هم . گرفتند مورد بررسي قرار  
 و شـماره  نـد ه گرديدئ به بانك ژن ارا   Bankitطريق سايت   

ســازي  بعـد از آمـاده  ). ۲ جـدول (دسترسـي آن اخـذ شـد    
ها بـا کمـک نـرم        توالي چند گانه    يسازفيرد  ها، هم  توالي
به منظور بررسـي چگـونگي       . انجام گرفت  MEGA4 افزار
 و  ديگر  با يک  ي ايراني ها  جدايه IGS1 توالي ناحيه    ارتباط

 Trace archivesبا تعدادي از  توالي به دست آمده ازقسمت
هــاي دسترســي   بــا شــمارهGenBank) (NCBIبانــك ژن  

۲۲۲۶۶۶۶۴۷۱TI  ،۲۲۲۶۶۶۶۴۲۶TI    ، ۲۲۲۶۶۴۳۴۲۲TI و 
۲۲۲۶۶۷۲۹۴۷TI  ،با استفاده از نرم افزار      فيلوژنتيك درخت 

MEGA4  هـا  به روش پيوست همسايهو (Neighbor joining) 
   .گرديدترسيم 
  

  نتايج
  ها پ جدايهيتعيين پاتوتيپ و فنوت

  هـاي    جدايـه   پي ـ و فنوت   نتايج مربوط بـه تعيـين پاتوتيـپ       
P. triticina طوري كه همان.  آورده شده است۳ جدول در

هاي اهواز و كرج  جز جدايهه گردد ب  ميديدهدر اين جدول 
كــاملاً مــشابه يكــديگر پي و پـاتوتيپي  يكـه از لحــاظ فنــوت 

پي و يهاي مورد بررسي از لحاظ فنـوت    باشند ساير جدايه    مي
  .پاتوتيپ تعيين شده متفاوت بودند

  
 کلاستر زيآنال اساس بر هاهيجدا تشابه و تنوع

ها بر اسـاس تجزيـه      پينتايج مربوط به تنوع و تشابه پاتوت      
هـا  بنـدي اين گـروه  .آورده شده است) ۱ (شكلكلاستر در 

هــا از لحــاظ جدايــه%) ۸۴بــيش از (نگر ميــزان تــشابه بيــا
هـاي مقاومـت     روي ژن  ي پـرآزار  نا و   يفاكتورهاي پرآزار 

هايي که در يـک کلاسـتر قـرار گرفتنـد از            جدايه. باشدمي
بر اساس   .هستند% ۸۴لحاظ پاتوتايپي داراي تشابه بيش از       

با در نظر گـرفتن خـط بـرش در    و م شده   يدندروگرام ترس 
 قرار  متمايز گروه۶ در ي مورد بررس  يهاهيجدا،  ٪۸۴سطح  
   .گرفتند

  
  هاجدايه هايتوالي تحليل و تجزيه

 ريبـوزومي، يـازده پاتوتييـپ    ي ان اي دIGS1تكثير ناحيه   
 L318اي گندم با به كارگيري جفت آغازگر هاي  زنگ قهوه

). ۲ شـكل ( جفت بازي نمـود      ۸۷۰ توليد يك باند     5SKو  
ها بيانگر ان در رابطه با كليه جدايه  هاي يكس وجود اين باند  

هاي مورد بررسي در    مورفيسم طولي جدايه  عدم وجود پلي  
 پس از تعيين تـوالي ايـن        .باشدمي ي ان ا  ي د اين ناحيه از  

 مـشخص   Search NCBI Blastقطعات با كمك نرم افزار 
ــوالي   ــه ت ــد ك ــه    گردي ــده جداي ــر ش ــاي تكثي ــا   ه ــا ب   ه
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۱۶۳  

  .ژن بانك در  Puccinia triticina ايرانيهايجدايه IGS1 يهايتوال شماررس  .۲ جدول
Table 2. GenBank accession numbers of IGS1 sequences of Iranian isolates of Puccinia triticina. 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

