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QTL Mapping of Tomato Powdery Mildew (Oidium neolycopersici L. Kiss) 
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   دانشگاه تهران، كرجبع طبيعيا و منكشاورزيپرديس دانشجوي سابق دكتري اصلاح نباتات،  -١
   دانشگاه تهران، كرج و منابع طبيعي كشاورزيپرديس به ترتيب دانشيار و استاد، -3و  2

 
 

  2/7/1388:         تاريخ پذيرش17/1/1388: تاريخ دريافت
 

  چكيده
 

   مقاومــــت بــــه ســــفيدك پــــودري   QTLمكــــان يــــابي   .1388 .، و عبدميــــشاني، س.، زالــــي، ع.، زينــــالي، ح.نيــــا، ش عزيــــزي
)Oidium neolycopersici L. Kiss( 635-649 :25-1نژادي نهال و بذر  مجله به . درگوجه فرنگي.  

  
و  L. parviflorum G1.1601 ةدر نمون، مقاومت به سفيدك پودري Ol-qtl1 با هدف تعيين دقيق محلاين بررسي 

  رقـم  L. esculentum و والـد تجـاري حـساس     وحـشي مقـاوم  گونـه تلاقـي بـين   استفاده از جمعيت حاصل از با 
Money Maker (MM) از جمعيت در حال تفرق  .اجرا شدF2     براي تهيه نقشه پيوسـتگي نـشانگرهاي جديـد و از

 )Flanking markers( ة احاطه كننـد هاينشانگر. شدبراي مكان يابي دقيق استفاده   BC2S1 و BC2معيت هاي ج
پوشـاندن ناحيـه    ه منظـور     ب .مورد استفاده قرار گرفتند   نوتركيب ها   غربال جمعيت ها و شناسايي      براي   QTLاين  

. ندشـد  معرفـي    CAPS و   SCARجديد   اختصاصي   نشانگر 24عداد   آغازگر جديد طراحي و در نهايت ت       54 هدف،
 ct21بين دو نشانگر    ، وجود ناحيه موثر در كنترل مقاومت را         BC2S1 و   BC2  هاي يتجمعدر   ارزيابي بيماري نتايج  

 و ميانگين شاخص بيمـاري    بودند  به بيماري   افراد حامل آلل هموزيگوت از والد مقاوم، مقاوم         .  تاييد كرد  ct184و  
از هموزيگـوت   هاي حامل آلل و گياهان داشتند بينابيني واكنش، گياهان هتروزيگوت    محاسبه شد  5/0 در آن ها  

 و پـايين دسـت      )Upstream ( كـاربرد نـشانگرهاي جديـد در بالادسـت          نتـايج  . حساس بودند   اكثراً ،حساسوالد  
)Downstream (  نشانگرtg25،    بـر اسـاس    .قرار داردشانگر اين نلادست   كنترل كننده مقاومت در با     ناحيهنشان داد

سانتي مورگان  15 سانتي مورگان به حدود      30از   QTL براي اين     اين مطالعه، فاصله تقريبي اولية تعيين شده       نتايج
تواننـد  مـي  نشانگرها اين   با توجه به پيوستگي نشانگرهاي جديد معرفي شده با ناحيه كنترل مقاومت،            .محدود شد 

 مورد )Marker Assisted Selection(برنامه هاي اصلاحي گزينش بر مبناي نشانگر  گياهان مقاوم در انتخاببراي 
  .استفاده قرار گيرند

  
  .CAPS، نشانگر SCARنشانگر  ، نقشه پيوستگي،QTLسفيدك پودري، تجزيه گوجه فرنگي، : هاي كليدي واژه
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  مقدمه

  فرنگـــــــــــــــــــــي گوجـــــــــــــــــــــه
(Lycopersicon esculentum, syn. 

Solanum lycopersicum) تنها گونه اهلي شده 
اين گياه ميزبـان    .  است Lycopersiconجنس  از  

بـه   مختلـف اسـت كـه        بيمارگر نوع   200بيش از   
 بـا   .كننـد   طرق مختلف به آن خـسارت وارد مـي        

 هـا در بيـشتر     كـش   آفـت  وجود ايـن كـه كـاربرد      
ــوارد ــوگيري    م ــا جل ــن بيمارگره از خــسارت اي

كنند اما با توجه به خطرات زيـست محيطـي،            مي
ــاثير قطعــي روي برخــي از بيما  ــا و عــدم ت رگره

همچنين هزينه بـالاي مبـارزه شـيميايي، اسـتفاده          
  هــا مقــرون بــه صــرفه نيــست كــش دائــم از آفــت

)Bia and Lindhout, 2007؛  
Van der Beek et al., 1994.(  

ــودري  ــفيدك پـــ ــهســـ ــي  گوجـــ   فرنگـــ
)Oidium (neo) lycopersici (هــاي  در ســال

در كـشورهاي   فرنگي   هاي گوجه   گلخانه اخير از 
آسـيب زيـادي بـه      ه و   زارش شـد   گ غربياروپاي  
كـرده اسـت و     فرنگي اروپا وارد      گوجه محصول
توليـد  رع  ازهـا و م ـ     گلخانـه  در    گـسترش  در حال 

   اســــتفرنگــــي در سراســــر دنيــــا   گوجــــه
)Huang et al., 1998 ؛Jones et al., 2001 ؛ 

Li et al., 2006 .( به طور طبيعي اين گونه روي
ي هـا   فرنگـي بيمـاريزا اسـت و روي گونـه           گوجه

ــت    ــده اسـ ــده شـ ــدرت ديـ ــر بنـ ــاهي ديگـ  گيـ
)Jankovics et al., 2008(.   

