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  1389زمستان  4 شماره دوازدهم، لدج

 
 ژنوتيپ هاي مقاوم و حساس گندم نان در Lr35اي تغييرات ساختاري ژن مقاومت به زنگ قهوه

)Triticum aestivum L.(   
Structural variation of leaf rust resistance gene Lr35 in resistant and susceptible 

bread wheat (Triticum aestivum L.) genotypes 
 

  3زادو سعيد اهري 2، سيد ابوالقاسم محمدي1رحيمه همتي گوگه
 

 چكيده

 هـاي مقـاوم و حسـاس گنـدم نـان      ژنوتيـپ  در Lr35اي تغييـرات سـاختاري ژن مقاومـت بـه زنـگ قهـوه      . 1389. اهـري زاد . محمدي و س. ا. ، س.همتي گوگه، ر

)Triticum aestivum L.( .12. جله علوم زراعي ايرانم )499-509) 4.    

  
توليد ارقام مقاوم يكي از راهكارهاي اصلي . شودهاي مهم گندم است كه باعث كاهش عملكرد آن مياي از بيماريزنگ قهوه
 ـ . هاي مقاومت بـه بيمـاري اسـت   لازمه اين عمل، شناخت ژنتيك مقاومت و ژن. زنگ گندم است كنترل بيماري ه بـا  در ايـن مطالع

، (NCBI)هـاي موجـود در مركـز ملـي اطلاعـات بيوتكنولـوژي       استفاده از سه جفت آغازگر اختصاصي طراحي شده براساس داده
بلاسـت تـوالي قطعـات    . يـابي شـدند  سازي، تـوالي قطعات پس از همسانه. تكثير شد Lr35جفت باز از ژن  340-351قطعاتي بطول 
علاوه بر اين، . نشان داد NCBIگندم نان از  Lr35درصد با توالي ژن  95مطالعه، شباهت هاي مورد در ژنوتيپ Lr35تكثيري از ژن 

 درصد با ژن گلوتنين Aegilops tauschii ،87 69–7–1از كلون كاسميدي  Lr21درصد با ژن  93هاي حاصل داراي شباهت توالي
A  با وزن مولكولي بالا ازTriticum turgidum ،84 كربوكسيلاز  استيل كوآنزيم آدرصد با ژن پلاستيدي(Acc–1) ازT. turgidum  و
هاي تكثيري با استفاده از سه جفت آغازگر، داراي يك توالي. هاي مقاومت به سفيدك پودري و تحمل به سرماي گندم نان بودژن

. اسـيدآمينه رمـز كردنـد    54و  52، 54هايي بطول باز بوده و پروتئينجفت 160و  156، 162طول ترتيب بهچارچوب قرائت آزاد، به
ها در گياهان هاي مقاومت به بيماريها نشان دهنده وجود ناحيه غني از لوسين، از نواحي حفاظت شده در ژنبررسي ساختار توالي

زنگ ها را براساس پاسخ به با استفاده از جفت آغازگر دوم ژنوتيپ Lr35اي براساس توالي قطعات تكثيري از ژن تجزيه خوشه. بود
نسبت جايگزيني هاي نامشابه به مشابه نشان دهنده نقش احتمالي گزينش مثبت و يـا گـرينش ايجـاد كننـده     . ها گروه بندي كردآن

هاي مقاوم، نيمه مقـاوم و حسـاس،   هاي نوكلئوتيدي بين ژنوتيپبا توجه به وجود تفاوت. تنوع در تغييرات نوكلئوتيدي اين ژن بود
اي در ها جهت شناسايي ارقام حساس و مقاومت به زنگ قهوهSNPطراحي آغازگرهاي اختصاصي مبتني بر توان از آن ها براي مي

  .گندم استفاده كرد
  

  .هاي مقاومت به بيماري و گندم نانتنوع نوكلئوتيدي، جايگزيني مشابه، ژن: هاي كليديواژه
  

  12/1388/ 5:  تاريخ پذيرش    13/8/1388 : دريافت تاريخ
  حصيل كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي كشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريز فارغ الت -1
  )mohammadi@tabriz.ac.ir: پست الكترونيك) (مكاتبه كننده(استاد، قطب علمي اصلاح مولكولي غلات، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريز،  - 2
انشيار، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريزد -3
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  مقدمه
هاي قارچي مهم گندم است اي از بيماريزنگ قهوه

كه بيشترين پراكنش را در سـطح جهـان داشـته و توليـد     
توليـد گنـدم بـدون اسـتفاده از      .سـازد آن را محدود مي

هاي ريطور قابل توجهي بوسيله بيما به كش قارچسموم 
شـود  اي محـدود مـي  زنگ غلات مخصوصاً زنگ قهوه

. كه نتيجه آن كـاهش عملكـرد در سـطح جهـاني اسـت     
بنــابراين، اصــلاح بــراي مقاومــت بــه زنــگ هــا يكــي از 

گنــدم در اغلــب  هــاي اصــلاحياهــداف اصــلي برنامــه
  . (Feuillet et al., 2003)رود  كشورها به شمار مي

 ژن مقاومــــــت بــــــه   40تــــــاكنون بــــــيش از  
ــوه  ــگ قهـ ــده   زنـ ــايي شـ ــدم شناسـ ــتاي در گنـ  اسـ

(Knott, 1989; McIntosh, 1995; Xing et al., 2007)  
اي و تعـدادي  ها مقاومت در مرحله گياهچهآن كه بيشتر