ــسمت ــواحي   ق ــايي از ن ــسمت28Sه ــايي   و ق ــاي انته  ه

ــه    ــه ناحيــ ــوط بــ ــوزي ان اي دIGS1مربــ   ومي ريبــ
Puccinia striiformis f. sp. tritici با . داراي تشابه بودند
به توالي اين ناحيه از  توجه به عدم وجود اطلاعات مربوط

در بانك ژن و بـا توجـه بـه     P. triticinaقارچ  ي ان ايد
پايين بودن ميزان تشابه اين ناحيـه تكثيـر شـده بـا ناحيـه               

IGS1 از Puccinia striiformis f. sp. tritici  تكثير ناحيـه 
IGS1 P. triticina قرار گرفتييدتأ مورد .  

هـاي    جفـت بـازي از تـوالي   ۷۱۰ يف سـاز يهم رد
IGS1۲/۱هاي مورد بررسي نشان دهنده  مربوط به جدايه-

چنـين هنگـامي كـه       هـم .  درصد تفـاوت بـين آنهـا بـود         ۰
آوري شده مورد مقايسه قرار گرفتند چهار         هاي جمع   جدايه

 هـاي دريـافتي از      فته و هنگامي كه با جدايه     ناحيه جهش يا  
 ناحيه جهـش يافتـه     ۲۲بانك ژن مورد مقايسه قرار گرفتند       

). ۳ شكل( هاي مورد بررسي مشاهده گرديد  در طول توالي
 معنـي دار    IGS1هاي ناحيـه      اين مقدار تفاوت مابين توالي    

هاي بسيار اندك در اين ناحيه از  تفاوتدهندهنبوده و نشان
، يـك  ۳ساريدر مورد جدايه.هاي مورد بررسي است جدايه

 باز كه در محدوده بازهاي      ۲۹ناحيه حذف شده متشكل از      
 قرار مي گيرد مشاهده گرديد که نـسبت بـه        ۶۴-۹۵شماره  

  . بوديدار ي تفاوت معني داراي مورد بررسيهاهير جدايسا
  
  IGS1 rDNA ناحيه در هاجدايه يکيتفيلوژن ارتباطات

ــک بــدون ريــشهدرخــت فيلوژنت ــابي براســاس تــوالي، ي ي
آوري هـاي جمـع   جدايه IGS1محصولات حاصل از ناحيه     

 ترسيم ،هاي دريافت شده از بانك ژنشده از ايران با جدايه
 تبـار  شـش هـا در  بر اساس درخت فيلوژنتيك، جدايه  . شد

(Clade) ۴ شكل( قرار گرفتند(.   
، هاي ايراني اهواز، كلاردشت   وه اول شامل جدايه   رگ

هـاي  زرقان، بروجرد و كرج به همراه دو جدايه بـا شـماره           
   در بانک ژن    ۲۲۲۶۶۴۳۴۲۲TI و   ۲۲۲۶۶۷۲۹۷۴TIشناسايي

 شماره
No 

 .Accession Noرس شمار Isolate namesها  جدايه نام

1 Ardabil  HM590475 
2 Ahvaz HM590476 
3 Brojerd HM590477 
4 Zarghan  HM590485 
5 Sari1  HM590482 
6 Sari2  HM590483 
7 Sari3  HM590484 
8 Kelardasht HM590480 
9 Karaj HM590479 

10 Mashhad HM590481 
11 Hamedan  HM590478 
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۱۶۴  

 منـاطق  از شـده  يآورجمع  Puccinia triticina ياقهوه زنگ يهاهيجدا يپرآزار ريغ/ يپرآزار فرمول و يپرآزار هايپيفنوت. ۳ جدول
  .۱۳۸۷ سال در راني امختلف

Table 3. Phenotypes and Avirulence/virulence formula of brown rust Puccinia triticina  isolates collected from 
different regions of Iran in 2007. 

