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  اي و قهوه و ارزیابی مقاومت به زنگLr34/Yr18 شناسایی نشانگرهاي مولکولی پیوسته با ژن 

  ).Triticum aestivum Lهاي امید بخش گندم نان (زنگ زرد در ارقام و لاین
Identification of molecular markers linked to Lr34/Yr18 gene and evaluation of 

resistance to leaf rust and yellow rust in wheat (Triticum aestivum L.) cultivars and 
promising lines 

  
  3افشاري فرزاد و2سرهنگی محسن ،1قزوینی الهحبیب

  
   چکیده

اي و زنگ زرد در ارقام و لاینقهوه و ارزیابی مقاومت به زنگLr34/Yr18 لی پیوسته با ژن . شناسایی نشانگرهاي مولکو1397م. سرهنگی و ف. افشاري.  ،قزوینی، ح.
  .108-125): 2(20مجله علوم زراعی ایران.  )..Triticum aestivum Lهاي امید بخش گندم نان (

  
گنـدم در  هـاي  بیمـاري ترین و رایجترین مهم از (Puccinia striiformis) زرد و زنگ (Puccinia triticina) ايقهوه زنگ

یکی گندم ارقام ت به  مقاومهاي دارند. انتقال ژن گندم محصول کاهش محسوب شده و نقش چشمگیري دراغلب کشورهاي جهان 
هایی که باعث القاي مقاومت و پایداري مقاومـت  یکی از ژنها است. بیمارياین با  بارزهم هايروشترین ثرترین و اقتصاديؤاز م

ژن متعددي که بـا  هاي اخیر نشانگرهاي مولکولی در سال است. Lr34/Yr18ژن  شود،اي و زرد گندم میقهوه به زنگ بتگیاه نس
Lr34/Yr18 ،ژن . در این تحقیق، حضور اندشناسایی شده پیوستگی نزدیکی دارندLr34/Yr18  رقم و لاین امیدبخش گندم  85در

 هـاي ژنوتیـپ  مورد ارزیابی قرار گرفت. ارزیـابی  جدید نشانگرهاي مولکولی فاده ازکشور در ارزیابی مزرعه اي و همچنین با است
 بخش هايبیماري خزانه در ترتیب به1393اي در سال اي به صورت مشاهدهقهوه زنگ و زرد زنگ هايبیماري عامل به نسبت گندم

نتایج . شدند سازيآلوده مصنوعی صورتبه ورد بررسیو ارقام و لاین هاي م شد انجام اهواز گلستان ایستگاه و کرج غلات تحقیقات
در csLV34 نشـانگر  ، دقت بیشتري نسـبت بـه    Cssfr1و  caSNP4،caSNP12سه نشانگر جدید هاي مولکولی نشان داد که بررسی

ر اساس نتایج حاصل استفاده کرد. بهایی با امکانات محدود در آزمایشگاهتوان از آنها دارند و به راحتی می Lr34/Yr18ژن تشخیص 
 Lr34/Yr18ژن هاي پیوسته با ژنوتیپ گندم مورد بررسی در این تحقیق، آلل 85از مجموع  ،caSNP12و caSNP4 هاينشانگراز 

 Lr34ژن هاي واجـد  اي با آزمایشات مولکولی نشان داد که اکثر ژنوتیپژنوتیپ مشاهده شدند. مقایسه نتایج ارزیابی مزرعه 18در 
  .اي و زنگ زرد بودندهاي از نوع مقاوم و نیمه مقاوم تا نیمه حساس با شدت کم نسبت به زنگ قهوهداراي واکنش

  
  .اومت گیاه بالغ و نشانگر هم بارزنژادي مولکولی، بیماري زنگ، گزینش به کمک نشانگر، گندم، مقهاي کلیدي: بهواژه

 
 
  

  .باشدمی 2- 03-03-92141 شماره با نهال و بذر هیاصلاح و ته قاتیموسسه تحقمصوب  از طرح تحقیقاتیین مقاله مستخرج ا           03/05/1397تاریخ پذیرش:       16/10/1396تاریخ دریافت: 
  (مکاتبه کننده)  موزش و ترویج کشاورزيسازمان تحقیقات آکرج، بذر،  و نهال تهیه و اصلاح تحقیقات مؤسسه پژوهش، اریدانش - 1

  )Habib_ghaz@yahoo.com(پست الکترونیک: 
  يکشاورز جیآموزش و ترو قاتیسازمان تحقکرج، نهال و بذر،  هیاصلاح و ته قاتیمؤسسه تحق ،کارشناس ارشد - 2
 يکشاورز جیآموزش و ترو قاتیسازمان تحقکرج، نهال و بذر،  هیاصلاح و ته قاتیمؤسسه تحق ،استاد پژوهش - 3
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  دمهمق
دو  ترتیـب توسـط  ه که ب ـ زردو زنگ  ايقهوهزنگ 

بــه  Puccinia striiformisو  Puccinia triticina  قــارچ
محصـول   ایجاد افـت مهم  هايبیماري از ،آیندوجود می

ــا    ــاط دنی ــتر نق ــدم در بیش ــوب  گن ــران محس ــه ای از جمل
جدید اد نژر با ظهو 1372-73ل زراعـی  سادر  شـوند. می

ین ا زایـی یماريببا ت قم فلارم گندمت ومقازرد، نگ ز
با توجه به کشت  .شکسته شد Yr9مت ومقااد روي ژن نژ

ــلات    ــول ف ــازگار و پرمحص ــم س ــترده رق مناطق در  گس
بـا  زرد نگ زجدید اد نژر ظهو پـس از  ،وسیعی از کشور

در  يپیدمی شدیدا قدرت بیمـاري زایـی روي ایـن رقـم    
 . بروز اپیدمی زنـگ زرد در سـال زراعـی   کشور رخ داد

کــاهش محصــول گنــدم بــه  باعــثدر ایــران  73-1372
). بیماري Torabi et al., 1995میلیون تن شد ( 5/1میزان 

گندم در ایران  هايترین بیمارياز مهمنیز اي زنگ قهوه
. اگر چـه میـزان   et al., 2001) (Torabi شودمحسوب می

خسارت این بیماري نسبت بـه زنـگ زرد و زنـگ سـیاه     
تـر  ه دلیل فراوانی بیشتر و انتشار گستردهاما ب ،کمتر است

در مجمـوع در سـطح جهــانی خسـارت بیشـتري بــه      آن،
   .کندمحصول گندم دنیا وارد می

 میـزان توانـد  مـی  اگر چه کنترل شیمیایی زنگ گندم
امـا  ، را کـاهش دهـد  به محصول گنـدم   بیماريخسارت 

مقابله بـا   روشترین ثرترین و اقتصاديؤمدر حال حاضر 
استفاده از ارقام مقاوم اسـت. تـاکنون    گندم،هاي يبیمار

 40اي و بـیش از  ژن مقاومت به زنـگ قهـوه   60بیش از 
ژن مقاومت به زنگ زرد گندم شناسـایی و در فهرسـت   

). McIntosh et al., 2008انـد ( هاي گندم قرار گرفتـه ژن
هاي مقاومـت شـناخته شـده نسـبت بـه نژادهـاي       اکثر ژن

مقاومت خاص نسبت به یـک یـا   ها داراي مختلف زنگ
 بـه عنـوان  ) بـوده و  Race specific resistanceچند نژاد (

) و داراي اثـرات بــزرگ  Major genesهـاي اصـلی (  ژن
با این حـال بـر   . )Singh et al., 2011( شوندمحسوب می

 ،زنــگ مولــدنــژاد  زایــییمــاريدر ب گــزینشاثــر فشــار 
ي هـا اي ژنارقـام دار مقاومـت  بعد از چنـد سـال   معمولاً 

شـود. تکامـل نژادهـاي    شکسته مـی  ،مقاومت اختصاصی
ــگ  ــد زن ــش و     جدی ــاجرت، جه ــتفاده از مه ــا اس ــا ب ه

هـاي جدیـد بـا قـدرت     ژنوتیـپ  ظهـور نوترکیبی باعـث  
 بیمـاري ناگهـانی  شـیوع  جدید شده و خطر  زایییماريب

). از Caldwell, 1968دارد ( را بـه همـراه   در یک منطقـه 
 همــواره نیــاز هــاي مقــاوم،گنــدمبــراي اصــلاح ایــن رو 

به جستجو براي پیدا کردن منابع جدید مقاومـت و وارد   
 یکـی  .باشـد مـی هـاي سـازگار   هـا بـه ژنوتیـپ   آن کردن

هــاي هــاي جلــوگیري از اپیــدمیروش تــریناز مطمــئن 
ــگ  ــته زنــ ــاناخواســ ــتفاده از ژن ،هــ ــا  اســ ــایی بــ  هــ

 هــــاي بــــا اثــــرات یــــا ژن یراختصاصــــیمقاومــــت غ
هـــا داراي ) اســـت. ایـــن ژنMinor genesکوچـــک (

ثر در مرحلـه  ؤخصوصیات مختلفـی از قبیـل مقاومـت م ـ   
 ،)Slow rustingخیر در پیشـرفت بیمـاري (  أگیاه بـالغ، ت ـ 

)، مقاومـت  Partial resistanceمقاومت نسبی به بیماري (
 ) وNon-race specific resistance( یراختصاصــــیغ
ــتند       ــط هس ــا متوس ــک ت ــی کوچ ــرات افزایش  داراي اث
)Singh et al., 2011یراختصاصــی، غ يهــا ). در ژن 

ــرهـــا مقاومـــت بـــه زنـــگ  در پیشـــرفت یرتـــأخ در اثـ
مقاومـت پایـدار    بـه عنـوان  کـه   شـود ایجـاد مـی  بیماري  

(Durable resistance)   سـازوکار شـود و  نیز شـناخته مـی 
ــه در   ــل ژن کـ ــنش ژن در مقابـ ــت از واکـ ــن مقاومـ  ایـ

ــی  ژن  ــده م ــی دی ــاي اختصاص ــوده ــاو ،ش ــتمتف  ت اس
 )Lowe et al., 2011 یراختصاصـی هـاي غ ). اگر چـه ژن 

ولـی   ،دهنـد مقاومت کوچک تا متوسطی را به ارقام مـی 
وقتی تعداد چهار تا پنج ژن کوچک اثر با هـم در یـک   

 ســطح بســیار خــوبی از مقاومــت بــه  ،رقــم جمــع شــوند
  ). Singh et al., 2000آید (ها در میزبان بوجود میزنگ 

متعـددي کـه عامـل ایجـاد مقاومـت       هـاي امروزه ژن
ــیغ ــتند یراختصاص ــیاري   ،هس ــده و در بس ــایی ش  شناس

، هــاي اصــلاحی گنــدم در نقــاط مختلــف دنیــا از برنامــه
 المللـــی تحقیقـــات گنـــدم و ینخصوصـــاً در مرکـــز بـــ

 .گیرنـــد) مـــورد اســـتفاده قـــرار مـــیCIMMYT( ذرت
ــه ژن ــک از جمل ــاي کوچ ــر    ه ــال حاض ــه در ح ــر ک  اث
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 "...شناسایی نشانگرهاي مولکولی پیوسته با ژن "

١١٠ 

 یــــادي مــــورد اســــتفاده قــــرار بــــه میــــزان بســــیار ز
  Lr34/Yr18/Sr57/Pm38  ،Lr46/Yr29/Pm39گیرنــدمــی

 اي، زنــگ بــراي مقاومــت بــه زنــگ قهــوه Lr67/Yr46و 
 ;Hiebert et al, 2010و سـفیدك حقیقـی هسـتند (   زرد 

Herrera-Foessel et al., 2011; Dyck, 1987; Singh  
et al., 1998; William et al., 2003(ژن  اب ـ سـه ژن  . این