ــه    مطالعــــــات نــــــشان داده اســــــت كــــ
O. ( neo)lycopersici      يـك قـارچ بيـوتروف

هـاي    جـوش اين بيماري به صـورت علايم  .است
هـا    بـرگ  رويگرد سفيد رنگي هستند كه ابتـدا        

هـا   ها و كاسبرگ   توانند ساقه  شوند و مي   ظاهر مي 
 دنشو نمي ها ديده  ما روي ميوه  ه كنند ا  آلودرا نيز   

)Mieslerova et al., 2004(. ءمنــــشا  
O. (neo) lycopersici   اسـت   هنـوز نامـشخص

)Jones et al.,2001(شخيص دقيق بيمـارگر   و ت
دليــل عــدم وجــود مرحلــه جنــسي و متفــاوت ه بــ

ــزارش  ــودن گـــ ــ بـــ ــورد هـــ ــوة ا در مـــ   نحـــ
بررســـي دقيـــق . زايـــي مـــشكل اســـت كنيـــدي

سفيدك پـودري   رباريومي، دو گونه    هاي ه   نمونه
  ) O. lycopersici (متمــــــايز در اســــــتراليا

)Nooedeloos and Loerakker, 1989 ( و
ــتراليا  ــارج از اســ   ) O. neolycopersici( خــ

 ؛ Oichi et al., 2006 ( كــرده اســتشناســايي

Kiss et al., 2001.(  
فرنگي به اين قـارچ      گوجهبيشتر ارقام زراعي    

هـاي   قاومـت در بيـشتر گونـه       م هستند اما حساس  
ــشي  ــنس وحـ ــود دارد Lycopersiconجـ  وجـ

)Mieslerova et al., 2000( . در ميــــان
 ، L. esculentumهاي خويشاوندان وحشي، گونه

L. cheesmanii ،L. hirsutum،  
 L. pimpinellifolium،L. parviflorum   
 به دليل داشـتن منـابع مقاومـت بـه     L. pennelliو

زراعـي   ارقـام تر با    تلاقي راحت قابليت  بيماري و   
ــد   ــشتري دارنــــــــــ ــت بيــــــــــ   اهميــــــــــ

)Huang et al., 1998؛ Lindhut et al., 1994  
شـــش ژن تـــاكنون  .)Pavan et al., 2007؛

و سه مكان ژني  Ol-6  تاOl-1 هاي  با نامتمقاوم
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بـراي مقاومـت    ) QTL(صفت كمي كننده    كنترل
ــه ــه O. neolycopersici بــ ــاي  در گونــ   هــ

  ژن نيمــه غالـــب . انــد  هشناســايي شـــد  وحــشي 
 Ol-1اومـت بـه  مق O. lycopersici   را در نمونـه

L. hirsutum G1.1560 كنـــد كنتـــرل مـــي 
)Huang et al., 2000.(    ايـن ژن روي بـازوي

  پيوســـــــته بـــــــا   6بلنـــــــد كرومـــــــوزوم  
ــشانگري ــار   Aps-1جايگــاه ن ــاي ژنو در كن   ه

 Mi )مقاومــــت بــــه .Meloidogyne spp(و   
Cf-2/Cf-5 ) ــت ــه مقاومـ  Cladosporiumبـ

fulvum(  ــت ــه اســــــــ ــرار گرفتــــــــ   قــــــــ
)Vad der Beek et al., 1994 .(  ژن مغلـوب

Ol-2 ــه ــه در  كـــــــــ ــت بـــــــــ   مقاومـــــــــ
L. esculentum var. cerasiformeا كنتـرل   ر

ــي ــد مـ ــوزوم كنـ ــي  در 4 روي كرومـ   نزديكـ
ــان  ــانترومر مكـــ ــد  ســـ ــابي شـــ ــتيـــ   ه اســـ

)Ciccarese et al., 1998.( ــه مقــاوم  در گون
G1. 1290  L. hirsutum   تك ژن غالـبOl-3 

   قــــرار 6روي بـــازوي بلنــــد كرومـــوزم   كـــه  
ــت  ــه اسـ ــي  گرفتـ ــاء مـ ــت را القـ ــد  مقاومـ   كنـ

)De Giovanni et al., 2004 ؛Li et al., 2006.( 
  ســـــطح بـــــالايي از مقاومـــــت درهمچنـــــين 

L. hirsutum PI247087 كه با ژن  وجود دارد 

Ol-5  كنتـرل   6 بـازوي بلنـد كرومـوزوم      واقع بـر
بـه   Ol-3و   Ol-1، Ol-5 ل زياد ه احتما  ب .شود  مي

ــزرگ    ــي بـ ــتر ژنـ ــك كلاسـ ــد يـ ــق دارنـ   تعلـ
)Bai et al., 2005.(  ژن غالــبOl-4  روي

 قرار داشـته و مقاومـت       6بازوي كوتاه كروموزم    
كنتـرل    L. peruvianum LA2172نمونـه  را در

اگـر چـه تـاكنون    ). Bai et al, 2004(كنـد   مي
چند رقم مقاوم به سـفيدك پـودري بـه صـورت            

 ها با   ري توليد شده است اما پيوستگي اين ژن       تجا
در هـا     آناز  اسـتفاده گـسترده     هاي نامطلوب    آلل

كرده محدود   را    مقاوم گوجه فرنگي   ارقامايجاد  
 ).Jankovics et al., 2008 (است

ــابي جمعيــت ــه  هــاي در ارزي حاصــل از نمون
ــاوم   ــوارث  L. parviflorum G1.1601مق  ت

مشاهده و  O. neolycopersici مقاومت بهكمي 
ــدل  ــدمــ ــت  چنــ ــن مقاومــ ــراي ايــ ــي بــ    ژنــ

  ؛Lindhout et al., 1994 ( يـــشنهاد شـــد
Huang et al., 2000(.   بر اساس تحقيقات بـاي

سه مكـان ژنـي   ) Bai et al., 2003(و همكاران 
 در اين نمونه    )QTL(  كمي مقاومتكننده   كنترل

ده و  نشان دا   اثر افزايشي  QTLسه  اين   .تعيين شد 
تبيـين  درصد از تنـوع فنـوتيپي را    68 در مجموع

ــي ــد مـ ــوزوم  ،Ol-qtl1 .كردنـ در  6روي كرومـ
 بيـشترين   ، با ct184 و ct21فاصله بين نشانگرهاي    

. قـرار داشـت   tg25بر روي نشانگر  LOD مقدار
بـــا هـــم  )Ol-qtl3  وOl-qtl2(  ديگـــرQTLدو 

