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   چكيده

هاي مهم گندم در سطح جهان است كه اپيدمي آن منجر به يكي از بيماري (Leaf rust) ايزنگ قهوه
هاي شود. در اين مطالعه، تغييرات ساختاري و تنوع نوكلئوتيدي ژنكاهش عملكرد و كيفيت گندم نان مي

به زنگ  متفاوت واكنشدر هفت ژنوتيپ گندم نان با   Lr39و Lr1 ،Lr21 ،Lr51ايمقاومت به زنگ قهوه
با استفاده از  هااي و يا نواحي پيوسته با اين ژنقهوه مقاومت به زنگهاي ن. ژگرديدبررسي  ايقهوه

هاي اطلاعاتي تكثير شدند. قطعات هاي موجود در بانكآغازگرهاي اختصاصي طراحي شده بر اساس توالي
طالعه با مورد مهاي ژن رديف كردن توالي. همگرديدنديابي سازي و تواليهمسانه E. coliتكثيري در باكتري 

  هاي مقاومت از جمله ها را با توالي ژن، شباهت بالاي آنNCBIاطلاعاتي  هاي موجود در بانكتوالي
با مورد مطالعه  هايژنقطعات تكثير شده از رديفي همها نشان داد. RGAو  NBS-LR خانواده هايژن

 ژن توالي بود.  agp2، با ژن Lr51 قطعه تكثير شده از ژن نشان دهنده شباهت  NCBI در موجودهاي توالي
Lr39  با ژنVRN1، درصد داشت. نتايج بدست آمده از شباهت  88سازي در گندم زمستانه، مسئول بهاره
ها ها، حاكي از وجود تغييرات ساختاري و تنوع نوكلئوتيدي اين ژنبندي آنها و گروهرديف كردن تواليهم

 Lr1ژن  ) در قطعات تكثير شده از(Ka/Ksهمنام ناهاي همنام به گزينينسبت جايدر ارقام مورد مطالعه بود. 
كوچكتر از يك و نشان   Lr39و Lr21هاي و ژن  Lr1-4و Lr1-2 ،Lr1-3جفت آغازگرهاي استفاده از با 

در قطعه ژن تكثير شده از  .بود هاژناين براي جايگزيني يك اسيدآمينه در اين ناحيه از  دهنده گزينش منفي
بيشتر از يك و نشان دهنده گزينش مثبت يا  Ka/Ksنسبت  Lr1-5جفت آغازگر استفاده از با  Lr1ژن 

 Lr1 ،Lr21 ،Lr39هاي ژن توالياز نظر براي جايگزيني يك اسيدآمينه است.  گزينش در جهت ايجاد تنوع
هاي اين تفاوتهاي مورد مطالعه فقط از نظر چند نوكلئوتيد تفاوت داشتند كه براساس ژنوتيپ ،Lr51و

هاي حساس و مقاوم ها جهت شناسايي ژنوتيپSNPتوان آغازگرهاي اختصاصي مبتني بر نوكلئوتيدي مي
  طراحي كرد. 

  .هاي مقاومت به بيماريتنوع نوكلئوتيدي، ژناي، زنگ قهوه: كلمات كليدي
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  مقدمه

در بين گياهان زراعي، گندم نان 

 بزرگتــــرين ژنــوم را دارا است

)Arumuganathan & Earle, 1991( حدود  كه

هاي تكراري بوده داراي توالي آندرصد  80–90

 باشدمي  )TEs(1درصد عناصر متحرك  70و 

)Feuillet et al., 2003; Li et al., 2004( . زنگ

هاي قارچي مهم گندم اي يكي از بيماريقهوه

است كه بيشترين پراكنش را در سطح جهان دارد 

دهد. در مي را تحت تاثير قرارو توليد گندم 

حساس كشت شده باشند و  كه ارقام نقاطي

شرايط محيطي براي ايجاد آلودگي بوسيله 

ي پهنك مناسب باشد، به ميزان زيادي رويوردينيا 

شود. اپيدمي اين بيماري ها مشاهده ميبرگ

ت شديدي به عملكرد دانه وارد كرده و خسار

 ,.Ling et al( ردآورا پائين مي كيفيت غذايي آن

2004( .  

