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فرنگي با استفاده از  هاي مقاوم به بيماري پژمردگي فوزاريومي در ارقام گوجه ژنرديابي 
  CAPS نشانگر

بهار 22 و شهاب حاج منصور*1 مريد
  چكيده

بهترين روش كنترل اين . شوند فرنگي باعث كاهش توليد عملكرد اين محصول مي هاي فوزاريومي در اغلب مناطق كشت گوجه بيماري     

. باشد بر مي فرنگي كاري پيچيده و بسيار زمان انتخاب فنوتيپي ارقام مقاوم گوجه.  تهيه و استفاده از ارقام مقاوم به فوزاريوم استبيماري

توانند براي غربال كردن مواد ژنتيكي مقاوم به اين  نشانگرهاي مولكولي كه با ژن مقاومت به بيماري پژمردگي فوزاريومي پيوستگي دارند، مي

 27 در  TAO1902به نام CAPSدر اين مطالعه نشانگر . دنفرنگي كمك نماي نژادي گوجه هاي به ي مورد استفاده قرار گرفته و در برنامهبيمار

كه قدرت  Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici  قارچ2 به نژاد I-2 اي شناسايي ارقام داراي ژن مقاومفرنگي بر رقم تجاري گوجه

با استفاده از  PCR-RFLP سپس  واستخراج شد CTABبه روش  DNAابتدا . ي در ايران دارد، مورد استفاده قرار گرفتيي بالايزا بيماري

 500يك نوار . فرنگي مورد استفاده قرار گرفت  در ارقام گوجهI-2به منظور بررسي وجود يا عدم وجود آلل  FokI و   RsaI هاي برشي آنزيم

 رقم مورد 27 از  كهنتايج نشان داد. تشكيل شد FokI جفت بازي در واكنش با آنزيم 400 و 390و دو نوار  RsaIجفت بازي در پاسخ به آنزيم 

فرنگي كه قطعه   ارقامي از گياه گوجه كه نشان دادزايي بيماريارزيابي آزمون .  رقم حساس بودند13 رقم مقاوم هموزيگوت و 14بررسي، 

 اما گياهاني كه اين قطعه ژني را نداشتند علايم بيماري را با ، فاقد هر نوع علايم بيماري بودند،ده بودند را تكثير كر I-2  ژن مقاوممربوط به

 .F هيبريد نسبت به قارچهفت  رقم و هفت ،مورد بررسيفرنگي   رقم و هيبريد گوجه27يان  در مجموع از م.دادند هاي مختلف نشان  شدت

oxysporum f. sp. lycopersici  باشند ها غالب است، قابل توصيه مي  در آن2نشان دادند، بنابراين اين ارقام در مناطقي كه نژاد مقاومت.  
  

  .، انتخاب بر مبناي نشانگر، پژمردگي فوزاريوميI-2، ژن مقاومت، ژن فوزاريوم :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
 ترين مهمفرنگي يكي از  بيماري پژمردگي آوندي گوجه

ول است كه همه ساله در سراسر هاي اين محص بيماري
 فرنگي گوجه جهان خسارت زيادي به توليدكنندگان
(Lycopersicon esoulentum Mill.) كند مي وارد .

 .Fusarium oxysporum Schlecht, fعامل بيماري 

sp. lycopersici و در بوده است كه يك قارچ خاكزاد 
  وفرنگي در دنيا وجود دارد اغلب مناطق كاشت گوجه
 ,.Staniazsek et al).شود باعث كاهش محصول مي

هاي   بيماري اين است كه قسمتي از برگعلايم  (2007
جوان شروع به زرد شدن نموده و اين زردي كم كم 

ها  زردي برگ. گيرد گسترش يافته و پهنك برگ را فرا مي
ممكن است به يك يا چند برگ و فقط در يك سمت 

هاي زرد،   اري و لكهبا توسعه بيم. گياه محدود شود
شوند و از ناحيه آلوده خشك  ها در وسط نكروزه مي برگ

علايم . شده و در نهايت گياه پژمرده و از بين مي رود
بيماري روي بافت آوندي و ساقه بوته بيمار نيز مشاهده 

اي  ساقه بيمار تغيير رنگ داده و به رنگ قهوه. شود مي
. يابد زايش ميدرآمده و به تدريج اين تغيير رنگ اف

ها كم  هاي گياه آلوده نيز پوسيده شده و حجم آن ريشه
پوسيدگي . آيد اي تيره در مي شود و به رنگ قهوه مي

ها، طوقه و ساقه و نكروزه شدن بافت آوندي  ريشه
 بنابراين .شود موجب پژمردگي و مرگ كامل گياه مي

