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 توتوندر  PVYشناسایی نشانگرهای ریزماهواره پیوسته به ژن مقاومت به بیماری 

 ایتجزیه تفرق توده با استفاده از روش

 
Identification of microsatellite markers linked to Potato virus Y (PVY) resistance 

genes in tobacco using Bulk Segregated Analysis (BSA) method 
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 چکیده

 Yس روـوی انـهـاط جـی از نقـرخـران و بـون در ایـوتـزای ت ارتـی خسـهای ویروس اریـترین بیممـی از مهـیک

ترین و بهترین روش برای کاهش کمیت و کیفیت محصول توتون دارد. موثرکه نقش مهمی در  است PVY)) زمینیسیب

کردن  دارهای مولکولی برای نشانکاهش خسارت این ویروس، اصلاح ارقام مقاوم نسبت به این بیماری است. از نشانگر

های  کولی پیوسته با ژنهای مولشود. به منظور شناسایی نشانگر استفاده می نژادیبههای  های مقاومت در برنامه ژن

)حساس( انجام شد،  K326مقاوم( و ) VAMتلاقی اولیه بین دو والد در سال اول، در توتون، ابتدا  PVYمقاومت به 

مزرعه تحقیقاتی سال دوم، در حاصل در  F2 هایربه دست آمد. بذ F2به دست آمده کشت شده و بذر  F1 هایرسپس بذ

 PVYویروس  Oسازی شده سویه با جدایه خالص F2گیاهان  ند.شد هشتایرتاش کتوتون تات و آموزش ـمرکز تحقیق

سطح زیر منحنی  با محاسبه PVYفنوتیپی قرار گرفتند. توسعه بیماری  های مورد ارزیابی سپس زنی شدند وایهم

م مزرعه ای نمونه ، بر اساس علایPVYبه  شد. در ادامه کار از ده بوته مقاوم و ده بوته حساس تعیینپیشرفت آلودگی 

آزمون الایزا انجام شد و بر اساس نتایج  PVYها برای تایید مقاومت و حساسیت به روی این نمونهبرگ تهیه گردید. 

انتخابی و همچنین  SSRجفت آغازگر  100های حساس و مقاوم شناسایی شدند. در این تحقیق با استفاده از  بوتهالایزا، 

در دو  PVYهای ریزماهواره پیوسته با ژن مقاومت به ای اقدام به شناسایی نشانگرتودهبه کارگیری روش تجزیه تفرق 

 یها گردید. سه ترکیب جفت آغازگر به نام F2های جمعیت  توده مقاوم و حساس به این بیماری و همچنین بوته

PT30002، PT20165 و PT20357  درDNA ها بعد از این جفت آغازگر شکلی نمودند.دو توده مقاوم و حساس تولید چند

قرار گرفتند. در نهایت، فاصله  همورد آزمون و تجزی F2های جمعیت  روی تک بوتههای دو توده،  آزمون روی تک بوته

 5/17 با فاصله PT3ر ـردید. نشانگـن گـتعیی Mapmaker Ver.3.0اده از نرم افزار ـاستف بااومت ـها از ژن مقنشانگر

سانتی مورگان از ژن مقاومت 4/37و  1/18به ترتیب با فاصله  PT2و  PT1و دو نشانگر  ناجفتوقعیت انتی مورگان در مس

 قرار داشتند. 

 شکلی، جفت آغازگر، توتون، چندماهوارهریز، PVY: کلیدیگان واژ
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 مقدمه

های تولید کننده نقش بسیار مهمی دارد. علی توتون، یکی از گیاهان مهم صنعتی است که در اقتصاد و درآمد کشور

های گیاهی مواجه  هایی از جمله بیماری ا محدودیتزراعی، کشت این محصول در کشور ب های بهرغم استفاده از روش

گیاه را با مشکل مواجه این که رشد و کیفیت بیمارگر در توتون  های مهم ویروسیکی از (. Khajehpoor, 2005) تاس

متعلق  PVYویروس  باشد. می( PVY) سیب زمینی Yویروس  شود، کمیت و عملکرد نهایی آن میکرده و سبب کاهش 

کند.  فرنگی و فلفل را آلوده میزمینی، توتون، گوجه ست که گیاهان خانواده سولاناسه مانند سیبا Potyvirus جنسبه 

 PVYویروس شود.  از راه مکانیکی منتقل می و (Myzus persicae) صورت ناپایا به وسیله شته سبز هلو هب PVYویروس 

ها(، رگبرگ نواری، علائم  ای شدن رگبرگ ای نکروتیک یا )قهوهه ها، لکه باعث ایجاد علایم روشنی یا زردی رگبرگ

میزان خسارت بسته به عوامل مختلف از جمله  شود. های اصلی و فرعی و گاهی نکروز ساقه می موزاییکی، نکروز رگبرگ

درصد  100تا 40 و بین این بیماری در توتون زیاد بوده میزان خسارتژنوتیپ توتون و زمان وقوع آلودگی متفاوت است. 