. كمتر مقاومت در مرحله گياه كامـل را القـاء مـي كننـد    
ولي برخي  ،ژني هستندها داراي توارث تكاكثر اين ژن

مقاومت كمـي را در مقابـل ايـن     Lr34 ها مانند ژناز آن
 ,Drijepondt and Pretoriuse)كننـد  بيمـاري القـاء مـي   

1989; German and Kolmer, 1992; Singh, 1992)  . از
هاي مقاومت به زنگ قهوه اي شناسايي شده، دو بين ژن

فوق حساسيت را در پاسـخ بـه    واكنش Lr35و  Lr13ژن 
ژن . دهنـد افزايش مياي زاي زنگ قهوهنژادهاي بيماري

Lr13 ــدم وجــود دارد و در  در اغلــب ژنوتيــپ هــاي گن
 شـود  ها باعث افـزايش مقاومـت مـي   تركيب با ساير ژن

(McIntosh et al., 1995;  Kolmer, 1997) . كربــر و
اي، گونـه با تلاقي بين )Kerber and Dyck, 1990( ديك

را از گونه وحشي و ديپلوئيد خويشاوند گنـدم   Lr35ژن 
ايـن ژن مقاومـت   . گندم منتقل كردند 2Bبه كروموزوم 

ــي   ــاد مــ ــوغ را ايجــ ــه بلــ ــا ژن در مرحلــ ــد و بــ  كنــ
بطـور همزمـان تفكيـك      (Sr39)مقاومت به زنگ سـياه  

  .(Gold et al., 1999)شود مي
هــا در گياهــان از نظــر هــاي مقاومــت بــه بيمــاريژن

ساختاري به پنج گروه تقسيم مـي شـوند كـه بزرگتـرين     
هايي با جايگاه حفاظت شده پروتئين ها،اين ژنگروه از 

NBS–LRR كننــدرا رمــز مــي(Huang et al., 2003)  .
 Lr1 ،Lr21اي هاي مقاومت به زنـگ قهـوه  يابي ژنتوالي

در  NBS-LRR-CCنشان دهنـده وجـود سـاختار     Lr10و 
جيانــگ و .  (Cloutier et al., 2007)باشــدهــا مــي آن

بـــا بررســـي تنـــوع  (Jiang et al., 2007)همكـــاران 
هــاي ژن (LRR)نوكلئوتيــدي در ناحيــه غنــي از لوســين 

مقاومت به بيماري ها گـزارش كردنـد كـه ميـزان تنـوع      
ــه  (Ks)هــاي مشــابه نوكلئوتيــدي و نســبت جــايگزيني  ب

در ناحيه . باشدداري متفاوت ميبطور معني (Ka)نامشابه 
LRR  چهـــار ژنL ،P ،RPP13  وRPP8 ،Ks   بـــه طـــور

 LRRدهد ناحيه بود كه نشان مي Kaاري بيشتر از معني د
هاي مقاومـت تحـت فشـار گزينشـي در     در برخي از ژن

الـيس و همكـاران    .قرار گرفتـه اسـت  جهت ايجاد تنوع 
(Ellis et al., 1999)   13هـاي  با هم رديف كـردن تـوالي 

كننـد،   كه مقاومت به زنـگ را در كتـان القـاء مـي     Lالل 
توانـد بـه علـت     هـا مـي  ن الـل نشان دادند كـه تفـاوت بـي   

-هم رديفـي تـوالي  . باشد TIRو  LRRتغييرات در ناحيه 
اي براي شناسايي نواحي حفاظت شـده و  هاي اسيدآمينه

نشـان دادنـد كـه تبـادل      DNAهـاي  رديفي تـوالي نيز هم
-تواند عامل ايجاد الـل قطعات در طول زمان تكاملي مي

  . هاي مختلف باشد
ــر  ــايش، تكثيـ ــن آزمـ ــدف ايـ ــازي و هـ ــدا سـ  ، جـ

بـا اسـتفاده از سـه     Lr35هايي از ژن كردن بخش همسانه
جفت آغازگر اختصاصي، بررسي درجه شـباهت آن بـا   

هاي اطلاعاتي و تعيين تنـوع  هاي موجود در بانكتوالي
هـاي گنـدم بـا درجـه متفـاوت      نوكلئوتيدي در ژنوتيـپ 
  .ه استاي بودمقاومت به زنگ قهوه

 

 مواد و روش ها

ــ ــا  مــواد گي ــان ب ــدم ن اهي شــامل هفــت ژنوتيــپ گن
اي در مرحلـه  درجات متفاوت مقاومـت بـه زنـگ قهـوه    

اي و گياه كامل بودند كـه از موسسـه تحقيقـات    گياهچه
پاسـخ بـه   . يـه شـدند  اصلاح و تهيه نهال و بذر كشـور ته 

ها براساس مطالعات مختلف در بخش  زنگ اين ژنوتيپ
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   اي و گياه كاملها در مرحله گياهچه اي آنابي و پاسخ به زنگ قهوهرزيهاي گندم نان مورد ا ژنوتيپ -1جدول 
Table 1. The studied bread wheat genotypes and their response to leaf rust at seedling and adult plant stages 