انـد  مؤثر در سوختگی نوك برگ پیوسـتگی نشـان داده  
)Singh et al., 2011 ژن هـا ژنایـن  ). از میان ،Lr34   کـه

 ايزنـگ قهـوه  هاي کنتـرل کننـده   ژن ینیکی از مؤثرتر
نیــز شــناخته شــده و  Yr18بــه عنــوان ژن  اســت،  و زرد 

ه شـد انجـام   آنیـابی دقیـق   هاي زیادي براي مکانتلاش
 ;Spielmeyer et al., 2005, Dakouri et al., 2010( است

Kolmer et al. 2008; Krattinger et al., 2009; 

Lagudah et al., 2009(.   ژن همچنـین مقاومـت بـه    ایـن
همــراه بــا ســایر  Yr18را کنتــرل نمــوده و ژن زرد زنــگ 

بـه   مقاومتبراي  مناسبیبه عنوان منبع  ،مقاومت يهاژن
د استفاده قـرار گرفتـه و   موردر اکثر کشورها  زنگ زرد

 نــام بــرده  complex Yr18عنــوان  آن تحــت از مقاومــت
اخیرا مقاومت به  ).Singh and Rajaram, 1992شود (می

ــالغ    ــیاه در گیــاه ب ــگ س ــز بــه ژن Sr57( گنــدم زن  ) نی
نتـایج  ). Yu et al, 2014مزبور نسـبت داده شـده اسـت (    

 ژن مقاومـت بـه زنـگ    هـاي اولیـه نشـان داد کـه    بررسی
ــوه ــک کرومــوزوم    Lr34اي قه  7Dروي بــازوي کوچ

زمان با کشف هم .(Dyck, 1987) گرفته استگندم قرار 
هـاي  مولکولی در دهـه  يو گسترش استفاده از نشانگرها

-هاي اخیر نشانگرهاي مولکولی پیوسـته گذشته، در سال
بـراي   ياند که ابزار مـؤثر اي براي این ژن شناسایی شده

 یــقاي اصــلاحی گنــدم دنیــا از طرهــاســتفاده در برنامــه
 شودمحسوب می) MASگزینش با استفاده از نشانگرها (

(Dakouri et al., 2010; Kolmer et al. 2008; 

Krattinger et al., 2009; Lagudah et al., 2009) .  
تعــداد  ،2006ســال  درcsLV34 نشــانگر  بــا معرفــی 

ــ ــادي از محقق ــراي بررســی حضــور  ازی در  Lr34ژن ن ب
دنیـا از ایـن نشـانگر اسـتفاده      مختلـف  قاطنمقام گندم ار

ــد ــم بــارز بــودن   .(Lagudah et al., 2006) کردن  ه
 دهـی، و قابـل نمـره   واضـح این نشانگر و تولید باندهاي  
بـازي   80کار بـا آن بـه دلیـل تفـاوت      سهولتبه اضافه  

و  حساسـیت  آلـل  مقاومـت و پیوسـته بـا   هـاي  اندازه آلل
از  ،آگارز براي جداسازي بانـدها  استفاده از ژل همچنین

 Lr34حضور ژن ارزیابی دلایل محبوبیت این نشانگر در 
ــی  ــدم مـ ــام گنـ ــد.در ارقـ ــاران   باشـ ــر و همکـ کراتینگـ

)Krattinger et al., 2009(       15/0قطعـه ژنـومی بـا طـول 
ــود   Lr34ســانتی مورگــان را کــه در برگیرنــده ژن  را  ب

کـه قطعـه    و گـزارش کردنـد   نمـوده یـابی  کلون و توالی
مذکور در برگیرنده شش ژن مختلف اسـت کـه از بـین    

ــک  آن ــا ی ــا تنه ــروتئین ه ــده پ ــلژن کدکنن ــایی  ناق غش
بـه عنـوان بهتـرین     ABC  (ATP-binding cassette)بنـام 

 11805بود. ایـن ژن یـک قطعـه      Lr34ژنکاندیدا براي 
در مجموع  واگزون بوده  24شامل نوکلئوتیدي است که

را تولیـد   یدآمینهاس ـ 1401دهنـده بـا   یک پروتئین انتقـال 
و  Lr34دن کامـل ژن  کـر کلـون  اگرچه قبـل از   .کندمی
آن نیـز نشـانگرهاي مولکـولی نزدیکـی بـراي       یابییتوال

 باعـث هـاي اخیـر   یافته ند، ولیاین ژن شناسایی شده بود
ــراي  ــاي مناســــب بــ ــریع در طراحــــی آغازگرهــ  تســ

مولکـولی   تکثیر قطعاتی از این ژن به عنوان نشانگرهاي 
. لاگــودا و همکــاران کــاملاً پیوســته بــا ایــن ژن گردیــد

)Lagudah et al., 2009 نشانگرهاي سري (Cssfr   را کـه
. داشـتند معرفـی کردنـد    Lr34فاصله نزدیکتري را بـا ژن  

ــاران (  ــوري و همک ــز Dakouri et al., 2010داک ) نی
را کـــه از  caSNPو  cam  ،caINDنشـــانگرهاي ســـري

تـر بودنـد، معرفـی    نزدیـک   Lr34ژنه ب csLV34نشانگر 
  .کردند

در  Lr34حضــور ژن  ارزیـابی ایـن تحقیـق بــا هـدف    
هاي امیـدبخش گنـدم کشـور بـا     تعدادي از ارقام و لاین

اســتفاده از نشــانگرهاي مولکــولی و انتخــاب بهتــرین     
مقایسـه نتـایج حاصـل از هرکـدام از     نشانگرها بر اسـاس  

گاه بـا امکانـات   در آزمایش ـهـا  سهولت کار با آنآنها و 
  د. شانجام محدود 
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١١١  

  هامواد و روش
شامل  ژنوتیپ گندم 85واکنش  در پژوهش حاضر، 

هاي و لاین یدبخشهاي امتعدادي از ارقام تجاري، لاین
معتدل کشـور   هاي سرد واقلیم براي هکاندید معرفی شد

در شـرایط آبیـاري متـداول، تـنش خشـکی      ) (1(جدول 
هاي زنگ سبت به بیمارين ،شوري) انتهاي فصل و تنش

و  در مرحلـه گیـاه بـالغ انجـام شـد     اي قهـوه زنگ زرد و 
بـا  در این ژنوتیپ ها  Lr34حضور ژن مقاومت گیاه بالغ 

ــابی  مــورداســتفاده از نشــانگرهاي مولکــولی   ــرار ارزی ق
 . گرفت

 هـــاي گنـــدم نســـبت بـــه عامـــل ارزیـــابی ژنوتیـــپ
 بـا کشـت بـذر    ،ايقهـوه زنـگ  و  زنگ زرد هايبیماري

به ترتیـب   ،روي دو خط یک متري روي یک پشتهآنها 
و  رجک ـهـاي بخـش تحقیقـات غـلات     در خزانه بیماري

ــدا و انتهــاي  انجــام شــد. ایســتگاه گلســتان اهــواز  در ابت
رقـم حسـاس بـه     ،لایـن  10آزمایش و نیز به فاصـله هـر   

مایـه  منظـور تولیـد انبـوه زاد   به بیماري بولانی کاشته شد.
ــه کــرج و زنــگ   (اینوکلــوم) زنــگ زرد ي اقهــوهجدای

اي در ، بذرهاي رقم بـولانی بصـورت تـوده   جدایه اهواز
و پـس از   ههاي محتوي خاك معمولی کاشته شدگلدان

ها بطور کامل ظـاهر شـد،   روز که برگ اول گیاهچه 10
 روغـن  حـاوي محلـول   بـا هـا  ضمن مرطوب کردن برگ

ــوئین  ــره ت ــک قط ــر آب)،   Tween20 (ی ــک لیت در ی
 ،قلـم مـو   یـا دسـتی   پـاش محلـول  ا استفاده ازبها گیاهچه

و  با قـارچ عامـل بیمـاري زنـگ زرد    صورت جداگانه به
یــک ؛ بـا پــودر تالــک  4و  1بــه نســبت ي (اقهــوهزنـگ  

 ) مخلوطقسمت اسپور زنگ و چهار قسمت پودر تالک
پاشی شده و ها مهمجدداً روي گیاهچه و مایه زنی شدند.

مایـه زنـی شـده     هـایی کـه بـا اسـپور زنـگ زرد     گیاهچه
روي  هـاي پلاسـتیکی  درپـوش  قـرار دادن بعـد از  بودند، 
سـاعت در شـرایط مرطـوب در     24بـه مـدت   ها، گلدان

در تـاریکی قـرار داده    درجـه سلسـیوس)   10( اتاق سـرد 
 درجه سلسیوس 18 به گلخانه با دماي پس از آن ه وشد

 هشـت هزار لوکس) و  10-15ساعت ( 16و دوره نوري 

هایی کـه بـا اسـپور    . گیاهچهدندشتقل ساعت تاریکی من
 پاشـی مـه  شـده بودنـد، پـس از    مایـه زنـی   ايزنگ قهوه

هـاي پلاسـتیکی بـراي حفـظ     و گذاشتن درپـوش مجدد 
درجــه   18 دمــايســاعت در  24رطوبــت، بــه مــدت   

به گلخانه با  ه و سپسدر تاریکی قرار داده شد سلسیوس
ــاي  ــه  22دم ــیوسدرج ــوري  سلس ــاعت 16و دوره ن  س

ســـاعت  هشـــتو روشـــنایی هـــزار لـــوکس)  15-10( 
دند. از روز پانزدهم پـس از مایـه زنـی،    شتاریکی منتقل 

هر سه روز یک بـار اقـدام بـه جمـع آوري و نگهـداري      
ها شـد. ایـن کـار تـا زمـان از بـین رفـتن        اسپور از گلدان

مایـه زنـی مصـنوعی     .ها ادامه یافتها در گلدانگیاهچه
اي بصورت جداگانـه  و زنگ قهوه زنگ زردهاي خزانه

 جدایـه   ترتیب بـا اسـتفاده از  هاي آزمایشی بهدر ایستگاه
(بصورت مخلوطی از اسپور زنـگ    کرج و جدایه اهواز

مـایزر از  وسـمپاش پشـتی ات   بـا اسـتفاده از  و پودر تالک) 
 زنـی شـروع و تـا زمـان ظهـور بـرگ پـرچم        پنجهمرحله 

ــار ( ــه ب ــام  )س ــانج ــاري   .دش ــرداري از بیم ــت ب  یادداش
در مرحله ظهور بـرگ پـرچم و حتـی الامکـان پـس از       

ــه      ــو) ب ــاس (موروک ــم حس ــاري رق ــزان بیم ــیدن می  رس
حد نهایی از طریق تعیین درصـد پوشـش آلـوده سـطح      

ــرگ ( ــاب   0-100ب ــده ک ــلاح ش ــاس روش اص ــر اس ) ب
)Peterson et al.,1948)  (The modified Cobb’s scale (

 د. شانجام 
  واکـــنش جهـــت اســـتفاده در  DNA اســـتخراج 

ــره ــراز زنجیـ ــاي ســـالم و از بـــرگ (PCR)اي پلیمـ   هـ
ــر اســاس روش    ــوده گیاهــان مــورد بررســی و ب  غیــر آل

CTAB (Saghai-Maroof et al., 1984) کمی تغییرات  اب
 بـا اسـتفاده از   DNA انجام شد. ارزیابی کمیت و کیفیت

 Wi53711, Thermo Electron(دستگاه اسـپکتروفتومتر  

Corporation, USAــوج  ر) د ــول م ــاي ط  280و  260ه
استخراج شده در ژل آگارز   DNAنانومتر و الکتروفورز

هاي مختلف ژنوتیپ  DNAانجام شد. غلظت درصد 8/0
بـا اسـتفاده از آب دو بـار تقطیـر      PCRبراي اسـتفاده در  

نـانوگرم در میکرولیتـر تنظـیم     25شده استریل، به میزان 
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 "...شناسایی نشانگرهاي مولکولی پیوسته با ژن "

١١٢ 

 وضعیتو در مزرعه اي نسبت به زنگ زرد و قهوه ارزیابیمورد هاي گندم واکنش ارقام و لاین -1جدول 
  Lr34آللی نشانگرهاي پیوسته با ژن  

Table 1. Reaction of studied wheat cultivars/lines to yellow rust and leaf rust in the field and their  

amplified alleles with linked Lr34 primers 
 ردیف
No. 