موثري دفاعي هاي مكانيسمداراي گياهان 

ايجاد شده  هايآلودگيبراي شناسايي و پاسخ به 

هاي هاي ژنآنالوگ .باشندمي هاتوسط پاتوژن

، اهاي كانديدبعنوان ژن )2RGAs( مقاومت گياهي

اي شدههاي حفاظتها و دومينداراي موتيف

مقاومت به پاتوژن  هستند كه نقش خاصي را در

شناخته  ).Sekhwal et al., 2015( نمايندمي ايفا

ها داراي ناحيه اتصال به RGAترين شده

                                                           
1 Transposable Elements 
2 Resistance gene analogs 

هاي گيرندهنوكلئوتيد، ناحيه غني از لوسين، شبه 

 RLP4پروتئيني  هايگيرنده، و شبه 3RLKكينازي

تاكنون فوق  هايويژگيباشند. با استفاده از مي

 .اندومت شناسائي شدههاي مقاپنج گروه از ژن

هايي را با پروتئينها بزرگترين گروه اين ژن

 et Huang( كنندرمز مي 5LRR–NBSجايگاه 

al., 2003( ها يك جايگاه مركزي با پروتئين. اين

 يك مكان اتصال به نوكلئوتيد دارند

)Hommand–Kosak & Jones, 1997( . مركز

–P تواند داراي يك جايگاهاين جايگاه مي

loop/Kinase1–aو يك 3كيناز ،2، جايگاه كيناز 

جايگاه آبگريز باشد. با استفاده از آغازگرهاي 

 GLPL (P–loop/Kinase( طراحي شده بر اساس

هاي را در گونه NBSهاي زيادي از  همولوگ 

 Mayerse et( شده استگياهي شناسايي مختلف 

al., 1999(جايگاه  يكداراي ها . اين پروتئين

هاي بنيان بادر انتهاي آميني  ه ديگرحفاظت شد

در  LRRجايگاه  باشند.تكراري غني از لوسين مي

بعنوان جايگاه  Rهاي برخي از محصولات ژن

اين ليگاند  شود،محسوب مي 6اتصال براي ليگاند

 ,Bent( گرددايجاد مي Avrدر نتيجه فعاليت ژن 

1996(.   

اي در ژن مقاومت به زنگ قهوه 50بيش از 

هاي خويشاوند گونههاي گندم و پلاسم ژرم
                                                           

3 Receptor Like Kinase 

4 Receptor Like Protein 

5 Nucleotide binding site – Leucine-rich repeats 

6 Ligand 
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  ها در وحشي آن شناسايي و تعدادي از آن

 هاي اصلاحي گندم استفاده شده استبرنامه

)Feuillet et al., 2003(.  جايگاه كروموزومي

اي تعيين و هاي مقاومت به زنگ قهوهاغلب ژن

 اندگذاري شدهشماره Lr51تا  Lr1 هايتحت نام

)Kolmer, 1996.(  سه ژنLr1،  Lr10  وLr21 

از گندم هگزاپلوئيد جداسازي و همسانه سازي 

 ,.Cloutier et al., 2007; Feuillet et al( اندشده

2003; Huang et al., 2003( ژن .Lr1 بار  اولين

 ;Mains et al., 1923( گزارش  Malacofاز رقم

Ausemus et al., 1946 ( گندم  درسپس و

 گرديدشناسايي نيز  Glenleaهگزاپلوئيد 

)Sambroski, 1973 ; Dyck et al., 1985; 

McVey, 1989( .Lr1  يك ژن مقاومت به بيماري

 باشدمي LRRو  Coiled Coil ،NBSبا جايگاه 

)Cloutier et al., 2007( .  

به رقم  Aegilops tauschiiگونه از  Lr21ژن 

Thacher است گندم نان منتقل شده )Rowland 

& Kerber, 1974(.  توسطاين ژن اولين بار 

Huang et al.  (2003)  همسانه شد. جداسازي و

در ناحيه غني از ژن در قسمت انتهايي  Lr21ژن 

گندم نان به طول  1Dبازوي كوتاه كروموزوم 

ناحيه رمزكننده ژن  قرار دارد و جفت باز  4359

Lr21 يك جايگاه با ، پروتئيني NBS  حفاظت

از لوسين ناقص متعلق به  تكرار غني 13شده و 

 Huang et( كند را رمز ميNBS–LRR خانواده 

al., 2003.(  

 1S Triticumاز كروموزوم  Lr51ژن 

speltoides  از طريق جابجائي يك قطعه

گندم  1Bكروموزومي به بازوي بلند كروموزوم 

. )Helguera et al., 2005( نان منتقل شده است

قرار  2Dزوم روي بازوي كوتاه كرومو Lr39ژن 

در مرحله را اي مقاومت به زنگ قهوهو  دارد

ها نشان بررسي كند.القاء ميگياهچه و گياه بالغ 

متفاوت  Lrهاي ژن داده است كه اين ژن از ساير

باشد. از هشت نشانگر ريزماهواره براي تجزيه مي

استفاده شده  2Dپيوستگي اين ژن در كروموزوم 

بوده و  Ae. tauschiiمنشاء اين ژن گونه   است.

اي به گندم نان منتقل شده گونهاز طريق تلاقي بين

  .)Raupp et al., 2001( است

قطعاتي از  اين بررسي، جداسازي از هدف

كردن و ، همسانه هاها يا نواحي پيوسته با آنژن

، Lr1اي هاي مقاومت به زنگ قهوهيابي ژنتوالي

Lr21 ،Lr51  وLr39 م نان در هفت ژنوتيپ گند

جهت يافتن اي متفاوت به زنگ قهوه واكنشبا 

  . تنوع نوكلئوتيدي موجود در اين نواحي بود

  

 هامواد و روش

مواد گياهي شامل هفت ژنوتيپ گندم نان با 

اي در درجات متفاوت مقاومت به زنگ قهوه

مرحله گياهچه و گياه كامل بودند كه از موسسه 

شور تهيه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر ك

  ). 1شدند (جدول 
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  .اي در مرحله گياهچه و گياه كاملهاي گندم نان مورد مطالعه به زنگ قهوهواكنش ژنوتيپ -1جدول 
Table 1- Response of the he studied bread wheat genotypes to leaf rust at seedling and 

adult plant stages. 

