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  چكيده

ي ـسرمورد بر  RGAهايرـاز نشانگ ادهـي با استفـي و داخلـخارج گندم مـرق 30ي ـوع ژنتيكـتنق ـدر اين تحقي

برده  كارهب RGAجفت آغازگر  پنجاز . ها استخراج گرديداز برگ نمونه DNAبا استفاده از روش دلاپورتا . گرفتقرار

هاي ترتيب مربوط به نشانگرهشكلي بترين تعداد چندترين و كمبيش. شكلي نشان دادندزگر چندجفت آغا سهشده 

P14N  وP54N هاي مورفيسم نشانگرهاي پليدرصد باند. بودP810  وP54N وP14N  39و % 33، %42ترتيب هب %

انجام  UPGAMAه جاكارد مبتني بر اساس حضور و عدم حضور باند با استفاده از ضرايب تشابتجزيه كلاستر بر. بود

ترين ارقام كوهدشت و كرمان و كم ترين تشابه بينبيش. متغير بود 88/0تا  061/0از  دامنه ضرايب تشابه. گرفت

داري بين فاصله ژنتيكي و فاصله مناطق جغرافيايي رابطه معني ،در اين تحقيق .بودLee و  TP981 تشابه بين ارقام

 Anzaاما دو رقم. از هم تفكيك يافتند 44/0كه ارقام ايراني و خارجي با ضريب تشابه طوريهب ،دمشاهده گردي ،كشت

) معلوم شجرهبا ( جايگاه ارقام ايراني يكيهمچنين از نظر تنوع ژنت. كردندبندي تبعيت ناز اين تقسيم Hyrmandو  

هاي چه ارقام در خوشهاكارد نشان داد گربررسي دندروگرام تشابه ج .ها بوددر كلاستر تابع روابط خويشاوندي آن

در . گرفتندكليه ارقام حساس به زنگ زرد در كنار هم در انتهاي دندروگرام قرار. بندي نگرديدندمجزايي دسته

  . هاي مقاومت استبررسي تنوع ژنبحث در  RGAيي تكنيك آنتايج مبين كارمجموع 
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  مقدمه