 مرحله گياه كامل
Adult stage 

 اي مرحله گياهچه
Seedling stage 

  گندم هاي ژنوتيپ
Wheat genotypes 

 نيمه مقاوم /مقاوم 
Resistant/partially resistant 

 نيمه حساس /حساس
Susceptible/partially susceptible MV-17 

 حساس
Susceptible 

 حساس
Susceptible 

 بولاني
Bolani 

 نيمه حساس –حساس 
Susceptible/partially susceptible 

 حساس
Susceptible 

  پيشتاز
Pishtaz 

 نيمه حساس –حساس 
Susceptible/partially susceptible 

 حساس
Susceptible 

  3مغان
(N-80-6) Moghan3 

 نيمه حساس –نيمه مقاوم 
Partially resistant/partially susceptible 

  مقاوم
Resistant MKH3 

 نيمه حساس –نيمه مقاوم 
Partially resistant/partially susceptible 

 حساس
Susceptible MKH4 

 نيمه حساس –نيمه مقاوم 
Partially resistant/partially susceptible 

 حساس
Susceptible 

  )بهار(بولوئيكا 
(M-79-7) Boloeka 

 
 غلات، موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهـال و بـذر  

ژنومي  DNAاستخراج  ).1جدول (تعيين گرديده است  
جام و ان  CTAB (Saghai-Maroof et al., 1984)با روش 

بـــا اســـتفاده از  DNAكميـــت و كيفيـــت نمونـــه هـــاي 
ــارز   ــورز ژل آگ ــپكتروفتومتر و الكتروف ــد  8/0اس درص

 از سـه جفـت آغـازگر    Lr35بـراي تكثيـر ژن   . تعيين شد
 Lr35–1 ،Lr35–2 وLr35–3  طراحي شده براساس توالي

اي پليمراز واكنش زنجيره. استفاده شد NCBIاين ژن در 
روليتـر و بـا اسـتفاده از پروتكـل     ميك 10در حجم نهـايي  

قطعـات تكثيـري   . انجام شد (CIMMYT, 2005) سيميت
الحـاق و در   pTZ57RTپس از جداسازي از ژل به ناقـل  

غربــال  .همســانه شــدند  DH5αســويه E. coliبــاكتري 
هـاي سـفيد رنـگ حـاوي قطعـات      ها انجام و كلني كلني

ــد  ــراي اســتخراج پلاســميد انتخــاب گرديدن  .تكثيــري ب
هــاي مســتعد بــا اســتفاده از روش كــوهن و ســلول هيــهت 

 .انجــــام شــــد (Cohen et al., 1972)همكــــاران 
ــي     ــوئيم و دال ــاس روش بيرنب ــميد براس ــتخراج پلاس اس

(Birnboim and Doly, 1979)  ــت و ــورت گرفـ صـ
 
  
  
  
  

هفت ژنوتيپ گندم  در Lr35ژن  الگوي نواري Lr35 ،:bگراديان دمايي براي تعيين دماي بهينه تكثير ژن  a: -1شكل 
باز و قطعه جفت 2886پلاسميد با طول  .HindIIIو  EcoRIهاي يافته با آنزيمالگوي نواري پلاسميدهاي برش c:نان، 

  .باز تعيين شدجفت 100اندازه نوارها با استفاده از نشانگر. بازجفت 351درجي با طول 

Fig. 1. a: Gradient temperatures to determine optimal temperature for amplification of Lr35 gene, b: Banding 

pattern of Lr35 gene in seven wheat genotypes, c: Banding pattern of plasmids digested with EcoRI and HindIII 

enzymes, plasmid with length of 2886bp and inserted fragment with length of 350bp. The size of fragments was 

determined based on 100bp size marker. 

 (bp 350)  بازجفت350

a b c 
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 توالي يابي قطعات توسط شركت ماكروژن كشور كـره 
رديفي رديفي براساس الگوريتم همهم. جنوبي انجام شد
 و بــرآورد ميــزان چنــد CromasV1.45lچندگانــه برنامــه 

هــاي ، جــايگزيني(Ks)هــاي مشــابه ، جــايگزينيشــكلي
ــه  Ka/Ksو نســبت  (Ka)نامشــابه  ــا برنام  ver3.0 Dnaspب

(Rozas and Rozas, 1998)  ــد ــام ش ــپ. انج ــاژنوتي  ه
ــوريتم    ــتفاده از الگـ ــا اسـ ــه  Neighbor-Joiningبـ برنامـ

(Kumar et al., 2008) MEGA4.0 بندي شدندگروه.  
 

  بحث و نتايج
براساس گراديان دمـايي، دمـاي اتصـال بهينـه بـراي سـه       

گـراد  درجه سانتي 52و  51، 56جفت آغازگر به ترتيب 
بـه ترتيـب   ) ج( و) ب(و ) الـف ( 1در شـكل  . تعيين شد

گراديان دمايي براي تعيين دمـاي اتصـال بهينـه، الگـوي     

و الگـوي نـواري پلاسـميدهاي     Lr35تكثيري قطعـه ژن  
نشـان   HindIIIو EcoRIهـاي برشـي   برش يافته بـا آنـزيم  

سه جفت آغازگر مورد استفاده الگـوي  . داده شده است
 .ها ايجاد كردندنواري مشابهي را در ژنوتيپ

 در تكثيــر Lr35 ژن قطعــه تــوالي نكــرد رديــفهــم
   نوكلئوتيدي تنوع بررسي و ارزيابي مورد هايژنوتيپ
هـاي تكثيـري بـا اسـتفاده از     رديف كردن تـوالي هم

هـاي مـورد مطالعـه نشـان     جفت آغازگر اول در ژنوتيپ
ــود   ــده وجــ ــاه 293دهنــ ــك جايگــ ــكل و تــ   52شــ