 25در فاصله   ،  12و روي كروموزوم     بوده پيوسته
  در كنار تك ژن غالـب      و سانتي مورگاني از هم   

Lv كه مقاومت به L. taurica كنـد   را كنترل مي
 و CAPSِ ct99بـــا نـــشانگرهاي و   دارنـــدقـــرار

ct129دونش  احاطه مي )Bai et al., 2005.(  
فرنگي  بر اساس اطلاعات نقشه ژنتيكي گوجه   

)Tanksley et al., 1992( ،Ol-qtl1  اي  فاصـله
 از  .گيرد  ميرا در بر   سانتي مورگان    30در حدود   

تواند حاوي تعداد     اي مي   نظر ژنتيكي چنين فاصله   
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ــا     ــت ژن ي ــه لازم اس ــد ك ــال باش ــادي ژن فع زي
هاي موثر در كنتـرل صـفت مـورد مطالعـه بـا               ژن

يــابي دقيــق از طريــق طراحــي نــشانگرهاي  مكــان
از طرف ديگر ايـن مكـان       . جديد شناسايي شوند  

  هـــــــــاي مقاومـــــــــت  ژنبـــــــــاژنـــــــــي 
 Ol-1 و Ol-3ــا  .همپوشــاني داردOl-5   و نيــز ب

كننـده   هـاي كنتـرل   جهت تعيـين دقيـق ژن يـا ژن      
 و تـك    Ol-qtl1 بررسي آلل بودن     مقاومت و نيز  

هاي بيـشتر و      نياز به بررسي   Ol-1 و Ol-3هاي   ژن
هــا  QTL يــابي دقيــق ايــن تكميلــي جهــت مكــان

  ).Bai et al., 2003( شود احساس مي
  تـر   يـابي دقيـق     بـا هـدف مكـان     حقيق حاضر   ت

Ol-qtl1     و كـاهش فاصـله      6 واقع در كروموزوم
 و محـدود    حيهكنندة اين نا    بين نشانگرهاي احاطه  

كننـده مقاومـت بـه سـفيدك          كردن ناحيه كنترل  
 هدف از ايـن تحقيـق   .پودري طراحي و اجرا شد  

افزايش تعداد نشانگرهاي هم بارز و قابل تكـرار          
 QTLسـازي ايـن       در منطقه هدف جهت همسانه    

نيــز اســتفاده از نــشانگرهاي در مطالعــات آتــي و 
نـژادي بـر مبنـاي        هـاي بـه     پيوسته جديد در برنامه   

  . بودMASنشانگر 
  

  ها مواد و روش

مـورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق      جمعيت اوليـه    
از ) Bai et al., 2003(توسـط بـاي و همكـاران    

ــه وحــشي  ــين نمون  L. parviflorum تلاقــي ب

G1.1601        با مقاومت بالا و والد تجاري حساس 
L. esculentum cv. Money Maker (MM) 

بـه  در گلخانه تحقيقاتي دانشگاه واگنينگن هلنـد        

 QTL براي تاييـد مجـدد محـل         .بودمده  آدست  
و تهيه نقشه پيوسـتگي نـشانگرهاي       مورد بررسي   

تلاقــي حاصــل از  BC2 و F2جديــد از جمعيــت 
ــد حــساس  F1برگــشتي گياهــان انتخــابي   ــا وال  ب

  يــــابي دقيــــقبــــراي مكــــان . اســــتفاده شــــد
(Fine mapping)،  جمعيـت از BC2S1  اسـتفاده 

نجـام  اها درگلخانـه     ارزيابي بيماري جمعيت   .شد
ــا اســتفاده از نــشانگرهاي احاطــه كننــده   شــد و ب

   .نوتركيب هاي جديد شناسايي شدند
ــل  ــرگ DNA ك ــومي از ب ــوان    ژن ــاي ج ه
بـا اسـتفاده از     و  لـوده سـازي     آ قبل از    گياهچه ها 

ــريع ــه شـــــــدروش ســـــ   ه توســـــــط ارائـــــ
Steward and Via (1993) اســتخراج شــد و 

DNA       در مرحلـه دوم     هر كدام از نوتركيـب هـا  
 بـا   بـا كيفيـت بهتـر      DNAجهت دست يـابي بـه       

 ارائه شده توسـط   Mini-prepsكيت استفاده از 
  . استخراج شدمجدداً Key-gene شركت 

  

  قارچ عامل بيماري

ــدي    ــه هلنـــ ــه از جدايـــ ــن مطالعـــ   در ايـــ
  اســــتفاده شــــد O. neolycopersici قــــارچ

)Lindhout et al., 1994 ( هـاي آن  كه كنيـدي 
ــساس  ــان ح  Money Maker رقــم روي گياه

  در يـــك محفظـــه رشـــدي  گوجـــه فرنگـــي  
)Growth Chamber(  ــاي ــا دمـ  ،C 2±25˚ بـ

  سـاعت روشـنايي    16 درصـد و     70رطوبت نسبي 
مايـه قـارچي بـراي      .  نگهداري مي شدند   تكثير و 

هـاي آلـوده گياهـان      بـرگ شستنبا آلوده سازي   
ــساس ــي ح ــه فرنگ ــد  گوج ــه ش ــه . تهي  زادماي



 1388، سال 4، شماره 25-1 جلد ”نهال و بذر نژادي  مجله به”

 639

)Inoculum (ــا غلــضت  كنيــدي در هــر 2×104ب
تهيــه و سوسپانــسيون حاصــل  ميلــي ليتــر محلــول

براي آلوده كردن مـصنوعي روي گياهـان يـك          
   .ماهه گوجه فرنگي اسپور پاشي شد

  

  بيماري ارزيابي 

ــه  ــابي گياهــان در گلخان هــاي  كاشــت و ارزي
 گياهي دانشگاه واگنينگن هلنـد و در        گروه علوم 

شــت، ا روز بعــد از كده.  انجــام شــد1387ســال 
. تـر انتقـال يافتنـد      هاي بزرگ  ها به گلدان   گياهچه