افزايش محصول در گياهان زراعي اهلي در آغاز 

ن اصلاح نباتات بود و اهاي متخصصمربوط به تلاش

 .رودشمار ميهب ترين افتخارات بشراين يكي از بزرگ

ه و ـبر تجزي علم ژنتيك از زمان پيدايش خود

و با هاي مبتني بر اصول وراثت استوار بود تحليل

ها نقش مطالعه خويشاوندان و ار تباط ژنتيكي آن

اورزي ـولات كشـش محصـزايـود و افـهبـمهمي در ب

هاي اخير انقلاب بيولوژي مولكولي در سال .داشت

ابزار مناسبي براي تجزيه ژنتيكي موجودات عالي از 

ترين شايد اساسي جمله گياهان زراعي فراهم آورد و

سادگي هستند كه به DNAي هاها نشانگراين ابزار

اختلاف در اطلاعات ژنتيكي فرد يا افراد را مشخص 

   .)1378خدابنده، ( سازندمي

آگاهي از خويشاوندي ژنتيكي، انتخاب والدين 

براي انجام تلاقي و استفاده از هتروزيس را تسهيل 

هاي ژنتيكي با اولين قدم در توسعه نقشه. نمايدمي

، آزمايش ميزان تنوع  DNAهاي مولكولي نشانگر

DNA ه ـدين كـايي والـاسـشن ها وهـونـل گـدر داخ

 ،دهنديابي را نشان ميشكلي كافي براي نقشهچند

هاي مطالعه تنوع ژنتيكي، انتخاب جمعيت. باشدمي

هاي ژنتيكي، نشانمند كردن مناسب براي تهيه نقشه

 سازدهاي مفيد را ممكن ميسازي ژنها و جداژن

   .)1382 ي،شانيو عبدم يصمد يزدي(

هاي مولكولي جهت بررسي تنوع ژنتيكي روش

 Lefebvre and(گيرند مختلفي مورد استفاده قرار مي

Chevre, 2013 .(هاي مولكولي كه استفاده از ماركر

روش بسيار  ؛دهندشكلي بالايي را نشان ميچند

ماركر  .باشدمناسب در بررسي تنوع ژنتيكي مي

عنوان يك نشانگر در بررسي تنوع هب RGAاختصاصي 

هاي اساس موتيفباشد كه برژنتيكي مطرح مي

ن ـاي. يددرـگي ـراحـاومت طـهاي مقي ژنـاظتـحف

ول وهاي گياهي مسها در بسياري از ژنموتيف

 و باكتريايي ،هاي ويروسي قارچيمقاومت به بيماري

 ماركر .)Paterson et al., 2011( نماتد وجود دارند

RGA پذيري مورفيسم و تكرارعلت دارا بودن پليبه

-و همچنين تفسير آسان و مطمئن نتايج آن مي بالا

تواند ماركري مناسب در بررسي تنوع ژنتيكي باشد 

)Alard, 2016(.  

هاي مقاومت به بررسي توالي نوكلئوتيدي ژن

دهد گرچه از نظر توالي شباهتي ها نشان ميبيماري

اما مناطق حفاظت شده خاصي . زيادي بهم ندارند

ها در آن) RGA(هاي مقاومت هاي ژنبنام آنالوگ

هاي مقاومت يكي از هاي ژنآنالوگ. وجود دارد

ها اريـه بيمـاومت بـم براي مقـار مهـبسي هاياملـع

 Jahal and)ت ـدم اسـنـوص گـصـخهـلات بـدر غ

Brigg, 2008) زا و كه نقش شناسايي عامل بيماري

ترين يكي از مهم. ستل پيام دفاعي را داراانتقا

اين . است NBS-LRRهاي مقاومت هاي ژنآنالوگ

نوع كلاس ژني داراي نواحي تكراري غني از لوسين 

(LRR)  و همچنين يك جايگاه اتصال نوكلئوتيدي

. باشداست كه شامل چندين ناحيه حفاظت شده مي

با . هاي مقاومت وجود داردوفور در ژناين نواحي به

اي مقاومت ـهده ژنـاظت شـاطق حفـاده از منـاستف

ت ـآر جه.يـس.يـر پـاري يك راهكار مبتني بـبه بيم

هاي هاي مقاومت جديد و ايجاد نشانگرسازي ژنجدا

هاي هاي مقاومت به نام ماركرشديدا پيوسته با ژن

RGA هاي مختلف زراعي از جمله گندم در گونه

چن و همكاران . )Foroni et al., 2007( ايجاد گرديد

)Chen et al., 2009( هاي مبتني با استفاده از آغازگر

 130هاي مقاومت به زنگ زرد بر نواحي حفاظتي ژن

درصد  27باند در گندم آشكار كردند و در مجموع 

ادن و ـمك ف. دـدست آمهشكل بدـهاي چندـبان

در بررسي تنوع  (Macfadden et al., 2006)همكاران 

 RGAهاي رـاده از ماركـو با استفـدم و جـنتيكي گنز

سيلا و . دست آوردندهمورفيسم مناسبي را بپلي

هاي با استفاده از ماركر) et al., 2009 Sela(همكاران 

RGA اي ـهوگـالـر آنـي بـنـتـمبNBS-LRR ه ـب

د ـد و توانستنـدم پرداختنـوتيپ گنـژن 118ي ـبررس

. دست آورندهرصدي را بد 58مورفيسم بالاي پلي

با  )et al., 2014 Dezhsetan(دژستان و همكاران 

هاي سازي ژنجهت جدا RGAهاي استفاده از ماركر

 454وع ـمـي در مجـنـزميبـاومت در سيـقـم

سازي شكل ايجاد كردند كه پس از جداد چندـانـب

ه ـابـها تشوارـد نـدرص 11/66ي ـيابيـا و توالـهوارـن

  . هاي مقاومت داشتندنداري با ژمعني

از  )et al., 2012 Zhuhang(زوانگ و همكاران 

براي بررسي تنوع ژنتيكي RFLP  وRGA تكنيك 
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اي ـهدـانـوع بـه در مجمـد كـردنـاده كـفـج استـبرن