 . (Lewis, 2007) گزارش شده است

جا که ز آنا (.Reynolds, 2011) دباش ترین روش کنترل این بیماری، ایجاد و استفاده از ارقام مقاوم میبهترین و موثر

شد، با گیر میهای متداول و کلاسیک اصلاح نباتات مشکل و وقت در توتون با استفاده از روشPVYایجاد مقاومت به

توان به جای استفاده از انتخاب مفید باشند. می نژادیبههای  توانند در جهت تکمیل روش های مولکولی مینشانگر

های مولکولی در سطح ژنوتیپی تفکیک نمود. ، گیاهان مورد نظر را توسط نشانگرنژادیبه معمول های فنوتیپی در روش

توانند به عنوان ابزار  های مولکولی میاز این رو، نشانگر تر است تر و مطمئن های مولکولی روشی سریعاستفاده از نشانگر

ابزار DNA های مولکولی مبتنی بر مورد استفاده قرار گیرند. نشانگر PVYهای مقاوم به  نوتیپدر انتخاب ژموثری 

بی روابط خویشاوندی و انتخاب به نژادی گیاهان و به ویژه شناسایی ژرم پلاسم در بانک ژن، ارزیا ارزشمندی برای به

 ها و برخی صفات مطلوب هستند رای مقاومت به آفات، بیماریب( Marker assisted selection, MASر )نشانگکمک 

(Rodol and Xiong, 2008)ها امکان انتخاب گیاهان مطلوب را درون جمعیت در حال تفرق . استفاده از این نشانگر

 .کند پ به جای فنوتیپ فراهم میمستقیما و بر اساس ژنوتی

در گیاهان، بازده اصلاح این گیاهان را به طور قابل ها  های مقاومت به بیماری های مولکولی پیوسته به ژننشانگر

است که کاملا به یک ژن  DNAای افزایش داده است. یک نشانگر مولکولی برای یک ژن خاص، قسمتی از ملاحظه

هر گیاه که حاوی یک نشانگر خاص باشد، حاوی ژن پیوسته به آن نیز خواهد بود. چنانچه صفات پیوسته باشد. بنابراین 

های مولکولی نشانمند نمود، زمان و ها را بتوان به وسیله پیوستگی با نشانگر بیماریبرخی از تک ژنی مانند مقاومت به 

به شدت کاهش خواهد یافت و در بهبود تولید ارقام  ها از یک زمینه ژنتیکی به دیگری هزینه لازم برای انتقال این ژن

های پشت کرار( تSSRه )های تکراری ساد ها یا ردیف ریزماهواره .(Moon et al., 2008) دمقاوم به شدت موثر خواهد بو

شوند.  ها یافت می هستند که معمولا دو تا پنج جفت باز طول داشته و در ژنوم اغلب یوکاریوت DNAسر هم کوچکی از 

باشند که به دلیل فراوانی و  های مولکولی میترین نشانگر کی از مهم( یSimple Sequence Repeat)SSRهای نشانگر

سطوح چند شکلی بالا، پراکندگی یکنواخت در طول ژنوم، نحوه توارث هم بارز و کم هزینه بودن، درجه بالایی از تنوع 

انگر مولکولی بسیار مناسب برای مکان یابی ژنتیکی، مطالعه جمعیت و شناسایی دهند و بنابراین یک نش آللی را نشان می

 .(Naghavi et al., 2005)باشند  های مقاومت در گیاهان می ژن

ر توتون منتشر شده است و نیز در تعداد زیادی د  PVYهای تحقیقاتی متعددی درمورد ژن مقاومت به بیماری گزارش

گیری برای نشان دادن پیوستگی با ژن مقاومت، در حال به طور چشم (SSR)ماهواره ر ریزهای گیاهی، نشانگاز گونه

های به   ها در برنامهتوان از نشانگر در توتون، می PVYها به مکان ژنی مربوط به مقاومت به گسترش است. با پیوند نشانگر

های دارای مکان ژنی  ت انتخاب و ردیابی ژنوتیپجه PVYهای ویروسی توتون به ویژه بیماری  نژادی و مدیریت بیماری
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ن رناک و همکاراـسود دارد. ـز وجـها نی ی ژنـها، امکان تکثیر توالوند نشانگرـرد. به علاوه با پیـاده کـاومت استفـمق

(Cernak et al., 2008 ) بیان کردند که ارزیابی مورفولوژیکی مقاومت بهPVY زمان ، مشکل، پرهزینه و مستلزم صرف

ماهواره، روشی سریع های ریزدر توتون با استفاده از نشانگر PVYهای مقاومت به  به همین دلیل شناسایی ژن.زیادی است

در  PVYمقاومت به بیماری  ژنمحل (. Dinant et al., 1993) دکن و راحت بوده و کمک زیادی به تولید ارقام مقاوم می

ها نشان داد که احتمالا  نتایج تحقیق آن ررسی شده است.( بGupton and Burk, 1973ک )رتوتون توسط گوپتن و بو

 Rodol and) ژانگرودال و شود. مربوط می Eدر توتون، به یک ژن روی کروموزوم  PVYمقاومت به بیماری 

Xiong,2008های تکمیلی دو ژن مغلوب تعیین کننده دوام مقاومت به عملکردا بررسی ( بPVY نیا در توتون ویرجیA 

هستند که این ژن باعث ایجاد مقاومت به بیماری  Vaحامل ژن  NC 745و رقم  VAMموتانت دریافتند که توتون رقم 

PVY ها نشان داد که مقاومت توتون رقم  شود. نتایج آن میVAM  نسبت به بیماریPVY ه وسیله دو ژن مغلوب به نام ب

که دارای  Nicotiana africanaو  Nicotiana tabacumهای نوتیپ( ژLewis, 2007) شود. لویس عیین میت  Va2و Vaن ژ

یک ناحیه ژنومی به  N. africanaه گونکه در  کردهستند را بررسی و مشخص  PVYمقاومت ژنتیکی نسبت به بیماری 

به نام  PVYه دارای یک ژن مغلوب مقاومت بال مواد ژنتیکی شده و ـدچار انتقه ـود دارد که این ناحیـوج( Nafr) ماـن

ود، توتون ـات خـه تحقیقـدر نتیج (Czubacka and Doroszewska, 2009) ازوکـزوباکا و دوروسـکد. ـباش می Vaژن 

 نی و همکاراـکه ایچ.بود PVYاری ـاومت به بیمـلف مقـابع مختـردند که دارای منـاد کـدی را ایجـوییـدابل هاپل