 به نژاديکد برنامه 
Breeding  

program code 
  شجره

Pedigree 

 واکنش به زنگ زرد
Reaction to  
yellow rust 

 ايواکنش به زنگ قهوه
Reaction to leaf rust 

  Lr34وضعیت آللی نشانگرهاي پیوسته با ژن 
Alleles of linked Lr34 primers 

  

   
Karaj Ahvaz snp4 snp12 cssfr1 csLV34 

1 ER-90-3 Pishtaz//Lov24/Coc 75 5MR* 10MS 0 0 0 0 
2 ER-90-4 Pishtaz//Lov24/Coc 75 5R 0 0 0 0 0 
3 ER-90-5 Pishtaz/3/Jup/Bjy"s"//Kauz"s" 5R 0 0 0 0 0 
4 ER-90-6 Pishtaz//Falat/Barakat 5MR 40MS 0 0 0 0 
5 ER-90-7 Bow"s"/Vee"s"//1-60-3/3/Cocoraque 75/4/Chamran 10MR 0 0 0 0 0 
6 ER-90-8 4771//Fkn/Gb/3/Vee "s"/Vee "s"/4/Buc "s"/5/1-66-44/6... 0 0 0 0 0 0 
7 ER-90-9 IR/FR (Aldric) 0 0 0 0 0 0 
8 ER-90-10 IR/FR (FD03142) 0 0 0 0 0 0 
9 ER-90-11 PFAU/MILAN//FISCAL 30R 5MS 0 0 0 0 

10 ER-90-12 Gv/Ald "s"/5/Ald "s"/4/Bb/Gll/Cno..../6/Marv 5R 5MS 1 1 1 1 
11 ER-90-13 NAC/TH.AC//3*PVN/3/MIRLO/BUC/4/2*PASTOR 10R 0 0 0 0 0 
12 ER-90-14 VORB/FISCAL 5R 0 0 0 0 0 
13 ER-90-15 PRL/2*PASTOR 10MR 40MS 0 0 0 0 
14 ER-90-16 SHARP/3/PRL/SARA//TSI/VEE#5/5/VEE/LIRA//... 5R 0 0 0 0 0 
15 ER-90-17 WAXWING*2/TUKURU 5R 0 0 0 0 0 
16 ER-90-18 WBLL1*2/BRAMBLING 10MR 0 0 0 0 0 
17 WS-86-14 KAUZ/PASTOR 0 0 1 1 1 1 
18 WS-87-15 PBW343*2/KUKUNA 0 0 1 1 1 1 
19 WS-88-6 Alvd/Aldan/Ias*2/3/Bez 0 10MS 0 0 0 0 
20 WS-88-13 WAXWING*2/KIRITATI 50MS 0 0 0 0 0 
21 M-87-16 KAUZ//ALTAR 84/AOS/3/PASTOR 0 5R 0 0 0 0 
22 M-88-10 Alvd/Aldan/Ias*2/3/Bez 0 40MS 0 0 0 0 
23 M-88-16 Alvand//Aldan/Ias/3/1-73-240/4/Alamoot 20MR 10MS 0 0 0 0 
24 Ms-87-8 1-66-22/3/Alvd//Aldan/Ias 20MR 30MS 0 0 1 1 
25 Ms-87-9 Desprez80/Rsh//1-66-22/Inia 0 30MS 0 0 1 1 
26 Ms-88-8 1-66-22/Passarinho/3/Vee/Nac//1-66-22 0 30MS 1 1 1 1 
27 Ms-88-16 Alborz/5/K62909/4/Cno//K58/Tob/3/Wa/5/Chen… 0 0 1 1 1 1 
28 Ms-89-4 Mrn/Catbird 0 0 1 1 1 1 
29 Ms-89-6 Alvd//Aldan/Ias 58/3/Kvr 0 0 1 1 1 1 
30 Ms-89-7 Gv/D630//Ald"s"/3/Azd/4/Rsh/5/Kauz/Stm 10MR 30MS 1 1 1 1 
31 Ms-89-8 Chamran/Kavir 0 30MS 0 0 1 1 
32 Ms-89-10 T.AestxTi(La(Frkal.xGb))=(1-66-22)/5/Kauz*2/... 0 0 0 0 0 1 
33 Ms-89-11 T.AestxTi(La(Frkal.xGb))=(1-66-22)/5/SNH.9 0 30MS 0 0 0 1 
34 Ms-89-12 Atrak/3/Chen/Aeg.sq(Taus)//BCN CMBW98... 0 0 1 1 1 1 
35 Ms-89-13 Kauz*2/Opata//Kauz/3/Sakha 8/4/Tam 200 0 30MS 1 1 1 1 
36 ER-C-90-4 Zrn/Shiroodi/6/Zrn/5/Omid/4/Bb/Kal//Ald/3/... 5MR 40MS 0 0 0 0 
37 ER-C-90-5 Owl/Kavir/3/Owl//Vee/Nac 5R 70MS 0 0 0 0 
38 ER-C-90-6 Shi4414/Crow"s"//V82187/T.aest/5/Ti/4/La/3/Fr... 10MR 0 0 0 0 0 
39 ER-C-90-7 Rsh/Tam200//Alvd 0 60MS 0 0 0 0 
40 ER-C-90-8 Alvd//Aldan"s"/IAS58/3/MV17/5/Kal/Bb//Cj"s"... 0 0 0 0 0 0 
41 ER-C-90-9 Akn/81-130ks73h530//Vee/3/Novosadska 0 70MS 1 1 1 0 
42 ER-C-90-10 Alpu 10MR 0 1 1 1 1 
43 ER-C-90-11 Eudiele 5R 70MS 0 0 0 0 
44 ER-C-90-12 Aldric 5R 0 0 0 0 0 
45 ER-C-90-13 Fioreetto 5R 0 0 0 0 0 
46 ER-C-90-14 Fdo 11042 5R 50MS 0 0 0 0 
47 C-85-3 Chk"S"/Bow"s"//90Zhcong87/3/Shiroodi 0 0 0 0 0 0 
48 C-85-6 MV17/Zrn 0 10MS 0 0 0 0 
49 C-86-3 Bloudan/3/Bb/7c*2//Y5OE/3*Kal/4/MV17 0 60MS 0 0 0 0 
50 C-86-5 Yan 7578.128//Chil/2*Stan 0 10MS 0 0 0 0 
51 C-86-6 Yan 7578.128//Chil/2*Stan 0 10MS 0 0 0 0 
52 C-87-6 Alvd//Aldan/Ias*2/3/Gaoland 10MR 0 0 0 0 0 
53 C-87-11 Bazzwood/MV17 0 40MS 0 0 0 0 
54 C-87-12 Bazzwood/MV17 0 70MS 0 0 0 0 
55 C-87-18 Bilinmayen-6 0 0 1 1 1 1 
56 C-88-4 Gaocogan/Cal.no.3625//Alboot 0 90MS 0 0 0 0 
57 C-88-13 Gds/4/Anza/3/Pi/nan//Hys/5/Vee/Nac/6/… 0 20MS 0 0 0 0 
58 C-88-14 Gds/4/Anza/3/Pi/nan//Hys/5/Vee/Nac/6/… 0 10MS 0 0 0 0 
59 C-89-6 Fdo2062 0 0 0 0 0 0 
60 C-89-7 Zrn*2/Gazland 0 70MS 0 0 0 0 
61 C-89-15 Fdo4085 0 0 0 0 0 0 
62 - Parsi 20MR 0 0 0 0 0 
63 - Sivand 50MS 70MS 0 0 0 0 
64 - Sirvan 20MR 0 0 0 0 0 
65 - Pishtaz 0 0 0 0 0 0 
66 - Morvarid 0 0 0 0 0 0 
67 - Soisson 0 10MS 0 0 0 0 
68 - Gascogen 0 0 0 0 0 0 
69 - Gaspard 0 10MS 0 0 0 0 
70 - Baz 60MS 0 0 0 0 0 
71 - MV-17 (Lr34/Yr18) 10MR 0 1 1 1 1 
72 - Oroum 5MR 0 0 0 0 0 
73 - Zareh 10MR 5MR 1 1 1 1 
74 - Mihan 5R 70MS 0 0 0 0 
75 - Sorkhtokhm 100S 0 0 0 0 0 
76 - Chamran 70MS 0 0 0 0 0 
77 - Falat 80MS 0 0 0 0 0 
78 - Darab#2 60MS 0 1 1 1 1 
79 - Bam 0 0 1 1 1 1 
80 - Sistan 0 40MS 1 1 1 1 
81 - Arg 0 0 0 0 1 1 
82 - Moghan 3 70MS 0 0 0 0 0 
83 - Shiroodi 90S 0 0 0 0 0 
84 - Shiraz 90S 70MS 0 0 0 0 
85 - Morocco (Suc. Check) 100S 80S 0 0 0 0 

 جمع
    

18 18 22 23 
* R: Resistant;  MR: Moderately resistant; MS: Moderately susceptible; S: Susceptible 
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١١٣  

د. نشانگرهاي مورد استفاده بر اسـاس نتـایج مطالعـات    ش
انتخـاب   Lr34 قبلی در رابطه با نشانگرهاي مرتبط با ژن 

 ;Lagudah et al., 2006; Lagudah et al., 2009) شـدند 

Dakouri et al., 2010 :(  
 Lr34براي بررسی حضور یا عدم حضـور ژن   -الف

 تـوالی  از نشانمند مبتنی بر نقاط از یک نشانگر مولکولی
(STS)    اسـتفاده شـد(Lagudah et al., 2006) نشــانگر .