هاي آلوده در مزرعه كاملا خشك شده و از بين  بوته
 McGrath et al., 1987; Malhorta and)د رون مي

Vashist, 1993) . سه نژاد فيزيولوژيكي اختصاصي
 براي اين گونه 3 و نژاد 2، نژاد 1هاي نژاد  ميزبان، به نام

 ;Alexander and Tucker, 1945)توصيف شده است 

Booth, 1971; Grattidge and O'Brien, 1982) .
در اغلب نقاط دنيا گير  صورت همه  به 2 و 1نژادهاي 

 محدود به بعضي از مناطق 3 ولي نژاد ،وجود دارند
نيز  از ايران 3 نژاد .(Steven and Rick, 1986)باشد  مي

   .گزارش شده است
 محصولات ترين مهمفرنگي از  با توجه به اينكه گوجه
رود و پژمردگي آوندي  شمار مي كشاورزي  در جهان به

شمار  هاي اين محصول به ي بيمارترين مهمفوزاريومي از 
كنترل اين عامل . رود، كنترل اين بيماري ضروري است مي

هاي  روش: شود  به سه روش انجام ميزا اساساً بيماري
ارقام مقاوم ها و استفاده از  كش زراعي، كاربرد قارچ

(Baron & Frusciante, 2007) .هاي چهار ژن به نام I ،I-2 

I-1 و I-3ي نژاد نسبت به اين بيمارگر  براي مقاومت اختصاص
 در گونه I-2  اند كه ژن يابي شده فرنگي مكان روي ژنوم گوجه

شناسايي شده است و باعث  L. pimpinellifoliumوحشي 
 ,Stall and Walter)شود   اين گونه مي2مقاومت به نژاد 

ي و گزارش شده است يتوالي اين ژن شناسا. (1965
(Barone, 2003) .همكاران استانيازسك و (Staniazsek, 

را  TAO1902با نام  CAPS بر مبناي اين توالي نشانگر (2007
 2طراحي كردند كه با استفاده از آن توانستند ارقام مقاوم به نژاد 

F. oxysporum f.sp. lycopersiciاستفاده .  را شناسايي كنند
هاي مقاوم  از اين نشانگر روشي مفيد براي انتخاب  ژنوتيپ

 Tanyolac and)تانيولاك و آكاله  .باشد رنگي ميف گوجه

Akkale, 2010)هاي رهاي مقاومت را با استفاده از نشانگ  ژن
CAPS و RAPD هاي نسل  در لاينF3فرنگي براي   گوجه

پوسيدگي فوزاريومي ريشه و پژمردگي فوزاريومي بررسي 
   .هاي حساس و مقاوم را شناسايي و غربال نمودند كردند و لاين

روزه سعي بر اين است كه استفاده از سموم شيميايي به ام
هاي زيست محيطي و خطرات جدي كه براي  دليل آلودگي

كنند با استفاده از ارقام مقاوم  مصرف كنندگان ايجاد مي
فرنگي كاري  انتخاب فنوتيپي ارقام مقاوم گوجه. جايگزين شوند

استفاده . (Lindhout, 2002)باشد  بر مي پيچيده و بسيار زمان
هاي اصلاح گياهان  در برنامه DNAاز نشانگرهاي مبتني بر 

تجاري، كمك بزرگي براي انتقال سريع و كارآمد صفات مهم 
باشد  كشاورزي به ارقام و هيبريدهاي مورد دلخواه مي

)(Tanksley et al., 1989; Lindhout, 2002 .جايي كه  از آن
وليد قابل اطمينان هاي گياهي براي ت مقاومت در برابر بيماري

باشد، بنابراين به منظور كنترل اين  مواد غذايي بسيار مهم مي
براي شناسايي . بيماري استفاده از ارقام مقاوم توصيه شده است

توان از نشانگرهايي استفاده كرد كه به  ارقام مقاوم مي
بنابراين . شوند هاي ژني مقاومت به بيماري متصل مي جايگاه

هاي اصلاحي انتخاب بر مبناي  ا براي برنامهه توان از آن مي
در دسترس بودن نشانگرهاي مبتني بر . نشانگرها استفاده نمود

PCR دهد تا انتخاب  هاي مقاومت اجازه مي براي بسياري از ژن
صورت  بر مبناي نشانگر براي مقاومت در گوجه فرنگي به
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انجام آميزي در آزمايشگاه بدون نياز به تكنولوژي بالا  موفقيت

هاي مولكولي جديد  علاوه بر اين توسعه سريع روش. گيرد
هاي  همراه با افزايش دانش نسبت به ساختار و عملكرد ژن