(Keiichi et al., 2004 )ز ویروس یک نژاد جدید اY زمینی را در توتون بارلی در ژاپن کشف کردند. مشخص شد که سیب

ای و علائم سیستمیک های زرد و نقاط حلقوی نکروزه قهوه جاد لکهای A-2و  A-1جدایه های توتون بارلی، دو  روی برگ

 PVYی ژن مقاومت به بیماری یابی مولکول تعلق دارد. مکان PVYهای نکروتیک به گروهی از نژاد A-1 جدایهکنند.  می

 بررسی شد. ( Brigenti et al., 1998) زمینی توسط بریگنتی و همکاران( در سیبRysto )ژن

های مقاومت به های پیوسته به ژنتوسط چندین محقق برای شناسایی نشانگر( BSA) ایتجزیه تفرق توده روش

ژن مقاومت به پیوسته به  RAPDمولکولی  هاینشانگر، BSAش ها مطالعه و بررسی شده است. با استفاده از روبیماری

در کنار این روش، روش انتخاب به . (Pelsy and Merdinoglu, 1996) شده استبررسی بیماری رایزومانیا در چغندرقند 

پیوسته های نشانگر( Barone, 2004) بارونهای زیادی دارد، نیز برای شناسایی ژن مقاومت کاربرد( MAS) کمک نشانگر

در گوجه فرنگی را مورد مطالعه و بررسی (MAS) رهای ژنی مقاومت به بیماری در برنامه انتخاب به کمک نشانگ به مکان

در گوجه فرنگی توسط یک ژن غالب به نام  PVYاری ـاومت به بیمـرد که مقـص کـق وی مشخـایج تحقیـرار داد. نتـق

Pot-1 از ژنوم گوجه فرنگی قرار دارد 3وم شماره شود که این ژن روی کروموز نترل میک. 

پیوسته به ژن مقاومت به بیماری  SSRجایی که تاکنون هیچ گونه بررسی و تحقیقی در مورد شناسایی نشانگر از آن

PVY های این پژوهش به منظور شناسایی تعدادی از نشانگر در توتون در داخل و خارج از کشور صورت نگرفته است، لذا

 VAMدر توتون در جمعیت در حال تفرق حاصل از تلاقی والد مقاوم  PVYاره پیوسته با ژن مقاومت به بیماری ماهوریز

ایی شده در این پژوهش ـشناس PVYه با مقاومت به ـواره پیوستـماههای ریزرـانجام شد. نشانگ K326با والد حساس 

 مت به این بیماری در توتون مورد استفاده قرار گیرند.به منظور افزایش مقاو نژادیبههای  توانند در برنامه می

 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی

یک  د.بو K326 × VAMم ارقاحاصل از تلاقی  F2 در حال تفرق مواد گیاهی مورد مطالعه در این تحقیق، جمعیت

شهرستان بهشهر با  حاصل از این تلاقی در مزرعه تحقیقاتی مرکز تحقیقات و آموزش توتون تیرتاش F2بذر  درصد

N 36º 43.19¸ E 53ی جغرافیای مختصات
o 

با انجام  .زنی شدندمایه PVYو در مرحله سه برگی با ویروس ه شتکا 38 .43
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ها به طور انتخاب شده و از هر کدام از آن PVYبوته کاملا حساس به ده بوته کاملا مقاوم و ده  آزمون الایزا، تعداد

و تا  ندگردید منتقلگراد درجه سانتی -80، به دمایمایع نیتروژن پس از انجماد درها  نمونه جداگانه نمونه برگ تهیه شد.

 در این دما نگهداری شدند. DNAزمان استخراج 
 

 ای و تست الایزاارزیابی مزرعه

در سال دوم دست آمده،  به F2 هایبذر ای قرار گرفتند. های مزرعه مورد ارزیابی( F2) گیاهان جمعیت در حال تفرق

تصادفی با سه تکرار در مرکز تحقیقات و آموزش تیرتاش کشت شده و مورد بررسی قرار  در قالب طرح کاملااین تحقیق 

های  بود. مراقبت مربعدر متر گرم بذر 6متر فاصله و تراکم کاشت سانتی 17گرفتند. هر کرت شامل دو خط یک متری با 

های گیاهان به زمین اصلی و بعد از انتقال نشاآلودگی مصنوعی،  برای. دشمعمول زراعی در طی فصل کشت انجام 

زمینی صورت گرفت. واکنش نسبت به ویروس  سیب Yزنی مکانیکی با عصاره ویروس برگی، مایه 4-6رسیدن به مرحله 

 ا آزمون دوطرفه الایزاها ب بوته PVYها به  های توتون بررسی گردید. جهت تایید آلودگی یا عدم آلودگی بوته ژنوتیپ

(DAS-ELISA) کلونال ویروس  بادی پلیا استفاده از آنتیبY ها به  زمینی مورد آزمایش قرار گرفتند. عصاره نمونه سیب

ها پس از یک شب نگهداری در  ای پوشش یافته بودند ریخته شد. پلت هایی که قبلاً با پادتن چند همسانه داخل چاهک

شده با آنزیم آلکالین فسفاتاز و ( Conjugate) همخلوط شددر مراحل بعدی، به ترتیب از پادتن یخچال شسته شدند. 