هـاي  جايگـاه از جايگـاه   37در . چندشـكل بـود   جايگاه
ــ ــك چندش ــاوت ت ــت   كل تف ــود داش ــدي وج نوكلئوتي

يزان تنوع نوكلئوتيـدي قطعـات تكثيـري در    م). 2شكل(
  .برآورد شد39522/0ارقام 

هـاي با بخش Lr35هر سه توالي حاصل از تكثير ژن 
  

در هفت  Lr35–1تكثير شده با استفاده از جفت آغازگر  Lr35جفت بازي از ژن  350 هم رديفي توالي -2شكل 
  .اندهاي تك شكل نشان داده شدهدر مقايسه با جايگاه هاي چندشكل با رنگ متفاوتجايگاه. م نانژنوتيپ گند

Fig. 2. Alignment of Lr35 gene fragment with length of 350 bp amplified in seven wheat genotypes using 

Lr35-1 primer pair. Polymorphic sites are shown with different color as compared with monomorphic sites. 

 

رديـف شـدند   هـم  NCBIهاي يكسـاني از  مختلف توالي
كه در اينجا فقط بلاسـت تـوالي حاصـل از يـك جفـت      

ها نشـان داد  بلاست توالي. آغازگر نشان داده شده است
گندم  Lr35، با توالي ژن Lr35كه قطعات تكثيري از ژن 

ــود در   ــان موج ــباهت  NCBIن ــت  95ش . درصــدي داش

از  Lr21درصد بـا ژن   93همچنين توالي حاصل شباهت 
ــميدي   ــون كاسـ  Aegilops tauschii ،87 69–7–1كلـ

از  بــا وزن مولكــولي بــالا   A درصــد بــا ژن گلــوتنين  
Triticum turgidum  درصـــد بـــا كلـــون  84وBAC 

1836I21 اسـتيل كـوآنزيم آ كربوكسـيلاز    ژن پلاستيدي
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(Acc–1)  از T. turgidum    ژن . )2جـدول  (بـودACC–1 
هاي كانديدا در تكامل گندم است كه در بررسـي  از ژن

، A، دهنـده ژنـوم   T. urartuمنشا سه ژنوم گنـدم نـان از   
Ae. tauschii ــوم ــده ژن ــده T. turgidumو  D، دهن ، دهن

ــوم  ــده اســت     Bژن ــايي ش ــد شناس ــدم هگزاپلوئي ــه گن ب
(Chalupska et al., 2008) .  
ــا  (Seyfarth et al., 1999)ســيفارث و همكــاران  ب

ــاتي از    ــازگر قطع ــت آغ ــتفاده از دو جف را  Lr35 ژناس
ــر و آن ــا راتكثي ــوزوم ه و در مجــاورت   2Bدر كروم

 WG996 و BCD260  ،PSR540؛ RFLPنشـــانگرهاي 
جفت  29ها يك مضاعف شدگي آن. مكان يابي كردند

مقاوم به زنگ از رقـم   THLr35در لاين ايزوژن بازي را 
Thatcher   و با طراحي جفت آغازگر بر اساس شناسايي

جفـت   931قطعـه  مضاعف شده، جفت بازي  29قسمت 
 . نمودندتكثير اين رقم را بازي در 

توالي تكثيري با استفاده از سـه جفـت آغـازگر، هـر     
و  156، 162طـول  بـه ترتيـب بـه    ORFكدام داراي يك 

 54 و 52، 54هايي با طول باز بودند و پروتئينجفت 160
هاي شناسايي شـده،  ORFبلاست . كردنداسيدآمينه رمز 
. نشـان داد   RPP5از ژن  ORFها را با يك هم رديفي آن

هـا نـواحي غنـي از    ORFهاي هم رديـف شـده   در توالي
). 3شـكل  (بيني شده مشاهده گرديد پيش (LRR)لوسين 

در . بودنـد  XXLXLXXنواحي غني از لوسين بصـورت  
ا هر اسيدآمينه آليفاتيك ديگر و لوسين ي Lاين تركيب، 

X  ــپارژين و  ، اســـيدآمينه هـــاي ديگـــر مخصوصـــاً آسـ
، ساختار XXLXKXXناحيه  XXLبخش . پرولين هستند

turn–β  و بخشXLXX   آن ساختارstrand -β   تشـكيل
ــي ــدمـ ــك  . دهـ ــابراين، يـ ــاختار  LRRبنـ ــكيل سـ  تشـ

 strand -βturn-–β ــي ــد م و  (Ellis et al., 2000)ده
-هايي كـه بنيـان  تكرارهاي مجاور در مكان β هايرشته
 βدر معرض محلـول هسـتند، تشـكيل صـفحات      Xهاي 

هـا و يـا   دهند كه نتيجـه آن شناسـايي پـاتوژن    موازي مي
ايـن  . باشدهاي مرتبط با سيستم دفاعي ميزبان ميپروتئين

. شـوند متصل مـي  αسپس به ساختارهاي  βساختارهاي 

در اين نواحي ناشي  DNAهاي رمز كننده تنوع در توالي
در اين  .(Takken et al., 2006)باشد از گزينش مثبت مي

ORF    هـا  ها دو ناحيـه اتصـال دهنـده دومـين(Domains) 
در  52تـا   40هـا در ناحيـه    شناسايي شد كـه يكـي از آن  

-Lr35توالي   40تا  22، ديگري در ناحيه  Lr35-1توالي 

اول داراي  از نظـر سـاختاري و عملكـردي ناحيـه    . بود 2
نقـش سـاختار آلفـا هلـيكس در     . حساسيت بيشتري بـود 