يابي به نشانگرهاي  دست اند نقش مهمي در  مقاومت، توانسته
از مزاياي . (Hulbert et al., 2001)جديد مولكولي ايفا كنند 

 حذف نياز به كاشت توان به كاهش يا اين نوع نشانگرها مي
طولاني مدت و مراحل دشوار شناسايي مورفولوژيك اشاره 

. (Hamelin et al., 1993; Zhang et al., 1999) نمود
شود كه زمان، دقت و  ها زماني آشكارتر مي سودمندي اين روش

علاوه بر . صحت در مراحل شناسايي از صفات كليدي هستند
يچ ژن خارجي به گياه وارد ها ه اين، از آنجايي كه در اين روش

هاي آميزشي   انتقال صفات مطلوب بين جمعيت،شود نمي
 Goodwin and Annis, 1991; Smith et)تسهيل شده است 

al., 1996) . انتخاب بر مبناي نشانگر، يك انتخاب غير مستقيم
هاي تعيين ژنوتيپ مولكولي،  است كه با استفاده از روش

هاي  لوييد و در نتيجه توسعه لاينهاي مطلوب و هاپ رديابي آلل
شود ارزيابي فنوتيپي  بخشد و باعث مي اصلاحي را سرعت مي

انتخاب . هاي زندگي گياهان كاهش و حتي حذف شود چرخه
شود كه صفت از نظر  تر مي بر مبناي نشانگر زماني ارزشمند

ژني هستند و يا قابليت توارث كمي نشان  وراثتي نهفته و چند
واضح و   در اين موارد انتخاب بر مبناي فنوتيپ نا چون،دهند مي

 استفاده از نشانگرهاي هم بارز نياز به .يا غير ممكن است
هاي مطلوب  هاي بررسي نتاج براي تشخيص ژنوتيپ آزمون

  (Yeam et al., 2005).كند  هاي نهفته را حذف مي حامل آلل
فرنگي موجود در  در اين تحقيق ارقام تجاري مختلف گوجه

  از نظر داشتن ژن مقاومت CAPSيران با استفاده از نشانگر ا
 I-2هاي داراي ژن   مورد ارزيابي قرار گرفتند و ارقام وهيبريد

  .  شناسايي شدندتمقاوم
  ها مواد و روش

  ها جداسازي و نگهداري جدايه
هاي  فرنگي در سال هاي گوجه برداري از گلخانه نمونه

وري نمونه، آ براي جمع.  صورت گرفت1389- 1390
هاي مختلف استان سيستان  فرنگي در قسمت هاي گوجه گلخانه

. و بلوچستان، فارس، اصفهان و كرمان مورد بازديد قرار گرفتند
فرنگي در مراحل مختلف  هاي گوجه به اين منظور از بوته

 پژمردگي و زردي يك علايمگياهچه و گياه كامل كه داراي 
 از منطقه برداري عمدتاً ونهنم. برداري شد  نمونه،طرفه بودند

هاي آلوده به  نمونه. هاي اوليه انجام شد طوقه و ريشه و ساقه
هاي آلوده  سازي قارچ از بافت آزمايشگاه منتقل شدند و جدا

هايي كه به  در نهايت پرگنه (Kim et al., 2001). انجام شد
سازي  منظور خالص شباهت داشتند به F. oxysporumگونه 

  .ندتك اسپور شد
  F. oxysporumشناسايي گونه 

بر اساس مورفولوژي پرگنه و  F. oxysporumگونه 
، ها مشخصات زايشي شامل فياليدها، ماكروكنيدي

 Gerlach) شود ها و كلاميدوسپورها شناسايي مي ميكروكنيدي

and Nirenberg, 1982) .هايي  سازي، جدايه پس از خالص
منظور شناسايي دقيق كه متعلق به جنس فوزاريوم بودند، به 

كشت داده  SNAو  CLA ،PDAهاي كشت  گونه، روي محيط
جهت بررسي خصوصيات ميكروسكوپي از جمله شكل، . شدند

اندازه و تعداد بندهاي عرضي ميكروكنيدي و ماكرو كنيدي، 
طول فياليد و شكل و محل قرار گرفتن كلاميدوسپورها از 

هاي قارچ  كشت. استفاده شد SNA و  CLAهاي كشت محيط
 ساعت نور 12 سلسيوس با ه درج25 هفته در دماي 2به مدت 

 در هر روز نگهداري Near–UV ساعت نور 12معمولي و 
شدند و سپس از نظر خصوصيات ذكر شده در بالا مورد 

به منظور بررسي خصوصيات ماكروسكوپي . بررسي قرار گرفتند
حيط  از م،از جمله رنگ پرگنه، سرعت رشد و وجود رنگيزه

  .  استفاده شدPDAكشت 
مطالعات مولكولي براي تعيين نژادهاي فيزيولوژيك در 

 F. oxysporum f.sp. lycopersiciگونه 

  ژنومي از ميسليوم  DNA استخراج 
در محـيط مـايع      DNAهاي قارچي جهت اسـتخراج        جدايه

PDB  ــدند ــشت داده ش ــه روش   DNA. ك ــومي ب  CTABژن
(Ausubel et al., 1994)ج شد استخرا.  