درصد  33- 42بين  RGAظاهر شده توسط ماركر 

ايجاد شده بر  RGA ماركر. مورفيسم نشان دادپلي

طق حفاظت شده نقش بسيار مهمي در مبناي منا

ها و هاي اصلاحي براي مقاومت به بيماريبرنامه

. هاي مقاومت دارندهمچنين در هرمي ساختن ژن

هاي منظور برنامهگري ژنومي بهين در غربالابربنا

ها ارجحيت دارد زيرا بر ساير نشانگر RGAاصلاحي 

ه ها خود ببرخلاف ساير نشانگر RGAهاي نشانگر

توانند در كنند و ميهاي مفيد را بيان ميخود ژن

هاي مقاومت و بالطبع تنوع مقاومت بررسي تنوع ژن

هدف از اين . ها نقش مهمي را ايفا نمايدبه بيماري

هاي مقاومت به بيماري زنگ تحقيق، بررسي تنوع ژن

رقم گندم داخلي و خارجي اصلاح شده  30زرد در 

همچنين . بود RGA جنره هاي ديتوسط نشانگر

هاي فوق در بررسي تنوع ژنتيكي ارقام يي نشانگرآكار

گرفتن شجره آنها و وابستگي به مقاومت با در نظر

  .گرفتبندي ارقام مورد بررسي قراربراي گروه

 

  هامواد و روش

  مواد گياهي

رقم گندم از كلكسيون  30در اين تحقيق بذور 

 آوري شدموسسه اصلاح و تهيه بذر و نهال جمع

هاي جداگانه زده در گلدانبذور جوانه .)يكجدول (

گراد درجه سانتي 20-30ها در دماي كشت و گلدان

  .قرار داده شدند

 
 نام، شجره و چگونگي مقاومت ارقام گندم -1جدول 

Table 1. Name, Degree and Describe Resistance ability of Wheat Genotypes 

 ارقام خارجي مقاومت به زنگ زرد ام ايرانيارق شجره ارقام خارجي

Foreign genotype degree Iranian genotypes Resistance to yellow rust foreign degree 

Attila (CM85836-4Y-0M-0Y-8M-0Y-OPZ166 Shirodi (R) Chinese 

Attila (CM85836-4Y-0M-3M-0 Chamran (S) Lee 

Byt/4/jar//cfn/sr70/3/jup "S Hyrmand (R) Moro 

STM/3/KAL/V534/JIL716) Kavir (R) Compair 

GV/D630//ALD "S"/3/AZD Shiraz (S) Anza 

ALVAND//ALDAN/IAS58) Pishtaz (R) Yr1/6 Avocet S 

KVZ/BUHO "S"//KAL/BB Falat (S) Yr6/6 Avocet S 

RSH/5/WT/4/NORLO/K54*2//FN/3/PTR/6 Omid (R) Flanders 

K Gods/1-27-6275/CF1770 Alvand (S) Jupateco S 

TI/PCH/5/MT48/3/WT*//NAR59/TOTA63/4/MUS  Mahdavi (S) Heines Kolben 

BOW "S"/NKT "S" (CM67428-GM-LR-5M-3R-LB-Y) Tajan (S) Heines Peko 

SPN/MCD//CAM/3/NZR Tos (S) TP981 

KVZ/TIL71/MAYA"S"//BB/INIA/4/KARAJ2/5/A Shahriar (S) Bolani 

TR8010200-29R-1R-6R-0R NZA/3/PI/NAR//HYS Kohdasht (R) MV17 

TAN/VEE//OPATA Zagross   

Kauz "S" Zagross   

 

  پي سي ار  DNAاستخراج 

از برگ گياهان در مرحله دو  DNAاستخراج 

ا ـورتـاده از روش دلاپـفـا استـاي و بهـچـرگـب

)Dellaorta et al., 1998( كيفيت و . گرفترتصو

متري فتوبا استفاده از دستگاه اسپكتو DNAكميت 

با استفاده  .بررسي شد A280و   A260در طول موج

 PCRها مورد آزمايش هـر نمونـجفت آغازگ سهاز 

 دواوي ـح PCRزاي ـاج .)دو جدول( دـنـرفتـرار گـق

   2/0ليتر بافر، مايكرو 25/2و   dNTPليترمايكرو

  