هـا در سـاختارهاي پروتئينـي متصـل شـونده بـه       پـروتئين 
DNA  ــيچ ــل پ ــيچ، زيــپ-خــم-ازقبي هــاي لوســيني و پ

باشـد كـه ايـن سـاختارها در     واحدهاي انگشت روي مي
شـود  هاي مقاومـت بـه ميـزان زيـادي ديـده مـي      پروتئين

(Ellis et al., 2000).  
ــابي هــاي مــورد ژنوتيــپ بنــديگــروه    براســاس ارزي
   تكثيري هاي توالي

هـاي  ژنوتيـپ  Lr35براساس تـوالي ايـن قطعـه از ژن    
در يـك گـروه و   ) بهـار (غير از بولوئيكا مورد ارزيابي به

 PRRژن و شبه Pm3هاي ژن رقم بولوئيكا به همراه توالي
هـاي  اغلـب تـوالي  . در گروه ديگر واقع شدند NCBIاز 

NCBI      هم رديف شده با قطعـه تكثيـري بـه يـك گـروه 
ــدند  ــن گــروه . مجــزا منتســب ش ــد كــه اي ــدي، هرچن بن

هاي مقاوم، نيمـه حسـاس و حسـاس را بـه طـور       ژنوتيپ
هاي حسـاس بـه زنـگ    كامل تفكيك نكرد، اما ژنوتيپ

 MV17 ،N–80–6اي ماننــد اي در مرحلــه گياهچــهقهــوه
 MKH3تنـد و  و پيشتاز در كنـار هـم قـرار گرف   ) 3مغان (

اي و نيمـه مقـاوم در   ژنوتيپ مقـاوم در مرحلـه گياهچـه   
ــن ژنوتيــپ  ــل، از اي ــاه كام ــه گي ــد  مرحل ــا جــدا گردي ه

  ).الف-4شكل(
هــاي  ي ژنوتيــپ هــا بــا اســتفاده از تــواليبنــدگــروه

هـاي  با جفت آغازگر دوم، ژنوتيپ Lr35تكثيري از ژن 
ــورد  ــابيم ــه دو گــروه منتســب كــرد  ارزي ــن . را ب  در اي
، )3مغــان ( MV17 ،N–80–6هــاي بنــدي ژنوتيــپهگــرو

MKH4 توالي  و بولاني به همراه) بهار(، پيشتاز، بولوئيكا
در يك گـروه قـرار گرفتنـد و     NCBIاز  Lr35مربوط به 
در NCBIهــاي  بــه همــراه ســاير تــوالي MKH3ژنوتيــپ 
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  NCBIهاي موجود در واليبا ت Lr35–1با استفاده از جفت آغازگر  بلاست توالي قطعه تكثير شده -2ولجد
Table 2. Blast of Lr35 gene amplified fragment sequence with NCBI sequences by Lr35-1 primer pair. 

  شماره دسترسي
Accession No. 

  مشخصات توالي
Sequence characteristics 

 شباهت
Similarity (%) 

DQ001172.1 Triticum aestivum Lr35–related genomic sequence 93 
AF532104.1 Aegilops tauschii strain TA1649 cosmid 69–7–1 Lr21 gene, complete cds; and 

unknown gene 
93 

AY494981.1 Triticum turgidum A genome HMW glutenin A gene locus, sequence 88 

AM932685.1 Triticum aestivum 3B chromosome, clone BAC TA3B95F5 84 
EU660896.1 Triticum urartu clone BAC 059G16 plastid acetyl–CoA carboxylase (Acc–1) gene, 

complete cds; nuclear gene for plastid product
84 

AY146587.2 Triticum turgidum subsp. durum Pm3 locus, genomic sequence 84 
AY951944.1 Triticum monococcum TmBAC 21C6 FR–Am2 locus, genomic sequence 84 
EU660898.1 Triticum turgidum subsp. durum clone BAC 1836I21 hypothetical protein and plastid 

acetyl–CoA carboxylase (Acc–1) genes, complete cds
84 

EF081030.1 Triticum urartu clone BAC 404H6 genomic sequence 88 
AY485644.1 Triticum monococcum phosphatidylserine decarboxylase, ZCCT2, ZCCT1, and SNF2P 

genes, complete cds; nucellin pseudogene, complete sequence; putative transposase, 
phosphatidylinositol phosphatidylcholine transfer protein sec14 cytosolic–like protein, 
and phytochrome P450–like protein genes, complete cds; and unknown genes 

84 

AF326781.1 Triticum monococcum actin (ACT–1) gene, partial cds; putative chromosome 
condensation factor (CCF), putative resistance protein (RGA–2), putative resistance 
protein (RGA2) and putative nodulin–like–like protein (NLL) gene, complete cds; and 
retrotransposons Josephine, Angela–2, Angela–4, Heidi, Greti, Angela–3, Fatima, 
Erika–1, Angela–6, Angela–5, Barbara, Isabelle, Erika–2, and Claudia

82 

EU660900.1 Triticum aestivum clone BAC 611K20 plastid acetyl–CoA carboxylase (Acc–1) gene, 
complete cds; nuclear gene for plastid product

83 

FJ345685.1 Triticum aestivum MITE Eos–6 and retrotransposon Gypsy solo–LTR, complete 
sequence 

84 

DQ885753.1 Triticum aestivum cultivar Chinese Spring chromosome 2A pseudo–response regulator 
(PRR) gene, complete cds 

81 

  
  
 
  

