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  چكيده
 

گرهـي    بـه نماتـد ريـشه   (Lycopersicon esculentum)فرنگـي   هـاي گوجـه   مقاومـت برخـي رقـم    .1393.و دهـداري، م . ، عبدالهي، م.كي، ك ميره
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، آجيـت  (GH12) 12اچ  جـي   ،(GH1) 1اچ  جـي فرنگـي شـامل    در اين آزمايش مقاومت نسبي هشت رقم گوجه

(Ajeet) كارينا ،(Karina)  5، كلاسـتر (Cluster 5)  مانيـشا ،(Manisha)  تولـستوي ،(Tolstoi)    و يـك رقـم بـومي 
اي و نيـز بـا اسـتفاده از     امل بيماري ريشه گرهي، در شرايط گلخانـه  ع،Meloidogyne javanicaدر برابر ) درتوم(

هـا    اي، گياهچه   در ارزيابي گلخانه  .  در دانشگاه ياسوج مورد ارزيابي قرار گرفت       1389نشانگر ريزماهواره در سال     
هـا بـر      قمهشت هفته پس از مايه زني، مقاومت ر       . زني شدند   با دو لارو سن دوم نماتد به ازاي هر گرم خاك، مايه           

مقـاوم،     و آجيت به عنوان نيمه     12اچ  هاي جي   رقم. هاي توليدمثلي نماتد مورد ارزيابي قرار گرفت        اساس شاخص 
در ارزيـابي   . ها بـه عنـوان حـساس تـشخيص داده شـدند              و مانيشا به عنوان متحمل و ساير رقم        1اچ  هاي جي   رقم

هاي ذكر شده در برابـر نماتـد           با مقاومت رقم   (SSR)مولكولي، ارتباط هشت جفت آغازگر مولكولي ريزماهواره        
تنهـا آللـي بـود كـه فقـط در       Tom 55-56 در ميان آغازگرهـا، آلـل دوم   . فرنگي بررسي شد گرهي گوجه ريشه
در ارقام متحمل، هـر  . هاي حساس وجود داشت  تنها در رقمTom 47-48هاي نيمه مقاوم و آلل دوم آغازگر  رقم

هاي مربوط به ساير آغازگرها مرتبط با حساسيت و يا مقاومـت   ساير آلل. مشاهده شد Tom 47-48دو آلل آغازگر 
داري با ميزان توليد گـال   همبستگي معني Tom 55-56و آلل دوم آغازگر  Tom 47-48آلل دوم آغازگر  .نبودند

 و آلـل دوم  732/0مرتبط با حساسيت با ميزان همبـستگي   Tom 47-48آلل دوم آغازگر . توسط نماتد نشان دادند
  . تشخيص داده شدند-732/0مرتبط با مقاومت با همبستگي  Tom 55-56 آغازگر 

  
  .، مقاومتTom 55-56، آغازگر Tom 47-48گوجه فرنگي، ارقام، آغازگر : هاي كليدي واژه
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  مقدمه

هـا در يـك       بين ژنوتيـپ  در ارزيابي مقاومت    
هاي   گونه خاص، قبل از شناسايي و معرفي روش       

نوين اسـتفاده از نـشانگرهاي مولكـولي، صـفات          
اخيـراً علـم    . ظاهري نقش عمده را ايفا مـي كـرد        

بيوتكنولوژي كمك شاياني به تـشخيص روابـط        
ــان  ژنتيكــي مقاومــت و تبارشناســي آن  ــا در مي ه

ي نـشانگرها . هـاي مختلـف كـرده اسـت         ژنوتيپ
تواننـد    مولكولي و صفات ظاهري به تنهايي نمـي       

ــزار مفيــد و ســودمندي در روش هــاي آمــاري  اب
تواننـد تكميـل كننـده يـك          باشند ولي هر دو مي    

  .(Martinez et al., 2003)ديگر باشند 
در حـــــال حاضـــــر، گوجـــــه فرنگـــــي    

(Lycopersicon esculentum)   به عنـوان يكـي 
 سـطح   ترين محصولات كشاورزي از نظر      از مهم 

زير كشت و اهميت اقتـصادي در كـشور مطـرح           
وجود عواملي ماننـد بـازار وسـيع مـصرف          . است

داخلي و امكان صادرات به كشورهاي همـسايه،        
از عوامل مهم و اساسـي در توجـه بيـشتر بـه ايـن        
محصول به عنوان يـك محـصول اسـتراتژيك و          
افزايش سطح زير كـشت آن در منـاطق مختلـف        

هــاي  تفاده از روشرغــم اســ علــي. كــشور اســت
هـاي مـديريتي      زراعي و استفاده بهينـه از نهـاده         به

كــشاورزي، كــشت ايــن محــصول در كــشور بــا 
هايي از جمله نماتدهاي انگل گياهي،        محدوديت
نماتدهاي مهم كه رشد اين  يكي از. مواجه است

گيــاه را بــا مــشكل مواجــه كــرده اســت و ســبب 
ــي    ــايي آن م ــرد نه ــزان عملك ــاهش مي ــود،  ك ش

 (.Meloidogyne spp)گرهـي   تـدهاي ريـشه  نما

اين گروه از نماتدها بـا پـراكنش جهـاني،          . است
 گونـه گيـاهي     2000داراي دامنه ميزباني بيش از      

ــت و  گونــه از آن در 90تــاكنون بــيش از   اس
هاي مختلـف جهـان شناسـايي و گـزارش           قسمت

ايـن  . (Karssen and Moens, 2006)انـد   شـده 
ر همـه جـاي كـشور بـه     نماتـد در ايـران تقريبـاً د   

ــور وجــود دارد  . (Nasr Esfahani, 2009)وف
  هـــاي مقـــاوم و شناســـايي  امـــروزه توليـــد رقـــم