ــان يــك ــة گوجــه گياه ــه در (فرنگــي  ماه مرحل
زادمايـه  با پاشيدن   ) رشدي دو يا سه برگ واقعي     

 و در گلخانـه بـا        شـده   آلـوده  قارچ عامل بيماري  
ــاي ــسبي  و رطوC3±20°دمـ ــت نـ ــد 70بـ  درصـ

ارزيــابي بيمــاري در روزهــاي  .نگهــداري شــدند
ــوده 19 و 14 ،11 ــد از آل ــد   بع ــام ش ــازي انج  .س

ارائـه شـده     بـر اسـاس روش    گياهان آلوده شـده     
. بنـدي شـدند   درجـه  Bai et al. (2003)توسـط  

  :چهار درجه يا تيپ آلودگي استفاده شد
بــدون علايــم مــشخص بيمــاري و    : مقــاوم

ها بـه    پورزايي خيلي كم كه لكه    اسپورزايي، يا اس  
اسـپورزايي  : انـد؛ نيمـه مقـاوم      شدت نكروز شـده   

درصد سطح برگ آلوده شده     10ملايم، كمتر از    
شـود؛ نيمـه     ها ديـده مـي     و نكروز در اطراف لكه    

ــا 10اســپورزايي متوســط، : حــساس درصــد 30 ت
ــشاهده    ــيده شــده و نكــروز م ــرگ پوش ســطح ب

 30ش از   اسپورزايي شديد،  بي   : شود؛ حساس  نمي
درصد سطح برگي پوشيده شده و علايم نكـروز         

هـا از    براي كمـي كـردن ايـن رتبـه        . وجود ندارد 

گياهـان مقـاوم،    = 0:  بـه ترتيـب    3 تا   0هاي   درجه
گياهان نيمـه حـساس      = 2گياهان نيمه مقاوم،    = 1

در محاسـبات   . گياهان حساس استفاده شد    = 3و  
راي سه تاريخ ارزيابي ب ـ   هاي   رتبهميانگين  آماري  

 گياه  بيماريهر گياه محاسبه و به عنوان شاخص        
 . به كار برده شد

  

   CAPS وSCAR طراحي آغازگرهاي

 CAPS (Cleaved Amplified نشانگرهاي

Polymorphic Sequence) و SCAR 
Sequence Characterized Amplfied 

Region)  ــر ــي ب ــات  ،PCR مبتن ــاس اطلاع  براس
 تــــوالي كلــــون هــــاي مــــصنوعي باكتريــــايي

(Bacterial Artificial Clones)  و نـشانگرهاي 
RFLP  طلاعات  براي اين كار از ا     . طراحي شدند

يـابي   المللـي تـوالي    بـين  پـروژه به دست آمـده از      
 توسـط  نقشه ژنتيكـي ارايـه شـده         فرنگي و  گوجه

 )Tanksley et al., 1992(تنكسلي و همكـاران  
 20-22آغازگرهــــــاي  .اســــــتفاده شــــــد

ــص ــدي اختـ ــتفاده از اليگونوكلئوتيـ ــا اسـ اصي بـ
 يـافتن  بـراي  شـد و  طراحـي  Primer 3افـزار   نرم

 و Money Makerرقم (والدين بين  چند شكلي
 .مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد) G1.1601 نمونــه

ژل  تكثير شده با استفاده از الكتروفـورز         محصول
 درصد تفكيك شـد و بـا اسـتفاده از            يك آگارز

UV  در صــورت  . ت مــور بررســي قــرار گرفـ ـ
ــش ــين م ــاوت ب ــر شــده در  اهده تف ــدهاي تكثي بان

 در  SCARعنوان نشانگر   ه  باين آغازگر    ،والدين
نوارهاي تك  در صورت ايجاد    . نظر گرفته شدند  
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هاي برشـي     توسط آنزيم  تكثيري محصول   شكل،
 درصـد   5/1 روي ژل آگـارز      سپس و   شده تيمار

در صورت مشاهده چنـد      شدند و از هم تفكيك    
 CAPSنـشانگرهاي   وان  به عن  ،ين والدين شكلي ب 

ــدند   ــه ش ــر گرفت ــايي. در نظ ــد از  نواره ــه بع    ك
ــكلي  ــد شـ ــرش، چنـ ــد از  بـ ــد بعـ ــشان ندادنـ  نـ

ــالص ــازي از روي ژل،  خــــــ ــراي ســــــ   بــــــ
ــايي چندشـــكلي  تـــك نوكلئوتيـــدهـــاي  شناسـ

(Single Nucleotide Polymorphism)  توالي
  .يابي شدند

  

  QTL نقشه پيوستگي و مكان يابي تهيه

ــراي تعيــين محــل  F2 فــرد جمعيــت 202از  ب
 براي تهيه   .ژنتيكي نشانگرهاي جديد استفاده شد    

نقشه پيوستگي نـشانگرهاي جديـد و اطمينـان از          
قرار گرفتن نـشانگرها بـر روي گـروه پيوسـتگي           

 AFLPهــاي نــشانگرهاي  مــورد مطالعــه، از داده
، بـه عنـوان   Bai et al.(2003)موجود در مطالعه 

  رافـــزا نـــرم  .نـــشانگر كمكـــي اســـتفاده شـــد
Joinmap 3.0) Stam, 1993 (از تـابع   با استفاده  

   در ايــن وزامبي بــراي تهيــه نقــشه ژنتيكــي   كــ
ــد   ــرده شـ ــار بـ ــه كـ ــت بـ ــان. جمعيـ ــابي مكـ   يـ

QTL  بــــــا اســــــتفاده از MapQTL 4.0   
)Van Ooijen and Maliepaard, 1999 (

 بـراي تـشخيص و      3دار    و آستانه معنـي    انجام شد 
. رفتـه شـد   دار در نظر گ    هاي معني  QTLشناسايي  

 در  تـر  دقيـق دست آوردن اطلاعـات     به منظور به    
تعيين دقيق محـل نـشانگرها        و QTLمورد مكان   