بـا پرایمـري    Lr34ژن  شناسایی مولکولی مورد نیاز براي
ــا  ــام ب ــا شــود. آلــل پیتکثیــر مــی csLV34-STSن وســته ب

) با Lr34-و آلل نول ( bp-150با اندازه  ) Lr34+مقاومت (
شـوند . تـوالی   ظاهر مـی  آگارز روي ژل bp-229 اندازه 

و  STS-csLV34آغازگرهاي مورد استفاده براي پرایمـر  
اي پلیمراز در جدول دماي اتصال آن در واکنش زنجیره

  .نشان داده شده است 2
بر مبناي تفاوت  Lr34حضور یا عدم حضور ژن  -ب

) و غیـر مـؤثر   Lr34+توالی موجود بین آلـل هـاي مـؤثر (   
)-Lr34 هــاي تعــدادي از ) و یــا وجــود و یــا فقــدان آلــل

که توسط لاگودا و همکاران  STSنشانگرهاي مولکولی 
)Lagudah et al., 2009( مـورد بررسـی    ،انـد معرفی شده

نشانگرهاي جدید ارائه شده توسط  فهرستقرار گرفت. 
ــاران  لا ــودا و همک ــراي Lagudah et al., 2009(گ ) ب

تــوالی آغازگرهــاي مــورد ، Lr34تشــخیص حضــور ژن 
اي و دماي اتصال آغازگرها در واکـنش زنجیـره   استفاده
  شده است.   ارائه 2در جدول  پلیمراز
بر مبناي تفاوت  Lr34حضور یا عدم حضور ژن  -ج

ــاي     ــل هـ ــین آلـ ــود بـ ــوالی موجـ   در  Lr34-و   Lr34+تـ
هاي نشـانگر وتیپ ها همچنین با استفاده از تعـدادي از  ژن

SSR  ســـريcam ،هاي نشـــانگرSNP  ســـريcaSNP  و
ــانگر ــیهاي نش ــط د  اختصاص ــه توس ــی ک ــوري و اژن ک

معرفی شده و قـدرت   et al., 2010) (Dakouriهمکاران 
ــی آن ــتر از  تشخیص ــا بیش ــانگره ــر  نش ــدیمی نظی هاي ق

csLV34 فهرست مورد بررسی قرار گرفت. ،عنوان شده 
تشـخیص حضـور   بـراي  نشانگرهاي جدید مورد استفاده 

کـــوري و ادر تحقیــق انجــام شـــده توســط د    Lr34ژن 

تـوالی آغازگرهـاي    ،et al., 2010) (Dakouriهمکـاران  
و دمــاي اتصــال آغازگرهــا در واکــنش   مــورد اســتفاده

  شده است.   ارائه 2در جدول  اي پلیمراززنجیره
  ســاس روش لاگــودااي پلیمــراز براواکــنش زنجیــره

  (Lagudah et al., 2006 & 2009) و همکــاران  
در حجم  (Dakouri et al., 2010)و داکوري و همکاران 

 PCR Bufferمیکرولیتر براي هر واکنش با استفاده از  20

(1X)) آنــزیم نــانومول 200، آغازگرهـــاي مــورد نظــر ،(
ــراز ( ــدتـــگ پلیمـ ــزان  dNTPs)، یـــک واحـ ــه میـ   بـ

   DNAو مـول  دو میلـی  به میـزان  2MgCl ، مولمیلی 2/0 
ــزان ــه می ــانوگرم 50 ب ــد.    ن ــنش انجــام ش ــراي هــر واک   ب

 هبـه صـورت یـک چرخـه واسرشـت       PCRبرنامه حرارتی
  درجــه سلســیوس بــه مــدت  94 ســازي اولیــه در دمــاي

سـازي در   هچرخه شـامل مراحـل واسرشـت    35دقیقه،  سه
ــاي  ــدت     94دمـ ــه مـ ــه سلســـیوس بـ   ثانیـــه،  45درجـ

لســـیوس بــراي آغـــازگر  درجــه س  55تصـــال مرحلــه ا 
csLV34 ،   گــــراددرجــــه ســـانتی  58مرحلـــه اتصـــال  

ــاهواره   ــاي ریزمــ ــه آغازگرهــ و  cam(در مــــورد همــ
caIND11  ــاي ــال Cssfrو آغازگرهـ ــه اتصـ ــا مرحلـ   ) یـ

 و caSNP4درجه سـانتی گـراد (بـراي آغازگرهـاي      65 
caSNP12 (   ثانیــه و مرحلـه بسـط در دمــاي   30بـه مـدت  

دقیقـه و در خاتمـه    یـک وس بـه مـدت   درجه سلسـی  72 
  درجـــه سلســـیوس بـــه    72بســـط نهـــایی در دمـــاي   

هـا،  دقیقه تنظیم گردیـد. پـس از اتمـام چرخـه     10مدت 
ــه ــورز    نمون ــل از الکتروف ــا قب ــارج و ت ــتگاه خ ــا از دس ه

. نگهـــداري شـــدنددرجـــه ســـانتیگراد  -20 دردمـــاي
و  دو درصدروي ژل آگارز   PCRمحصولات حاصل از

 ولت تفکیک شـده  100ولتاژ  باز الکتروفورز با استفاده ا
آمیـزي و  مایـد رنـگ  وبر با استفاده از محلـول اتیـدیوم   و

اشـعه مـاورا بـنفش در دسـتگاه ژل      بـا باندهاي هر نمونه 
. بـرداري شـدند  ) عکس,England UVitechداکیومنت (

مبنـاي   تجزیه و تحلیل و امتیازبندي بانـدهاي حاصـل بـر   
وزنی به صـورت صـفر    نشانگره با اندازه باندها در مقایس

  .انجام شد(عدم وجود باند) و یک (وجود باند) 
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 هاي امیدبخش گندممورد استفاده براي ارقام و لاین Lr34 هاي پیوسته با ژننشانگربراي  اي پلیمرازآغازگر و دماي اتصال در واکنش زنجیرهتوالی  ،نام نشانگر، نام آغازگر -2جدول 
Table 2. Designation of the linked markers to Lr34 gene, their forward and revers primers, primer sequences and annealing temperatures in PCR for wheat lines and cultivars 

 Reference              منبع Anealing temperature (ºC)        دماي اتصال Primer sequence                                     توالی آغازگر Primer        آغازگر Marker              نشانگر
STS-csLV34 csLV34F 5'- GTTGGTTAAGACTGGTGATGG-3' 55 Lagudah et al., 2006 
 csLV34R 5' - TGCTTGCTATTGCTGAATAGT-3' 
Cssfr1 L34DINT9F 5'-TTGATGAAACCAGTTTTTTTTCTA-3' 58 Lagudah et al., 2009 
 L34PLUSR 5'-GCCATTTAACATAATCATGATGGA-3' 
Cssfr2 L34DINT9F 5'-TTGATGAAACCAGTTTTTTTTCTA-3' 58 Lagudah et al., 2009 
 L34MINUSR 5'-TATGCCATTTAACATAATCATGAA-3' 
Cssfr5  (Multiplex) L34SPF 5’-GGGAGCATTATTTTTTTCCATCATG-3' 

58 Lagudah et al., 2009  L34DINT13R2 5’-ACTTTCCTGAAAATAATACAAGCA-3' 
 L34DINT9F 5’-TTGATGAAACCAGTTTTTTTTCTA-3' 
 L34MINUSR 5’-TATGCCATTTAACATAATCATGAA-3' 
cam1 cam1F 5'-TGGCATGAGAAGAAAGCGTA-3' 58 Dakouri et al ,.2010 
 cam1R 5'-CCGCTACCGCAGTAATGTCT-3' 
cam2 cam2F 5'-GACAACAAACAGGACCTGGCACT-3' 58 Dakouri et al ,.2010 
 cam2R 5'-CACCCAAAGAGAAGGAACCA-3' 
cam11 cam11F 5'-CCAGGGTGCATCCCAAGTA-3' 58 Dakouri et al ,.2010 
 cam11R 5'-ACCGAAAGTGTTTTGGAGTG-3' 
cam16 cam16F 5'-AACAATGAATACCCTAGCAGAGC-3' 58 Dakouri et al ,.2010 
 cam16R 5'-CGAACGCGTGGTTGTCAT-3' 
cam23 cam23F 5'-CGGCCCTGAAAATCGTACT-3' 58 Dakouri et al ,.2010 
 cam23R 5'-CATGTATGGTGCGTGCTTGT-3' 
caIND11 caIND11F 5'-GTCTCCCAATCTGCATGCTC-3' 58 Dakouri et al ,.2010 
 caIND11R 5'-TACCTCCCAAAAGCCAGTTG-3' 
caSNP4 caSNP4F 5'-GCGTTTCTGTCACCAGAAGT-3' 65 Dakouri et al ,.2010 
 caSNP4R 5'-AATAAACTCGCGCCTCTTGA-3' 
caSNP12 caSNP12F 5'-TCCCCAGTTTAACCATCCTG-3' 65 Dakouri et al ,.2010 

 caSNP12R 5'-CATTCAGTCACCTCGCAGC-3' 
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١١۵  

 نتایج و بحث
 ژنوتیـپ  85از اي نشان داد که نتایج آزمایش مزرعه

دو رقـم شـاهد موروکـو و محلـی      ارزیـابی، مورد  گندم
ــا  100Sتخــم بــا ســرخ  90Sو ارقــام شــیرودي و شــیراز ب

 80MSتا  50MSبا واکنش حساس، هفت ژنوتیپ داراي 
ــهداراي  ــاس، واکــنش نیم ــپ 17حس ــا ژنوتی ــا  5MR ب ت
20MR  5 بـا  ژنوتیـپ  14یمه مقاوم، واکنش ندارايR   تـا

30R  واکـنش  داراي ژنوتیـپ   43واکنش مقاوم و داراي
). 1دنــد (جــدول بونســبت بــه زنــگ زرد  (0)مصــونیت 

در رقم شاهد موروکـو   100Sهاي بسیار حساس واکنش
تخــم نشــان دهنــده اســتقرار خــوب و رقــم محلــی ســرخ

بیماري در خزانه زنـگ زرد بـود. در آزمـایش ارزیـابی     
 85اي در خزانه اهواز از اي به زنگ قهوهنش مزرعهواک

رقم موروکو داراي گندم شاهد  ،ژنوتیپ مورد آزمایش
ــنش  ــود  80Sواک ــه   ،ب ــالی ک ــپ   37در ح داراي ژنوتی

، یـک ژنوتیـپ   )90MSتـا   5MS(واکنش نیمـه حسـاس   
داراي ، یـک ژنوتیـپ   )5MR( واکنش نیمه مقاومداراي 

ــاوم  ــنش مقـ ــپ  45و ) 5R( واکـ ــنش اراي دژنوتیـ واکـ
). 1دنـد (جـدول   بواي نسبت به زنگ قهوه (0)مصونیت 

در رقم ) 80S( واکنش بسیار حساس نیزدر این آزمایش 
نشان دهنـده اسـتقرار خـوب بیمـاري در      ،شاهد موروکو

ژنوتیـپ داراي   20اي بود. در مجمـوع  خزانه زنگ قهوه
 25از واکنش مصونیت نسبت به هـر دو بیمـاري بودنـد.    

اي واکـنش  نسـبت بـه بیمـاري زنـگ قهـوه      کـه  ژنوتیپ
ــان   ــونیت نش ــدمص ــاوم  دادن ــگ زرد مق ــه زن ــبت ب   ، نس

  ژنوتیــپ)، نیمــه حســاس   9ژنوتیــپ)، نیمــه مقــاوم (  8( 
داد نشان . نتایج بودندژنوتیپ)  2ژنوتیپ) و حساس ( 6(

ژنوتیپ داراي واکنش مصونیت نسبت بـه زنـگ    23که 
هاي مقاوم اي واکنشزرد بوده ولی نسبت به زنگ قهوه

هـا فقـط یـک    تا نیمه حساس داشتند. در بین این ژنوتیپ
ژنوتیـپ دیگـر    22داشـت و  ) 5R(لاین واکـنش مقـاوم   

داشــتند ) 90MSتــا  10MS(هــاي نیمــه حســاس واکــنش
  ).  1(جدول 

نشانگرهاي ، Lr34حضور جایگاه ژنی  بررسیجهت 

ــولی ، csLV34 ،Cssfr1 ،Cssfr2 ،Cssfr5، cam1 مولکـــ
cam2 ،cam11 ،cam8،cam23، caSNP4 ،caSNP12 و 

caIND11    آزمـون مورد استفاده قرار گرفتند. بـه منظـور 
هـاي مــورد  در ژنوتیـپ  Lr34حضـور آلـل مقاومــت ژن   

مولکـولی   نشـانگر بررسی ابتدا با اسـتفاده از پرایمرهـاي   
STS-csLV34 پیوسـته بـا ایـن ژن   هاي اقدام به تکثیرآلل 

و آلـل   bp 150دازه ) بـا ان ـ Lr34+گردید. آلل مقاومـت ( 
ــا انــدازه Lr34-غیــر عامــل ( آگــارز روي ژل  bp 229) ب