  
هاي قرائت آزاد شناسايي شده در قطعات اي رمز شده توسط چارچوبهاي اسيدآمينه رديفي تواليهم -3شكل 

  Lr35-3و  Lr35-1 ،Lr35-2توسط جفت آغازگرهاي  Lr35تكثيري از ژن 
Fig. 3. Alignment of amino acid sequences coded by ORF identified in Lr35 gene fragments amplified using 

Lr35-1, Lr35-2 and Lr35-3 primer pairs 
 

بندي براساس اين گروه ديگر واقع شدند، بنابراين گروه
را بعنوان يك ژنوتيـپ مقـاوم از    MKH3توالي توانست 
در گــروه اول نيــز بــولاني بعنــوان رقــم . بقيــه جــدا كنــد

اي و گيــاه كامــل از ســاير  حــل گياهچــهاحســاس در مر
تنـــوع ). ب-4شـــكل (هـــا تفكيـــك گرديـــد ژنوتيـــپ

هـاي مـورد   نوكلئوتيدي براي توالي مربوطه در ژنوتيـپ 
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با استفاده از  Lr35هاي گندم نان مورد ارزيابي براساس توالي قطعات تكثيري از ژن بندي ژنوتيپگروه -4شكل 
  ها كليه توالي :dو  a Lr35-1 ،:b Lr35-2 ،:c Lr35-3:جفت آغازگر 

Fig. 4. Grouping of the studied wheat genotypes based on Lr35 gene sequences amplified using a: Lr35-1 

primer pair, b: Lr35-2 primer pair, c: Lr35-3 primer pair and d: all the sequences 

 
 .برآورد شد 55680/0مطالعه 

 جفـت  از اسـتفاده  هـاي تكثيـر شـده بـا    س تواليبراسا
مقاوم ( MV-17 و) حساس( بولاني ، ارقامLr35–3آغازگر

 هــاي جداگانــه و بقيــهدر گــروه) در مرحلــه گيــاه كامــل
 در اين تجزيه، رقـم . گرفتند قرار يك گروه ها درژنوتيپ

MV–17 ژن توالي همراه به Lr35  ازNCBI گروه يك در 
 ديگـر  گـروه  در NCBI هـاي ر تـوالي سـاي  با بولاني رقم و

 هـا بين ژنوتيپ نوكلئوتيدي تنوع). ج- 4شكل( شدند واقع
  . شد برآورد 64750/0 توالي اين براي

ــروه  ــت گ ــپ در نهاي ــدي ژنوتي ــتفاده از بن ــا اس ــا ب  ه
ــوالي  ــازگر     ت ــت آغ ــه جف ــري حاصــل از س ــاي تكثي ه

، پيشـــتاز و )3مغـــان ( MV-17 ،N-80-6هـــاي  ژنوتيـــپ
MKH4 ه يـــك قـــرار داد و رقـــم بـــولاني  را در گـــرو

ــاس( ــاوم( MKH3و ) حسـ ــم ) مقـ ــروه دوم و رقـ در گـ
). د-4شـكل  (در گروه سوم واقع شـدند  ) بهار(بولوئيكا 

بندي حاصل با پاسـخ بـه زنـگ قهوهـاي      بنابراين، گروه
هـاي حاصـل   بنـدي مقايسه گـروه . ارقام مطابقت نداشت

اي براسـاس تـوالي قطعـه ژن    نشان داد كه تجزيه خوشـه 
Lr35  تكثيــر شــده بــا اســتفاده از جفــت آغــازگر دوم بــا

ــگ    ــه زن ــپ ب ــتپاســخ ژنوتي ــالاً   مطابق داشــت و احتم
تفـاوت   باعـث تغييرات نوكلئوتيدي در اين ناحيـه از ژن  

   .ها در القاي مقاومت شده استژنوتيپ
 Lr35 ژن در نامشابه و مشابه هايينجايگزي ميزان

نامشـابه   هـاي مشـابه و  ميزان جـايگزيني  3در جدول 
هاي را در ژنوتيپ Lr35 هاي ژنبرآورد شده براي توالي

در قطعـات تكثيـري از ژن   . شـده اسـت   ارائـه گندم نـان  
Lr35 با استفاده از سه جفت آغازگر Lr35-1 ،Lr35-2  و

Lr35-3   نسبتKa/Ks    بيشـتر از يـك(Ka/Ks >1)  ،بـود 
  دهـــد كـــه احتمـــالاً گـــزينش مثبـــتايـــن نشـــان مـــي

  (Positive selection)  يا گزينش در جهت ايجاد تنوع 

ab 

cd 
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(Diversifying selection)    بـــراي جـــايگزيني يـــك
اوقات در اين حالت گاهي . عمل كرده است اسيدآمينه 

 زا عوامـل بيمـاري  ژني رمزشده بوسيله هاي آنتيپروتئين
شود كه تحت فشار گزينشي قوي در جهـت  مشاهده مي

  
  Lr35اي مقاومت به زنگ قهوه شابه و نامشابه در ژنهاي مميزان جايگزيني -3جدول 

Table 3. Synonymous and non synonymous substitutions in Leaf rust Lr35 gene 
 

 كنندهگزينش خالص 
Purifying selection   

 گزينش در جهت ايجاد تنوع
Diversifying selection 

     

  Primer Ks>Ka Ka>Ks Ka/Ksb Ka Ks a πآغازگر 
Lr35-1 + - 1.1321 0.9670 1.6253 0.15072  
Lr35-2 +  - 0.8151 1.4292 1.7654 0.55680  
Lr35-3 + - 0.8255 0.54399 1.52 0.64750 