ها  پس از ریختن سوبسترا و ظهور رنگ در چاهک یک ساعتاستفاده شد. ( پارا نیترو فنیل فسفات) سوبسترای آنزیم

 .نتایج آن به صورت چشمی خوانده شد
 

 DNAاستخراج 

به  PVYهای جوان و سالم والدین و نیز از هر یک از ده بوته مقاوم و ده بوته حساس به  ، برگDNA جهت استخراج

از پودر شدن با  پسها  ژنومی استخراج گردید. بدین منظور برگ DNAآوری و گرم جمع 2-3طور جداگانه به میزان 

ایزوآمیل  -توسط کلروفرم DNAسپس قرار گرفتند.  RNaseآنزیم  تیمار باو افزودن بافر استخراج مورد  نیتروژن مایع

پس از  DNA های رسوب توسط ایزوپروپانول سرد رسوب نمود. و هسانتریفیوژ شد دور در دقیقه، 5000در  الکل جدا و

به مدت یک شب در یخچال معمولی در دمای چهار درجه  حل شده و TEمیکرولیتر بافر  100% در 70ل الکشستشو با 

های  سنجی نوری با طول موجطیفدو روش  فاده ازبا است استخراجی DNAو کیفیت  کمیت ید.نگهداری گردگراد  سانتی

برداری و عکس ژل داکو تصویر ژل توسط دستگاه ارزیابی  درصد 8/0ژل آگارز  درالکتروفورز و نانومتر 280و  260

 .مشاهده گردید
 

 (SSR) ریزماهواره هایآغازگر

 100اره( مورد استفاده در این تحقیق از شرکت سیناژن خریداری شدند. این ماهو)ریز SSRجفت آغازگر  یک صد

کروموزوم توتون  24طوری انتخاب شدند که اولا توزیع یکنواختی روی  توتون SSRجفت آغازگر با استفاده از نقشه 

 سانتی مورگان نباشد.  20داشته باشند و ثانیا فاصله بین هر دو نشانگر مجاور بیش از 
 

 توتون SSRهای آغازگر آزمون

، )نمک منیزیم( Mgcl2 های مناسب غلظت ابتداPCR (Polymerase Chain Reaction ) برای ایجاد بهترین شرایط

میکرولیتر حجم کلی  25های حاوی  در تیوب PCR واکنش توسط آزمون گرادیان غلظت تعیین گردید. DNAآغازگر و 

/. میکرولیتر مخلوط 5 /. مولارMgcl2 (5،)ر ، دو میکرولیت/l)µ(50 ngمیژنو DNAمحلول واکنش شامل یک میکرولیتر 
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dNTP ،3/0  میکرولیتر آنزیمTaq DNA Polymerase ،5/2  میکرولیتر از بافرPCR (10X)  ،7/15 بار  میکرولیتر آب دو

مواد به طور جداگانه به این  تهیه شد. R)برگشت  و F رفت)توتون  SSR هایمیکرولیتر از هر یک از آغازگر 5/1تقطیر، 

قرار داده شدند. ( Bio-Radشرکت ) /. منتقل شده و در داخل دستگاه ترموسایکلرml  2های کوچک هر یک از میکروتیوب

گراد به مدت پنج دقیقه، به دنبال آن درجه سانتی 94در دمای  سازی اولیههای حرارتی شامل یک چرخه واسرشته چرخه

درجه  65تا  50های در دما گراد به مدت یک دقیقه، اتصال آغازگردرجه سانتی 94در دمای  یسازچرخه با واسرشته 35

یقه و نهایتا یک چرخه توسعه نهایی گراد به مدت یک دقدرجه سانتی 72در دمای  ثانیه و توسعه 45گراد به مدت سانتی

 گراد بود.انتیدرجه س 72برای تکمیل طول قطعات تکثیر شده به مدت هشت دقیقه در دمای 
 

 الکتروفورز عمودی و رنگ آمیزی ژل

ساز شش درصد در دستگاه مید واسرشتهآ آکریل ژل پلیسازی محصولات تکثیری با استفاده از الکتروفورز جدا

دقیقه  60تا  30شد. زمان الکتروفورز بسته به طول محصولات تکثیر از انجام ( Bio-Rad شرکت)الکتروفورز عمودی 

 هـک کردن شیشـد از خشـانجام شد. بعروش نیترات نقره  با ژل آمیزیرنگوات استفاده گردید.  85و از توان  متغیر بود

 کارانـدر و همـق روش لنـطباصل ـحهای ونهـنمدی ـبنهای نواروـردید. الگـن گـویر ژل اسکـر، تصـبا استفاده از اسکن

(Lander et al., 1987)  یک آلل(  های دارای یک نوار نوار امتیازدهی شدند. ژنوتیپبه صورت وجود یا عدم وجود(

ها در  )دو آلل( هتروزیگوت در نظر گرفته شدند. همچنین برای هر نشانگر آلل های دارای دو نوارهموزیگوت و ژنوتیپ

ماهواره استفاده گاه ریزفراوانی آللی هر جایگذاری شده و برای برآورد و ... نام 3،  2، 1های مورد مطالعه به صورت ژنوتیپ

 شدند.
 

 (Bulk Segregant Analysis, BSA)ی اتجزیه تفرق توده

شوند، از آزمون تجزیه  در توتون تفکیک می PVYهایی که همراه با ژن مقاومت به بیماری برای شناسایی نشانگر

ده شد، با کمی تغییرات استفاده وضیح دا( تMichelmore et al., 1991) ای که توسط میچل مور و همکارانتفرق توده

 100شکلی والدین با استفاده از ابتدا چند، PVYماهواره پیوسته به ژن مقاومت به های ریزبرای شناسایی نشانگر گردید.