  ژنوتيپ
Genotype 

  گياهچهمرحله 
Seedling Stage 

  مرحله گياه كامل
adult plant stage 

MV-17  نيمه حساس –حساس  
Susceptible- Semi 

susceptible 

  نيمه مقاوم –مقاوم 
Resistance- semi resistance 

  بولاني
Bolani 

  حساس
Susceptible 

  حساس
 Susceptible  

  پيشتاز
Pishtaz 

  حساس
Susceptible 

  نيمه حساس –حساس 
Susceptible- semi susceptible 

N-80-6 حساس )3(مغان  
Susceptible 

  نيمه حساس –حساس 
Susceptible- semi susceptible 

MKH3 مقاوم  
resistance 

  نيمه حساس –نيمه مقاوم 
Semi resistance- semi susceptible 

MKH4 حساس  
Susceptible 

  نيمه حساس –نيمه مقاوم 
Semi resistance- semi susceptible  

  حساس )M-79-7بولوئيكا (بهار) (
Susceptible 

  نيمه حساس –نيمه مقاوم 
Semi resistance- semi susceptible 

  

  CTABژنومي با روش  DNAاستخراج 

)Saghai-Maroof et al., 1984 ( انجام و كميت

با استفاده از  DNAهاي و كيفيت نمونه

درصد  8/0اسپكتروفتومتر و الكتروفورز ژل آگارز 

هاي مقاومت به زنگ ژن تعيين شد. براي تكثير

از جفت  Lr39و  Lr1 ،Lr21 ،Lr51اي قهوه

آغازگرهاي طراحي شده بر اساس اطلاعات 

  ). 2استفاده شد (جدول  NCBIموجود در 
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و  Lr1 ،Lr21 ،Lr51اي هاي مقاومت به زنگ قهوهژنبراي تكثير ي مورد استفاده آغازگرها -2جدول 

Lr39 ها.و دماي اتصال آن  
Table 2- The primer used for amplification of leaf rust resistance genes Lr1, Lr21, Lr51, 

and Lr39 and their annealing temperatures. 

  دماي اتصال
Annealing 

temperature 

  ژن
Gene  

  هاتوالي آغازگر
Primer Sequences 

  آغازگر
Primer   

52 ºC  Lr1  5'–TCC ACG CCA CCA ACT ACG –3' 

5'–GCC GAG CAA ATCAGA GAC –3' 
Lr1–2F 

Lr1–2R 

53 ºC  Lr1  5'–ACA CCC TGT TTC TGT TCT TCC –3' 

5'–CTG CTG CTT CCT TCT TC –3' 
Lr1–3F 

Lr1–3R 

53 ºC  Lr1  5'–CTG GTT CTT GTG CCT GAG G –3' 

5'– GGT TGA CTG CGA TGA GAG G  –3' 
Lr1–4F 

Lr1–4R 

52 ºC Lr1 5'– AGG AGA AGG AGA ATG GAG GAG –3' 

5'–GGT TGA CTG CGA TGA GAG G –3' 

Lr1–5F 

Lr1–5R 

62 ºC  Lr21  5΄– CGC TTT TAC CGA GAT TGG TC –3΄ 

5΄– CCA AG AGC ATC CAT GGT GT –3΄ 
D14–L, 

D14–F 

49.6 ºC  Lr39  5΄– CCT GCT CTG CCC TAG ATA CG –3΄ 

5΄– TGG CTG CTC AGA AAA CTG GAC C –3΄ 
Gdm35–L 

Gdm35–R 

56.8 ºC  Lr51  5΄– GCA TCA ACA AGA TAT TCG TTA TGA 

CC –3΄ 
5΄– TGG CTG CTC AGA AAA CTG GAC C–3΄ 

S30–13L, 

AGA7–759R 

  

  مراز در حجم نهايياي پليواكنش زنجيره

 µl10 و با استفاده از پروتكل سيميت 

)CIMMYT, 2005(  انجام شد. قطعات تكثيري

 pTZ57RTپس از جداسازي از ژل به ناقل 

همسانه   DH5αسويه E. coliالحاق و در باكتري 

 مستعد با استفاده از روشهاي سلول هيهت شدند.