:a  جفت مقايسات كليهميانگين تنوع نوكلئوتيدي در                         a: The average nucleotide diversity of all pairwise comparisons  
:b  ميانگينKa/Ks  جفت مقايسات                          كليهدر                                   b: The average of Ka/Ks of  all pairwise comparisons 

  
هـاي ايمنـي در    ايجاد تغيير به منظور اجتنـاب از واكـنش  

ــت  ــان اسـ ــت    . ميزبـ ــراي تثبيـ ــزينش بـ ــوع گـ ــن نـ  ايـ
  .شود مطلوب استفاده مي هايجايگزيني

بطوركلي نتايج اين آزمايش نشـان دهنـده وجـود تنـوع     
ــين نوكلئوتيــدي  هــاي مقــاوم، نيمــه مقــاوم و  ژنوتيــپب

وجــود چنــد . بــود  Lr35هــايي از ژن حســاس در بخــش
هـا در  بـين ژنوتيـپ   (SNP)هاي تك نوكلئوتيدي شكلي

ــي   ــن نــواحي م ــراي طراحــي آغازگرهــاي    اي توانــد ب
هـا  ها جهت شناسـايي ژنوتيـپ  SNPساس اختصاصي بر ا
  . استفاده شود

  سپاسگزاري
اين تحقيق در آزمايشگاه ژنوميك و اصلاح نباتـات  
ــات دانشــكده    مولكــولي گــروه زراعــت و اصــلاح نبات
كشاورزي دانشگاه تبريز و با حمايت مالي قطـب علمـي   

از . اصلاح مولكـولي غـلات دانشـگاه تبريـز انجـام شـد      
رحمـي، عضـو هيـات علمـي     آقاي دكتـر منـوچهر خـدا   

ه نهال و بذر بخش غلات موسسه تحقيقات اصلاح و تهي
ارزيــابي هــاي مــورد ر ژنوتيــپبــراي فــراهم كــردن بــذ

 . شود سپاسگزاري مي

  
 References                                                                                                                        استفاده مورد منابع

Birnboim, H. C. and J. Doly. 1979.  A rapid alkaline procedure for screening recombinant plasmid DNA. 

Nucleic Acids Res. 7: 1513–1523. 

Chalupska D., H. Y. Lee, J. D. Faris, A. Evrard, B. Chalhoub, R. Haselkorn and P. Gornicki. 2008. Acc 

homoeoloci and the evolution of wheat genomes. Proc. Natl. Acad. Sci. 105: 9691–9696. 

CIMMYT. 2005. Laboratory Protocols: CIMMYT Applied Molecular Genetics Laboratory. (3th Ed.) CIMMYT, 

Mexico. 

Cloutier S., B. D. McCallum, C. Loutre, T. W. Banks, T. Wicker, C. Feuillet, B. Keller and M. C. Jordan 

2007. Leaf rust resistance gene Lr1, isolated from bread wheat (Triticum aestivum L.) is a member of the 

large psr567 gene family. Plant Mol. Biol. 65: 93–106. 

Cohen, S. N., A. C. Y. Chang and L. Hsu. 1972. Nonchromosomal antibiotic resistance in bacteria: Genetic 

transformation of Ecsherichia coli by R–factor DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. 69: 2110–2114. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
89

.1
2.

4.
10

.3
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 a
gr

ob
re

ed
jo

ur
na

l.i
r 

on
 2

02
6-

05
-2

0 
] 

                             8 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1389.12.4.10.3
http://agrobreedjournal.ir/article-1-163-en.html


  ".....تغييرات ساختاري ژن مقاومت به زنگ"

507  

Drijepondt, S. C. and Z. A. Pretorius. 1989. Greenhouse evolution of adult–plant resistance conferred by the 

gene Lr34 to leaf rust of wheat. Plant Dis. 73: 669–671. 

Ellis J., P. Dodds and T. Pryor 2000. Structure, function and evolution of plant disease resistance genes. Curr. 

Opin. Plant Biol. 3: 278–284. 

Ellis J. G., G. J. Lawrence, J. E. Luck and P. N. Dodds. 1999. Identification of regions in alleles of the flax 

rust resistance gene L that determine differences in gene for gene specificity. Plant Cell  11: 495-506. 

Feuillet, C., S. Travella, N. Stein, L. Albar, A. Nublat and B. Keller. 2003. Map based isolation of the leaf 

rust disease resistance gene Lr10 from the hexaploid wheat (Triticum aestivum L.) genome. Proc. Natl. Acad. 

Sci. 100: 15253–15258. 

German, S. E. and J. A. Kolmer. 1992. Effect of Lr34 in the enhancement of resistance of leaf rust of wheat. 

Theor. Appl. Genet. 84: 97–105. 

Gold, J., D. Harder, F. Townley–Smith, T. Aung and J. Procunier. 1999. Development of molecular marker 

for rust resistance genes Sr39 and Lr35 in wheat breeding lines. J. Biotech. 2: 35–40. 

Huang L., S. A. Brooks, W. Li, J. P. Fellers, H. N. Trick and B. S. Gill. 2003. Map based cloning of leaf rust 

resistance gene Lr21 from the large and polyploid genome of bread wheat. Genetics 164: 655–664. 
Jiang H., C. Wang, L. Ping, D. Tian and S. Yang. 2007. Pattern of LRR nucleotide variation in plant 

resistance genes. Plant Sci. 173: 253–261. 