ترین و ده عدد از ستخراج شده از ده عدد از مقاوما DNAهای ماهواره مورد بررسی قرار گرفت. سپس، نمونهنشانگر ریز

تهیه گردید و بدین طریق توده  K326با حساس  VAMحاصل از تفرق والد مقاوم  F2ین گیاهان جمعیت ترحساس

آغازگر  28ه طور جداگانه توسط ب F2ترین گیاهان نسل  ترین و حساس مقاوم و حساس تشکیل شد. دو توده از مقاوم

SSR نهایی پیوسته به های انتخابی از مرحله اول، تست و غربال شدند تا نشانگر شکلچندPVY  در توتون شناسایی

گردند. اطلاعات به دست آمده برای هر جفت آغازگر با توجه به وجود و عدم وجود هر باند امتیاز داده شد. والدی که 

)دو آلل( در هر چاهک بود به  )یک آلل( در هر چاهک بود به عنوان هموزیگوت و والدی که دارای دو باند دارای یک باند

، این DNAهای انتخابی روی دو مخلوط شکلی آغازگرهتروزیگوت در نظر گرفته شد. پس از تایید ایجاد چند عنوان

ها آزمایش شد تا فاصله نشانگر از ژن مقاومت مشخص شود. در آخر، آن  دهنده آنهای تشکیل ترکیب روی تک بوته

های جمعیت  رگان از ژن مقاومت نشان دادند، روی تک بوتهسانتی مو 50تر از ای کمها که فاصلهدسته از ترکیبات آغازگر

 مورد آزمایش قرار گرفتند.
 

 محاسبات آماری

تعیین نقشه  Mapmaker Ver 3.0های تفرق یافته با استفاده از نرم افزار  ماهواره توسط تجزیه خانوادههای ریزنشانگر

حاصل  LOD≥3سانتی مورگان و  50تر از نرم افزار و فاصله کمهای پیوستگی با استفاده از این  پیوستگی گردیدند. نقشه
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مورد آنالیز و تجزیه واریانس قرار  .SAS V.9.2با استفاده از نرم افزار آماری  در قالب طرح کاملا تصادفی هاگردیدند. داده

 .انجام شد t  (t-Test)دو رقم مقاوم و حساس از طریق آزمون صفات در مقایسه میانگینه و گرفت

 

 نتایج 

 تجزیه فنوتیپی

 در والدین حساس و مقاوم  PVYبیماری  ارزیابی مورفولوژیکی

بار انجام گرفت. والدین از نظر شدت  روی ارقام مقاوم و حساس هر ده روز یک  PVYارزیابی مورفولوژیکی بیماری

ترین میزان شدت بیماری بوده و والد ( دارای کمVAMکه والد مقاوم )رقم  دار نشان دادند، به طوری بیماری تفاوت معنی

های والدینی در  پیشرفت آلودگی لاین 1بود. در شکل  PVYترین میزان شدت بیماری (دارای بیشK326حساس )رقم 

در لاین حساس  PVYروز پس از آلودگی اولیه نشان داده شده است. پیشرفت سریع بیماری  50و  40، 30، 20، 10

(K326 از روز )آغاز شد. لاین مقاوم دارای سرعت رشد بسیار کم و تقریبا خطی تا پایان دوره ارزیابی بیماری به بعد  20

ر توتون د PVYبودند. سه عامل محیطی افزایش دما، رطوبت و نور، عوامل موثر و مهم در شروع و گسترش بیماری 

نتایج  گیری شد. آلودگی اندازه وسیله سطح زیر منحنی پیشرفت  هب PVY توسعه بیماری (.Reynolds, 2011د )هستن

های  های مقاوم و حساس برای صفت درصد بوته نشان داد که تفاوت ژنوتیپها ومقایسه میانگین دادهتجزیه واریانس 

 .(2و  1های )جدول بوددار  % معنی1ر سطح احتمال د PVYآلوده به 

 

 
 

 

 یدر ارقام والدین PVY آلودگیمنحنی پیشرفت  -1شکل 

Fig. 1. Disease Progress curve of PVY in parental cultivars 
 

 

 توتون و مقاوم حساس رقمدر دو  PVYهای آلوده به بیماری  تجزیه واریانس درصد بوته -1 جدول

Table 1. Analysis of variance for percentage of infected plants to PVY in susceptible and resistant cultivars 

of tobacco.  

 S.O.V منابع تغییرات .df ی  درجه آزاد MS   میانگین مربعات

 Genotype ژنوتیپ 1 **2.251

 Error خطا 2     0.124

 Total کل 3 -

 %1دار در سطح احتمال  : معنی **
** : Significant at 1% level of probability. 
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 دو رقم حساس و مقاوم توتونلوده و حضور ژن مقاومت در های آ مقایسه میانگین درصد بوته -2جدول 

Table 2. Mean comparison of percentage of infected plants to PVY and presence of resistance gene in 

susceptible and resistant cultivars of tobacco 

 درصد حضور ژن مقاومت
Percentage of presence of 
 resistance gene 

 های آلوده درصد بوته

Percentage of infected plants 
 Cultivar رقم  

79.8 a      9.1 b VAM (مقاو)م   (VAM (Resistant 

3.1 b   80.2 a K326 (حساس) K326 (Susceptible) 

 % هستند.1دار در سطح احتمال  ها با حروف مشابه در هر ستون، فاقد اختلاف معنی میانگین
Means with similar letters in each column are not significantly different at 1% level of probability. 

 

 

 الایزا آزمونبا  PVYارزیابی بیماری 

دقیقه بعد از افزودن  120الی  30رنگ تا زرد رنگ( پس از  ها )از بی نتایج آزمون الایزا بر اساس تغییر رنگ چاهک

دهنده پاسخ های بدون رنگ، نشان که چاهکبررسی گردید و به صورت چشمی خوانده شد، به طوریمحلول سوبسترا 

 (.2)شکل  بود PVYهای زرد رنگ، نشان دهنده پاسخ مثبت واکنش نسبت به  ود و چاهکب PVYمنفی واکنش نسبت به 

 بود. 360/1و  132/0 های مقاوم و حساس به ترتیب میانگین الایزای بوته

 

 

 F2با تست الایزا در نتاج  PVYنتایج ارزیابی بیماری  -2کل ش

Fig. 2. The results of PVY infection with ELISA test in F2 progenies. 