انجام و  )Cohen et al., 1972( كوهن و همكاران

هاي سفيد رنگ حاوي قطعات تكثيري براي كلني

استخراج پلاسميد انتخاب گرديدند. استخراج 

پلاسميد براساس روش پيشنهادي بيرنبوئيم و 

صورت  )Birnboim & Doly, 1979( دالي

ركت يابي به شگرفت و قطعات براي توالي

هاي توالي جنوبي ارسال شد.كره 7ماكروژن 

 Chromas Lit 2.01 با استفاده از برنامه حاصله

- ها با همولوگواليت تجزيه و تحليل شد. مقايسه

 رديفي چندگانهه از الگوريتم همهاي آن با استفاد

انجام   Clastalw ver 1.6و Clastalx ver. 1.8 در

 Neighborيتم لگوربا استفاده از دندروگرام  و

Joining   )Saitou  & Nei, 1987(  و ضريب

ترسيم  MEGA 4برنامه  در P-distance فاصله

 . تنوع نوكلئوتيدي)Kulmar et al., 2008( گرديد

                                                           
7 Macrogen 
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 و )Ks( همنامهاي بين ارقام و ميزان جايگزيني

هاي مورد در ژن )Ka( همنامهاي غيرجايگزيني

 DNAsp ver 4.0بررسي با استفاده از برنامه 

 . ميزان شباهت)Rozas et al., 2010( برآورد شد

هاي هاي موجود در بانك ها با تواليها و تفاوت

از طريق بلاست اين  8NCBIاطلاعاتي از جمله 

  ها بدست آمد.توالي

  

  نتايج و بحث

 ، قطعاتي بهD14با استفاده از جفت آغازگر 

. تكثير شد Lr21جفت باز از ژن  1500طول 

ناحيه تكثير شده از اين ژن با شانگر ن  a1شكل

نشان دهنده قطعات  a2شكل  و ستفاده از آغازگرا

. باشدآنزيمي مي برشو  همسانه سازيپس از 

. جستجو در بود 4/0تنوع نوكلئوتيدي برابر با 

براي  UniProtو  NCBI هاي اطلاعاتيبانك

نشان داد كه اين ژن هاي حفاظت شده يندوم

با  NB-ARC superfamilyخانواده  متعلق به

ول كامل ناحيه ط). 1(شكل  استآمينواسيد  192

توالي جفت باز با  3243كننده اين ژن برابر با  رمز

  FJ876280ماره دسترسي با ش  NCBIموجود در 

رديف كردن هم .ت داشتهبمشادر گندم نان 

هاي مورد مطالعه با اين ژن در ژنوتيپ توالي

دهنده شباهت  نشان NCBIهاي موجود درتوالي

 Lr21 هاي ژنبا تواليها آن درصدي 99

 Lr21ژن  مربوط به Sالل نوتركيب  و NCBIدر

 در Lr21بود. همچنين توالي ژن    Ae. tauschiiاز

                                                           
8 National Center for Biotechnology Information 

از گروه  هاRGAهاي مورد مطالعه با  ژنوتيپ

LZ–NBS–LRRهاي دفاعي شبه ، پروتئين

9HCBT  وLZ–NBS–LRR  از Ae. tauschii 

. درصدي نشان دادند 90، شباهتTA2468ه نمون

ها ها و درصد شباهت آناطلاعات مربوط به ژن

 و همكارانهانگ  .آورده شده است 3در جدول 

)Huang et al., 2003(  نيز با استفاده از نشانگر

 1410قطعه   STS،KSUD14-STSاختصاصي 

بوسيله  شده هاي تراريزشگندمدر را بازي جفت

علاوه بر تكثير كردند.  69-7-1كاسميد كلون 

قطعه  يك ،در برخي از ارقام مقاوم به پاتوژناين، 

بر اساس  .شدتكثير از اين ژن جفت بازي  1360

چهار  ،يابي مجدد مبتني بر جمعيتتوالي

اسيد جفت باز در ناحيه  indel ()2(حذف/اضافه 

جفت باز در اولين اينترون،  105يا  88 اي،هآمين

و يك حذف و  NBSاحيه يك جفت باز در ن

چندشكلي تك  13) و LRRاضافه در ناحيه 

در  معرفي شدهگندم   ارقامدر  SNPنوكلئوتيدي 

 Fu( دشناسايي ش Lr21 در ژنزمان هاي مختلفي 

et al., 2010( . در پژوهشيNeelam et al. 

 اختصاصي آلل براي نيز آغازگرهاي )2013(

ال در محدوده ناحيه اتص KASParهاي ارزيابي

جفت بازي  1346حذف/اضافه در موقعيت 

طراحي كردند. با استفاده از چهار جفت آغازگر 

Lr1-2 ،Lr1-3 ،Lr1-4 وLr1-5  بترتيب قطعاتي به

جفت باز از ژن  780 و 788، 226، 244طول 

                                                           
9 N–hydroxycinnamoyl/benzoyltransferas HCBT–

Like Putative Pathogenesis Related 
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Lr1  تكثير شد (شكلb2 قطعات ژن .(Lr1  با