  ژنوتیــــپ  85). از میـــان  1د (شـــکل  یــ ـگرد آشـــکار 
بـازي   150ژنوتیـپ داراي آلـل    23 ارزیـابی مورد گندم 

 27بودنــد کــه نشــان دهنــده فراوانــی خــوب ایــن آلــل ( 
هاي امیدبخش و ارقام تجاري گندم ) در بین لایندرصد

). دادرضــایی و همکــاران 1ت (جــدول نــان کشــور اســ
(Dadrezaei et al., 2013)  ــیدر  130روي  آزمایشـ

بازي  150که آلل  داشتنداظهار  ،ژنوتیپ گندم نان ایران
از کـل   درصـد  33ژنوتیپ تکثیر شد کـه حـدود    43در 

تاییـد   هـا یافتـه بـود. ایـن    ارزیـابی هاي مورد ارقام و لاین
ه بـا حضـور قابـل    در رابط ـ آزمـایش حاضـر  کننده نتایج 

 STS-csLV34بازي نشانگر مولکـولی   150ملاحظه آلل 
 بـا توجـه بـه   بـود.   مـورد ارزیـابی  هاي گنـدم  در ژنوتیپ

 2006، از سـال  STS-csLV34استفاده از نشانگر  سهولت
ــادي از      ــداد زیـ ــانگر، تعـ ــن نشـ ــی ایـ ــد از معرفـ   و بعـ

ــ ــور ژن  امحققـ ــی حضـ ــراي بررسـ ــام Lr34ن بـ  در ارقـ
ــترالیا، ک   ــدم اسـ ــادا، اگنـ ــاانـ ــز  مریکـ ــران و مرکـ  ، ایـ
از این نشانگر اسـتفاده   المللی تحقیقات گندم و ذرتینب

 ;Wu et al., 2010; Dadrezaei et al., 2013( انـد نمـوده 

Kolmer et al., 2008; Yang et al., 2013(  نـوترکیبی .
در نتاج حاصـل   Lr34و ژن  نشانگرمشاهده شده بین این 

ــاماز  برخــیاز  ــدم و ه ارق ــفاف  گن ــایج غیرش ــین نت مچن
ابهاماتی را در  ،(gene postulation)حاصل از قیاس ژنی 

 Kolmer et) ه اسـت استفاده از این نشانگر بوجـود آورد 

al., 2008; McCallum et al., 2008; Lagudah et al., 

  . با وجود قدرت خوب ایـن نشـانگر در تشـخیص   (2009
  شـده   هـاي بررسـی  در دامنه وسـیعی از گنـدم   Lr34ژن  
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  از نقـــاط مختلـــف دنیـــا، در برخـــی مطالعـــات درجـــه  
دیــده شــده اســت     زیــادي از خطــاي مثبــت کــاذب    

)Lagudah et al., 2009; Dakouri et al., 2010 .(
ــال در بــه ــوان مث ــابیعن ــوده ارزی ــومیمقاومــت ت   هــاي ب

ــداد     ــگ زرد، تع ــه زن ــبت ب ــین نس ــدم چ ــوده  151گن   ت
ــت در     ــل مقاوم ــور آل ــراي حض ــومی ب ــانگرب -STS نش

csLV34 )bp 150   ــت ــرار گرفــ ــابی قــ ــورد ارزیــ   ) مــ

ــل در   و  ــن آل ــد 1/82حضــور ای ــوده درص ــن ت ــااز ای   ه
ــات شــد  ــه طوریکــهاثب ــوده  ، ب ــن ت ــارم ای ــا یــک چه   ه

واکنش بسـیار حساسـی بـه زنـگ زرد در مزرعـه نشـان       
  ایــن تحقیــق ایــن بــود کــه  در دادنــد. نکتــه قابــل توجــه 

هـا کـاملا   تـوده  بازي تکثیر شـده در ایـن   150توالی باند 
تکثیرشده در ارقام مقاوم بـود   DNAمشابه توالی قطعات 

(Wu et al., 2010).  
  
  
  

  
  
  

هاي گندم الکتروفورز مربوط به تعدادي از ارقام و لاینحاصل از  csLV34هاي تکثیر شده توسط نشانگر باند -1شکل 
) و یا آلل 34Lr )bp 150+بیانگر آلل مؤثر  ،انداده شدهو باندهایی که با فلش نشان د bp100مارکر وزنی : Mمورد بررسی. 

 ) هستند34Lr )bp 229-غیر مؤثر 
Fig. 1. Gel electrophoresis of DNA bands amplified using csLV34 marker in some of the studied wheat 

cultivars/lines. M: 100 bp molecular-weight size marker and amplified DNA bands for Lr34+ (150 bp) and Lr34- 
 (229 bp) are indicated by arrows 

  
 Lr34و تـوالی یـابی اولیـه ژن     )کلونهمسانه سازي (

مورفیسـم  مقاوم و حساس نشان داد کـه دو پلـی   در ارقام
و یک قطعه  12و اگزون  4تک نوکلئوتیدي در اینترون 

در  Lr34ژن  11حذف شده سه نوکلئوتیدي در اگـزون  
. (Krattinger et al., 2009) مشـاهده شـد  بین ایـن ارقـام   

یـابی ترتیـب نوکلئوتیـدي    و توالی Lr34دن ژن کرکلون 
ــوزوم  آن ــدم 7Dروي کروم ــبی  روش  ،گن ــیار مناس بس

جهت طراحی آغازگرهاي مناسب براي تکثیـر قطعـاتی   
ــته   آناز  ــوان نشــانگرهاي مولکــولی کــاملا پیوس ــه عن   ب

ــا   ــن ژنب  ;Lagudah et al., 2009( بوجــود آورد ای

Dakouri et al., 2010.(  ــی ــت بررس ــق جه ــر دقی   ت
ــت ژن    ــل مقاومـ ــور آلـ ــپ Lr34حضـ ــاي در ژنوتیـ   هـ

  از نشــــانگرهاي مولکــــولی ،مــــورد بررســــیگنــــدم 
 Cssfr1 ،Cssfr2 ،Cssfr5 ،cam1 ،cam2 ،cam8،cam23، 

caSNP4 ،caSNP12  وcaIND11  ــه ــر کـــ ــاي بـــ   مبنـــ
   Lr34در ژن  11ن مورفیســـم موجـــود در اگـــزو  پلـــی

  . شـد ) اسـتفاده  Lagudah et al., 2009( انـد طراحی شـده 
   bp 517اي بـا انـدازه   قطعـه  Cssfr1با اسـتفاده از نشـانگر   

 34Lr+که به صورت اختصاصی بیانگر وجود آلل مـؤثر  
). ایـن نشـانگر یـک نشـانگر     2(شـکل   تکثیر شـد  است،

ــوده ــل مــؤثر  ژنوتیــپ هــایی کــه فاقــد و در  غالــب ب آل
 PCRاي در محصـولات  گونه قطعـه هیچبودند، قاومت م

ــر ن ــن 2(شــکل  شــدتکثی ــق). در ای ــن و  85از  تحقی   لای
 517ژنوتیـپ داراي آلـل    22 ،رقم گندم مـورد ارزیـابی  

ــود ــازي بـ ــپ و هبـ ــایر ژنوتیـ ــول سـ ــل نـ ــا داراي آلـ   هـ
ــد  ــاي  )1(جـــدول  بودنـ در  34Lr+. حضـــور آلـــل هـ

  داراي  Cssfr1و  STS-csLV34نشــــــــــــــــــانگرهاي  
  غیــر از چنــد  ،مبســتگی خــوبی بــود و در اکثــر مــوارد ه
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١١٧  

  41و  33، 32هــــاي شــــماره اســـتثنا شــــامل ژنوتیـــپ  
همبستگی کاملی در نتایج حضـور یـا عـدم     )،1جدول ( 

ــا ژن   ــل هــاي مــرتبط ب ــپ Lr34حضــور آل ــا در ژنوتی ه
  .مشاهده شد

  
  
  
  
  
  
  

هاي گندم تعدادي از ارقام و لاین مربوط به زالکتروفورحاصل از  Cssfr1باندهاي تکثیر شده توسط نشانگر  -2شکل 
 ) هستند34Lr )bp 517+بیانگر آلل مؤثر  ،اندنشان داده شده پیکانو باندهایی که با  bp 100مارکر وزنی : M مورد بررسی.

Fig. 2. Gel electrophoresis of DNA bands amplified using Cssfr1 marker in some of the studied wheat 

cultivars/lines. M: 100 bp molecular-weight size marker and amplified DNA bands for Lr34+ (517 bp) are 

indicated by arrows 
  

یک نشانگر غالب بوده که توسط  نیز Cssfr2نشانگر 
) معرفی شده Lagudah et al., 2009( لاگودا و همکاران

اي بـا انـدازه   است و به صورت اختصاصی با تکثیر قطعه
bp 523 ،  ــل مــؤثر ــوده 34Lr-بیــانگر وجــود آل و عــدم  ب

نشان دهنده وجود آلـل مـؤثر مقاومـت     ،تشکیل این باند
نشـان  با این نشانگر  Lr34 حضور ژننتایج آزمون  است.

مـورد  هـاي  و لایـن در کلیـه ارقـام    bp523 بانـد   داد کـه 
مثبت آزمایش (رقم مقاوم  بررسی و همچنین رقم کنترل

MV17 (شکل  وجود داشت)درصورتی که این باند 3 ،(
نشان دهنده آلل مرتبط با حساسیت بوده و باید فقـط در  

 ،شد. با تکرار آزمایشهاي حساس دیده میارقام و لاین
در مجـددا  بـازي   523و قطعـه   بدست آمدنتایج مشابهی 
توانـد بـه   مـی  این موضـوع ها تکثیر گردید. کلیه ژنوتیپ

اي پلیمراز، استفاده در واکنش زنجیره کیفیت مواد مورد
استفاده از دستگاه بسـیار دقیـق تفکیـک کننـده قطعـات      

DNA (ABI DNA Analyzer)  ن معرفــی اتوسـط محقق ـ
) و یـا عـدم   Lagudah et al., 2009کننده ایـن آغـازگر (  

ــانگر مربـــوط باشـــد.  ــی از  تکرارپـــذیري ایـــن نشـ یکـ
ــورد نحــوه اجــراي  اخــتلاف واکــنش هــاي عمــده در م

واکـــنش در آزمــایش حاضـــر بــا    اي پلیمـــراززنجیــره 
کننـدگان  انجـام شـده توسـط معرفـی     اي پلیمـراز زنجیره

اي واکــنش زنجیــره ، اســتفاده از روش  Cssfr2رایمــر پ
کـه یـک    بـود  (Hot start PCR)بـا شـروع داغ    پلیمـراز 

 DNAروش تغییریافته است که با غیر فعال کردن آنزیم 
تر از تکثیـر بانـدهاي   پایینهاي پلیمراز در درجه حرارت

 کـم  بانـدهاي  کنـد. وجـود  غیراختصاصی جلوگیري می
ــگ ــکل در رنـ ــی 3 شـ ــدمـ ــت توانـ ــر دلالـ ــال  بـ اتصـ

 غیراختصاصی این پرایمر در ناحیه تکثیـر نشـانگر داشـته   
 پـروژه  مالی منابع بودن محدود به توجه با حال بهر. باشد

 HotStar Taq polymerase آنـزیم  زیـاد  بسـیار  قیمـت  و
ــبت ــه نس ــزیم ب ــولی، Taq polymerase آن ــن  معم در ای

شـد کـه نتـایج بدسـت      اسـتفاده  معمولی آنزیم تحقیق از
دهنـد کـه   این نتایج نشـان مـی   .آمده رضایت بخش نبود