هـاي آن     هاي دخيـل در مقاومـت و مكانـسيم          ژن
ــرده اســت    توجــه ــب ك ــه خــود جل ــادي را ب  زي

(Bakker et al., 2006) . ــه نماتــد مقاومــت ب
 (Bailey, 1941)گرهي ابتـدا توسـط بيلـي     ريشه

ــه  ــشاهده و L. peruvianumوحــشي در گون  م
 موفــق بــه انتقــال ايــن (Smith, 1994)اســميت 

  .  شدL. esculentumمقاومت به گونه زراعي 
ــشانگرهاي   انتخــاب ژنوتيــپ ــه وســيله ن ــا ب ه

هـاي ارزيـابي مقاومـت     مولكولي، يكـي از روش   
گرهـي اسـت كـه      هاي نماتدهاي ريـشه     در ميزبان 

مقاومـت بـه    داراي پتانسيل بالايي براي شناسايي      
نـــژادي و مـــديريتي  هـــاي بـــه نماتـــد در برنامـــه

فرنگـي، ژن     در گوجـه  . هاي گياهي است    بيماري
Miدر رابطــــه بــــا مقاومــــت بــــه نماتــــدهاي   

M. incognita ،M. javanica و M. arenaria 
شناسايي شده است كه داراي پيوستگي بالايي با        

 در ارتباط بـا     1-مكان كروموزومي اسيد فسفاتاز   
برخي آزمايش ها براي . ها است  ژنوتيپمقاومت  

 انجـام شـده     1-هـاي اسـيد فـسفاتاز       شناسايي آلل 
است كه منتهي به شناسايي ايـن ژن و پيوسـتگي           

ــسفاتاز  ــا اســيد ف ــداد .  شــده اســت1-آن ب در تع
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ريزمـاهواره  هاي گياهي، نـشانگر       زيادي از گونه  
(SSR)ــه ــشان دادن  طــور چــشم  ب ــراي ن گيــري ب

ــت   ــا ژن مقاوم ــتگي ب ــسترش پيوس ــال گ   ، در ح
  بـــا پيونـــد نـــشانگرها بـــه مكـــان ژنـــي .  اســـت

توان از نـشانگرها      مربوط به مقاومت به نماتد، مي     
  نــژادي و مــديريت نماتــدهاي هــاي بــه در برنامــه
 گيـــاهي جهـــت انتخـــاب و رديـــابي      انگـــل

ــپ ــت    ژنوتيـ ــي مقاومـ ــان ژنـ ــاي داراي مكـ   هـ
ــرد  ــتفاده ك ــشانگرها،   . اس ــد ن ــا پيون ــلاوه ب ــه ع   ب

 هـــا نيـــز وجـــود دارد ثيـــر تـــوالي ژنامكـــان تك
(Williamson and Kumar, 2006).  

هـاي عامـل مقاومـت بـا نـشانگرها،            تكثير ژن 
نـژادي بـه شـمار       هـاي بـه     ابزاري جديد در برنامـه    

ــي ــابي . (Williamson, 1999)رود  مــ ارزيــ
  فرنگـــــي  مقاومـــــت فيزيولـــــوژيكي گوجـــــه

يكـي از اهـداف     ي،  گره  ريشه هايدر برابر نماتد  
 رود هاي باغباني بـه شـمار مـي         در برنامه  مديريتي

(Cousins and Walker, 2001) .  ــد ــر چن ه
ــاي  روش ــهه ــوژيكي(اي  گلخان ــت ) فيزيول جه

گرهي  نماتد ريشه   مقاومت در برابر   هاي  آزمايش
نيـاز بـه صــرف زمـان و فــضا و مـساحت زيــادي     

 انجام شـده   هاي   با اين وجود اكثر آزمايش     ،دارد
 سـنجش عوامـل   ي  ها فرنگي و روش   روي گوجه 

در .  بـوده اسـت    روشاين   برمبتني  فيزيولوژيكي  
بـه طـور     لازمهـاي     بعضي از شـاخص    ،اين روش 

 ارزيابي   بلكه عموماً  ،مستقيم قابل سنجيدن نيست   
 كاهش تكثيـر نماتـد در گياهـان         بر اساس ميزبان  

ــان  ــتميزب ــه كمــك    روش. اس ــاب ب ــاي انتخ ه
نشانگر مولكـولي بـه عنـوان روش تكميلـي و يـا             

اي يـــا  هـــاي قـــديمي گلخانـــه روشيگزين جـــا
ــه ــياي  مزرع ــده ژن    م ــان دربردارن ــد گياه توانن

ــايي   ــوتيپي شناس ــد مقاومــت را در ســطح ژن كنن
(Sharma et al., 2004) . تزورتزاكــاكيس و

ــاران   (Tzortzakakis et al., 2006)همكـ
هايي را در برخـي شـرايط كنتـرل شـده             آزمايش

فرنگي   گوجههايي از     براي شناسايي مقاومت رقم   
 و همچنـين نقـش   .Meloidogyne sppنسبت به 

ژن مقاومــت در برابــر ايــن نماتــد و تــاثير درجــه 
  . ، انجام دادندMiحرارت در بيان ژن 

ــري ــارانبيزتـــــــــــــــ    و همكـــــــــــــــ
(Bisztray et al., 1997)  ــتفاده از ــا اسـ  بـ

 PAGEهاي اصلاح شـده، سيـستم         فرنگي گوجه
سـيد  ا را براي تفكيك پروتيين توليد شده توسط      

، در رابطه با مقاومت به نماتـد        Mi ژن 1-فسفاتاز
 .بـــه كـــار بـــرد M. incognitaگرهـــي  ريـــشه

 (Ganguly et al., 1998)  و همكارانگانگولي
زني شده    هاي مايه   صفات اسيد فسفاتاز در ميزبان    

در . زني نشده را بررسي كردند    هايي مايه   و ميزبان 
 حساس شناسـايي  Pusa Rubyاين آزمايش رقم 

   در برابــــرPusa Nemamuktد و رقــــم شــــ
M. incognitaاز خـــود مقاومـــت نـــشان داد  .