 PVYهای مقاوم و حساس به  ها و نیز توده ژنومی از تک بوته DNAاستخراج 

DNA  میرولت اس 60درصد با ولتاژ  8/0ژنومی استخراج شده در ژل آگارز (Smear )توان  کمی داشت، بنابراین می

استخراج  DNAاز بافت برگی روشی سریع و مناسب بوده و  DNAنتیجه گرفت که روش استفاده شده برای استخراج 

گیری شد که پس از اده از دستگاه اسپکتروفتومتر اندازهـز با استفـنی DNA. کمیت بودشده از کیفیت مطلوبی برخوردار 

به  TEسازی در بافر رقیق DNAها بسته به حجم رسوب  بودن شرایط استخراج به دلیل تعداد زیاد نمونه تایید بهینه

حضور تک  برداری شده و مشاهده گردید.عکس تصویر ژل توسط دستگاه ژل داک میکرولیتر انجام شد. 100-150میزان 

 (.3ل )شک سالم و با کیفیت مناسب تلقی گردید DNAباند شفاف نشان دهنده 
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 : تودهRB )حساس(، K326م : رقK)مقاوم(، VAM: رقم V ه،استخراج شد DNAنمایی از  -3شکل 

 : توده حساسSBمقاوم و  

Fig. 3. View of extracted DNA, V: VAM cultivar, K: K326 cultivar, RB: Resistant 
 bulk and SB: Sensitive bulk. 

 

 تجزیه مولکولی

 در توتون PVYماهواره پیوسته به ژن مقاومت به ریز هایشناسایی نشانگر

ها را تکثیر نکردند. بعضی از ترکیبات آغازگر DNAهای دو درصد ترکیبات جفت آغازگر، مخلوط توده 5حدود 

به  ترکیب جفت آغازگر سهاوم یا حساس تکثیر کردند که در دیگری وجود نداشت، فقط ـداقل یک نوار در توده مقـح

این  .ندشکل نمودند که تکرار پذیر و مرتبط با مقاومت بودایجاد یک نوار چند PT20357 و PT30002، PT20165 های نام

 PVYبرای مقاومت توتون نسبت به بیماری ( MAS) توانند جهت گزینش به کمک نشانگر های انتخاب شده مینشانگر

 .(4)شکل  مفید باشند

 

 
 مقاوم توده :1ستون  ،آمیزی نیترات نقرهدرصد با رنگ 6بر روی ژل آکریل آمید  PCR نتایج الکتروفورز محصولات -4شکل 

(RB) ،سهای حسا توده:13ستون  ،های مقاوم تک بوته:12تا  2های  ستون (SBم )ونـست باشد.یL :نشانگر وزنی مورد 

 PCRهای استفاده برای تعیین اندازه باند

Fig. 4. The results of gel electrophoresis of PCR products on acrylamide 6% with silver nitrate staining, 
Column 1: Resistant bulk (RB), Column 2 to 12: resistant plants, Column 3: Susceptible bulk (SB). 

Column L: Weight indicator used to determine the size of the bands. 

 

1        2       3      4       5       6        7      8       9    10    11     12      13       L 

VK     RB    SB   V    K   RB   SB    V      K  
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ها به ترتیب  های آنکه نشانگر PT20357 و PT30002، PT20165 نتخاب شده عبارت بودند ازهای نهایی اآغازگر

PT1 ،PT2 وPT3 طور که در ها یک نوار در موقعیت جفت نشان دادند. هماناین نشانگر (.3)جدول  گذاری شدند نام

توده مقاوم و گیاهان تشکیل دهنده  جفت باز در 150نواری با اندازه حدود  PT1نشان داده شده است، نشانگر  4شکل 

. فواصل ژنتیکی و ترتیب شد)توده حساس( مشاهده ن 13این توده ایجاد نمود. هیچ محصولی در ستون نمونه شماره 

 (.4)جدول  محاسبه شد Mapmaker Version 3.0توسط نرم افزار  PT2و  PT1های نشانگر
 

به عنوان برتر  *های دارای )نشانگر الدینو DNAشکلی روی ترین چندشدارای بی SSRی انتخاب آغازگر 28 مشخصات -3ل جدو

 نهایی در این مطالعه انتخاب شدند(.

Table 3. Detail data of 28 selective SSR markers with highest polymorphism on DNA of parent cultivars 

(markerswith * were selected as the best marker in this study). 
 (C◦)دمای اتصال

Tm 

هاتعداد آلل  

Allele N0 

 اندازه آلل

Allele size(bp) 

 توالی رفت 

 Forward sequence. 

 توالی برگشت

Reverse sequence.  