حضـور ژن  استفاده از این نشانگر مولکولی براي بررسی 
Lr34 هایی با امکانات محدود داراي نتایج در آزمایشگاه

تحقیقات آینده استفاده از این نشانگر روشنی نبوده و در 
هاي مولکـولی بـا امکانـات اولیـه پیشـنهاد      در آزمایشگاه

  د.شونمی
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 "...شناسایی نشانگرهاي مولکولی پیوسته با ژن "

١١٨ 

 Cssfr2و  Cssfr1هماننـد دو نشـانگر     Cssfr5نشانگر 
توسعه یافتـه   11مورفیسم موجود در اگزون بر مبناي پلی

بــارز بــوده کــه از اســت. ایــن نشــانگر یــک نشــانگر هــم
ــب ــاي ترکیـــ و  L34SPF/L34DINT13R2 آغازگرهـــ

L34DINT9F/L34MINUSR   آیــــــد. بدســـــت مـــــی
 اي پلیمــراز بـا دو انــدازه  محصـولات واکــنش زنجیـره  

bp751 )+Lr34 و (bp 517 )-Lr34 دو ) روي ژل آگــارز
در  ).Lagudah et al., 2009قابل تفیـک هسـتند (   درصد

 Multiplex)تحقیق حاضر از روش پی سی آر چند گانه 

PCR) هاي نشانگر تکثیر آلل که منجر بهCssfr5   مـرتبط
استفاده شد، اما با وجود  نیز گرددمی Lr34با مقاومت به 

هیچ گونه باند نشان دهنده  ،چند مرتبه تکرار پی سی آر
مقاومــت یــا حساســیت در ارقــام کنتــرل مثبــت و منفــی  
مشاهده نشد. عدم تکثیر باندهاي مورد انتظار در نشـانگر  

Cssfr5  تواند به کیفیت مـواد مـورد   نیز می تحقیقدر این
اي پلیمـــراز و یـــا عـــدم اســـتفاده در واکـــنش زنجیـــره

بهر حال، براساس تکرارپذیري این نشانگر مربوط باشد. 
شـود کـه هماننـد نشـانگر     نتایج بدست آمده توصـیه مـی  

Cssfr2   حضـور ژن براي بررسـیLr34  هـاي  در ژنوتیـپ
از این نشانگر  ،با امکانات اولیه یهایدر آزمایشگاهگندم 

  استفاده نشود.
) عـلاوه  Dakouri et al., 2010داکوري و همکاران (

 12و اگـزون   4بر پلی مورفیسم مشاهده شده در اینترون 
یـک جهـش   ، 22و جهش سـه نوکلئوتیـدي در اگـزون    

هاي را که فقط در ژنوتیپ Lr34ژن  10دیگر در اگزون 
ن غیـر  اشناسایی کردند. این محقق ،شوددیده می حساس

ــده    ــی ش ــپ معرف ــار هاپلوتای ــانگرهاي   از چه ــراي نش ب
نیز براي یک هاپلوتایپ جدید را ،  Lr34ژن اختصاصی 

معرفـــی نمودنـــد. در ایـــن شناســـایی حضـــور ایـــن ژن 
رغم حـذف قطعـه سـه نوکلئوتیـدي در     علی ،هاپلوتایپ

  Lr34که ظاهرا بایـد نشـان دهنـده وجـود ژن      11اگزون 
یپ حساس مشاهده شـدند. بـر   هایی با فنوتباشد، ژنوتیپ

 تـوالی تر در هاي جدید و مشاهدات دقیقمبناي این یافته
ــومی ژن  ــن ژن  Lr34ژن ــاور ای ــاط مج ــوري و و نق ، داک
نشـانگر جدیـد را    Dakouri et al., 2010 (10همکـاران ( 

کردنـد. بایـد خاطرنشـان     معرفی Lr34براي شناسایی ژن 
 نـاي تفکیـک  این نشانگرها را بـر مب  این محققاند که کر

کــه قابلیــت  ABI 3130x1در دســتگاه   DNAبانــدهاي
جفت باز را در  دو تمایز باندهایی با اختلاف اندازه حتی

اند. بـا توجـه   معرفی کرده ،دارد  PCRقطعات حاصل از 
هــاي نشــان دهنــده بــه اینکــه اخــتلاف انــدازه بــین آلــل 

ــل ــن   مقاومــت و آل ــده حساســیت در ای هــاي نشــان دهن
هـاي  کثر موارد بسیار کم است، بـا سیسـتم  نشانگرها در ا

در بیشتر مواقـع  ،میدآاکریلالکتروفورز ژل آگارز و پلی
  
  
  
  
  
  
  
 هـاي گنـدم   بـراي تعـدادي از ارقـام و لایـن     الکتروفـورز حاصـل از   Cssfr2باندهاي تکثیـر شـده توسـط نشـانگر      -3شکل 

 ) هستند34Lr )bp 523-آلل بیانگر  ،اندان داده شدهنش پیکانو باندهایی که با  bp 50مارکر وزنی : M مورد بررسی.
Fig. 3. Gel electrophoresis of DNA bands amplified using Cssfr2 marker in some of the studied  

wheat cultivars/lines. M: 50 bp molecular-weight size marker and amplified DNA bands for Lr34-  

(523 bp) are indicated by arrows 
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١١٩  

هاي الکتروفـورزي  ها در این سیستمتمایز فاصله بین آلل
با این وجود بر اساس وجـود   ،پذیر استبه سختی امکان

ــول) و     ــل ن ــت و آل ــل مثب ــود آل ــارز (وج ــانگرهاي ب نش
ــدهاي    ــدازه بانـ ــتلاف در انـ ــارز (اخـ ــانگرهاي همبـ   نشـ

هـاي الکتروفـورزي ژل   ترتیـب از سیسـتم  هتولید شده) ب ـ
میـد بـراي جداسـازي محصـولات     آاکریـل ارز و پلیآگ

، cam1حاصل از نشـانگر هـاي مولکـولی جدیـد شـامل      
cam2 ،cam8 ،cam11 ،cam23 ،caIND11   .استفاده شـد

با توجه به تفاوت بسـیار کـم انـدازه قطعـات تکثیرشـده      
نتایج قابـل   توسط این نشانگرها در ژنوتیپ هاي مختلف

 ومشـخص شـد کـه    یامـد ها بدست نقبولی از این بررسی
تمــایز بانــدهاي ظــاهر شــده از یکــدیگر در  سیســتم      

یسـت.  مید میسر نآالکتروفورزي ژل آگارز و پلی اکریل
هـاي  د کـه از نشـانگر  شـو پیشنهاد مـی  بر اساس این نتایج

بــا  یهــایدر آزمایشــگاه  Lr34فــوق بــراي تشــخیص ژن 
  امکانات محدود استفاده نشود.

ــانگرهاي  ــروه  caSNP12و  caSNP4نشـــــ از گـــــ
ترین و ازجمله جدیدترین و دقیق بوده  SNPنشانگرهاي 

 Lr34نشانگرهاي مولکولی شناخته شده براي ردیابی ژن 
). عـلاوه بـر   Dakouri et al., 2010رونـد ( بـه شـمار مـی   

لینکاژ بـالایی کـه بـین ایـن دو نشـانگر و ژن مـورد نظـر        
رین تها از مهموجود دارد، کاربرد آسان و کم هزینه آن

رود. محصـولات  هاي این نشانگرها بـه شـمار مـی   مزیت

PCR  ــانگرهاي ــورت caSNP12  و caSNP4نشـ در صـ
 bpاي به اندازه به ترتیب داراي قطعه ،وجود ژن مقاومت

ــارز   bp 234و  390 ــورز ژل آگ ــد 5/1در الکتروف  درص
اي در هـر  هیچ قطعـه ، و در صورت عدم وجود ژن بوده

).در Dakouri et al., 2010(شـود  دو نشانگر تکثیـر نمـی  
 Lr34نشـانگر بـراي ردیـابی ژن     تحقیق حاضر از این دو

 کـه نشـان داد  اسـتفاده شـد. نتـایج    گندم هاي در ژنوتیپ
باندهاي واضـح و روشـنی بـا اسـتفاده از هـر دو نشـانگر       

براساس اندازه باند مـورد   هاآندهی بدست آمد که نمره
ــکل    ــود (ش ــاده ب ــیار س ــار بس ــکل 4انتظ ــایج  ).5 و ش نت

همبستگی کاملی بـین ایـن   حاکی از آن بود که  همچنین
دو نشانگر وجود داشت و بـا اسـتفاده از هـر دو نشـانگر     

caSNP4 و caSNP12 ،18    لاین و رقم داراي آلـل هـاي
 ). نتـایج  1بودند (جدول  Lr34مرتبط با لینکاژ ژنی با ژن 

ــل از ا ــا   حاص ــالایی ب ــانی ب ــانگرها داراي همپوش ــن نش ی
ــا ــود Cssfr1و  STS-csLV34نگرهاي نشـ ــه  بـ  18و همـ

 .Lr34ژن ژنوتیپی که با این نشـانگرها بـه عنـوان حامـل     
و  STS-csLV34شناسایی شدند، با استفاده از دو نشانگر 

Cssfr1   نیز به عنوان ژنوتیپ هـاي+Lr34     شـناخته شـده
 caSNP4بهر حال با توجه به محل استقرار نشانگر بودند. 

ــده  روي  caSNP12و  ــروتئین انتقــال دهن ژن کدکننــده پ
بـا اسـتفاده    Lr34حضور ژن ، براي بررسی ABCغشایی 

  د.شواز این نشانگرها اطمینان بیشتري حاصل می
  
  
  
  
  
  
  

هاي گندم تعدادي از ارقام و لاینحاصل از الکتروفورز براي  caSNP4نشانگر باندهاي تکثیر شده توسط  -4شکل 
  است bp 50 مارکر وزنی: M مورد بررسی.

Fig. 4. Gel electrophoresis of amplified products using caSNP4 marker in some of the studied wheat 

cultivars/lines. M: 50 bp molecular weight size marker 
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هاي گندم مورد و لاین تعدادي از ارقامحاصل از الکتروفورز براي  caSNP12نشانگر باندهاي تکثیر شده توسط  -5شکل 
  است bp 50مارکر وزنی : M بررسی.