  
)NCBI Blast Search Trace Identification( ،ــد . بودن

 دوم، همدان و اردبيل در گروه       ۲، ساري ۱هاي ساري جدايه
جدايه مشهد يك گروه مجـزا را تـشکيل داده      . قرار گرفتند 

جدايـه  در گـروه چهـارم،       ۳ جدايـه سـاري    .)۳گروه   (بود
 در گـروه    ۲۲۲۶۶۶۶۴۲۶TI  شناسـايي    دريافتي بـا شـماره    

در بانک ژن، در      و جدايه دريافتي با شماره شناسايي      پنجم
از بـين شـش      . قـرار گرفتنـد     پنجم ۲۲۲۶۶۶۶۴۷۱TI گروه

هاي اول تا سوم از تأييد بالايي بـر   گروه تشكيل شده گروه  

%) ۵۸و  % ۳۳(پ برخورداد نبودند    اساس آزمون بوت استرا   
بقيه . توان اين دو گروه را يك گروه در نظر گرفت و لذا مي

هاي تشكيل شده از مقدار بوت استراپ قابـل قبـولي           گروه
  %).۹۴(برخورداد بودند 

م شده با دندروگرام يي ترسيکيت فيلوژندرختمقايسه 
 هـاي جدايـه   نـشان داد کـه     ،)۵ و   ۱شکل  ( هاتشابه جدايه 

 دندروگرام  وييکيت در درخت فيلوژن  كرج اهواز و    وجرد،بر
   درخت فيلوژنتيـك  در  .  در يک گروه قرار گرفتند     ،ترسيمي

  مناطق
Regions 

  )Lr يهاژن (پرآزاری نا / پرآزاری فرمول
Avirulence/virulence formula (Lr genes) 

  پرآزاری هايپيفنوت
Virulence Phenotypes  

  شماره
No. 

Sari1  10+27+31,1,2a,2b,9,10+,15,17,19,21,23,23+,24,25,28,34,36/b,2c,3,3bg,3ka,
10,11,12,13,14a,14b,16,18,20,22a,22b,26,29,30,32,33,35,37  FHRR  1 

Sari2  10+27+31,2a,9,10+,19,20,25,28,29,33,36,23+/b,1,2b,2c,3,3bg,3ka,10,11,12,
13,14a,14b,15,16,17,18,22b,21,22a,23,24,26,30,32,34,35,37 PKTT 2 

Sari3  10+27+31,2a,2b,2c,9,10+,15,17,19,23,23+,25,28,29,32,36/b,1,3,3bg,3ka,10,
11,12,13,14a,14b,16,18,20,21,22a,22b,24,26,30,33,34,35,37 MKRT 3 

Mashhad 10+27+31,2a,2b,9,10+,15,17,19,23+,24,25,28,29,32,34,36/b,1,2c,3,3bg,3ka,
10,11,12,13,14a,14b,16,18,20,21,22a,22b,23,26,30,33,35,37  PHRT 4 

Borojerd 2a,2b,2c,9,10+,19,23+,25,28,29,34,36/b,1,3,3bg,3ka,10,11,12,13,14a,14b,15
,16,17,18,20,21,22a,22b,23,24,26,10+27+31,30,32,33,35,37 MKTT 5 

Ardabil  10+27+31,2a,9,10+,15,16,18,19,23,23+,25,28,29,33,34,36/b,1,2b,2c,3,3bg,3
ka,10,11,12,13,14a,14b,17,20,21,22a,22b,24,26,30,32,35,37 PFTS 6 

Ahvaz 10+27+31,2a,2b,3ka,9,10+,19,21,23+,24,25,28,29,34,36/b,1,2c,3,3bg,10,11,
12,13,14a,14b,15,16,17,18,20,22a,22b,23,26,30,32,33,35,37  PHKT 7 

Kelardasht 
10+27+31,2a,9,10+,19,23,23+,25,26,28,29,36/b,1,2b,2c,3,3bg,3ka,10,11,12,