  

ر و ـر آغازگـليتروـمايك دو،  Taqترليمايكرو

يك (ه ـونـنم DNAر ـتـليكروـماي جـپنن ـهمچني

رارتي ـل حـاز پروفي. ودـب) رـليتمايكرو/ گرموـنان

PCR درجه  94سازي شامل مرحله ابتداي واسرشته

ل ـكـيـس 45ه و ـقـيـدق جـنـپدت ـمهـد بگراسانتي

دقيقه،  يكمدت هب 94سازي در واسرشته(ل ـامـش

و دماي ) دقيقه يكمدت هدرجه ب 38دماي اتصال 

دقيقه استفاده  هفتمدت هدرجه ب 72تكثير نهايي 

   .شد
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-LZاساس ساختار حفاظتي جفت آغازگر بر

NBS-LRR اي ـهژنYr10  ،گندمMla و،ـج RPS2 

ي ـرنگـفهـوجـگ prfا ـس تاليانـيدوپسيـآراب HRT  و

ت ـفـج. دـندـي شـراحـي طـنـزميبـسي RX1و 

ي ـتـاظـفـار حـاختـاس سـاسرـب P5-P4Nر ــازگـآغ

TIR-NBS-LRR ايـهژن L6 و  Mان و ـتـكN 

  .دندـي شـراحـون طـوتـت

اساس ساختار حفاظتي بر P2 -P10جفت آغازگر 

NBS-LRR هاي ژنCre3 دم، ـگنI2 ي، ـفرنگهـگوج

Bs2 فلفل طراحي شدند .  

  

 هاآن يو توال RGAهاي ليست آغازگر -2جدول 

Table 2. List of RGA primer and successions. 
 توالي آغازگر

Succession of Primer  

 جهت

Direction  

 نام آغازگر

Name of Primer  

GGIAAIACIACICTIGCI 

IAGIGCIAGIGGIAGICC 

F  
R  

P1 

P4N 

CTTITTGTIGTGAT 

IAGIGCIAGIGGIAGICC 

F 

R 

P5 

P4N 

ATCCTGGTGACIACICGI 

ATGICGCAAGTTGATIAG 

F 

R 

P8 

P10 

  

  آميزيالكتروفورز و رنگ

ف ـلـاي مختـهمـتـسـدر سي PCRولات ـصـحـم

صورت افقي و هالكتروفورز اوليه ب. الكتروفورز گرديدند

دقيقه و با  45 مدتو به 80، ولتاژ % 1در آگارز 

منظور به. آميزي اتيديوم برومايد صورت گرفترنگ

ها از الكتروفورز عمودي ندسازي بهتر باوضوح و جدا

)Mod.Vss-1100 (اكريلاميد و بافردر ژل پليTBE 

(1X)  استفاده  240مدت يك ساعت در ولتاژ به

ها از جهت دستيابي به تفكيك بهتر باند. گرديد

حاوي ) POWER PAC 3000(الكتروفورز عمودي 

. استفاده شد  TBE (1X)و بافر% 6اكريلاميد ژل پلي

دقيقه در ولتاژ  40مدت هكردن ب Pre Runپس از 

 5/2تا  دومدت هب 1400ها را در ولتاژ ، نمونه1600

آميزي و با استفاده از نيترات نقره رنگ runساعت 

   . صورت گرفت

  

 آناليز اطلاعات

اساس وجود، ها بربندي آنها و رتبهشمارش باند

 صفر ويك ترتيب با ثبت اعداد ها بهيا عدم وجود باند

افزار ها با استفاده از نرمتجزيه وتحليل داده. انجام شد

SPSS  و روشUPGMA  و دندروگرام تشابه انجام

  .ترسيم گرديد
  

  