 فـرد   112تعداد  ها،   با استفاده از بررسي نوتركيب    

BC2   شده و توسط نشانگرهاي     هشتا در گلخانه ك 
 غربـــال ct184 و Ol-qtl1 ،ct21كننـــده  احاطـــه
ربرد و كـا   بيمـاري    ارزيابي بر اساس نتايج  . شدند

 و فــرد افــراد دايــن نــشانگرهاي جديــد روي  
)BC264-15 و BC214-10(    كه از نظـر جايگـاه

و در  ه  مورد نظـر در وضـعيت هتروزيگـوت بـود         
 بيماري وضعيت نيمه مقاوم و مقاوم نشان        آزمون
 BC2S1 انتخـاب و بـراي تـشكيل جمعيـت         دادند

يابي به محـل دقيـق       براي دست . خودگشن شدند 
 مقاومــت بــه بيمــاري تعــداد كننــده ناحيــه كنتــرل

مورد بررسي    BC2S1 فرد از افراد جمعيت      1100
  .قرار گرفتند

  
  نتايج و بحث

 هاي جديدايجاد نشانگر 

 در  ،Ol-qtl1 وجـود    پوشاندن ناحيـه  با هدف   
بـا اسـتفاده از اطلاعـات        آغـازگر    47 تحقيقاين  

ــوالي ــسانه  ت ــاي هم ــت   ه ــايي و هف ــاي باكتري  ه
ــازگر ــرآغ ــوالي  ديگ ــاس ت ــر اس ــشانگرهاي  ب  ن

RFLP ) شــدطراحــي )  آغــازگر54در مجمــوع .
پــروژه  هــا از طريــق BACاطلاعــات مربــوط بــه 

طـور  ه  فرنگـي ب ـ   يابي ژنوم گوجه   المللي توالي  بين
  گيـــرد ن قـــرار مـــييمـــستمر در اختيـــار محققـــ

)Arie et al., 2007 ( و اطلاعــات مربــوط بــه
 نيــز از مطالعــات تنكــسلي و RFLPنــشانگرهاي 

بـه دسـت   ) Tanksley et al., 1992(همكـاران  
چنــد در مرحلــه اول  پــنج آغــازگر  تعــداد.آمــد

 SCARعنـوان نـشانگر     ه   ب ـ شكلي نشان دادنـد و    
چند نزيمي  برش آ از  بعد   عدد   19و  معرفي شدند   
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شناسـايي    CAPS و به عنوان نشانگرشكل بودند
 عـدد از ايـن   21كـه   در حالي. )1جدول ( شدند

ردنـد كـه    د ك تك شكل ايجا  آغازگرها باندهاي   
هـاي تـك     يابي بـراي يـافتن تفـاوت       مرحله توالي 
هـاي   به دليـل تـشابهات زيـاد تـوالي        نوكلئوتيدي  

 و تفـــاوتي بـــين آميـــز نبـــود  موفقيـــتوالـــدين
هاي نوكلئوتيدي محصولات تكثير شده از       توالي

ــشد  ــد حاصــل ن ــشانگرهاي . دو وال ــدادي از ن تع
هاي مورد بررسـي نيـز       شناسايي شده در جمعيت   

بـه ايـن    .  نشده يا چند شكلي نـشان ندادنـد        تكثير
ــب  ــشانگر 24ترتيـ ــد  نـ ــين   در جديـ ــه بـ ناحيـ

  .ايجاد شدند ct184 و ct21نشانگرهاي 
  

  Ol-qtl1مكان يابي دقيق تهيه نقشه پيوستگي و 

نقشه پيوستگي نشانگرهاي جديد در جمعيت      
F2         و با استفاده از اطلاعات مربوط به نشانگرهاي 

 حاصــل از مطالعــه AFLPجديــد و نــشانگرهاي 
. تهيـه شـد  ) Bai et al., 2003(باي و همكـاران  
 17O21-2و   17O21-1 نشانگردر اين بخش دو     

مستقلي قرار گرفته و بـا هـيچ        در گروه پيوستگي    
ــه هــدف    ــه ناحي ــوط ب ــشانگرهاي مرب كــدام از ن

ديگر نشانگرها بـه همـراه      . پيوستگي نشان ندادند  
رار  در يك گروه پيوستگي ق     AFLPنشانگرهاي  

در نقشه پيوستگي به دست آمـده اغلـب         . گرفتند
 tg25نشانگرهاي جديد در پايين دسـت نـشانگر         

از طــرف ديگــر بــه دليــل عــدم . تمركــز داشــتند
وجود تعداد مناسـبي از افـراد نوتركيـب در ايـن            
جمعيت در رابطه با نشانگرهاي به كار رفته نقشه         
مناسبي با استفاده از كليه نـشانگرها حاصـل نـشد       

تهيـه نقـشه    محدودي از آن هـا در       تعداد  ابراين  بن
 QTLيـابي     نتايج مكـان   .استفاده شدند پيوستگي  

فاصله بين نشانگرهاي وجود پيك در   دهنده   نشان
   . بودct184 و  ct21كننده احاطه

به دليل قابل اطمينـان نبـودن نقـشه پيوسـتگي           
تهيه شده و تراكم پايين نشانگرهاي به كـار رفتـه         

ــن ن ــه ايـ ــه از  در تهيـ ــه مطالعـ ــراي ادامـ ــشه بـ قـ
 و بررسـي وضـعيت      BC2S1 و   BC2هاي   جمعيت
ها در رابطه با نشانگرهاي جديـد و نيـز           نوتركيب

كننـده صـفت      كنتـرل  QTLتعيين محل احتمالي    
براي اجتناب از حـذف يـا از دسـت          . استفاده شد 

دادن بخش موثر در كنترل مقاومت به بيماري از         
 مورگــاني از  ســانتي7 در فاصــله ct136نــشانگر 

 جهـت غربـال افـراد       ct184نشانگر پـايين دسـت      
بـر ايـن    . ها استفاده شد   نوتركيب در اين جمعيت   

 فرد نوتركيـب    35 و   BC2 فرد نوتركيب    8اساس  
BC2S1   بـا ارزيـابي نتـايج كـاربرد        . به دست آمد