 (Rajput et al., 2006)راجپـوت و همكـاران   
 و پـنج    SSRارتباط ده جفت آغازگر مولكـولي       

ــا مقاومــت RAPDجفــت آغــازگر مولكــولي   ب
ــم ــه   رق ــف گوج ــاي مختل ــد    ه ــه نمات ــي ب فرنگ
يـن  در ا  .گرهي را مورد ارزيابي قرار دادنـد        ريشه

 در مقايـسه    SSRپژوهش قابليـت بـالاي نـشانگر        
  . تاييد شدRAPDبا نشانگر 
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اي در  تــاكنون در ايــران تحقيــق منتــشر شــده
با مقاومت   SSRرابطه با ارتباط نشانگر مولكولي      

لـذا  . گرهي انجام نـشده اسـت       به نماتدهاي ريشه  
ــابي    ــژوهش، ارزي هــدف اصــلي از انجــام ايــن پ

ــازگر    ــت آغـ ــشت جفـ ــاط هـ ــولي  مول ارتبـ كـ
اي مقاومـت نـسبي       ريزماهواره و ارزيابي گلخانـه    

فرنگـي در برابـر نماتـد         تعداد هشت رقـم گوجـه     
  . بود M. javanicaگرهي  ريشه
  

  ها مواد و روش
ــه ــابي گلخان آزمايــشي در قالــب  اي، در ارزي

 تركيـب تيمـاري     16يك طرح كاملاً تصادفي با      
زنـي    مايـه و  زني    مايهدو سطح نماتد شامل بدون      (

دو تخم و لارو به ازاي هر گرم خاك، هـشت           با  
در پــنج تكــرار در تابــستان ) فرنگــي رقــم گوجــه

ــشگاه  1389 ــه گــروه گياهپزشــكي دان  در گلخان
در ايــن بررســي هفــت رقــم . ياســوج انجــام شــد

ــده  ــه اصــلاح ش ــامل    گوج ــيفرنگــي ش  1اچ  ج
(GH1)12اچ  جـــي  و (GH12) از انگلـــستان؛ 
ــت  ــا (Ajeet)آجي ــد؛  (Karina) و كارين از تايلن

ــشا (Cluster 5) 5كلاســتر   و (Manisha)، ماني
از هندوســتان و يــك رقــم  (Tolstoi)تولــستوي 

كه از موسسه تحقيقات اصـلاح و       ) درتوم(بومي  
تهيه نهال و بذر تهيه شدند، مـورد ارزيـابي قـرار            

هاي با قطر       براي تهيه نشاء بذرها در ليوان     . گرفت
پس از رشـد    . متر در خاك كاشته شدند       سانتي 9

ها در مرحله چهار الي شـش         كافي نشاء، گياهچه  
هاي يك كيلويي حـاوي خـاك         برگي به گلدان  

بــا (تركيبــي شــن، رس و خــاك بــرگ اســتريل  

  .، انتقال داده شدند)هاي مساوي نسبت
هـا،    ها به گلدان    سه روز پس از انتقال گياهچه     

با ايجاد سه سوراخ در اطراف طوقه، هـر بوتـه بـا     
گرهــي بــه  رو ســن دوم نماتــد ريــشهتعــداد دو لا

كــه گونــه آن بــر اســاس  ازاي هــر گــرم خــاك،
ــت  ــصات ريخ ــت  مشخ ــي، ريخ ــنجي و  شناس س

 PCR-SCAR ، M. javanicaنشانگر مولكـولي 
، )توســط نگارنــدگان(تــشخيص داده شــده بــود 

زني شد و تيمارهاي شاهد فقـط بـا آب مايـه              مايه
 درجــه 28هــا در دمــاي   گلــدان. زنــي شــدند 

ــانتي  ــاري   س ــا آبي ــراد، ب ــيط  48گ ــاعته در مح  س
داري   در طول دوره نگـه    . داري شدند    نگه  گلخانه

هيچ گونه كود شيميايي و عناصر غذايي مصرف        
گيـري    زني، با اندازه    هشت هفته پس از مايه    . نشد

صفات رويشي گيـاه از قبيـل طـول ريـشه، طـول             
ــساره و    ــشك شاخـ ــر و خـ ــساره و وزن تـ   شاخـ

هـا بـا      ح مقاومـت رقـم    ريشه تمامي تيمارها، سـط    
ــسيني  ــتفاده از روش حـ ــدخان   اسـ ــژاد و واجـ نـ

(Hosseininejad and Vajedkhan, 2000)  مـــورد
بــه ايــن منظــور، وزن تــر . ارزيــابي قــرار گرفــت

هاي هوايي و ريـشه بـا تـرازوي ديجيتـال بـا           اندام
كش فلزي    ها با خط     گرم و طول آن    001/0دقت  
 خـشك،  گيري وزن براي اندازه. گيري شد   اندازه
ها بـه      ساعت و ريشه   48هاي هوايي به مدت       اندام

ــدت  ــاي  24م ــا دم ــاعت در آون ب ــه 72 س  درج
صـفات مـرتبط بـا      . داري شـدند    گـراد نگـه     سانتي

نماتد شامل تعداد گره و كيسه تخم در هـر گـرم      
ــا اســتفاده از شــاخص تيلــور و ساســر    از ريــشه ب

(Taylor and Sasser, 1978) و تعداد لارو سن 
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ــا اســتفاده از روش  دوم در  هــر گــرم از خــاك ب
بنـدي   گروه.  بررسي شد(Barker, 1985)باركر 
ها بر اساس فـاكتور توليـدمثل نماتـد كـه بـه               رقم

ــت      ــزان مقاوم ــين مي ــت تعي ــاملي جه ــوان ع عن
 SPSS 20افـزار   شود، به وسيله نـرم  محسوب مي

ــه روش جاكــارد انجــام شــد   ،بنــدي در گــروه .ب
ل كوچك تر يـا برابـر       هاي با فاكتور توليدمث     رقم

 بـه   2يك و شاخص گال كوچك تر يا مـساوي          
عنوان مقاوم، فاكتور توليدمثل كمتر يا برابر يك        

 به عنـوان نيمـه مقـاوم،        2و شاخص گال بيشتر از      
فاكتور توليدمثل بيـشتر از يـك و شـاخص گـال            

 به عنوان متحمل و فـاكتور       2كوچكتر يا مساوي    
 2 بيشتر از    توليدمثل بيشتر از يك و شاخص گال      

ــدند    ــه شـ ــر گرفتـ ــساس در نظـ ــوان حـ ــه عنـ   بـ
(Canto-saenz, 1983).  