Fig. 5. Gel electrophoresis of amplified products using caSNP12 marker in some of the studied wheat 

cultivars/lines. M: 50 bp molecular weight size marker 
 

 ارقـام  ،ارقام تجارتی گنـدم میان  در تحقیق حاضر از
بــا اســتفاده از    MV17، بــم، سیســتان و  2زارع، داراب 

 Cssfr1و  csLV34، caSNP4  ،caSNP12هــاي نشــانگر
هاي شناخته شده و پیوسته با مقاومت به زنگ واجد آلل

هـاي  اي بودند. رقم ارگ تنها با اسـتفاده از نشـانگر  قهوه
csLV34  وCssfr1 مرتبط بـا   هاي شناخته شدهواجد آلل

ــود   ــت ب ــل    مقاوم ــر آل ــدم تکثی ــه ع ــه ب ــا توج ــاي و ب ه
تـــرین کـــه نزدیـــک caSNP12و  caSNP4 نشــانگرهاي 

با احتمال زیاد فاقد ایـن ژن   بودند، Lr34نشانگرها به ژن 
باشـد. نتـایج ایـن تحقیـق نشـان داد کـه ارقـام گنـدم         می

میهن، چمران، فلات، پارسی، سـیوند، سـیروان، پیشـتاز،    
اروم، ارقام خارجی ، شیرودي، شیراز و 3مروارید، مغان 

سویسون، گاسکوژن، گاسپارد و باز و رقم محلی سـرخ  
امیـدبخش  هاي در بین لاین هستند. Lr34 فاقد ژن  ،تخم
سه لاین در اقلیم معتـدل،   ،هاي سرد و معتدل گندماقلیم

  هفـت لایــن از برنامــه شــوري اقلـیم معتــدل و ســه لایــن  
 ،csLV34هاي نشانگردر اقلیم سرد کشور با استفاده از  

caSNP4  ،caSNP12  وCssfr1  هـاي شـناخته   واجد آلـل
ــگ   ــه زن ــا مقاومــت ب ــدقهــوه شــده و پیوســته ب    اي بودن

سه لاین امیدبخش دیگـر در برنامـه شـوري     .)1(جدول 
مــرتبط بــا  هــاي شــناخته شــدهواجــد آلــلاقلــیم معتــدل 

بودنـد.   Cssfr1و  csLV34هـاي  تنها در نشـانگر مقاومت 
با توجه به عدم تکثیـر   ،دشهم اشاره  لابهمانطوري که ق

و  caSNP4 نشـانگرهاي هاي مـرتبط بـا مقاومـت در    آلل
caSNP12،  هـا بـا احتمـال زیـاد فاقـد ژن      این لایـنLr34 

  هستند.
ــه    ــایش مزرع ــایج آزم ــه نت ــات  مقایس ــا آزمایش اي ب

ژن هـاي واجـد   دهد که اکثر ژنوتیـپ مولکولی نشان می
Lr34 ن، مقـاوم و نیمـه   هاي از نـوع مصـو  داراي واکنش

هـاي  مقاوم تا نیمه حساس با شدت کم نسـبت بـه زنـگ   
ــنش  اي مــیزرد و قهــوه ــوردي واک باشــند و در هــیچ م

). بیشـترین شـدت آلـودگی    1(جدول  حساس دیده نشد
در لایـن    Lr34ژن هاي واجـد  اي در ژنوتیپزنگ قهوه

ER-C-90-9 70بــا واکــنشMS  هــاي در خزانــه بیمــاري
بیشترین شـدت آلـودگی زنـگ زرد در    ایستگاه اهواز و 

با واکنش  2در رقم داراب   Lr34ژن هاي واجد ژنوتیپ
60MS  هاي کرج مشاهده شد. در خزانه بیماري  

ــین  از ــامب ــن ارق ــن  Lr34ژن هــاي واجــد و لای در ای
 60MSحسـاس  واکـنش نیمـه   2تحقیق تنهـا رقـم داراب   

، نشـان داد  را اينسبت بـه زنـگ زرد در شـرایط مزرعـه    
اي ولی این رقم واکـنش مصـون نسـبت بـه زنـگ قهـوه      

. در شرایط آلـودگی مصـنوعی مزرعـه، واکـنش     داشت
نسبت به زنگ زرد و نیمه حساس با شدت بالاي بیماري 

ــوه ــپ اي، قه ــی در ژنوتی ــد ژن حت ــه واج ــایی ک ــاه  يه
رابیـالز و نیکـز   د. ش ـ دیـده  بودنـد، مقاومت گیـاه کامـل   

(Rubiales and Niks, 1995)  کردند که حتی در گزارش
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١٢١  

دامنه وسیعی از واکنش نسبت ،  Lr34ژن هایی با ژنوتیپ
از واکـنش نزدیـک بـه     ،ايبـه قـارچ عامـل زنـگ قهـوه     

هایی کـه در منطقـه پـایین بـرگ ظـاهر      حساس با جوش
در منطقـه نـوك    (flecks)هاي بسیار ریـز  شوند تا لکهمی

 ,.Zakeri et al)شود. ذاکري و همکاران برگ دیده می

نسبت بـه   2اظهار نمودند که واکنش رقم داراب  (2014
اي واکــنش نیمــه حســاس زنـگ زرد در شــرایط مزرعــه 

70MS هاي ژنتیکی بـه  با این وجود بر اساس نسبت ،بود
تلاقی رقـم   حاصل از 3F دست آمده از واکنش جمعیت

بـه زنـگ زرد    نسـبت  Avocet Sو رقم حساس  2داراب 
ه بـر اسـاس آزمـون    ک گزارش شد ،ايدر شرایط مزرعه

(مقـاوم   1هاي پیش بینی شـده  همگنی مربع کاي، نسبت
(حسـاس تفـرق    1(مقاوم تفـرق یافتـه) و    2تفرق نیافته)، 

دلالــت بــر وجــود یــک ژن غالــب  ،نیافتــه) در جمعیــت
مقاومـت بــه زنــگ زرد در مرحلــه گیــاه کامــل در رقــم  

  دارد.   2داراب 
ي باعـث القــا  Lr34ژن بـا توجــه بـه ایــن کـه وجــود    

ــی     ــدم م ــاي گن ــپ ه ــی در ژنوتی ــت جزئ ــود، مقاوم ش
ــپ  واکــنش ــدادي از ژنوتی ــا هــاي مصــون و مقــاوم تع   ه

 هـا آنهاي مقاومت دیگر در ژنوم تواند به حضور ژنمی
در تحقیــق انجـام شــده توســط صــفوي و  مربـوط باشــد.  

 ER-90-12، لایـن  (Safavi and Afshari, 2014)افشاري 
در بــین بیســت  (R) یکـی از دو لایــن بــا واکــنش مقــاوم 

ژنوتیپ مورد آزمـایش بـود کـه مقاومـت بسـیار بـالایی       
نسبت به زنگ زرد در مرحله گیـاه کامـل نشـان داد. در    

هایی بود که یکی از لاین ER-90-12لاین  حاضر تحقیق
مقاومت  .بود  Lr34بر اساس ارزیابی مولکولی واجد ژن 

بـا  توانـد  اي نسبت به زنگ زرد در ایـن لایـن مـی   مزرعه
کــه مقاومــت بـه زنــگ زرد را نیــز در   Lr34حضـور ژن  

  مرتبط باشد.  ،کندمرحله گیاه کامل را کنترل می
در Lr34  حضـور ژن  ارزیـابی بـراي   کنـون اگرچه تا 

ــانگر  ژنوتیـــپ ــا از نشـ ــر دنیـ ــدم در سراسـ ــاي گنـ  هـ

csLV34 پـیش بینـی    ،انجام گرفته اسـت بیشترین استفاده
کـه    Lr34لی ژننشـانگرهاي مبتنـی بـر تـوا    می شود کـه  

کنند تري از حضور این ژن ارائه میاطلاعات بسیار دقیق
  هــاي قــدیمی خواهنــد شــدبـزودي جــایگزین نشــانگر 

(McCallum et al., 2012) .  در این تحقیق از میان تعـداد
کـه اکثـرا در   جدیـد  زیادي از نشانگرهاي معرفـی شـده   

هــاي هــاي مجهــز مراکــز تحقیقــاتی کشــور آزمایشــگاه
ــرفته ــه   پیش ــا توســعه یافت ــددنی ــانگر جدیــد    ،ان ســه نش
caSNP4،caSNP12  و Cssfr1  هـاي رایـج   که در سیستم

ــک   آزمایشــگاه ــل تان ــات محــدود از قبی ــا امکان ــایی ب ه
ــزي    ــگ آمی ــورز افقــی و عمــودي و سیســتم رن الکتروف
معمول اتیدیوم بروماید با سهولت قابـل تکثیـر و ردیـابی    

   Lr34ها و ژنن آنهستند و همچنین احتمال نوترکیبی بی
 Lr34 هـاي حضـور ژن  ، بـراي بررسـی  بسیار نـادر اسـت  

. با توجـه بـه ایـن کـه موقعیـت مکـانی       شوندمی پیشنهاد
  caSNP12و caSNP4دقیقا در بـین دو نشـانگر     Lr34ژن

بهترین ترکیب بـراي اطمینـان از حضـور ایـن      ،قرار دارد
اي (به ترتیب دار با مقاومت مشاهده باندهاي مرتبط ،ژن

) در هر دو نشانگر bp 234و  bp 390ی به اندازه هایقطعه
و csLV34 نشـانگرهاي   اسـتفاده از باشـد. بهـر حـال،    می

Cssfr1    به همـراه دو نشـانگرSNP    و هاپلوتایـپ حاصـل
داشـته   Lr34تواند اطمینـان بیشـتري را از حضـور ژن    می

. با استفاده از این هاپلوتایپ هر گونـه مشـکلی کـه    باشد
و بارگذاري در ژل   PCRاز خطاهاي آزمایشی درناشی 

باشـد،   SNPآگاروز و الکتروفورز در مـورد دو نشـانگر   
     باشد.قابل ردگیري، شناسایی و تکرار آزمایش می

ــور ژن  ــایی حضـ ــارتی،   Lr34 شناسـ ــام تجـ   در ارقـ
هاي در حال معرفی گندم نان هاي امیدبخش و لاینلاین

هاي هدفمند و انتقـال و  قیبراي تلا ابزار مفیديتواند می
در تــا  باشــدهــاي اصــلاحی گیــري ایــن ژن در لایــنرد

هاي اصـلاحی جهـت رسـیدن بـه مقاومـت پایـدار       برنامه
نتایج تحقیق حاضـر اطلاعـات    د.از آن استفاده شوارقام 
ــل ــوجهقاب ــدین    یت ــاب وال ــوه انتخ ــا نح ــاط ب را در ارتب
ه نـژادي  در برنامـه ب ـ   Lr34ها براي انتقال مـؤثر ژن تلاقی
هاي سرد و معتدل کشور را در اختیار بـه نژادگـران   اقلیم

ــی  ــرار م ــا     ق ــن ژن ب ــی از ای ــت ناش ــق مقاوم ــد. تلفی   ده
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تواند موجب هاي بزرگ اثر میهاي ناشی از ژنمقاومت
هـا شـود.   مقاومت بیشتر ارقام گندم نسبت به کلیه زنـگ 

اظهار نمودند  (Hiebert et al., 2011) هیبرت و همکاران
هـاي گنـدم   در ژنوتیـپ Lr34 و  SrCadکـه ترکیـب ژن   

 Ug99مقاومت بسیار بالا در مقابل نژاد زنگ سیاه  باعث
تنهـا سـطح   Lr34 در صورتی کـه در غیـاب ژن   ،دشومی

  SrCadهـاي حامـل ژن   متوسطی از مقاومت در ژنوتیپ
ــق    .دشــمشــاهده  ــن تحقی ــده از ای اطلاعــات بدســت آم

هایی هرمی کردن ژن به يتواند کمک مؤثرهمچنین می
با اثرات کوچک و اثرات بزرگ در زمینه ژنتیکی ارقام 

ایـن  هاي گندم در کشور نماید. نتـایج حاصـل از   و لاین
نژادگران گندم کشور این امکـان را خواهـد   تحقیق به به

هـاي مـورد مطالعـه در    داد تا با بررسی مقاومت ژنوتیـپ 
بــراي تــري ابــزار گزینشــی دقیــق ،هــاکنــار عملکــرد آن

در اختیــار انتخـاب نهـایی و معرفـی ارقـام جدیـد گنـدم       
 داشته باشند.

  
References منابع مورد استفاده 
Caldwell, R. M. 1968. Breeding for general and/or specific plant disease resistance. pp 263–272. In: Findlay, 

K.W. and K.W. Shepherd (Eds.). Proceedings of the 3rd international wheat genetics symposium. Australian 

Academy of Science, August 5-9, Canberra, Australia. 
Dadrezaei, S. T., K. Nazari, F. Afshari and E. Mohammadi Goltapeh. 2013. Phenotypic and molecular 

characterizati on of wheat leaf rust resistance gene Lr34 in Iranian wheat cultivars and advanced lines. AJPS 

4(9): 1821–1833. 