   براي شناسايي(PCR)اي پلي مراز  واكنش زنجيره
 F. oxysporum f.sp. lycopersiciو نژادهاي آن   

استفاده شد كه توسط هيرانو و ) 1جدول (از آغازگرهايي 
. ه شده استيطراحي و ارا (Hirano and Arie, 2006) آريه

 ميكروليتر در دستگاه 25اي پليمراز در حجم  واكنش زنجيره
.  انجام شد(Eppendrof, Master Cycler)سايكلر ترمو

شامل برنامه ) 2جدول (اي پليمراز  اجزاي واكنش زنجيره
 درجه سلسيوس و به دنبال آن 94حرارتي واسرشت اوليه در 



  
  

...ماري پژمردگي فوزاريومي در ارقامهاي مقاوم به بي رديابي ژن. مريد و حاج منصور68 

                                                

 1 درجه سلسيوس به مدت 94 چرخه با واسرشت در دماي 40
 دقيقه و 1دقيقه، اتصال در دماي متناسب با آغازگر به مدت 

 دقيقه با يك بسط 2 درجه سلسيوس به مدت 72در دماي بسط 
  .بود دقيقه 7 درجه سلسيوس و به مدت 72انتهايي در دماي 

. الكتروفورز شدند% 2/1قطعات تكثير شده روي ژل آگاروز 
آميزي   دقيقه رنگ30ها با رنگ اتيديوم برومايد به مدت  ژل

 ها عكس مشاهده شده و از آن UV سپس تحت نور  وشدند
  .تهيه شد

  ژنومي كل از بافت گياه DNAاستخراج 
با اندكي تغييرات استفاده شد  CTABبراي استخراج از روش 

(Ausubel et al., 1994) .DNA  گرم بافت   ميلي200كل از
  .فرنگي استخراج شد تازه برگ گياهان گوجه

  I-2 براي تكثير ژن  (PCR)اي پلي مراز واكنش زنجيره
  و  TAO1Fهايبا نام CAPS زگرهايبه اين منظور از آغا

(Staniazsek et al., 2007) TAO1r  استفاده شد كه توالي
واكنش .  نشان داده شده است1اين آغازگرها در جدول 

 ميكروليتر در دستگاه 25اي پليمراز در حجم  زنجيره
.  انجام شد(Eppendrof, Master Cycler)ترموسايكلر 

 نشان داده شده 2ز در جدولاي پليمرا اجزاي واكنش زنجيره
 درجه 94برنامه حرارتي شامل واسرشت اوليه در . است

 93 چرخه با واسرشت در دماي 40سلسيوس و به دنبال آن 
 درجه 63 ثانيه، اتصال در دماي 15درجه سلسيوس به مدت 

 درجه 72 ثانيه و بسط در دماي 20سلسيوس به مدت 
 72ايي در دماي  ثانيه با يك بسط انته60سلسيوس به مدت 

قطعات تكثير شده . بود دقيقه 5درجه سلسيوس و به مدت 
ها با رنگ اتيديوم  ژل. الكتروفورز شدند% 2/1روي ژل آگاروز 
آميزي شدند و سپس تحت نور   دقيقه رنگ30برومايد به مدت 

UVها عكس تهيه شد  مشاهده شده و از آن.  
  TAO1 آغازگرهايهضم آنزيمي قطعه تكثير شده با 

  RsaI وFokIهاي برشي  با آنزيم PCRمحصول 
(Fermentas, Germany) مورد هضم آنزيمي قرار گرفت 

(Staniazsek et al., 2007).   
  زايي بيماريآزمون 

مرحله اول به منظور انتخاب . اين آزمون در دو مرحله اجرا شد
.  انجام گرفتزايي بيماري با بالاترين ميزان 2هايي از نژاد  هجداي
 Earlyفرنگي رقم اي انجام اين آزمون ابتدا بذر گوجهبر

urbana II  كه نسبت به اين قارچ حساس است انتخاب شد و
 et al., 2007)   (Staniazsekروش  بهزايي بيماريآزمون 

  .انجام شد
 ،هاي مكرر  هفته نگهداري شدند و ضمن بازديدچهارها  بوته
3زايي بيماريشاخص  بررسي و علايم

بندي   رتبه بر اساس1
(Validov et al., 2007)محاسبه و ثبت شد .  