Kerber, E. R. and P. L. Dyck. 1990. Transfer to hexaploid wheat of linked genes for adult-plant leaf rust and 

seedling stem rust resistance from an amphiploid of Aegilops speltoides x Triticum monococcum. Genome 

33: 530–537. 

Knott, D. R. 1989. The Wheat Rusts: Breeding for Resistance. Monographs on Theor. Appl. Genet. Springer, 

Berline. 

Kolmer, J. A. 1997. Virulence in Puccinia recondita f. sp. tritici isolates from Canada to genes for adult–plant 

resistance to wheat leaf rust. Plant Dis. 81: 267–271. 

Kumar, S., J. Dudley, M. Nei and K. Tamura. 2008. MEGA: A biologist-centric software for evolutionary 

analysis of DNA and protein sequences. Brief. Bioinform. 9: 299-306. 

McIntosh, R. A., C. R. Welling and R. F. Park. 1995. Wheat Rusts: On Atlas of Resistance Genes. Kluwer 

Academic Publishers, The Netherlands.  

Rozas, J. and R. Rozas. 1998. Dnasp version 3: An integrated program for molecular population genetics and 

molecular evolution analysis. Bioinformatics Application Note 15: 174-175.  

Saghai-Maroof, M. A., K. Soliman, R. A. Jorgensen and R. W. Allard. 1984. Ribosomal DNA spacer-length 

polymorphisms in barley: Mendelian inheritance, chromosome location and population dynamics. Proc. Natl. 

Acad. Sci. 81: 8014–8018. 

Seyfarth, R., C. Feuillet, G. Schachermayer, M. Winzeler and B. Keller. 1999. Development of a molecular 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
89

.1
2.

4.
10

.3
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 a
gr

ob
re

ed
jo

ur
na

l.i
r 

on
 2

02
6-

05
-2

0 
] 

                             9 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1389.12.4.10.3
http://agrobreedjournal.ir/article-1-163-en.html


  1389 زمستان ،4، شماره دوازدهم جلد ،"علوم زراعي ايران مجله"

508 

marker for the adult plant leaf rust resistance gene Lr35 in wheat. Theor. Appl. Genet. 99: 554–560. 

Singh, R. P. 1992. Association between gene Lr34 for leaf rust resistance and leaf tip necrosis in wheat. Crop 

Sci. 32: 874–878. 

Takken F. L. W., M. Albrecht and W. I. L. Tameling. 2006. Resistance proteins: Molecular switches of plant 

defence. Curr. Opin. Plant Biol. 9: 383-390. 

Xing L. I., W. Yang, Y. Li, D. Liu, H. Yan, Q. Meng and T. Zha. 2007. Identification of AFLP markers 

linked to Lr19 resistance to wheat leaf rust. Agric. Sci. China 6: 311-315 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
89

.1
2.

4.
10

.3
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 a
gr

ob
re

ed
jo

ur
na

l.i
r 

on
 2

02
6-

05
-2

0 
] 

                            10 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1389.12.4.10.3
http://agrobreedjournal.ir/article-1-163-en.html


  ".....تغييرات ساختاري ژن مقاومت به زنگ"

509  

Structural variation of leaf rust resistance gene Lr35 in resistant and susceptible 
bread wheat (Triticum aestivum L.)genotypes 

 
Rahimeh Hemati1, Seidabolghasem Mohammadi2 and Saeed Aharizad3 

 
ABSTRACT 

R. Hemati., S. A. G. Mohammadi, and S. Aharizad. 2010. Structural variation of leaf rust resistance gene Lr35 in resistant 

and susceptible bread wheat (Triticum aestivum L.) genotypes. Iranian Journal of Crop Sciences. 12 (4) 499-509  

(In Persian) 

 

Leaf rust is one of the most important diseases of wheat causing grain yield loss in most of the wheat 

growing areas in the world. Development of resistant cultivars  is one of the main approaches to control rust 

diseases. Understanding the genetic basis of resistance and indentifying resistance genes are essential for 

developement of resistant cultivars. In this study, three specific primer pairs designed based on NCBI data were 

used and fragments from Lr35 gene with lengths of 340 to 351 base pairs were amplified. The fragments were 

then cloned and sequenced. The alignment of Lr35 gene sequence revealed 93% similarity with Lr35 sequence 

from NCBI. In addition, the sequences showed 93% similarity to Lr21 gene from cosmid No. 69-7-1 clone of 

Aegilops tauschii, 87% to high molecular weight glutenin A gene from Triticum turgidum, 84% to plastid gene 

acetyl-CoA carboxylase from T. turgidum as well as bread wheat powdery mildew and cold tolerance genes. The 

fragments amplified using three primer pairs consisted of one open reading frame with lengths of 162, 156 and 

160 base pairs coding proteins with lengths of 54, 52 and 54 amino acids, respectively. Structure analysis of 

sequences revealed the presence of leucine rich repeats which is a conserved site in plant disease resistance 

genes. Cluster analysis based on sequences of Lr35 gene amplified using the second primer pair could group 

genotypes according to their response to leaf rust. Ratios of nonsynonymous (Ka) to synonymous (Ks) 

nucleotide substitutions indicated the possible role of positive or diversifying selection in nucleotide diversity of 

this gene. Nucleotide diversity among resistant, moderately resistant and susceptible genotypes could be used to 

design primers based on SNPs Markers for identification of resistant and susceptible cultivars.    
 

Key words: Nucleotide diversity, Plant disease resistance genes, Synonymous substitution and Wheat  
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