  ازDNAاســتخراج  در ارزيــابي مولكــولي،

بـا   فرنگـي،  هاي شش برگي گوجهبرگ گياهچه
استفاده از كيت استخراج از انـدام گيـاهي انجـام       

، پـس از    DNAبراي ارزيابي كمي و كيفـي       . شد
 حاصــل در ژل آگــارز يــك  DNAاســتخراج ، 

ــافر د ــد و   X1  TBEرصــد در ب ــورز ش الكتروف
ــه مــدت  ــا اتيــديوم برومايــد  15ســپس ب  دقيقــه ب

)ugml-15/0 (پس از شستشوي   . آميزي شد   رنگ
ــر، عكــس  ــا آب مقط ــتگاه  ژل ب ــرداري در دس   ب

UV Transiluminator   ــاوراء ــور م ــر ن    در زي
 بـر   DNAبـراي تعيـين غلظـت       . بنفش انجام شـد   

ــر، از د  ــر ميكروليتـ ــانوگرم بـ ــسب نـ ــتگاه حـ سـ
 نانومتر استفاده   280اسپكتوفتومتري با طول موج     

 بـا   DNA ميكروليتـر از     5بدين صورت كـه     . شد

 ميكروليتر آب مخلوط شـد و بـه مـدت چنـد        95
در انتهــا غلظــت . ثانيــه در دســتگاه قــرار گرفــت

DNA    قرائـت شـد و بـراي PCR- SSR  غلظـت 
DNA   ها بـا اسـتفاده از آب دوبـار            در تمام نمونه

بــراي بررســي تنــوع . ان تنظــيم شــدتقطيــر يكــس
ــم  ــي در رق ــن     زنتيك ــي در اي ــورد بررس ــاي م ه

 هــاي ژنتيكــي منتــشر شــده آزمــايش، از پكــيج

فرنگـــي،  آغازگرهـــاي ريزمـــاهواره در گوجـــه
ــد   ــتفاده ش ــن . (Rajput et al., 2006)اس اي

آغازگرها در شـركت تكاپوزيـست ايـران سـنتز          
 پــودري شــكل ي ســنتز شــده آغازگرهــا.شــدند
طبـق دسـتورالعمل شـركت سـازنده بـا          ه   ك بودند

 درجـه   -20 در دمـاي   وآب مقطر اسـتريل رقيـق       
  .نددگراد نگهداري ش سانتي

ــره ــا اســتفاده از  اي پلــي واكــنش زنجي مــراز ب
ــايكلر و روش   ــتگاه ترموســ  Touchdownدســ

 هـاي    ميكروتيـوب   از بررسـي در ايـن    . انجام شـد  
و حجم نهايي هر واكنش      استفاده   ليتري   ميلي 2/0

مـاركر مـورد    . ليتر در نظـر گرفتـه شـد         ميكرو 25
.  جفـت بـاز بـود      100-3000 استفاده در محدوده    

جهـت    ترموسـايكلر ادهفبرنامه زمـاني مـورد اسـت   
: هاي زيـر بـود     شامل مرحله  تكثير قطعه مورد نظر   

  دقيقه با دمـاي 5مرحله واسرشتگي اوليه به مدت    
ــانتي95 ــراد  درجــه س ــه  35، گ ــامل س  چرخــه ش

  ثانيـه  30 بـه مـدت      گـراد   رجه سانتي د 95: مرحله
درجـــه  55 ،جهـــت واسرشـــت ســـازي ثانويـــه 

  براي اتصال آغـازگر     ثانيه 30 به مدت  گراد  سانتي
 جهـت    ثانيـه  30 به مـدت     گراد  درجه سانتي  72 و

 يــك چرخــه  در پايــان نيــز وگــسترش آغــازگر
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 بـه   گـراد   درجه سانتي  72  با دماي  گسترش نهايي 
  . در نظر گرفته شد دقيقه7 مدت
بـا   آميـزي،   ها و رنـگ     راي الكتروفورز نمونه  ب

از و در اين تحقيق توجه به اندازه قطعه مورد نظر  
   آميـــد اكريـــل كـــه حـــساسيت ژل پلـــي جـــا آن

، از سيـــستم  برابـــر ژل آگـــارز اســـت300-200
% 6آميـد     الكتروفورز عمودي و ژل پلـي آكريـل       

. هاي ريزماهواره استفاده شد     براي جداسازي آلل  
متـر و ابعـاد ژل         ميلـي  2/0سـتفاده   قطر ژل مورد ا   

ــه شــد   ســانتي20×20 ــر در نظــر گرفت ــدار . مت   مق
 بـه    آلدئيد،   ميكروليتر بافر بارگذاري حاوي فرم     3
 واسرشته اضافه و در     PCR ميكروليتر محصول    5

ها در ولتاژ     نمونه. ها بارگذاري شد    داخل چاهك 
گـراد     سـانتي    درجـه  50 ولت در دماي     100ثابت  

   بــه مــدت 1X  TBEاوي بــافر در تانــك ژل حــ
آميـزي    براي رنگ .  دقيقه الكتروفورز شدند   180