 آغازگر

Primer 

56 1 100 5'-CCATAAGTCCAACAACATGC-3' 5'-CCTGTAACATCTGAGTGCC-3' PT 1193 

64 1 130 5'-TTTAAGCTCATTGAGCCG-3'    5'-TTTAAGCTCATTGAGCCG-3'       PT 30170 

52 2 120-125 5'-TGTCTCGTGAAGCATGAA-3' 5'-GGAATGGAGGATCTTCGT-3' PT20165* 

52 1 200 5'-ACACCTCCTTCTTTGC-3' 5'-CCAAATGGTTCACTGGA-3' PT20172 

52 2 180-185 5'-AACAGCACCCAGCATT-3' 5'-GTTCTATTGATCGCCAT-3' PT20275 

56 1 110 5'-AAGCCTGGTCAGTTATCCA-3' 5'-ATTCGCACCACTTAATCC-3' PT30067 

60 1 200 5'-CCTTATTACCTCAGATACAA-3' 5'-TCCATTGCAGACATAATCC-3' PT30338 

60 2 140-150 5'-ATGGCAAATGTTGCATCTC-3' 5'-CAAGACATGTGTCAACTGAA-3' PT20445 

52 1 220 5'-TTTCACAGGCTTAAG-3' 5'-CCCTGAGACTCAGATTC-3' PT30005 

56 1 250 5'-CCATTCTCCACAAGTCAA-3' 5'-TGCGATGAATATCGAGGTGA-3' PT30002* 

60 2 120-130 5'-AAACTTGAAGCAGAGACGG-3' 5'-GCACATGCGATCTTGATT-3' PT30028 

59 1 125 5'-GGGTTGTAATGGTGCTGGA-3' 5'-CCGAGCAAGCTATTTGAAT-3' PT20357* 

60 2 230-240 5'-TTGATGATAGACGAAG-3' 5'-CTTCTAAGCCGAGGT-3' PT30087 

63 1 300 5'-TGATTGTATTGACAGCGTAC-3' 5'-TTGTTAGTTACCCTATTGACTT-3' PT30144 

60 1 250 5'-GGCAACTTCTTCTTGGCA-3' 5'-GGATGAACAGACAGGGACA-3' PT30156 

60 1 320 5'-CCTTATTACCTCAGATACAA-3' 5'-TCCATTGCAGACATAATCC-3' PT30388 

60 2 105-115 5'-GCAGACTGGTAGATCGCAC-3' 5'-TGGTCAGAGTTGTTCCTGC-3' PT30215 

60 1 135 5'-AAGCAGAGCATTAGATGGA-3' 5'-TCCGGATCATACATTGTTGG-3' PT30355 

60 1 145 5'-TTTCCTCATGCATACCAAT-3'  5'-CCCATTCCTTGTTCTA-3'          PT30184 

58 2 120-140 5'-TCAATGAGGGTTGTAGCCA-3' 5'-TGCAATGGCTACACAAGAAG-3' PT30378 

63 1 180 5'-TGTTAAGGTATCATGTCGAT-3' 5'-TCCGGTCGTGAAATCTGT-3' PT30391 

61 1 200 5'-AATATTGTGCTTGTGTAGGT-3' 5'-GGCTTAAGCACAAGCAGA-3' PT30468 

56 2 120-140 5'-AAAGGAACATGGACATTG-3' 5'-TAGGCGAGATTGTGAATC-3' PT30480 

60 1 150 5'-GGTCACCTGCTCTCGAG-3' 5'-CCCAAATTATCACGCAAC-3' PT40009 

60 2 180-190 5'-CAGCCAAGAGAACCTTCAG-3' 5'-GATTACCTTCAATGCCGA-3' PT30259 

52 1 220 5'-CTAATCACATGGACGAC-3' 5'-GAGTCCAATGACGAACG-3' PT1194 

59 1 150 5'-AGCATGTTTGTCCGGTGCT-3' 5'-TGGCAACACCTCAGGCTA-3' PT1085 

60 2 125-130 5'-TTGAGACATACAAGCGCA-3' 5'-GCAGACCCAGGATGTGTA-3'        PT30314 

 

 Mapmaker Version 3.0ها از یکدیگر و از ژن مقاومت با استفاده از نرم افزار ترتیب و فاصله نشانگر -4 جدول

Table 4. Arrangement and distance of markers from each other and from resistance gene using 

Mapmaker Ver. 3.0 software. 
 نشانگر         Distance Markersفاصله             

18.1 PT1(PT30002) 

37.4 PT2(PT 20357) 
17.5 PT3(PT20165) 

 73 cM-3 Markers 
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 بحث

 6آمید  آکریل پلی ماهواره مورد مطالعه روی ژلریز هایها برای هر یک از نشانگر در این پژوهش، تعداد زیادی از آلل

کند.  های مختلف اثبات می سازی و تشخیص آللدرصد مشاهده گردید که این امر ضرورت استفاده از این ژل را برای جدا

ایگاه آلل با میانگین یک آلل به ازای هر ج 135جفت آغازگر مورد بررسی تکثیر شده در این تحقیق، در مجموع صد  یک

. شتندفت باز تفاوت داج 50تا 5ها در حد ماهواره تولید کردند. به طور کلی، اندازه قطعات تکثیر یافته با این آغازگرریز

های مختلف  های موجود در آلل های توالیاختلاف تعداد تکرار اثر تواند در دلیل تفاوت در اندازه قطعات تکثیر یافته می

های تکراری  تر در رابطه با توالی  باشد. چنین تفاوتی در اندازه قطعات تکثیر یافته نیز پیش جایگاه اتصال هر آغازگر

برای دم ـروی ارقام گن SSR هایا استفاده از نشانگرب (Babiker et al., 2009) ای که در تحقیق بابیکر و همکاران ساده

ات ـجام شده بود، دیده شد که در آن تحقیق، اندازه قطع( انSr35اری زنگ زرد گندم )ژن ـاومت به بیمـاسایی ژن مقـشن

 کارانـویان و همـی که جینگـکه در تحقیق الیـجفت باز بود، در ح 30تا  10در حد  SSRی هاازگرـر شده با آغـتکثی

(Jingyuan et al., 2009)  هایازگرـاده از آغـا استفب SSR رای شناسایی ژن مقاومت به بیماری بCMV انجام  در خیار

جفت باز تفاوت  20تا  10به هم نزدیک تر بوده و در حد  SSRهای دادند، اندازه قطعات تکثیر شده توسط آغازگر

 SSRهای ژنی  آلل بود و اکثر مکان 2تا  1های شناسایی شده در هر مکان ژنی بین  داشتند. در پژوهش کنونی، تعداد آلل

های محققین دیگر در مورد تعداد  بررسی نتایج حاصل از پژوهش ژنی بودند.به طور میانگین دارای یک آلل در هر مکان 