  نتايج و بحث

 bpطور معمول اسميري حدود در ژل اگارز، به

دهي محدودي مشاهده گرديد كه اگر يا باند 100-8

 دهي مناسب نبود، اما خود دليلي بر چه براي نمره

 ).Gupta et al., 2010( موفقيت تكثير ژنومي بود

آميد در سيستم عمودي با ابعاد اكريلالكتروفورز پولي

دهي گرديد اما كوچك موجب بهبود نسبي باند

ياب توالي(شرايط بهينه در سيستم بزرگ الكتروفورز 

DNA (شكل هاي چنددست آمد و توسط آن باندهب

 ،دو ،يكشكل ( متعددي از هر نشانگر آشكار شد

اري از ـص گرديد كه بسيـاس مشخـن اسـايبر. )هـس

و  تپوشاني داشها در سيستم عمودي كوچك همباند

سيستم الكتروفورز توالي . درستي تفكيك نگرديدهب

باشد، مي DNAيابي كه مخصوص توالي DNAياب 

ي تا يك نوكلئوتيد را مشخص يهاتواند تفاوتمي

سازي محصولات ، براي جداتهدو دهه گذشتا . نمايد

PCR هاي بر پايه نشانگرRGA وفقط از ژل آگارز 

RFLP روژن بودن يك ـهت اينبربنا ،دـشاده ميـاستف

زارش ـرراً گـارز مكـل از ژل آگـرد حاصـد منفـانـب

دست ههاي بآناليز باند ).Wu et al., 2004(گرديد مي

د ـوانستنت RGA رـانگـه نشـه سـان داد كـشـآمده ن

  ر درـانگـه نشـاين س .دـاد كننـشكلي بالايي ايجچند
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 33-42باند اصلي تكثير نمودند كه  1486مجموع 

ترين تعداد باند و بالا. شكل بودندها چنددرصد آن

شكل توسط نشانگر هاي چندترين درصد باندبيش

P810 شكل يك، دو، سه( ايجاد گرديد.( 

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  P54Nاساس آغازگربندي قطعات تكثير شده بري نوارالگو - 1شكل 

Fig. 1. Banding patterns amplified fragment-based primer P54N. 

 

  
 P810 گراساس آغازبندي قطعات تكثير شده برالگوي نوار - 2شكل 

Fig. 2. Banding patterns amplified fragment-based primer P810 

.  
  

  

  

  

  

  

  

  
  P14N اساس آغازگربندي قطعات تكثير شده بروي نوارالگ - 3شكل 

Fig. 3. Banding patterns amplified fragment based on the P14 primer. 
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اساس ضريب تشابه جاكارد ترسيم دندوگرام بر

قام دهد كه ارمطالعه اوليه دندوگرام نشان مي. شد

جز چند رقم كه ذكر به(اصلاح شده در ايران و خارج 

 ، در دو كلاستر مجزا تفكيك شدند)ن خواهد آمدآ

 .)چهار شكل(

  

  

  
  

  هاي، با استفاده از ضريب تشابه جاكارددندوگرام تعيين ميزان خويشاوندي بين ژنوتيپ -4شكل

Fig. 4. Cluster analysis to determine the relationship between genotypes by using Jaccard coefficient 

 

ي را ـي و داخلـام خارجـكيك ژنتيكي ارقعلت تف

هاي ار انتخاب بر روي ژنـي از فشـتوان ناشمي

كه در هر كشور، ترتيببدين ،مقاومت محلي دانست

ي ـاومتـهاي مقلاحي، ژنـهاي اصهـامـي برنـدر ط

اي ـهژادـه نـليـه عـد؛ كـدنـت شـويـقـاب و تـخـانت

 دـبودنر ـوثـم هـهاي آن منطقرـزيولوژيك بيمارگـفي

)Ferdinande et al., 2015(، گرفتن ارقام قرار اينبربنا  

دليل هتواند بايراني در يك كلاستر جداگانه مي

هاي ها ناشي از وجود مجموعه ژنقرابت ژنتيكي آن

تواند مي  RGAاين نشانگربربنا. مشترك باشد مقاوم

فكيك با وجود ت .بيانگر تنوع ژنتيكي ارقام گندم باشد

ارقام ايراني و خارجي دو رقم انزا و هيرمند از اين 

بدين ترتيب كه رقم ايراني . كنندتقسيم تبعيت نمي

  م انزا و ـي، دو رقـارجـام خـر ارقـلاستـد در كـهيرمن
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. كننددي تبعيت نميـبنمـد از اين تقسيـهيرمن