ــدت   ــه م ــه در 30ژل، صــفحه حــاوي ژل ب  دقيق
بر روي شيكر   ) اسيد استيك (محلول ثابت كننده    

  پس از آن ژل، سه دفعه بـه مـدت          . قرار داده شد  
ــد و در    2 ــشو داده ش ــر شست ــا آب مقط ــه ب  دقيق

 دقيقه  30 مرحله بعدي صفحه حاوي ژل به مدت      
شستـشو در   . در محلول نيترات نقره قـرار گرفـت       

 ثانيـه انجـام و سـپس در         5-10آب سرد به مدت     
)  درصـد  30كربنات سـديم    (محلول ظاهر كننده    

گــي و  ه بــراي جلــوگيري از تيــر.قــرار داده شــد
بانــدها ژل ظهــور  پــس از ، بانــدهاناخوانــا شــدن

  مـدت  ه  دوباره به محلول تثبيت كننده منتقـل و ب ـ        
 دقيقه روي شيكر تكان داده شد تا بيش از حد           5

 بهتـرين ژل بـه       آميزي،  پس از رنگ  . رنگ نگيرد 

 بـه   .دست آمده بـراي هـر آغـازگر انتخـاب شـد           
هـاي كمـي،      هاي كيفي به داده     منظور تبديل داده  

به وجود باند عدد يك و عدم وجـود بانـد عـدد             
صفر اختصاص داده شـد و سـپس بـا اسـتفاده از              

ــرم ــزار  نـ  و UPGMA، روش NTSYS 2.2افـ
. ضريب تشابه جاكارد، دندروگرام آن رسم شـد       

بــراي بررســي رابطــه بــين نــشانگر ريزمــاهواره و 
هاي مهم مرتبط با حساسيت يـا مقاومـت           ويژگي

ــودن     ــر پارامتريــك ب ــه غي ــا توجــه ب ــد ب ــه نمات ب
مشاهدات از ضريب همبستگي اسپيرمن اسـتفاده       

  .شد
  

  نتايج و بحث
اي، نتـــايج حاصـــل از  در ارزيـــابي گلخانـــه

ــم  ــودگي رق ــد     آل ــا نمات ــي ب ــورد بررس ــاي م   ه
M. javanicaهـا   كدام از رقم ، نشان داد كه هيچ

گرهـي    نتوانستند در برابر آلودگي به نماتد ريـشه       
بــا مقايــسه صــفات . مقاومــت كامــل نــشان دهنــد

مـشاهده  ) 1شكل  (فرنگي    هاي گوجه   رشدي رقم 
چ ا  هـاي جـي     از نظر صفات رويشي، رقـم     شد كه   

هـا    ، آجيت، مانيشا و كارينا نسبت به بقيه رقـم         12
ــي  ــاوت معنـ ــرين   داراي تفـ ــوده و كمتـ داري بـ

گي به نماتد از خـود نـشان        تاثيرپذيري را از آلود   
، بـومي و    5از طرف ديگر، ارقام كلاسـتر       . دادند

تولــستوي از نظــر صــفات رويــشي در مقايــسه بــا 
را ها بيشترين افـت   زني نشده همين رقم  تيمار مايه 

 در  .گيري شـده داشـتند      در صفات رويشي اندازه   
برخــي صــفات رويــشي مثــل وزن تــر و خــشك 

زنـي بـه نماتـد        نيز در اثر مايه    1اچ    ساقه، رقم جي  
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گرهي  فرنگي آلوده شده به نماتد ريشه هاي گوجه رشدي رقمهاي  شاخص مقايسه ميانگين -1شكل 

Meloidogyne javanica  
Fig. 1. Comparison of means of growth parameters of tomato cultivars inoculated with 

Meloidogyne javanica 
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. افت اين صفات را به وضوح از خود بروز دادند         
ــي  ــر ويژگ ــد     از نظ ــر نمات ــا تكثي ــرتبط ب ــاي م   ه

ــكل ( ــتر   ) 2ش ــم كلاس ــز رق ــت از  5ني ــا حماي  ب
رار هاي نامناسـب ق ـ     توليدمثل نماتد، در زمره رقم    

ــت بــالا بــودن شــاخص گــال و فــاكتور     . گرف
توليدمثل در اين رقـم حكايـت از حـساسيت آن           

در ايــن بررســي . بــه نماتــد مــورد آزمــايش دارد

 با فاكتور توليدمثلي     و آجيت  12اچ     جي هاي  رقم
هـاي نيمـه    ، رقـم 2كمتر از يك و شـاخص گـره        

 بـا فـاكتور      و مانيـشا   1اچ    جـي هـاي     مقاوم؛  رقـم   
ــشت  ــدمثلي بي ــره   تولي ــاخص گ ــك و ش ، 2ر از ي

هـاي مـورد بررسـي        هاي متحمل و ساير رقم      رقم
با فاكتور توليدمثلي بيشتر از يك و شاخص گره         

. حــــــساس تلقــــــي ارزيــــــابي شــــــدند   4
  

  

  
فرنگي آلوده شده به  هاي گوجه  رقمريشه/ هاي مرتبط با نماتد در خاك شاخص ميانگين مقايسه -2شكل 

  Meloidogyne javanicaگرهي  نماتد ريشه
Fig. 2. Comparison of means of nematode related parameters in soil/ root of tomato 

cultivars inoculated with Meloidogyne javanica 
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ــه ــدهاي    در گوج ــه نمات ــت ب ــي، مقاوم فرنگ
گرهــي بــر اســاس عــدم توانــايي نماتــد در  ريــشه

 و همچنين   اي در ميزبان آلوده     ايجاد سايت تغذيه  
 شــود بلــوغ و توليــدمثل موفــق آن، ســنجيده مــي

(Williamson and Kumar, 2006) .  در يـك
فرنگي    رقم گوجه  90اي مقاومت     ارزيابي گلخانه 