  : بيماري به شرح زير انجام شدعلايمبندي  رتبه
 2هاي برگي ريز كمتر از  ، گياهان با لكه0: گياهان سالم

، 2: هاي برگي توسعه يافته ، گياهان با لكه1: متر ميلي
، گياهان مرده 3: هاي بزرگ و پژمردگي زياد گياهان با لكه

  4: خشكيدهو 
 Disease Index (DI) با محاسبه زايي بيماريميزان 

  .مشخص و بررسي شد
DI = (n0×0 +n1× 1+ n2×2 +n3×3 +n4×4/ (n1 + 
n2+ n3 + n4 + n0) 

n1, n2, n3, n4, n0 :باشد كه با درجات  تعداد گياهاني مي
 ,.Validov et al( م بيماري را نشان دادنديمختلف علا

2007.(  
اين آزمون به منظور تاييد نتايج به دست مرحله دوم 
روش انجام آزمون به . انجام شد TAO1آمده از نشانگر

 زايي بيماري با اين تفاوت كه آزمون ،بودشرح مرحله اول 
 ، رقم انجام شد و بعد از گذشت سه هفته27براي تمام 

گياهان از خاك خارج شده و قسمت پايين ساقه و انتهاي 
داخلي به صورت طولي و  ده بافتريشه به منظور مشاه

بدون (عرضي برش داده شد و گياهان به دو گروه مقاوم 
طبقه بندي ) با علايم بيماري(و حساس ) علايم بيماري

  .شدند
  نتايج 

و  F. oxysporum. f. sp lycopersiciشناسايي گونه 
  نژادهاي آن

با استفاده از مشخصات مورفولوژيكي و كليد شناسايي 
 44 تعداد Gerlach & Nirenberg, 1982)( رنبرگگرلاخ و ني
 Fusarium جدايه جمع آوري شده قارچ 50جدايه از 

oxysporum با استفاده از آغازگر . شناسايي شدندUni  ،
 F. oxysporum f. sp. lycopersiciشناسايي دو فرم ويژه 

از ساير  F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersiciو 

 
1 Disease Index (DI) 
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با اين آغازگر . انجام شد F. oxysporumهاي ويژه  فرم

 .تكثير شد  جفت باز670-672 به وزن DNAاي از  قطعه
  اي كه با مشخصات مورفولوژيكي گونه   جدايه44

 F. oxysporum  با آغازگر،شناسايي شده بودند  Uni 
براي تمايز و شناسايي  Sp23 آغازگر .باند ايجاد كردند

 2اين آغازگر در نژادهاي .  شد استفاده1 از نژاد 3 و 2نژادهاي 
 در حالي كه ، جفت باز تكثير كرد518اي به وزن   قطعه3و 

در نژادهاي  Sp13آغازگر . اي تكثير نشد  هيچ قطعه1براي نژاد 
 اما هيچ ، جفت باز تكثير كرد445اي به وزن  قطعه، 3 و 1

 44نتايج نشان داد كه از .  تكثير نكرد2اي در نژاد  قطعه
 جدايه نژاد 9باند توليد كرده بودند،  Uniكه با آغازگر اي  جدايه

   جدايه فرم ويژه14 و 3 جدايه نژاد 6، 2 جدايه نژاد 15، 1
  F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici جدول ( بودند
3.(  

  و هضم آنزيمي CAPSتكثير با آغازگرهاي 
 جفت 902يك قطعه به وزن ، TAO1تكثير با آغازگرهاي 

 جفت بازي در 902اندازه اين قطعه ). 1شكل(وليد كرد باز ت
 كه اين تفاوت بودارقام مقاوم و حساس گوجه فرنگي متفاوت 

مشاهده  RsaIو  FokIهاي برشي  بعد از هضم قطعات با آنزيم
بعد از هضم آنزيمي . (Staniazsek et al., 2007)شود  مي
 جفت باز 400 و 390هاي  ارقام مقاوم قطعاتي به وزن،  FokIبا 

توليد كردند كه اين قطعات نشان دهنده حضور هر دو آلل 
 بنابراين .بودند از والدين در رقم مورد نظر I-2وابسته به ژن 

اين ارقام به عنوان گياهان مقاوم هتروزيگوت در نظر گرفته 
چهارده رقم از ارقام مورد بررسي اين قطعات را توليد . شدند

 جفت باز در هر دو 800به وزن اي  قطعه). 4جدول (كردند 
ارقام حساس و مقاوم تشكيل شد كه ارتباطي با مقاومت 