نـــشانگرهاي جديـــد در ايـــن افـــراد و بررســـي 
وضعيت آللي افراد نوتركيب، همچنين با در نظر        

ــراي   BACرفتن محــل گــ هــاي مــورد اســتفاده ب
طراحـــي آغازگرهـــا و مقايـــسه نقـــشه ژنتيكـــي 

 ترتيب پيوستگي نشانگرهاي جديد     6كروموزوم  
  .  پيشنهاد شد1به صورت ارائه شده در شكل 

بــر اســاس ايــن نتــايج برخــي از نــشانگرهاي  
 و ديگــر ct184جديــد در پــايين دســت نــشانگر 

 غربـال كننـده     نشانگرها در فاصله بين دو نشانگر     
نتايج ارزيـابي بيمـاري در جمعيـت        . قرار گرفتند 

BC2     نـــشان داد افـــرادي كـــه از نظـــر تمـــام 
ــي     ــعيت آللـ ــده وضـ ــتفاده شـ ــشانگرهاي اسـ نـ
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  ايجاد شدهCAPS و SCARنشانگرهاي جديد  -1جدول 
Table 1. New developed sequence characterized amplified region (SCAR) and cleaved 

amplified polymorphic sequence (CAPS) markers 
 

Name PCR product 
size 

Original marker 
type  

Restriction enzymes detecting 
polymorphism Marker type 

17O21-1 900 BAC - Dominant SCAR 
P307J13-1 1000 BAC - Dominant SCAR 
123G17 926 BAC - Dominant SCAR 
17O21-2 850+600 BAC - Dominant SCAR 
76N05-2 1000 BAC - Dominant SCAR 
023B17-1 1100 BAC Hinl II Dominant CAPS 
23B17-2 900 BAC Dde I Dominant CAPS 
307J13-2 500+800 BAC Dde I Dominant CAPS 
62H07 853 BAC DdeI,  Alu I CAPS 
286N17 861 BAC ApoI CAPS 
132E21 850 BAC HindIII,  Dde I CAPS 
46G 900 BAC AluI CAPS 
118M03 904 BAC MboI CAPS 
194N16 887 BAC Alu I,  Apo I CAPS 
tg164-1 400 RFLP Hinf I CAPS 
tg164-2 300 RFLP Hinf I, Apo I, Hind III CAPS 
24F-2 1400 BAC Hind II CAPS 
215M16-2 1000 BAC Alu I CAPS 
tg352-F 350 RFLP Tsa I CAPS 
TG352 450 RFLP Tsa I CAPS 
U7233 400 CAPS HpyCH4IV,  Hind II,Dde I,Hinc II CAPS 
301C21-2 1000 BAC Apo I, Alu I, Dde I CAPS 

57J04-1 1000 BAC Mn1 I,Rsa I CAPS 
31G10-1 450 BAC HpyCH IV CAPS 
71M13 600 BAC Mae I CAPS  
177K 600 BAC - SCAR  
125P 550 BAC - SCAR  
116O16-1 1000 BAC Apo I CAPS  
M047K24-1 1300 BAC Taa I, Sdu I CAPS  
M47K24-2 1000 BAC Alu I,Dde I, Apo I, Hinf I CAPS  
72B02 1000 BAC Mae I CAPS 
302A23-2 1000 BAC Apo I, Tsa I CAPS  

  
هتروزيگوت داشتند پاسخ مقاوم يا نيمه مقاوم به        

  ،BC262-1، BC262-2 افــراد(يمــاري داشــتند ب

BC264-15، BC205-5 وBC214-10 (حالي  در 
هـاي    كه از نظر تمـام جايگـاه       BC214-5كه فرد   

هـاي والـد     نشانگري هموزيگوت و حـاوي آلـل      
حساس بود واكـنش بـه بيمـاري نيمـه حـساسيت            

 نيز فردي كه از     BC2S1در جمعيت   . داد نشان مي 

ت هتروزيگوت داشـت    نظر كليه نشانگرها وضعي   
 واكنش بـه بيمـاري مقاومـت        )BC2S111-1فرد(

 و  بررسي اين دو جمعيت   نتايج  بنابراين  . بروز داد 
وجـود   ارزيـابي ژنـوتيپي و فنـوتيپي      تطابق نتـايج    
ناحيـه  كننده مقاومت به بيمـاري در        بخش كنترل 

 بــر اســاس يافتــه  ct184 و ct21بــين دو نــشانگر 
را ) Bai et al., 2003(هـاي بــاي و همكــاران  
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 و شاخص بيماري BC2S1 و BC2هاي  هاي انتخابي جمعيت  شكل گرافيكي ژنوتيپ نوتركيب-1شكل 
  ها آن

Fig. 1. Graphical genotype of the selected recombinants and their disease index (ID) in 
the BC2 and BC2S1 population 

 .اند دار و هموزيگوت حساس به رنگ سياه نشان داده شده هاي هتروزيگوت به شكل نقطه آلل.  نشان داده شده استنام نشانگرها در بالاي شكل
  . با فلش نشان داده شده استOl-qtl1 موقعيت 

Marker names are indicated at the top of the column. homozygotes of the susceptible allele and 
heterozygotes, are represented by filled  and dotted boxes  
respectively.The putative location of the Ol-qtl1 is indicated with arrows 

  
تاييد كـرد و نـشان داد ايـن بخـش از كرومـوزم              
ناحيه موثر در كنترل كمـي مقاومـت بـه بيمـاري            

  .استسفيدك پودري 
از طرف ديگر افرادي كه از نظر نـشانگرهاي         

ــوده و U7233بالادســـــت   هتروزيگـــــوت بـــ
نشانگرهاي پايين آن هموزيگوت حساس بودنـد       

)BC262-14   ،BC2S103-12  و  BC2S109-9( ،
در حـالي   .  داشـتند  مقاوم  واكنش به بيماري نيمه     

كه افرادي كه در رابطه با نشانگرهاي موجود در         
 هتروزيگوت و در بالادست     U7233پايين دست   