13,14a,14b,15,16,17,18,20,21,22a,22b,24,30,32,33,34,35,37 PGTT 8 

Zarghan 10+27+31,1,2a,2b,2c,9,19,21,23,23+,25,28,34/b,3,3bg,3ka,10,10+,11,12,13,
14a,14b,15,16,17,18,20,22a,22b,24,26,29,30,32,33,35,36,37  CKTT 9 

Karaj  10+27+31,2a,2b,3ka,9,10+,19,21,23+,24,25,28,29,34,36/b,1,2c,3,3bg,10,11,
12,13,14a,14b,15,16,17,18,20,22a,22b,23,26,30,32,33,35,37  PHKT 10  

Hamedan 10+27+31,2a,9,10+,19,23,23+,25,26,28,29,36/b,1,2b,2c,3,3bg,3ka,10,11,12,
13,14a,14b,15,16,17,18,20,21,22a,22b,24,30,32,33,34,35,37  PJTT  11  
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  ... Puccinia triticinaهاي  مطالعه تنوع ژنتيكي پاتوتيپ:  نيازمند و همكاران

۱۶۵  

  
 بـر  ۱۳۸۷آوري شده از مناطق مختلـف ايـران در سـال     جمع  Puccinia triticinaاي گندم  هاي زنگ قهوه دندروگرام تشابه جدايه. ۱شكل

  .هاي استاندارد  روي لاينيآزار و نا پرياساس ضريب جاكارد و پرآزار
Fig. 1. Similarity dedrogram based on Jaccard coefficient of brown rust of wheat Puccinia triticina  collected 

from different regions of Iran in 2007 based on virulence and avirulence on differential lines. 
  

 

 .راني شده از مناطق مختلف ايجمع آور Puccinia triticina يازده جدايه IGS1 حاصل از تكثير ناحيه  PCRمحصولات . ۲ شكل
Fig. 2. PCR amplification products of the IGS1 of eleven isolates of Puccinia triticina from different regions of 

Iran. 
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  ۱۵۷-۱۶۹: ۱۳۹۲ سال / ۲شماره  / ۴۹جلد   /هاي گياهيبيماري 

۱۶۶  

  
 شده از يجمع آور  Puccinia triticina اي گندم زنگ قهوهآوري شده جمعهاي جدايه IGS1هاي ناحيه  توالييسازفيهم رد. ۳شكل

  .رانيمناطق مختلف ا
Fig. 3. Alignment of the IGS1 nucleotide sequences for collected isolates of wheat brown rust Puccinia triticina  

from different regions of Iran. 
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۱۶۷  

  
 شده يجمع آور  Puccinia triticina اي گندم زنگ قهوهآوري شده جمعهاي جدايه IGS1هاي ناحيه  توالييسازفي هم رد.۳شكلادامه 

  .رانياز مناطق مختلف ا
Fig. 3. Alignment of the IGS1 nucleotide sequences for collected isolates of wheat brown rust Puccinia triticina  

from different regions of Iran. 
  

 گروه مجزا قرا گرفته     دودر   و مشهد    ۳ ساري هاي  جدايه
 در يـک   اردبيـل  و در دندروگرام ترسيمي جدايـه    ندبود

 جدايـه  درخـت فيلوژنتيـك  در . گروه مجزا قرار داشـت  
مشهد تشکيل يک گروه مجزا را داد در صورتي کـه در             

ر  د۱ساريدندروگرام ترسيم شده جدايه مشهد با جدايه 
 جدايه هاي فيلوژنتيك درختدر . يک گروه قرار گرفتند

 در يک گروه قرار گرفتند در صورتي        ۲ و ساري  ۱ساري

که در دندروگرام ترسيمي ايـن دو جدايـه در دو گـروه            
گيـري  توان چنين نتيجه  بنابرابن مي . داشتندمتفاوت قرار   

 و  هـا پاتوتيـپ بنـدي    گـروه کرد که ارتباط نزديکي بين      
هاي مورد بررسـي وجـود       جدايه IGS1احيه  هاي ن توالي
هاي بـه    چنين امكان برقراري ارتباط بين گروه      هم .ندارد