 رقم نهالگوي الكتروفورز حاصل از هضم آنزيمي در  . اشتند
 2در شكل  FokIو هيبريد گوجه فرنگي با استفاده از آنزيم 

ارقام مقاوم در  Rsa1هضم با آنزيم . نشان داده شده است.
 220اي به وزن  قطعه.  جفت باز توليد كرد500اي به وزن  قطعه

ها تكثير شد كه ارتباطي با مقاومت  جفت باز در تمام نمونه
الگوي . نتايج حاصل از هر دو آنزيم مشابه بود. اشتند

 رقم و هيبريد گوجه نهالكتروفورز حاصل از هضم آنزيمي در  
 نشان داده شده 3در شكل  RsaIفرنگي با استفاده از آنزيم 

  .است
  

  زايي بيمارينتايج آزمون 
،  CAPSفرنگي كه در پاسخ به پرايمرهاي  ارقام گوجه

 هيچ نوع از ، را توليد كردندI-2قطعات مرتبط با ژن مقاومت 
فرنگي توليد نكردند، در  علايم بيماري را روي گياهان گوجه

 را توليد I-2حالي كه گياهاني كه قطعات مرتبط با ژن مقاومت 
  .هاي مختلف نشان دادند نكردند علايم بيماري را با شدت

كه در اين تحقيق مورد استفاده قرار  CAPSنشانگرهاي     
 توانستند ارقام و هيبريدهاي مقاوم به بيماري پژمردگي ،گرفتند

جويي در وقت  با دقت بالا و صرفهفوزاريومي گوجه فرنگي را 
 DNAدادي از نشانگرهاي مبتني بر تع. و هزينه شناسايي كنند

براي انتخاب بر  SCARو  RFLP ،AFLP ،RAPDاز جمله 
در اين ميان استفاده از نشانگرهاي . اند مبناي نشانگر معرفي شده

CAPS كه هم بارز هستند و به آساني با الكتروفورز  به دليل اين
 بسيار مورد توجه قرار ،روي ژل آگارز قابل تشخيص هستند

نوكلئوتيدي  هاي تك اين نشانگر قادر است چندشكلي. اند گرفته
(SNPS)شوند به خوبي   را كه باعث تغيير در فنوتيپ مي

از . شود  به همين دليل نشانگر كامل گفته مي وشناسايي كند
 ، زيراشود در كارهاي اصلاحي زياد استفاده مي CAPSنشانگر 

اي   زنجيرهساده، سريع و ارزان است و فقط نيازمند يك واكنش
 پليمراز، هضم آنزيمي و الكتروفورز روي ژل آگارز است

(Sedlacek et al., 2010) . نشانگرهايCAPS  رديابي
نوكلئوتيدي را با استفاده از واكنش  هاي تك چندشكلي

زماني كه . كنند اي پليمراز و هضم آنزيمي امكان پذير مي زنجيره
 CAPSوش در دسترس است، ر SNPاطلاعات در رابطه با 

. يك روش نشانگري ارجح براي انتخاب بر مبناي نشانگر است
زماني امكان پذير است  CAPSبه طور كلي توسعه نشانگرهاي 

خ داده يا يك جايگاه تشخيصي آنزيم برشي ركه موتاسيون 
 تعدادي از (Yeam et al., 2005). وجود آمده باشد به

 RFLP ،AFLP، RAPDاز جمله  DNAنشانگرهاي مبتني بر 
شناسايي شده و در انتخاب ارقام  SNPو  SCAR ،CAPSو 

هاي  ها به ژن  اغلب آن كهاند فرنگي استفاده شده مقاوم در گوجه
  .(Shi et al., 2011) شوند مقاومت به بيماري متصل مي

براي شناسايي ارقام حامل ژن مقاومت  CAPSاز نشانگرهاي  
Sw-5 نسبت به ويروس Tomato Spotted Wilt Virus 

(Garland et al., 2005) هاي مقاومت نسبت  ، شناسايي آلل
، شناسايي (Yeam et al., 2005)هاي فلفل  به پوتي ويروس

فرنگي نسبت به پژمردگي فوزاريومي  ارقام مقاوم گوجه
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(Staniazsek et al., 2007) و شناسايي ارقام مقاوم گوجه ،

 ,.Yu Kuklev et al)فرنگي نسبت به پژمرئگي ورتيسليومي 

هاي مقاوم به ويروس موزاييك جو  ، شناسايي آلل(2009
(Sedlacek et al., 2010)شناسايي ارقام حامل ژن مقاومت  و 

Sr2 نسبت به بيماري زنگ سياه در گندم (Mago et al., 

  .، استفاده شده است(2010
فرنگي از نظر دارا بودن   رقم و هيبريد گوجه27در اين مطالعه 