 Glenleaرقم  NCBIموجود در  Lr1توالي ژن 

 88شباهت  Lr34با ژن  درصد و 100شباهت 

تواند نشان دهنده شباهت درصد نشان داد كه مي

ساختاري اين دو ژن باهم باشد. قطعه تكثير شده 

-RLP: Receptorبا پروتئين  Lr1-5آغازگر  با

like protein 12  ازT. urartu  با شماره دسترسي

65378.1EMS  درصدي بود  75داراي شباهت

 LRR-RI). اين پروتئين با نام a4(شكل 

بازدارنده  -(تكرارهاي غني از لوسين

ريبونوكلئاز)، معمولا در غشاي پلاسمايي واقع 

پروتئين  –شده و در روابط متقابل پروتئين 

آغازگر  بادخالت دارد. همچنين قطعه تكثير شده 

Lr1-3  نيز متعلق بهLr1  و خانواده بزرگ دومين

P-loop NTPase   در گندم نان با شماره دسترسي

ABS29034.1 كل (ش بودb4 اين قطعه با .(

  از RGA3پروتئين مقاومت به بيماري 

Ae. tauschii subsp. tauschii  با شماره

 100نيز شباهت  XP_020148468.1دسترسي 

  يكداراي درصدي داشت كه اين پروتئين هم 

NB-ARC domain در ). 3باشد (شكل مي

چهار  براساس )Qiu et al. )2007پژوهشي 

RGA آغازگرهاي  ،ز ارقام مقاوم و حساسا

 قطعاتي را تكثير، همسانهطراحي و اختصاصي 

ها اختلافات موجود يابي كردند. آنسازي و توالي

هاي مادري جمعيت هدف، جهت تعيين بين لاين

 نقشه فيزيكي، را شناسايي نموده و بر پايه تفاوت

هاي نوكلئوتيدي موجود توانستند آغازگرهاي 

Lr1RGA1  وLr1RGA2  را طراحي كنند. با

 Lr1RGA1به نام  CAPSاستفاده از نشانگر 

  جفت باز تكثير شد.  760قطعاتي بطول 

  

  
 516با  Glucose-1-phosphate  adenylyltransferase large subunit 1ساختار سه بعدي  -1 شكل

 ).55241Pبا شماره دسترسي  UniProtKB(اسيد آمينه 

Figure 1-  Three dimensional structure of Glucose-1-phosphate  adenylyltransferase 

large subunit 1 with 516 amino acid residue (UniProtKB with Accession NO P55241).   
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  .NCBIهاي موجود در با توالي Lr21 از ژنشباهت قطعه توالي يابي شده  -3جدول 
Table 3- Similarity of sequenced fragments from Lr21 gene with the sequences available 

in NCBI.  

  درصد شباهت
Identification 

percentage 

 مشخصات توالي
Sequence features 

  شماره دسترسي
Accession NO 

99%  Triticum aestivum strain CN 106423 wheat leaf rust 

resistance Lr21 pseudogene, partial sequence 

GQ504849.1  

99%  Triticum aestivum strain CN 11999 wheat leaf rust 

resistance Lr21 pseudogene, partial sequence 

GQ504758.1  

99% Triticum aestivum Lr21 gene, Lr21-S allele, partial 

sequence 

AY139586.1  

  Aegilops tauschii clone TA2471 Lr21 pseudogene, 

complete sequence 

FJ876286.1  

99%  Triticum aestivum Lr21 gene, complete sequenc FJ876280.1  
99%  Triticum aestivum clone w Lr21 pseudogene, complete 

sequence 

FJ876294.1  

99%  Triticum aestivum Lr21 gene, Lr21-R-S recombinant 

allele, partial sequence 

 

AY139587.1 

 
90%  Aegilops tauschii isolate TA2468 clone 1 LZ-NBS-LRR 

class RGA and NBS-LRR class RGA genes, complete cds 

AY613783.1  

99% Aegilops tauschii strain TA1649 transposon putative Ty3-

gypsy-type retroelement, complete sequence; Lr21 gene, 

complete cds; transposon putative gypsy-type 

retroelement, complete sequence; putative GAG-POL 

precursor, gene, complete cds; and unknown genes 

    AH012974.2 

  90%  Aegilops tauschii LZ-NBS-LRR class RGA, NBS-LRR 

class RGA, HCBT-like putative defense response protein, 

and putative alliin lyase genes, complete cds; and unknown 

genes 

   AF446141.1 

  

و  S30–13Lبا استفاده از جفت آغازگر 

AGA7–759R قطعاتي از ژن ،Lr51  793بطول 

جفت باز)،  792( جفت باز در چهار رقم بولاني

N-80-6  و 677)، پيشتاز (672) (3(مغان (

يابي جفت باز) تكثير و توالي 69بولوئيكا (بهار) (

 MV17و  MKH3 ،MKH4شد (در سه ژنوتيپ 

ها نشان داد كه بلاست توالياي تكثير نشد). قطعه

رمز كننده زير واحد بزرگ  agp2اين ژن با ژن 

ADP–  98گلوكز پيروفسفوريلاز، شباهت 

  Glucose-1-phosphateدرصدي و با پروتئين 

adenylyltransferase large subunit 1   شباهت

اين پروتئين در كلروپلاست و  درصدي دارد. 99

ر سه بعدي آن در آميلوپلاست واقع شده و ساختا

   آورده شده است. 5شكل 
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- يافته با آنزيم) الگوي نواري پلاسميدهاي برشLr21 ،a2جفت بازي از ژن  1442) قطعه a1 -2شكل

) Lr1.، cجفت بازي از ژن  300) قطعه bجفت بازي، 1442. و قطعه درجي HindIIIو  EcoRIهاي 

  بازي. جفت 100نشانگر d)و  Lr39جفت بازي از ژن  500قطعه 
Figure 2- a1) 1442 bp fragment from Lr21 gene, a2) Banding pattern of plasmids 

digested with EcoRI and HindIII enzymes, b) inserted fragment with length of 244 bp 

from Lr1, c) 500bp fragment for Lr39 gene and d) 100bp ladder. 