دست آمده در درخت فيلوژنتيك و پراكنش جغرافيـايي         
  .ها ميسر نگرديد جدايه
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۱۶۸  

  
  

 Accesion number of NCBI GenBank :*                                                                   شماره دسترسي در بانك ژن   :  *

 از شـده  آوريجمـع  Puccinia triticina اي گندم زنگ قهوه هايجدايه IGS1يابي  بر اساس توالي ريشه فاقد درخت فيلوژنتيك .۴ شكل
   .ژن بانك از شدهدريافت هايجدايه و ايران

Fig. 4. Unrooted neighbor joining phylogenetic tree based on IGS1 rDNA sequences of Iranian and foreign 
isolates of brown rust Puccinia triticina (asteric specimens retrived from GenBank) 

  
 بحث
 و جـدايي جغرافيـايي   يرغم تفاوت در طيـف پـرآزار     علي

 IGS1هاي مربوط به ناحيـه  هاي مورد بررسي، توالي جدايه
در . هاي اندکي بودندراي تفاوتهاي مورد بررسي داجدايه

 Pucciniaرابطه با سه جدايه فرانسوي و سـوئدي قـارچ   

striiformis f.sp tritici از تكثيـر  به دست آمـده  نتايج  نيز
  كيلوبـازي ۱/۱ و ۳/۱ دو قطعـه  منجر به توليد IGS1ناحيه  

هاي تكثيـر شـده     شد كه ميزان اختلافات دروني اين توالي      
گيري شد كه تفاوت در     چنين نتيجه  درصد بود و     ۱/۱-۷/۰

هـاي مـورد بررسـي بـسيار        هاي اين ناحيه در جدايه    توالي
 IGS1در مطالعـه  . (Ceilen et al. 2002)باشـد  انـدك مـي  
 چهـار  از Puccinia hordei جدايـه قـارچ   ششمربوط به 

 درصد اختلاف در يك قطعه      ۵/۰ – ۱۷/۰نژاد متفاوت فقط  
كثير اين ناحيـه مـشاهده    كيلوبازي حاصل از ت۶/۰توليدي  

تحقيق حاضر نيـز نـشان داد   . (Jennings et al. 1997)شد 
 نيـز  P. triticinaهاي قارچ  جدايهIGS1هاي كه بين توالي

  .تفاوت اندکي وجود دارد
 هـاي در رابطـه بـا كليـه جدايـه         IGS1از تكثير ناحيه    
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۱۶۹  

 ۸۷۰اي گندم مورد بررسي فقط يك بانـد   زنگ قهوه  ايراني
چنـد  دهنـده عـدم وجـود        توليد شد كه نـشان     جفت بازي 

چنـين بـا   هـم . هاي مورد بررسي بود طولي در توالي   يشکل
توجه به اين امر كه يوريدينيوسپورهاي عوامل ايجاد كننده         

كاريوتيك هستند وجود تك بانـد حاصـله        زنگ غلات دي  
بيانگر هموزيگوت بودن يوريدينيوسـپورهاي قـارچ عامـل       

در . باشـد مـي   IGS1دم در ناحيه    اي گن بيماري زنگ قهوه  
مورفيـسم   پلـي P. striiformis f.sp. tritici  رابطه با قارچ

طولي و هتروزيگوسيتي در اين ناحيه گزارش گرديده است 
(Ceilen et al. 2002) .  در قـارچLaccaria bicolor   كـه

باشد هتروزيگوسيتي در  يك بازيديوميست اكتوميكوريز مي   
 .(Martin et al. 1999) اسـت  هشـد  گـزارش   IGS1ناحيه

 جدايه متعلق بـه نـه نـژاد متفـاوت     IGS1  ،۱۴تكثير ناحيه   
 بانـد  ۱-۶، توليـد  Puccinia graminis f.sp. triticiقـارچ  