ق بود. ـآمده در این تحقیاوت با نتایج به دست ـماهواره در گیاهان دیگر بسیار متفهای ریزهای موثر در جایگاه نشانگر آلل

تا  2ماهواره بین د آلل در هر مکان ژنی ریز، میانگین تعداSSRهای اده از آغازگرـروی ارقام توتون با استف قـدر یک تحقی

 برای( Celebi Toprak et al., 2009) نی که سلبی توپراک و همکاراـنیز در تحقیق ( وBindleret al., 2007) دآلل بو 3

 تعداد نگینمیا بودند، داده انجام( SSR) ماهوارهریز هایمارکر از استفاده با PVYο نژاد به مقاوم های فرنگیگوجه شناسایی

 و منشا دلیل به تواند می مختلف مطالعات در شده شناسایی آلل تعداد در تفاوت. بود آلل 4 تا 2 بین ژنی مکان هر در آلل

 هایواحد نوکلئوتید تعداد نظر از ماهوارهریز هاینشانگر ماهیت نیز و مطالعه مورد های ژنوتیپ متفاوت خصوصیات

 .باشد تکراری

 کار همین و شد استفاده PVY به مقاوم F2 بوته ده های برگ از مقاوم، های( توده) بالک ایجاد برای حاضر، تحقیق در

 تعداد کردن مخلوط. گرفت انجام حساس( توده) بالک تشکیل برای PVY به حساس F2 بوته ده های برگ از استفاده با

 برای توده دو بین تفاوت مشاهده احتمال کاهش باعث (،BULK) توده ساخت برای تفرق حال در های نسل افراد از زیادی

 (.Zhu and Zhang, 2006) گردد می هدف ژن مجاور نواحی از غیر نواحی

تواند به علت  های بسیار کمرنگ و نامناسب تکثیر کردند که دلیل آن میدر پژوهش حاضر، عده ای از نشانگرها باند

های اتصال متوالی  اشتن فقط یک محل اتصال یا زیاد بودن فاصله محلها، دنداشتن محل اتصال مناسب برای این آغازگر

ها ممکن تر توسط بعضی از آغازگر های واضحهمچنین بهتر بودن کیفیت تکثیر و ایجاد باندبر روی ژنوم گیاه توتون باشد. 

در تحقیقی (. Davalieva et al., 2010) دها با ژنوم گیاه توتون باشتر بودن شباهت توالی این آغازگراست ناشی از بیش

 Vaامل ژن ح NC745و رقم  VAMانجام دادند، بیان کردند که توتون رقم  ,Rodal and Xiong) 2008)و زیونگ لکه رودا

، مشخص شود، ولی در تحقیق کنونی می PVYنسبت به بیماری  VAMستند که این ژن باعث ایجاد مقاومت توتون ه

و  Vaهای  بوده و این مقاومت توسط دو ژن به نام PVYرای مقاومت کامل به بیماری دا VAMشد که فقط توتون رقم 

Va2 به بیماری های پیوسته به ژن مقاومتشناسایی نشانگرجایی که هنوز تاکنون از آنشود.  کنترل میPVY  در توتون

 ایتجزیه تفرق تودهام شد و از روش انجام نشده بود، در پژوهش حاضر این کار انج (SSR)ه ریزماهوارهای توسط نشانگر

(BSA) های پیوسته به ژن مقاومت به بیماریرای شناسایی نشانگربPVY  در توتون استفاده شد. این روش در کنار

رد کارا برای هبیک را، PVYه های مقاوم و حساس ب تودهشکلی  شکلی والدین و همچنین ارزیابی چند ارزیابی چند
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ها، موجب رود، زیرا در مقایسه با تعیین ژنوتیپ جمعیت با تعداد زیادی از نشانگر به شمار میهای مقاومت  تسهیل ژن

های هم اظهار داشتند که با استفاده از نشانگر( Zhu and Zhang, 2006) ژانگشود. ژو و  جویی در زمان و هزینه میصرفه

تواند  در توتون می PVYبرای مقاومت به بیماری  F2، گزینش به کمک نشانگر در نسل SSRهای بارز همانند نشانگر

های پیوسته با تر داشته باشد. بنابراین از طریق گزینش به کمک نشانگرهای پیشرفته تاثیری مشابه با این عمل در نسل

روش تجزیه  تر  و از همه مهم های اولیه و گزینش افراد هموزیگوت دارای آلل نشانگر والد مقاوم های مقاومت در نسلژن

نهایی  تجزیه و تحلیلتوان عملیات اصلاحی را تسریع کرده و کارایی گزینش را افزایش داد. در می (BSA) ای تفرق توده

های به نام SSRنشانگر  3توتون مورد استفاده، در نهایت  SSRجفت آغازگر  100این تحقیق مشخص گردید که از 

PT30002 ،PT20165 ،PT20357 های مقاوم و حساس توتون به بیماری د که روی بالکشناسایی شدنPVY م دارای ه

در توتون، تولید ارقام  PVYکه بهترین روش برای مبارزه و کنترل بیماری  با توجه به این ترین پلی مورفیسم بودند.بیش

 SSRنشانگر  3ن . بنابرایهای مقاوم از منابع مختلف مقاومت اهمیت زیادی دارد باشد در این راستا، تجمع ژن مقاوم می

ناسایی شده در این پژوهش، پس از تایید توسط سایر محققین قابلیت استفاده در انتخاب تسهیل شده به وسیله ش

 به کار گرفته شوند.  PVYدر نهایت برای تولید ارقام اصلاحی توتون مقاوم به بیماری توانند  ها را دارا بوده و مینشانگر

 

 سپاسگزاری

همکاری در انجام آزمایش و فراهم آوردن  خاطریت و همکاران مرکز تحقیقات و آموزش توتون تیرتاش به از مدیر
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