Dakouri, A., B. McCallum, A. Walichnowski and S. Cloutier. 2010. Fine-mapping of the leaf rust Lr34 locus 

in Triticum aestivum (L.) and characterization of large germplasm collections support the ABC transporter as 

essential for gene function. Theor. Appl. Genet. 121: 373–384. 

Dyck, P. L. 1987. The association of a gene for leaf rust resistance with the chromosome 7D suppressor of stem 

rust resistance in common wheat. Genome, 29: 467–469. 

Herrera-Foessel, S. A., E. S., Lagudah, J., Huerta-Espino, M. J., Hayden, H. S., Bariana, D., Singh and R. 

P., Singh. 2011. New slow rusting leaf rust and stripe rust resistance genes Lr67 and Yr46 in wheat are 

pleiotropic or closely linked. Theor. Appl. Genet. 122: 239–249. 

Hiebert, C. W., J. B., Thomas, B. D., McCallum, D. G., Humphreys, R. M., DePauw, M. J., Hayden, R., 

Mago, W., Schnippenkoetter and W., Spielmeyer. 2010. An introgression on wheat chromosome 4DL in 

RL6077 (Thatcher*6/PI 250413) confers adult plant resistance to stripe rust and leaf rust (Lr67). Theor. 

Appl. Genet. 121: 1083–1091. 

Hiebert, C. W., T. G. Fetch, T. Zegeye, J. B. Thomas, D. J. Somers, D. G. Humphreys, B. D. McCallum, S. 

Cloutier, D. Singh and D. R. Knott. 2011. Genetics and mapping of seedling resistance to Ug99 stem rust 

in Canadian wheat cultivars ‘Peace’ and ‘AC Cadillac’. 

Theor. Appl. Genet. 122: 143–149. 

Kolmer, J. A., R. P. Singh, D. F. Garvin, L. Viccars, H. M. William, J. Huerta-Espino, F. C. Ogbonnaya, 

H. Raman, S. Orford, H. S. Bariana and E. S. Lagudah. 2008. Analysis of the Lr34/Yr18 rust resistance 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
97

.2
0.

2.
2.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

gr
ob

re
ed

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-1
7 

] 

                            15 / 18

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1397.20.2.2.7
https://agrobreedjournal.ir/article-1-918-fa.html


  1397 تابستان، 2جلد بیستم، شماره  ،"علوم زراعی ایران همجل"

١٢٣  

region in wheat germplasm. Crop. Sci. 48: 1841–1852. 

Krattinger, S. G., E. S. Lagudah, W. Spielmeyer, R. P. Singh, J. Huerta-Espino, H. McFadden, E. 

Bossolini, L. L. Selter and B. Keller. 2009. A putative ABC transporter confers durable resistance to 

multiple fungal pathogens in wheat. Science, 323: 1360–1363. 

Lagudah, E. S., H. McFadden, R. P. Singh, J. Huerta-Espino, H. S. Bariana and W. Spielmeyer. 2006. 

Molecular genetic characterisation of the Lr34/Yr18 slow rusting resistance gene region in wheat. Theor.  

Appl. Genet. 114: 21–30. 

Lagudah, E. S., S. G. Krattinger, S. A. Herrera-Foesse, R. P. Singh, J. Huerta-Espino, W. Spielmeyer, G. 

Brown-Guedira, L. L. Selter and B. Keller. 2009. Gene-specific markers for the wheat gene 

Lr34/Yr18/Pm38 which confers resistance to multiple fungal pathogens. Theor. Appl. Genet. 119: 889–898. 

Lowe, I., D. Cantu and J. Dubcovsky. 2011. Durable resistance to the wheat rusts: Integrating systems biology 

and traditional phenotype-based research methods to guide the deployment of resistance genes. Euphytica, 

179(1): 69–79. 

McCallum, B. D., D. J. Somers, D. G. Humphreys and S. Cloutier. 2008. Molecular marker analysis of Lr34 

in Canada western red spring wheat cultivars. p. 137. In: Proceedings of 11th International Wheat Genetics 

Symposium, Brisbane, Australia, 24–29 Aug, 2008. 

McCallum, B. D., C. Hiebert, J. Huerta-Espino and S. Cloutier. 2012. Wheat leaf rust. p 33–62. In: Sharma, 

I., (Ed.) Disease resistance in wheat.  CAB International, Wallingford.  

McIntosh, R. A., Y. Yamazaki, J. Dubcovsky, J. Rogers, C. Morris, D. J. Somers, R. Appels and K. M. 

Devos. 2008. Catalogue of gene symbols for wheat. p. 1–59. In: Appels et al., (Eds.), Proceedings of the 11th 

International Wheat Genetics Symposium, 235. 24–29 August 2008. Brisbane, QLD. Australia.  

Peterson, R. F., A. B. Campbell and A. E. Hannah.1948. A diagrammatic scale for estimating rust intensity of 

leaves and stems of cereals. Can. J.  Res. 26: 496–500. 

Rubiales, D. and R. E. Niks. 1995. Characterization of Lr34, a major gene conferring nonhypersensitive 

resistance to wheat leaf rust. Plant Dis. 79: 1208–1212. 

Safavi, S. A. and F. Afshari. 2014. Seedling and adult plant reaction of some promising wheat lines to yellow 

rust. Iran. J. Pl. Pathol. Sci. 45(2): 241–250.(In Persian with English abstract).  

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

length polymorphism in barley: Mendelian inheritance, chromosomal location and population dynamics. 

Proc. Nat. Ac. Sci. USA. 81: 8014–8019. 

Singh, R. P. and S. Rajaram. 1992. Genetics of adult-plant resistance to leaf rust in ‘Frontana’ and three 

CIMMYT wheats. Genome, 35: 24–31. 

Singh, R. P., A. Kazi-Mujeeb and J. Huerta-Espino. 1998. Lr46: a gene conferring slow rusting resistance to 

leaf rust in wheat. Phytopathology, 88: 890–894. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
97

.2
0.

2.
2.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

gr
ob

re
ed

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-1
7 

] 

                            16 / 18

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1397.20.2.2.7
https://agrobreedjournal.ir/article-1-918-fa.html


 "...شناسایی نشانگرهاي مولکولی پیوسته با ژن "

١٢۴ 

Singh, R. P., J. Huerta-Espino and S. Rajaram. 2000. Achieving near-immunity to leaf and stripe rusts in 

wheat by combining slow rusting resistance genes. Acta Phytopathlogica Hungarica, 35: 133–139. 

Singh, R. P., J. Huerta-Espino, S. Bhavani, S. A. Herrera-Foessel, D. Singh, P. K. Singh, G. Velu, R. E. 

Mason, Y. Jin, P. Njau and J. Crossa. 2011. Race non-specific resistance to rust diseases in CIMMYT 

spring wheats. Euphytica, 179: 175–186. 

Spielmeyer, W., R. A. McIntosh, J. Kolmer and E. S. Lagudah. 2005. Powdery mildew resistance and 

Lr34/Yr18 genes for durable resistance to leaf and stripe rust cosegregate at a locus on the short arm of 

chromosome 7D of wheat. Theor. Appl. Genet. 111: 731-735. 

Torabi, M., V. Mardokhi, K. Nazari, F. Afshari, A. R. Forootan, M. A. Ramai, H. Golzar and A. S. 

Kashani. 1995. Effectiveness of wheat yellow rust resistance genes in different part of Iran. Cereal Rusts and 

Powdery Mildew Bulletin, 23: 9–12.  
Torabi, M., K. Nazari and F. Afshari. 2001. Genetics of pathogenicity of Puccinia recondite f. sp. tritici, the 

causal agent of leaf rust of wheat. Iran. J. Agric. Sci. 32(3): 625–635. (In Persian with English abstract). 

William, M., R. P. Singh, J. Huerta-Espino, S. Ortiz Islas and D. Hoisington. 2003. Molecular marker 

mapping of leaf rust resistance gene Lr46 and its association with stripe rust resistance gene Yr29 in wheat. 

Phytopathology, 93: 153–159. 

Wu, L., X. Xia, H. Zhu, S. Li, Y. Zheng and Z. He. 2010. Molecular characterization of Lr34/Yr18/Pm38 in 

273 CIMMYT wheat cultivars and lines using functional markers. Sci. Agric. Sin. 43: 4553–4561. 
Yang, E. N., G. M. Rosewarne, S. A. Herrera-Foessel, J. Huerta-Espino, Z. X. Tang, C. F. Sun, Z. L. Ren 

and R. P. Singh. 2013. QTL analysis of the spring wheat ‘‘Chapio’’ identifies stable stripe rust resistance 

despite inter-continental genotype x environment interactions. Theor. Appl. Genet. 126(7): 1721–1732. 

Yu, L. X., H. Barbier, M. N. Rouse, S. Singh, R. P. Singh, S. Bhavani, J. Huerta-Espino and M. E. Sorrells. 

2014. A consensus map for Ug99 stem rust resistance loci in wheat. Theor. Appl. Genet. 127(7): 1561–1581. 

Zakeri, A., F. Afshari, S. Rajaee, M. Yassaie, A. Nikzad and F. Hassani. 2014. Inheritance of resistance to 

stripe rust in several commercial cultivars and selected elite genotypes of wheat from Fars province. Iran. J. 

Plant Pathol. 50(2): 63–74. (In Persian with English abstract).  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
25

54
0.

13
97

.2
0.

2.
2.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

gr
ob

re
ed

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-1
7 

] 

                            17 / 18

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1397.20.2.2.7
https://agrobreedjournal.ir/article-1-918-fa.html


  1397 تابستان، 2جلد بیستم، شماره  ،"علوم زراعی ایران همجل"

١٢۵  

Identification of molecular markers linked to Lr34/Yr18 gene and evaluation of 
resistance to leaf rust and yellow rust in wheat (Triticum aestivum L.) cultivars and 

promising lines  
 

Ghazvini, H.1, M. Sarhangi2 and F. Afshari3 
 

ABSTRACT 
Ghazvini, H., M. Sarhangi and F. Afshari. 2018. Identification of molecular markers linked with Lr34/Yr18 gene and evaluation 

of resistance to leaf rust and yellow rust in wheat (Triticum aestivum L.) cultivars and promising lines. Iranian Journal of Crop 

Sciences. 19(2): 108-125. (In Persian). 

 
Leaf rust (Puccinia triticina) and yellow rust (Puccinia striiformis) are known as the most important and 

prevalent diseases of wheat worldwide, causing significant losses in the world’s wheat production. Transfer of 

leaf and yellow rusts resistance genes to wheat cultivars is one of the most economical and effective methods to 

control of diseaseses. Lr34/Yr18 is a resistance gene which confers a durable resistance to wheat leaf and yellow 

rusts. In the recent years, several molecular markers linked to Lr34/Yr18 have been identified. In this 

experiment, presence of Lr34/Yr18 in some Iranian wheat cultivars and promising lines was evaluated under 

field condition along with some recently developed molecular markers. Evaluation of plant resistance of wheat 

genotypes to yellow rust and leaf rust was conducted under artificial inoculation in disease nurseries of Cereal 

Research Department, SPII, Karaj and Golestan station in Ahvaz, Iran respectively, in 2014. Results of 

molecular assays indicated that three markers caSNP4, caSNP12 and Cssfr1 predicted presence of Lr34/Yr18 

with more confidence compared to csLV34. These markers may be easily used in the genetic laboratories with 

limited equipments. Based on the results of caSNP4 and caSNP12 markers, from 85 wheat genotypes, 18 

genotypes had linked alleles to Lr34/Yr18 gene. Comparison of the field evaluation with results of molecular 

assay indicated that most of the wheat genotypes with Lr34 gene had resistance and moderately resistant to 

moderately susceptible infection responses to leaf rust and yellow rust.    

 

Key words: Adult plant resistance, Codominant marker, Marker assisted selection, Molecular breeding and 

Wheat. 
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