 

  

	 
 

 

  

  

  

  

  .Lr21در ژن  NB-ARCساختار سه بعدي دومين حفاظت شده   -3شكل
Figure 3- Three dimensional structure of conserved NB-ARC domain in Lr21 gene. 
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a  
b  

  

با قطعه ژن  اين قطعه درصدي 90شباهت 

Lr51  از رقمNeepawa  با شماره دسترسي

AY589011.1  درصدي با توالي  98و شباهت

  AY589012.1ديگر اين ژن با شماره دسترسي 

 Helguera etو همكاران (هلگوئرا  .مشاهده شد

al., 2005(  800و  790نيز قطعات   

   تكثير كردند.را بازي از اين ژن جفت

قطعاتي با  Gdm35با استفاده از آغازگر 

و  197، 269، 224، 192، 247 ،227 هايطول

ترتيب در بولاني، بولوئيكا، ه بجفت بازي  190

MKH3 ،MKH4 ،پيشتاز ،MV17  وN-80-6 

 وراپ  .)2c, 2d(شكل  شد والي يابيتتكثير و 

از با استفاده  )Raupp et al., 2001( مكارانه

و  GWM296آغازگرهاي ريزماهواره 

GWM210 190و  145 ترتيب قطعاتي بطوله ب 

   TA1675و نمونه هاي مقاوم گندمجفت باز در 

Ae. tauschii رديفيهم كردند. تكثير   

هاي موجود در پايگاه با توالي Lr39ژن  توالي

 77دهنده شباهت نشان NCBIاطلاعاتي 

 Glenleaاز رقم  Lr1درصدي آن با توالي ژن 

در ارقام مورد مطالعه با  Lr39. توالي ژن بود

با شماره دسترسي  VRN1توالي ژن 

AY188331.1 سازي در گندم كه مسئول بهاره

  درصدي داشت. 88شباهت  نيززمستانه است، 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ساختار سه بعدي پروتئين  Lr1 ،(bدر ژن  Receptor like proteinساختار سه بعدي a)  - 4شكل 

  . P-loop NTPase domain superfamilyاز خانواده  Lr1متعلق به 
Figure 4- a) Three dimensional structure of Receptor like protein in Lr1 gene, b) Three 

dimensional structure of protein belonging to Lr1 gene from P-loop NTPase domain 

superfamily. 
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هاي ژن تواليها براساس ژنوتيپبندي گروه

آورده شده است.  5در شكل  مورد بررسي

 رقم مقاوم، Lr21 و Lr1هاي ژنبراساس توالي 

MV-17 هاي مجزا در گروه و رقم حساس بولاني

) كه اين به دليل 5c و5a  هايشكلد (قرار گرفتن

و  ها در ارقام مقاومتفاوت ساختاري اين ژن

رديف هم نتايج بدست آمده از. حساس است

ها، حاكي از وجود ها و گروه بندي آنكردن توالي

تغييرات ساختاري و تنوع نوكلئوتيدي در بين 

رقم  Lr1-5و  Lr1-3. در گروه بندي با ارقام بود

MV-17 يك گروهتاز در و پيش، N-80-6 بولاني ،

و  MKH3و  نيز در يك گروهو بولوئيكا در 

MKH4 توان فتند. مينيز در گروه جدا قرار گر

 Lr21و  Lr1 ،Lr39گفت براساس گروه بندي با 

- اند. اما اين گروهارقام حساس و مقاوم جدا شده

حساس، نيمه  -نيمه حساسبندي نتوانست ارقام 

 ،Lr51 براي ژنا كند. را جدحساس  –مقاوم 

   تكثير نشد. MV-17مقاوم  از رقم ايقطعه

 ،Lr39ژن همرديفي قطعات تكثير شده از 

Lr1-2  وLr51  و هم رديفي قطعات  6در شكل

نشان داده  7شكل  در Lr21تكثير شده از ژن 

شده توسط  تكثير Lr1و Lr21هاي ژنشده است. 