 پاسخ به بيمـاري     آن هموزيگوت حساس بودند،   

 ،BC214-2 دافـرا (نيمـه حـساسيت نـشان دادنـد     
BC2S104-1و   BC2S103-4( .   به ايـن ترتيـب و
هاي حاصل از بررسي دو جمعيـت        بر اساس يافته  

BC2 و BC2S1 نشانگرهاي  ct21 و  U7233  بـه 
 Ol-qtl1عنوان نشانگرهاي جديـد در دو طـرف         

بـا توجـه بـه موقعيـت نـشانگر          . شـوند  معرفي مـي  
 ســانتي مورگــاني 30در فاصــله U7233 ديــد ج

 ناحيـه هـدف بــراي   6نقـشه ژنتيكـي كرومــوزوم   
 سانتي مورگان به حدود     30هاي بعدي از     بررسي

) فاصله بين دو نشانگر جديد     ( سانتي مورگان  15
 همچنــين نــشانگرهاي .)1شــكل (كــاهش يافــت 

 Chr.6 

Line No. DI 

Res. BC262-1 
Res. BC262-2 

BC264-15 MR. 
BC205-5 MR.
BC214-10 Res. 
BC262-14 MR.

 1462-1 

BC214-5 MS.
 1462-1 

BC214-2 MS.
 1462-1 

BC2S109-9 MR..

BC2S111-1 Res.

 1462-1 

MR..
 1462-1 

BC2S103-12 
MS.

 1462-1 

BC2S104-4 
MS.

 1462-1 

BC2S104-1 
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76
N

05
-2

ct
21 62

H
07

30
1C

21

23
B

17

30
7J

13
 

31
G

10
-

tg
25

 

U
72

33
 TG

35
2

 
P2

1M
47

 

21
5M

16
 

ct
18

4
 tg
16

4-
2

 
tg

16
4-

1
 

11
8M

03
 

24
F

 

46
G

  C
t1

36
 28

6N
17

 

13
2E

21
 19

4N
16

 



 ... مقاومت بهQTLمكان يابي 

 644

 U7233جديد معرفي شده در بالادست نـشانگر        
هـاي    آينـده و در برنامـه      هاي توانند در بررسي   مي
نژادي در رابطه با اين سـفيدك پـودري مـورد            به

  .استفاده قرار گيرند
ــايج  ــارينت ــابي بيم ــب  ارزي ــراد نوتركي در اف

ي دو   هـا  QTL كه فاقد    BC2S1 و   BC2جمعيت  
هــاي اعطــا كننــده مقاومــت  QTLو ســه، ديگــر 

در كنترل كمي مقاومت    وجود ناحيه موثر    بودند  
تاييـد   6روي كرومـوزوم     رابه سفيدك پـودري     

كـه افـراد   ه شـد  به طـور واضـح نـشان داد    و   كرد
گياهـان  (هاي هموزيگوت والد مقاوم      داراي آلل 

b(، 5/0ميـانگين شـاخص بيمـاري        بوده و     مقاوم 
 گياهـان هتروزيگـوت     هـا محاسـبه شـد،      براي آن 

هـاي   پاسخ بينابيني نشان دادند و گياهـان بـا آلـل          
 حـساس بودنـد     اكثـراً  ،هموزيگوت والد حساس  

ــدول ( ــه  .)2جـ ــن زمينـ ــتثنائاتي در ايـ ــه اسـ  البتـ
بـر  . درگياهان حاوي ژنوم والد حساس ديده شد      

ــاس ــراد اسـ ــين افـ ــده در بـ ــشاهده شـ ــايج مـ   نتـ
كـه فاقـد ناحيـه      ) aگياهان  ( هموزيگوت حساس 

QTL        مقاومت بودند افرادي با درجات مختلـف 
بــر . شاهده شــدنيــز مــمقاومــت و نيمــه مقاومــت 

رســد عــلاوه بــر   بــه نظــر مــييجايــن نتــا اســاس
QTL        و  12هاي مورد مطالعه بر روي كروموزوم 

هـاي كوچـك اثـر ديگـري ايـن            و ژن  عوامل ،6
ــرار مــي  ــاثير ق دهنــد كــه در  بيمــاري را تحــت ت

هـا قابـل مـشاهده     اثر آنهاي اصلي  QTLحضور  
 به طـوري كـه بـا حـذف اثـر ايـن نـواحي                نيست
QTL       ديگـر    با استفاده از گزينش نشانگري، اثـر 

ــروز و تظــاهر مقاومــت   فاكتورهــاي دخيــل در ب

به اين ترتيب در مطالعـات آتـي        . شود آشكار مي 
ــن  ــك    لازم اســت لاي ــه ايزوژني ــك ب ــاي نزدي ه

)NILs (   تـر ناحيـه مقاومـت و        براي بررسي دقيـق
محــدود كــردن ايــن ناحيــه در حــد فاكتورهــاي  
مندلي ايجاد شده و مورد بررسـي تكميلـي قـرار           

  ).Brouwer and Clair, 2004 (گيرند 
يابي دقيق با هدف محدود      در تحقيقات مكان  

كننـده صـفت كمـي در حـد          كردن منطقه كنترل  
چند ژن جهـت حـصول نتـايج قابـل اطمينـان بـه              

در . تعداد مناسـبي از افـراد نوتركيـب نيـاز اسـت         
، F2هــاي مختلــف  تحقيــق حاضــر روي جمعيــت

BC2   و BC2S1       بر اساس غربال نشانگري، تعـداد 
دي افراد نوتركيـب بـه دسـت آمـد كـه بـا        محدو

 سـانتي مورگـاني     30-35توجه به فاصـله حـدود       
منطقه مورد بررسي، انتظار وقـوع تعـداد بيـشتري     

تعـــداد كـــم افـــراد . نـــوتركيبي وجـــود داشـــت
نقـشه  تهيـه    مـانع از     هـا  نوتركيب در اين جمعيـت    

  .شد افزارهاي مربوطه با استفاده از نرمژنتيكي 
ي وقـايع نـوتركيبي در      عدم وجود تعداد كـاف    

فرنگي كه از تلاقي     هاي اصلاحي گوجه   جمعيت
ــه دســت    ــشاوندان وحــشي و زراعــي ب ــين خوي ب