، توسط بايي و همكاران M. incognitaبه نماتد 
(Bai et al., 2010)  در ايـن مطالعـه   .  تعيـين شـد

، Fentailang No.1هـاي   مشخص شد كـه رقـم  
Fentailang No.2 ،HortPioneer ،0745 ،

Jinguan No.1 و Baili No.2 بسيار مقاوم بوده 
، Jiahong No.6 ،Xianke No.1هــاي  و رقــم

06Chunzhan No.7 ،Jiayuandafen و 
Jinguan No.2 ــم ــاوم و رقـ ــسبتاً مقـ ــاي   نـ هـ

06Chunzhan No.8 ،06Qiu 88 ،Jinguan No.5 و 
Jinguan No.7 در تحقيـــق .  مقـــاوم بودنـــد

 (Rumbos et al., 2011)ومبوس و همكـاران  ر
 رقم تجـاري    10 رقم محلي يوناني و      52 مقاومت

 M. javanicaگرهي  فرنگي به نماتد ريشه گوجه
هـاي   بـر اسـاس ايـن مطالعـات، رقـم     . بررسي شد 
Formula ،Mirsini و Rally بـــــــه عنـــــــوان 

  .مقاوم شناخته شدند نيمه
هـــا برحـــسب  بنـــدي رقـــم براســـاس گـــروه

شـامل تعـداد لارو     تكثيـري نماتـد،      هاي  شاخص
 در خاك و تعدادگال، توده تخـم و تخـم           2سن  

ــشه، همــان ــه كــه در نمــودار درختــي   در ري گون
 در سه خوشـه     ها  رقمشود،    ملاحظه مي ) 3شكل  (

ــدند   ــك ش ــر تفكي ــك ديگ ــا،  . از ي ــن مبن ــر اي ب
 و رقـم    12اچ    جـي  و   آجيـت هاي نيمه مقاوم      رقم

ترين ميزان    م به واسطه داشتن ك    1اچ    جيمتحمل  
  گــره، كيــسه تخــم و فــاكتور توليــد مثــل نماتــد، 

ــاير    ــه و از س ــرار گرفت ــه اول ق ــمدر خوش ــا رق    ه
   متحمـــل  خوشـــه دوم نيـــز رقـــم. جـــدا شـــدند

   را از خوشـه سـوم   كارينـا  و رقـم حـساس   شاي ـمان
  تولـستوي  ،  5 كلاسـتر هاي حساس     كه شامل رقم  

ــزا كــــــــرد  . و بــــــــومي بودنــــــــد، مجــــــ
  

  
  

فرنگي آلوده شده به  هاي گوجه  رقمريشه/ هاي مرتبط با نماتد در خاك شاخصاي  هتجزيه خوش -3شكل 
  به روش جاكاردگرهي  نماتد ريشه

Fig. 3. Cluster analysis of nematode related parameters in soil/root of tomato cultivars 
inoculated with Meloidogyne javanica 
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  از آغازگرهايتجزيه نوارهاي به دست آمده

 در ايــن آزمــايش   ريزمــاهواره مــورد اســتفاده  
مشخص كرد كه آغازگرهـاي مـورد       ) 1جدول  (

 و ايجـاد    PCRچرخـه   در  تكثيـر   استفاده قادر بـه     
 .آميــد هــستند  آكريــل چندشــكلي در ژل پلــي 

  
 مورد Meloidogyne javanica توالي آغازگرهاي ريزماهواره مرتبط با مقاومت به نماتد -1جدول 

  ستفاده در اين آزمايشا
Table 1. Sequences of microsatellite primers linked to resistance to 

Meloidogyne javanica 
 

  آغازگر
 

Primer 

  توالي آغازگر پيشرو
 

Forward primer 

  توالي آغازگر معكوس
  

Reverse primer 

  دماي
 اتصال آغازگر
Annealing 

temp. 

Tom 8-9 ATT7 GCA TTG ATT GAA CTT CAT TCT CGT CC ATT TTT GTC CAC CAA CTA ACC G 55 
Tom 11-28 CTT5/CT5 ATT GTA ATG GTG ATG CTC TTC C CGA TTA CTA CCA AAA ATA GTC AAA CAC 55 
Tom 31A-32A TA11  AAT GTC CTT CGT ATC CTT TCG T CTA GGT TTT AAT TTT TGT GTC T 55 
Tom 39A-40A AATT4 TAA CAC ATT CAT CAA AGT ACC TTG CGT GTA GAT AAT CCA GTA AT 55 
Tom 47-48 AT10 CAA GTT GAT TGC ATT ACC TAT TG TAC AAC AAC ATT TCT TCC TT 55 
Tom 49-50 AT10 AAG AAA CTT TTT GAA TGT TGC ATT ACA ATT TAG AGA GTC AAG G 55 
Tom 55-56 ATTT5 ATT TCT GTA ACT CCT TGT TTC TGA CTT CAA CCC GAC CCC TCT T 55 
Tom 57-58 CT8 TCT AAG TGG ATG ACC ATT AT GCA GTG ATA GCT AAT GAA AAC 55 

  
تـشابه رسـم شـده بـر      نمـودار درختـي     مطالعه  

نـشان داد   ) 5شكل  (اساس ضريب تشابه جاكارد     
 از نظـر تـوالي آغازگرهـاي خنثـي از           هـا   رقمكه  

دي انجام  بن در خوشه . اند  يك ديگر تفكيك شده   
شده بر اسـاس نواربنـدي حاصـل از نـشانگرهاي           

 بـه سـه گـروه اصـلي تفكيـك           هـا   رقممولكولي،  
هـاي مانيـشا و آجيـت         در گـروه اول رقـم     . شدند

رقم (و تولستوي   ) هاي متحمل و نيمه مقاوم      رقم(
هـاي    در گـروه دوم رقـم     . قـرار گرفتنـد   ) حساس
هــاي نيمــه مقــاوم و  رقــم (1اچ  ، جــي12اچ  جــي