ن فقط از نظر چند نوكلئوتيد در بيسه آغازگر 

-از نظر توالي ژنولي  ،ارقام تفاوت نشان دادند

. اين مشاهده شدتفاوت بالايي  Lr39و Lr51هاي 

- تواند بدليل وجود تواليتفاوت بالا احتمالاً مي

وجود تعداد  .ها باشدهاي تكراري و ترانسپوزون

هاي تكراري و بزرگ بودن ژنوم گندم زياد توالي

سازي مسانهنان از عواملي است كه شناسايي  و ه

 Feuillet etسازد (ها را با مشكل مواجه ميژن

al., 2003(. محققان ديگر )Huang et al., 2003( 

 بعضي از يابي مشاهده كردند كهتوالي بعد ازنيز 

شبه ترانسپوزوني يا با  اجزايها با اين توالي

ها شناخته شده هايي كه عملكرد آنپروتئين

هاي گياهي كه ئينپروتشوند. مي نيست، همرديف

شوند، مي رمزهاي مقاومت به بيماري بوسيله ژن

ها و سپس در فعال در شناسايي حمله پاتوژن

   هاي دفاعي دخالت دارند. نوعكردن مكانيسم

)CNL: Coiled coil Nucleotide binding site 

Leucine rich region( مقاومت به  هاياز ژن

  ود دارند.هاي گياهي وجدر همه گونه بيماري

 با )Benson et al. )2014اي توسط مطالعه

 Cisننده با فعاليت هدف شناسايي عناصر تنظيم ك

)CREs( هاي مقاومت به بيماري در ژنCNL ،

گونه گياهي  6ها در بين تنوع وتوزيع آن تعيين

Oryza sativa  ،Glycine max ،Populus 

trichocarpa ،Medicago truncatula ،

Phaseolus vulgaris   وArabidopsis 

thaliana  روش تجزيه هها بآن .شدانجام in 

silico   نشان دادند كه هشتCRE ها در همه ژن

ر ها فراواني بيشتCREمورد از  30و  مشترك بود

تنها به عنوان  O. sativa. شتنددر هر ژن دا 10از 

اي موجود در اين گروه بطور قابل توجهي لپه تك

اي هاي دولپهنسبت به گونه CREري تتعداد پائين

 CREداشت. اين مطالعه نشان داد كه هشت 

باز ناحيه بالاتر از ژن در  كيلو 2شناسايي شده در 
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برداري شده وجود نمونههاي CNLهاي همه ژن

در  هاCREها نتيجه گرفتند كه اين آن. داشتند

شروع فرايندهاي رونويسي دخالت دارند. 

 تعيينها در بكارگيري آن وشناسايي بنابراين، 

هاي قابل روش بههاي مقاومت پايدار كه ژن

بيني رونويسي شوند و در فرايندهاي انتخاب پيش

- ميو  دارداهميت  مقاومطبيعي در توليد گياهان 

 مفيدمقاوم به بيماري در اصلاح گياهان  تواند

  بود.  واقع شود

 (Ka)هاي همنام ميزان جايگزيني 4در جدول 

هاي مورد مطالعه آورده در ژن )(Ksمنام هناو 

تكثير  Lr1در قطعه ژن  Ka/Ksشده است. نسبت 

  Lr1-4و Lr1-2 ،Lr1-3شده با جفت آغازگرهاي 

  Lr39و Lr21هاي و در قطعات تكثير شده از ژن

بود كه نشان دهنده  )Ka/Ks <1( كوچكتر از يك

براي جايگزيني يك اسيدآمينه در  10گزينش منفي

باشد. اين هاي فوق ميو ژن Lr1ه از ژن اين ناحي

هاي نامطلوب حالت در جهت حذف جايگزيني

 Lr1افتد. در قطعه ژن تكثير شده از ژن اتفاق مي

از  بزرگتر Ka/Ksنسبت  Lr1-5با جفت آغازگر 

دهد گزينش نشان  ميكه  بود )Ka/Ks >1( يك

براي  11مثبت يا گزينش در جهت ايجاد تنوع

. اين اتفاق افتاده استآمينه جايگزيني يك اسيد

ژني هاي آنتياوقات در پروتئين حالت گاهي

شود كه ها مشاهده ميرمزشده بوسيله پاتوژن

تحت فشار گزينشي شديد در جهت ايجاد تغيير 

                                                           
10 Negative Selection (Purifying Selection) 
11 Positive (or Diversifying) Selection 

هاي ايمني در ميزبان به منظور اجتناب از واكنش

هاي است. اين نوع گزينش براي تثبيت جايگزيني

ود. بالاترين نسبت شمطلوب استفاده مي

تكثير شده  Lr1هاي همنام در قطعه ژن جايگزيني

 نشان كه مشاهده شد  Lr1-5با جفت آغازگر 

   Lr1دهنده گزينش مثبت در اين ناحيه از ژن 

اين نسبت محاسبه نشد، كه  Lr51باشد. در مي

  ها بود. بدليل عدم تكثير در برخي از ژنوتيپ

بررسي  با )Jiang et al. )2007در پژوهشي 

هاي مقاومت در ژن LRRتنوع نوكلئوتيدي ناحيه 

گياهان گزارش كردند كه ميزان تنوع نوكلئوتيدي 

هاي هاي مشابه به جايگزينيو نسبت جايگزيني

داري بطور معني LRRغير مشابه در واحدهاي 

يك نسبت  LRRمتفاوت است. آنها در كل ناحيه 

 L ،P ،RPP13در چهار ژن  Ka>Ksداري از معني

- را شناسايي كردند. اين نسبت نشان مي RPP8و 

هاي مقاومت در برخي از ژن LRRدهد كه ناحيه 

تحت فشار گزينشي در جهت ايجاد تنوع قرار 

   .گرفته است

  