 كيلو بازي نمـود كـه ايـن امـر بيـانگر وجـود            ۵۸/۱-۰۲/۱
   در ايــن قــارچ اســتIGS1مورفيــسم طــولي ناحيــه پلــي

(Kim et al. 1992) .ايـن ناحيـه در    ولي درمورفيسم طپلي
  اسـت گـزارش نـشده   Puccinia hordeiرابطـه بـا قـارچ    

(Jennings et al. 1997).  
 هـاي   تـوالي در دنيا تحقيقات بسيار كمي در رابطـه بـا      

 ـ   قارچ IGS1ناحيه   خـصوص در رابطـه بـا جـنس         ه  ها و ب
Puccinia   هرچند كه تحقيـق حاضـر      .  انجام پذيرفته است

 انجـام  P. triticina قـارچ   هايروي تعداد كمي از جدايه
هـاي  هـاي جدايـه   تـوالي  پذيرفت اما نشان داد كه در ميان      

 .هاي اندكي وجـود دارد    مورد بررسي در اين ناحيه تفاوت     
به دليل فشار تكاملي اندك نواحي فاقد اطلاعـات ژنتيكـي       

 معمـولا داراي    IGSآ ريبوزومي از جمله نـواحي         ان  در دي 
هـاي    كه جدايه ي حاضر با اين   در بررس . تنوع بالايي هستند  

اي از مناطق جغرافيايي مختلف  تعيين توالي شده زنگ قهوه 
آوري شده بودند، وجود تفاوت اندك در توالي      كشور جمع 

هـاي   ها مؤيد يك نواختي جمعيـت   اين جدايهIGS1ناحيه  
اي در ايـران و منـشا گـرفتن آنـان از يـك        فعال زنگ قهوه  

ر در گذشته نه چندان دور جمعيت نيايي وارد شده به كشو     
  لزوم انجام تحقيقات بيشتري در رابطه با ساير نواحي.است

ريبوزومي جهت يافتن نواحي كه به عنوان يـك         ي ان ا  يد
هاي ايـن قـارچ      پي مولكولي جهت شناسايي پاتوت    نشانگر

ايـن  . رسـد مورد استفاده قرار گيرند ضروري بـه نظـر مـي         
هـاي ايـن   رسـي تـوالي  تحقيق اولين گزارش در رابطه با بر    

 ريبوزومي قـارچ عامـل بيمـاري زنـگ          يدي ان ا  ناحيه از   
  .باشد مي در جهاناي گندمقهوه

 ـ     پاتوتـايپي جدايـه     بررسي تـشابه   كـارگيري  ه  هـا بـا ب
هـاي ناحيـه    ترسيم شده و ارتبـاط ميـان تـوالي         مدندروگرا

IGS1  بيانگر عدم وجود يـك     نهاپاتوتيپ آ  ها با  اين جدايه 
 .بود IGS1هاي ناحيه  و تواليهاپيي بين پاتوتارتباط منطق

هاي بروجرد،    هر چند كه در دندروگرام ترسيم شده جدايه       
اهواز و كرج كاملاً مشابه بودند و در درخـت فيلـوژنتيكي            
ترسيم شده نيز اين دو جدايه در يك گروه قرار گرفتند اما            

هاي مورد بررسـي چنـين ارتبـاطي       در رابطه با ساير جدايه    
هــاي ايــن ناحيــه بنــابراين بررســي تــوالي. هده نــشدمــشا
هـا و    جهـت تعيـين تـشابه      نشانگرتواند به عنوان يك     نمي

قـرار   استفاده    مورد هاي اين قارچ  پيهاي ميان پاتوت  تفاوت
  ديگـري  و بايد تحقيقات بيشتري جهت يافتن نواحي       گيرد

در آينـده  كه بيانگر اين نوع ارتباطات باشـد،        ي ان ا  يداز  
  .پذيرد انجام

  
  منابع

 مراجعـه  يسيمتن انگل) 55-53(جهت ملاحظه به صفحات     
 .شود
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