بدين ترتيب كه رقم هيرمند در كلاستر ارقام خارجي 

 . واقع گرديد jupateco S و در كنار

  Jupateco Sبررسي شجره اين رقم نشانگر وجود

دليل قرابت ههيرمند برقم  مالاباشد و احتدر آن مي

وجود رقم انزا در . گرفته استژنتيكي در كنار آن قرار

ز ني كنار كلاستر ارقام ايراني و در كنار رقم شهريار

 وزا جزان رقم زيرا دلايل مشابهي باشد،ممكن است به

در اين تحقيق با استفاده از  .ريار استـشجره شه

هاي ي ژنوتيپـات مرفولوژيكـود، صفـاطلاعات موج

رما، ـاسيت به سـدي، حسـون تيپ رشـايراني، همچ

ا ـام بـداد ارقـن اجـنيـزش و همچـه ريـاسيت بـحس

گرفت و مشخص ها مورد مقايسه قرارباندي آنالگو

ها كه صفات مورد بررسي شد در بسياري از ژنوتيپ

 .گرفتندگروه قرارمشابه دارند؛ همگي در يك زير

دهد كه جايگاه بررسي كلاستر ارقام ايراني نشان مي

اكثر ارقام در درون كلاستر تابع روابط خويشاوندي 

عنوان مثال رقم شيرودي و چمران كه در هب. باشدمي

كي از نظر صفات مرفولوژي دارند؛گروه قراريك زير

ها آن دمورد بررسي يكسان بودند و در بررسي اجدا

رقم  .اصلاح گرديدند Attilaمشخص شد هر دو از 

پيشتازكه دركنار الوند واقع شده، ريشه از آن گرفته 

كه در يك زير  Falatو  Godsدر مورد ارقام  .است

كلاستر جا دارند؛ علاوه بر شباهت صفات مورد 

   .دـباشنمي KAL و BBبررسي داراي اجداد مشترك 

 KALگرفته در شجره كوير كه در كنار قدس قرار

تواند ريار و انزا ميـزديكي شهـن رك استـبا آن مشت

مهدوي  و ،دليل اين باشد كه انزا در شجره آن بودهب

د ـ، داراي جدـنـهستم ـار هـار در كنـريـهـو ش

ن نيز نتايج اـبرخي محقق. دـنباشمي  NARركـمشت

؛ 1388ان، ـلاجيـح(د ـودنـزارش نمـابهي گـمش

  . )1389اميري، معالي
  

  كلي گيرينتيجه

ه ـرس رابطـوس و زاگـطي اترك، ـم ايرانـه رقـس

خويشاوندي خاصي نداشته و در انتهاي كلاستر ارقام 

نتايج حاصله حاكي از تطابق . ندواقع شد ايراني

ي ـوع ژنتيكـي و تنـوژيكـولـات مرفـمناسب بين صف

  .شدبامي

ام ـق ارقـي بر تفكيك موفـي مبنتابهـايج مشـنت

ط ـره توسـه شجـج بر پايـدم و برنـو، گنـف جـمختل

RGA و، تكنيك ـج در .دـرديـگزارشـگRGA  ارقام

همچنين . تفكيك نمود ،ار را از بدون پوشينهدپوشينه

طور كامل از هبOryza sativa japonica  ارقام برنج

O. Sativa indica ط اين تكنيك تفكيك شدندتوس. 

چه ارقام بررسي دندروگرام تشابه جاكارد نشان داد گر

كليه . بندي نگرديدندهاي مجزايي دستهدر خوشه

اي ـار هم در انتهـه زنگ زرد در كنـاس بـام حسـارق

در مجموع نتايج مبين كارايي . گرفتنددندروگرام قرار

ت هاي مقاومدر بحث بررسي تنوع ژن RGAتكنيك 

  . است
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