  سپاسگزاري

قطب علمي اصلاح مولكولي غلات از 

 كردهتامين كه هزينه اين پژوهش را دانشگاه تبريز 

  . تشكر و قدرداني مي شود است
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 )Lr1 )5a ،(Lr39 )5b ،(Lr21 )5c هايبندي ارقام گندم مورد مطالعه براساس توالي ژنگروه -5شكل 

  ).Lr51 )5d و
Figure 5- Grouping of wheat genotypes based on Lr1 (5a), Lr39 (5b), Lr21 (5c) and Lr51 

(5d) genes sequence. 
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  .اي مورد بررسيهاي مقاومت به زنگ قهوههاي مشابه و غيرمشابه در ژنگزينينسبت جاي  -4جدول 
Table 4- Synonymous and nonsynonymous substitution rates in the studied leaf rust 

resistance genes. 
  

 انتخاب منفي  
Purifying 

selection 

 انتخاب مثبت
Diversifying 

selection 

  

 ژن
Gene 

هاي يگزينيجا  

 ناهمنام
Ks (nonsynonymous 

substitution) 

هاي جايگزيني

 همنام

Ka(synonymous 

substitution) 

Ka/Ksb Ka>Ks Ks>Ka aπ 

Lr1-2 0.097 0.03585 0.2709 + - 0.0062 

Lr1-3 0.097 0.03585 0.2709 + - 0.0075 

Lr1-4 1.52349 1.99043 0.83601 + - 0.6631 
Lr1-5 2.4639 2.3245 1.142 - + 0.7756 

Lr21 0.5327 0.5502 0.92706 + - 0.3943 
Lr39 1.5797 1.9035 0.9486 + - 0.6847 

 a هاي مورد بررسيميانگين تنوع نوكلئوتيدي در همه جفت مقايسات در ژن.  
a The mean of nucleotide diversity in all Pairs of comparisons in the studied genes.   

b  ميانگين نسبتKa/Ks هاي مورد بررسيدر همه جفت مقايسات در ژن.  
b The mean of Ka/Ks rates in all Pairs of comparisons in the studied genes.   
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. از جفت  Lr51و  Lr1  ،Lr39هاي جفت بازي بترتيب از ژن 158و  396، 244 هم رديفي توالي -6شكل 

فاده شد. تهاي مربوط در هفت ژنوتيپ استكثير ژنبراي –AGA7 و  Lr1-2 ،Gdm35،S30–13Lآغازگر 

  اند.نشان داده شده هاي چندشكل با رنگ متفاوتجايگاه
Figure 6- Sequence alignment of 244, 396, and 158 bp fragments from Lr1, Lr39 and Lr51 genes, 

respectively.  Primer pairs Lr1-2, Gdm 35, AGA7–759R and S30–13L were used to amplify the 

genes in seven genotypes. Polymorphism sites are shown with different colors.  
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هاي . جايگاهD14باز تكثير شده با استفاده از آغازگر جفت 1500بطول  Lr21رديف شده ژن توالي هم -7شكل 

  شوند. اه مشاهده ميچندشكل به رنگ آبي و به رنگ سي
Figure 7- Sequence alignment for Lr21 gene with 1500bp in length amplified with D14 primer. 

Polymorphism sites are shown with blue and black colors.  
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Abstract 

Leaf rust caused by Puccinia triticina, is one of the most important diseases of wheat 

worldwide. Epidemics of this disease can lead to severe loss of grain yield and nutritional 

quality. In this study, structural changes and nucleotide diversity in some of the leaf rust 

resistance genes was investigated in seven bread wheat genotypes. Leaf rust resistance genes 

or regions linked to the genes were amplified using gene specific primers designed based on 

the sequences available on GenBank. The amplified fragments were cloned in E. coli and 

sequenced. Based on the blast results, isolated gene sequences revealed high similarity with 

resistance gene sequences such as NBS-LRR genes and RGAs. Alignment of the resistant 

gene sequences with the sequences available in NCBI revealed the similarity of Lr51 with 

agp2 gene. Lr39 showed 88% similarity with VRN-1 gene a vernilization gene in winter 

wheat. The result of sequence alignment and grouping revealed structural changes and 

nucleotide diversity of these genes in the studied wheat genotypes. Synonymous /non 

synonymous substitution rate (Ka/Ks) in Lr1 gene fragments amplified using Lr1-2, Lr1-3, 

Lr1-4, Lr21 primer pairs and Lr39 gene was smaller than one indicating negative selection for 

substitution of amino acid residue in this area of Lr1 and Lr39 genes. In the amplified 

fragments of Lr1 gene amplified using Lr1-5 primer pair, Ka/Ks was greater than one 

indicating positive selection for generating diversity in order to replacing an amino acid 

residue. The studied genotypes had few nucleotides differences for L1, Lr21, Lr39 and Lr51 

genes sequences which could use for development of SNP specific primers for identification 

of resistant and susceptible genotypes. 

Key words: Leaf rust, Disease resistance genes, Nucleotide diversity.   
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