هاي بومي، كلاستر     و در گروه سوم رقم    ) متحمل
بنـابر  . جاي گرفتند ) هاي حساس   رقم( و كارينا    5

 در 1اچ  ، جـي 12اچ  هاي جي رقماين، جدا شدن  
بنــدي بــر مبنــاي    بنــدي بــا گــروه   ايــن گــروه 

هاي تكثيري نماتد منطبق بود و از طرف          شاخص

 كـه در ايـن      5هـاي بـومي و كلاسـتر          ديگر رقـم  
ــد، در بنــدي در يــك خوش ــ گــروه ــرار گرفتن ه ق

هاي تكثيري نماتد نيـز در شـاخه          بررسي شاخص 
ــورد . مــشتركي جــاي داشــتند  از آغازگرهــاي م

 Tomهاي نيمه مقاوم آلـل دوم   استفاده، در رقم

هاي حـساس آلـل دوم آغـازگر           در رقم  ،55-56
Tom 47-48  ــل ــام متحمــل هــر دو آل  و در ارق

ــد    ــشاهده ش ــر م ــازگر اخي ــكل (آغ ــاير ). 4ش س
 مربـوط بـه سـاير آغازگرهـا مـرتبط بـا             هـاي   آلل

 و يــا مقاومــت نبودنــد، هــر چنــد      حــساسيت
چند  Tom 39A-40AAATT4 گري چون آغاز

هاي مورد بررسي نشان      شكلي بالايي را در نمونه    
   .داد

 از هــم ديگــر را هــا رقــمعلــت تفكيــك ايــن 
هــاي  تــوان ناشــي از فــشار انتخــاب روي ژن مــي
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آغازگر : سمت راست. آكريل آميد هاي گوجه فرنگي روي ژل پلي اهواره رقمهاي ريزم  آلل-4شكل 
Tom 47-48 AT10آغازگر : ، سمت چپATTT5 Tom 55-56 .به ترتيب :M) 1، )سايز ماركر 

  )تولستوي (8، )مانيشا (7، )بومي (6، )5كلاستر  (5، )1جي اچ  (4، )12جي اچ  (3، )آجيت (2، )كارينا(
Fig. 4. Polymorphism revealed by SSR marker in  tomato cultivars. Different alleles 

amplified by primers ATTT5 Tom 55-56 (left) and Tom 47-48 AT10 (right): M (Size 
marker), 1 (Karina), 2 (Ajeet), 3 (GH12), 4 (GH1), 5 (Cluster5), 6 (Local), 7 (Manisha), 

8 (Tolstoi) 
  
  

ماهواره، به روش  فرنگي با استفاده از نشانگر ريز هاي گوجه ژنوتيپمقاومت اي  تجزيه خوشه -5شكل   
  جاكارد

Fig. 5. Cluster analysis of the resistance of tomato cultivars to Meloidogyne javanica, 
using microsatellite marker (Jaccard`s method) 

  
هـاي اصـلاح     رقـم مقاومت در اجداد هر كدام از  

هـاي     بـدين ترتيـب در طـي برنامـه          .شده دانـست  
هـاي مقاومـت انتخـاب و          هـر رقـم، ژن      نـژادي   به

ــد، تقويــت شــده ــه نژادهــاي مختلــف   ان  كــه علي
لذا . اند  گرهي موثر بوده    فيزيولوژيك نماتد ريشه  

ــه   در خوشــههــا رقــمقــرار گــرفتن  هــاي جداگان
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. شـد هـا با    توانـد بـه دليـل قرابـت ژنتيكـي آن            مي
تواند بيانگر ميـزان      بنابراين نشانگر ريزماهواره مي   

 در برابـر    هـا   رقـم تشابه و تنوع ژن عامل مقاومت       
بنـدي    با توجـه بـه گـروه      . گرهي باشد   نماتد ريشه 
هــاي  اي، رقــم آزمــايش هــاي گلخانــهمبتنــي بــر 

در گـروه مجزايـي از    1 و جـي 12اچ آجيت، جي
 .مانيشا كه آن هـم متحمـل اسـت، قـرار گرفتنـد            

مانيشا با كارينا كه حساس است، در يـك گـروه           
قرار گرفت كه البته در آزمايش هـاي مولكـولي          

گرهـي    نيز تولستوي كه حـساس بـه نماتـد ريـشه          
ــود، در شــاخه آجيــت   ــاوم(ب ــشا ) نيمــه مق و ماني

  . جاي گرفت) متحمل(
اي و    هـاي گلخانـه     با توجه به اين كه ارزيـابي      

ــاثير شــرايط محيطــي اس ــ مزرعــه ت، اي تحــت ت
مشكلات زيادي در راه شـناخت دقيـق مقاومـت          

در رابطه با بررسي مقاومت گياهـان       . وجود دارد 
ــه نماتــدها، از جملــه نماتــدهاي ريــشه  گرهــي،  ب

همواره سعي بر اين بوده است كـه يـك نـشانگر            
ــا ويژگــي   ــرتبط ب ــصاصي م ــاي  مولكــولي اخت ه

هـايي كـه مـشاهده        فنوتيپي، به خصوص ويژگـي    
در تحقيقات آرنـز    . ه شود ها مشكل است، تهي     آن

ــاران  ــي )et al Arens., 2010(و همك  برخ
هـــاي مقاومـــت  آغازگرهـــا بـــراي رديـــابي ژن

زا شامل ژن       فرنگي به برخي عوامل بيماري      گوجه
ــسليوم   ــه ورتيــ ، ژن )Ve2 و Ve1(مقاومــــت بــ

ــه ويــروس موزائيــك گوجــه  فرنگــي  مقاومــت ب
)Tm1،Tm2 و Tm22 (  ژن مقاومـــت بـــه ،