 مورد بررسي قرار گرفتند و بر اين اساس هفت I-2 آلل مقاوم

 .F. oxysporum f.sp رقم و هفت هيبريد نسبت به قارچ

lycopersiciراي كشت در مناطقي  ب كه مقاومت نشان دادند
  .قابل توصيه مي باشنداست، ها غالب   در آن2هستند كه نژاد 

  سپاسگزاري
اه آزاد معاونت پژوهشي دانشگمالي اين تحقيق با حمايت 

  .اسلامي واحد تاكستان انجام شده است

   
  توالي، وزن قطعه توليد شده و نقطه ذوب آغازگرهاي مورد استفاده -1جدول         

         Table 1. Sequences, melting point and Ampelicone size of primers used in this study 

Primers  Melting Point (º
c
)  Sequence 

Ampelicons size 
 (bp) 

Uni f 55.9 5'-ATCATCTTGTGCCAACTTCAG-3' 670-672 

Uni r 56.5 5'-GTTTGTGATCTTTGAGTTGCCA-3'   

SP 13f 59.4 5'-GTCAGTCCATTGGCTCTCTC-3 445  

SP 13r 57.3 5'-TCCTTGACACCATCACAGAG-3'  

SP 23 f 57.9 5'-CCTCTTGTCTTTGTCTCACGA-3' 518 

SP 23 r 59.4 5'-GCAACAGGTCGTGGGGAAAA-3'  

TAO1 f 61.8 5'-GGGCTCCTAATCCGTGCTTCA-3' 902 

TAO1 r 62.1 5'-GGTGGAGGATCGGGTTTGTTTC-3'  

  

  اي پليمراز  اجزاي واكنش زنجيره-2جدول    
    Table 2. Concentration of reagents used in PCR reaction. 

Content 

Final concentration of 
reagent hn 25µl of PCR 

reaction for Uni, Sp13 and 
Sp23(µl) 

Final concentration of reagent in 
25µl of PCR reaction for TAO902 

PCR buffer (10X) 2.5 2.5 
MgCl2 (50 mm) 0.85 1 
dNTP (10 mm)  0.5 0.5 
Primer (each) (10 pmol/ml) 1 0.8 
Taq DNA polymerase (5 unit/ml) 0.2 0.2 
DNA (40ng) 2 2 
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 با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي و تعيين شدت Fusarium oxysporumهاي تخصص يافته و نژادهاي  ي فرمي شناسا-3جدول 
  ها  آنزايي بيماري

Table 3. Identification of formae specials and races using specific primers and determination of disease index  
(DI) in Fusarium oxysporum isolates. 

DI    Sp23 Sp13 Uni Isolate DI   Sp23  Sp13  Uni  Isolate  
4 Race2  + -  + F23 3.6 Race2 +  -  +  F1 

3.3 Race1 - + + F24 3 Forl -  -  +  F2 

2 Race2 + -  + F25 2.6 Forl  -  -  +  F3 

3.3 Forl  - - + F26 3 Race2 +  -  +  F4 

4 Race1 - + + F27 3.3 Race2  +  -  +  F5 

2.6 Race3  + + + F28 4 Race3  +  +  +  F6 

2 Forl  - - + F29 2.6 Race1  -  +  +  F7 

3.6 Race3  + + + F30 1.3 Forl  -  -  +  F8 

3 Forl  - - + F31 2.6 Forl  -  -  +  F9 

3 Forl  - - + F32 3 Race2  +  -  +  F10 

3.3 Race2 + - + F33 2 Forl  -  -  +  F11 

4 Race2 + - + F34 2.6 Race1 -  +  +  F12 

1 Race2 + - + F35 2 Race3  +  +  +  F13 

3 Race2 + - + F36 1.3 Race2  +  -  +  F14 

2.6 Forl  - - + F37 3 Race1  -  +  +  F15 

3.3 Forl  - - + F38 2.6 Race3  +  +  +  F16 

3 Forl  - - + F39 3.3 Forl  -  -  +  F17 

4  Race2 + - + F40 4 Race2  +  -  +  F18 

3.6  Race2 + - + F41 3 Race1  -  +  +  F19 

4  Race1 - + + F42 2 Race1 -  +  +  F20 

1.3  Race1 - + + F43 1 Race3 +  +  +  F21 

3  Race2 + - + F44 2.6 Forl  -  -  +  F22 
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  فرنگي م و هيبريدهاي گوجهدر ارقا TAO1 توزيع قطعات حاصل از هضم آنزيمي قطعه تكثير شده با آغازگرهاي -4جدول             