اند در مطالعات ديگـري نيـز گـزارش شـده       آمده
دلايــل مختلفــي ). Eshed et al.,1997(اســت 

تواند پيشنهاد    نوتركيبي كافي مي   قوعبراي عدم و  
ــودن منطقــه . شــود ــه  نزديــك ب ــورد بررســي ب  م
سـانترومر در   . يكي از اين دلايل اسـت     نترومر  سا

نقـــشه ژنتيكـــي  ســـانتي مورگـــاني 8-9فاصـــله 
 در   قرار دارد و ناحيه مـورد مطالعـه        6كروموزوم  
و  10  در ct21ة بـين نـشانگرهاي     فاصل اين تحقيق 



 1388، سال 4، شماره 25-1 جلد ”نهال و بذر نژادي  مجله به”

 645

و ) a(، آلل حساسيت )b(حاوي آلل مقاومت  BC2S1 وضعيت شاخص بيماري درگياهان -2جدول 
  )h(گوت گياهان هتروزي

Table 2. Disease index in BC2S1 individuals of b (resistant), a (susceptible) and h (heterozygote) 
plants 

  
  
  
  
  
  

گياهان هتروزيگـوت  :  hهاي والد حساس گياهان  افراد هموزيگوت حاوي آلل:  aهاي والد مقاوم گياهان  للافراد هموزيگوت حاوي آ: b گياهان 
  .گياه حساس: S   گياه نيمه حساس؛ :  MSگياه نيمه مقاوم؛ :  MRگياه مقاوم؛ :   R: شاخص بيماري ؛ 

b plants: Homozygout resistant plants; a plants: Homozygout susceptible plants; h: Heterozygote plants; 
Disease index: R: Resistant plant; MR: Moderately resistant plant; MS.: Moderately susceptible plant; S: 
Susceptible plant 

  
ct184   ايـن    نقشه ژنتيكـي    سانتي مورگاني  38 در

نزديكـي منطقـه     كـه    گيرد مي را در بر  كروموزوم  
تواند از دلايل عـدم      به سانترومر مي  مورد بررسي   

دليـل  . تشكيل مقدار كافي افراد نوتركيـب باشـد       
ــه   ــي از گون ــال ژنتيك ــه    دوم انتق ــشي ب ــاي وح ه

هاي اهلي و عـدم وجـود همولـوژي كـافي            گونه
وجــود مقــدار ). Fulton,et al., 1997(اســت 

 و عــدم در ناحيــه هــدف )GAP(زيــادي فاصــله 
ــل ا    ــشانگر قاب ــافي ن ــداد ك ــود تع ــان و وج طمين

مطالعه ،  6 از كروموزوم    اختصاصي در اين بخش   
بـا   و   اين بخش را با مـشكل مواجـه كـرده اسـت           

ــابي بخــش     ــوالي ي ــسترده ت ــات گ ــود مطالع وج
 درناحيـه زيـر سـانترومر       6بزرگي از كرومـوزوم     
  . تعيين توالي نشده است

ــق ــشه ژنتيكــي و فيزيكــي   بررســي دقي ــر نق ت
 ناحيـه   فرنگـي نـشان داد در       گوجـه  6كروموزوم  

پايين دسـت سـانترومر نـواحي هتروكرومـاتين و          
يوكروماتين به صورت متناوب در كنار هم قـرار         

وجود اين نواحي به دليل عـدم وجـود          .اند گرفته
 نيـز   يوكرومـاتين اطلاعات توالي ژنوم در نواحي      

يكي ديگر از موانع ايجـاد نـشانگرهاي جديـد و           
درنتيجــــه مطالعــــه در ايــــن بخــــش از ژنــــوم 

 بر اساس. )Asamizu, 2007(رنگي استف گوجه
اي  نتايج ارزيابي ژنوتيپي افراد نوتركيـب، فاصـله       

 و CAPSِ 62H07در فاصــله بــين نــشانگرهاي   
23B17   طبـق نقـشه   شـود كـه     در نقشه ديـده مـي
 سانتي مورگان را در     10اي برابر با     فاصلهژنتيكي  

در ايـن ناحيـه بـه دليـل عـدم وجـود              .گيرد مي بر
ــافي   ــات ك ــرفتن در  اطلاع ــرار گ ــشانگري و ق ن

ــافي    ــات كـ ــانترومر اطلاعـ ــي سـ ــراينزديكـ  بـ
    .گيري دقيق وجود ندارد نتيجه

با توجه به اين كه محـل پيـشنهاد شـده بـراي             

Number of plants   Disease 
index b plants a plants h plants 

R 18 4 8 

MR 5 3 9 

MS 2 13 4 

S - 24 1 
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برخي نشانگرها در نقـشه ژنتيكـي تنكـسلي و          
 بـه دليـل  ) Tanksley et al., 1992(همكـاران  

ــداد   ــتفاده از تع ــدوداس ــشه  مح ــه نق ــرد در تهي  ف
ل اطمينان نبوده و ممكن است نشانگر       ژنتيكي قاب 

ارائه شده مربوط به بخش متفـاوتي از ژنـوم ايـن            
در جهــت كــاهش خطاهــاي امــروزه  گيــاه باشــد

ــان از حاصــل از كــاربرد  ــشانگرها و اطمين ايــن ن
ــاي     ــط آغازگره ــر توس ــورد نظ ــه م ــر ناحي تكثي

 از  يـابي ژنـومي    هاي توالي  طراحي شده در برنامه   

 ها  BACن دقيق محل     براي تعيي  FISHمطالعات  
ــي  ــتفاه مــ ــرتبط اســ ــشانگرهاي مــ ــود و نــ   شــ

)Szinay et al., 2008 .(  نيـز در مطالعـه حاضـر  
براي اطمينان بيشتر از انتخاب نشانگرهاي جديـد        

از  در زير سـانترومر،      6در بازوي بلند كروموزوم     
تركيب اطلاعات اين دو مطالعه در جهت هر چه         

آمـده  تر بودن محـل نـشانگرهاي بـه دسـت            دقيق
  .شده داستفا
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