ــوم  ــشه   و(I2)فوزاري ــد ري ــه نمات  ژن مقاومــت ب
 توســعه داده M. incognita  (Mi1-2)گرهــي

ــدند ــد    . ش ــشخص ش ــق، م ــن تحقي ــر اســاس اي   ب
ــزار بــسيار مفيــدي     كــه نــشانگرهاي مولكــولي اب

ــه ايــن  بــراي ارزيــابي مقاومــت گوجــه    فرنگــي ب
  از بــــين آغازگرهــــاي مــــورد . نماتـــد اســــت 

ــتفاده در ايـــن تحقيـــق، ــه  PMiF3-R3اسـ    كـ
ــيش ــز ت  پـ ــر نيـ ــاران  تـ ــراچ و همكـ ــط المـ   وسـ

(El Mehrach et al., 2005)  يـابي    بـراي مكـان
 و تفكيـــك مقاومـــت از حـــساسيت  Mi-1ژن

ــرين آغــازگر    ــوان بهت ــه عن ــود، ب معرفــي شــده ب
از مزايـاي ديگـر ايـن آغـازگر ايـن           . ارزيابي شد 

. كنـد   است كه نوارهـاي اختـصاصي ايجـاد نمـي         
ــراي مكــان ــابي ژن  ب ــاي Mi1-2ي ــز آغازگره  ني

  انـــد كـــه قـــادر بـــه  صي طراحـــي شـــدهاختـــصا
  هــــاي حــــساس و مقــــاوم از  تفكيــــك رقــــم

 ؛ Goggin et al., 2004(يــك ديگــر هــستند 

Devran and Elekçioglu, 2004 ؛Bendezu, 2004؛  

El Mehrach et al., 2005 .(   ايـن آغازگرهـا
   جفـــت بـــازي را در ناحيـــه1000يـــك قطعـــه 

3`-UTR          در خارج از توالي كـُد كننـده Mi1-2 
از ) يـك مگـا بـاز      (Miناحيـه   . كننـد   قويت مـي  ت

Solanum peruvianum منــشا گرفتــه در روي 
بازوي كوتاه كروموزوم شماره شش قرار دارد و        

 است كه   (ORF)مشتمل بر سه قالب باز خواندن       
 و يك قالـب     Mi1-2 و   Mi1-1هاي    دو قالب ژن  

از دو ژن   . كننـد   ديگر يك ژن كاذب را كدُ مـي       
 براي ايجاد مقاومـت     Mi1-2مذكور، تنها وجود    

  Meloidogyne incognita ،M. javanicaبـه  
ــت  M. arenariaو  ــافي اســـــــ   كـــــــ

(Milligan et al., 1998).   
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با محاسـبه فاصـله   ، Nieاستفاده از شاخص  با
فرنگـي، بـر اسـاس        هـاي گوجـه     ژنتيكي بين رقـم   

مـشخص شـد كـه بيـشترين        نشانگر ريزمـاهواره،    
 تولـستوي جيـت و    هاي آ   بين رقم ) 875/0(فاصله  

هاي آجيت و     بين رقم ) 125/0(و كمترين فاصله    
اين فاصله احتمالاً به دليل     .  وجود داشت  1اچ  جي

هاي مرتبط با حساسيت و مقاومـت بـا           وجود آلل 
 با توجه به نتايج همبستگي اسـپيرمن  .نماتد است

مشخص شـد كـه آلـل دوم آغـازگر          ) 2جدول  (
Tom 47-48   و آلل دوم آغـازگرTom 55-56 

داري با ميزان توليـد       داراي همبستگي بالا و معني    
با توجه بـه    . گرهي هستند   گال توسط نماتد ريشه   

هـا    ضرايب همبستگي و مقايسه آن با ارتباط آلل       
ــل دوم    ــساسيت، آلـ ــت و حـ ــزان مقاومـ ــا ميـ   بـ

  بـــا ميـــزان همبـــستگي  Tom 47-48آغـــازگر 
   بـــا صـــفت ميـــزان گـــره ريـــشه  732/0مثبـــت 

همچنين آلـل دوم آغـازگر      مرتبط با حساسيت و     
Tom 55-56   در ارتباط با مقاومت به ايـن نماتـد 

ــي    ــستگي منفـــ ــا همبـــ . بودنـــــد-732/0بـــ

  
 ضرايب همبستگي اسپيرمن بين گال ريشه و نوارهاي حاصل از آغازگرهاي مرتبط با مقاومت -2جدول 

 Meloidogyne javanicaبه نماتد 
Table 4. Spearman rank correlation coefficients between root gall and the number of 
bands detected in Microsatellite primers linked to resistance to Meloidogyne javanica  

 
 Primer 
 Tom 8-9 Tom 8-9 Tom 43-44 Tom 43-44 Tom 47-48 Tom 47-48 Tom 11-28 Tom 11-28 

Root gall 0.80 0.24 -0.50 0.25 0.21 0.73 0.32 0.62 
Sig. 0.16 0.55 0.82 0.54 0.60 0.30 0.42 0.92 

 Primer 
 Tom 55-56 Tom 55-56 Tom 39-40 Tom 39-40 Tom 57-58 Tom 57-58 Tom 41-42 Tom 41-42 

Root gall -0.21 -0.73 -0.32 -0.60 0.50 -0.25 -0.85 -0.125 
Sig. 0.60 -0.30 0.42 0.90 0.89 0.54 0.80 0.70 

  
  سپاسگزاري 
ــشتيباني ــشگاه ياســوج   از پ هــاي مــسئولين دان

از . براي اجراي ايـن تحقيـق قـدرداني مـي شـود           

ــاري ــانم مهنـــدس حـــاجي  همكـ زاده،  هـــاي خـ
كارشــــناس آزمايــــشگاه مركــــزي دانــــشكده 

  .كشاورزي نيز سپاسگزاري مي شود
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