Table 4. Distribution of the restriction fragments of the CAPS marker TAO1902 primer in tomato 
cultivars and F1 hybrids 

Cultivars or F1 
hybrids 

Response 
 to FOL 

 TAO1 restriction 
    fragments 

  Rsa I  Fok I 

     A            B      C           D         
               

Peto Rock R + +  +  + 
Sunseed  R + +  + + 
Cal JN  R + +  + + 
Cal JN 3  R + +  + + 
Caligen  R + +  +  + 
Hyb. Petopride 5  R + +  + + 
Hyb. Queenty  R + +  + + 
Hyb. Comodoro  R + +  + + 
Matin  R + +  + + 
Hyb. Petopride II  R + +  + + 
Hyb. Speedy  R + +  + + 
Navid-3(N.3)  R + +  + + 
Hyb. Fani  R + +  + + 
Hyb. Firenze (PS8094)  R + +  + + 
Chef  S - +  - + 
Falat Y  S - +  - + 
Peto Early 84  S - +  - + 
CH-Falat  S - +  - + 
Super Queen  S - +  - + 
Hyb. PS 6515  S - +  - + 
Karoon  S - +  - + 
Hyb. Eden F1  S - +  - + 
Hyb. Pulad   S - +  - + 
Hyb. Petopride 6  S - +  - + 
Early Urbana 111  S - +  - + 
King Stone  S - +  - + 
Super 2270  S - +  - + 

FOL, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; A, Rsa I–restriction fragment of 500 bp; B, Rsa I-
restriction fragment of 220 bp; C, Fok I restriction fragments of 390 and 410 bp; D, Fok I-restriction 
fragment of 800 bp; (+) presence of marker; (-) absence of marker; R, resistant; S, susceptible 

  
  

  
رقم كالي زن، : 1).  جفت باز902قطعه تكثير شده  (TAO1ده از آغازگر  محصول واكنش زنجيره اي پليمراز با استفا-1شكل 

رقم ارلي اوربانا : 8هيبريد پولاد، : 7هيبريد ادن، : 6 فلات، -رقم سي اچ : 5هيبريد فاني، : 4رقم متين، : 3هيبريد كويينتي، : 2
   جفت بازي100ماركر : M، 2270رقم سوپر : 9، 111

Figure 1. PCR products amplified with TAO1 primer. 1: Caligen, 2: Queenty, 3: Matin, 4: Fani, 5: CH-
Falat, 6: Eden, 7: Pulad, 8: Early Urbana 111, 9: Super 2270, M: Marker 
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 جفت بازي نشان دهنده 400 و 390وجود نوارهاي . FokI  الگوي حاصل از هضم آنزيمي با آنزيم برشي-2شكل 

هيبريد فاني، : 3رقم متين، : 2رقم سان سيد،: 1.  ارقام حساس هستند6-10 ارقام مقاوم و 1-5. مقاومت استحضور ژن 
رقم كينگ : 10هيبريد ادن، : 9هيبريد پولاد، : 8رقم شف، : 7رقم كارون، : II ،6هيبريد پتوپرايد : 5رقم كالي ژن، : 4

   جفت بازي100ماركر : Mاستون، 
Figure 2. PCR products digested with FokI restriction endonuclease of samples. Two restriction 
fragments of 390 and 410 bp revealed resistant genotypes. 1-5 are resistance varieties and 6-10 are 
susceptible varieties. 1: Sunseed, 2: Matin, 3: Fani, 4: Caligen, 5: Petopride II, 6: Karoon, 7: Chef, 
8: pulad, 9: Eden, 10: King stone, M: Marker  
 

  

  
 جفت بازي نشان دهنده 500وجود باند . RsaI الگوي حاصل از هضم آنزيمي با آنزيم برشي -3شكل 

رقم شف، : 1: 1.  حساس هستند8، و 7، 4، 2، 1 مقاوم و ارقام 9 و 6، 5، 3 ارقام .حضور ژن مقاومت است
رقم : 8هيبريد ادن، : 7رقم كالي ژن، : 6هيبريد كويينتي، : 5هيبريد پولاد، : 4رقم سان سيد، : 3م كارون، رق: 2

   جفت بازي100ماركر : Mرقم متين، : 9فلات، 
Figure 3. PCR products digested with RsaI restriction endonuclease of samples. An RsaI-
digested fragment of 500 bp digestion of TAO1 revealed resistant. 3, 5, 6 and 9 are 
resistance varieties and 1, 2, 4, 7 and 8 are susceptible varieties. 1: Chef, 2: Karoon, 3: 
Sunseed, 4: Pulad, 5: Queenty, 6: Caligen, 7: Eden, 8: Falat, 9: Matin, M: Marker 
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