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زودرسي بر اساس تجزيه تفرق تـوده اي    اين طرح با هدف تعيين نشانگرهاي مولكولي مناسب جهت رديابي ژن

از تيـپ  ) Burley Ree 103(و رقـم ديـررس   ) Urumieh2(براي رسيدن به اين هدف، رقم زودرس . دشاجرا 
بوتـه اعـم از    100براساس رسـيدگي بوتـه هـا در مزرعـه،     . دشدر مزرعه كشت  F2بارلي تلاقي داده شد و نسل 

در بررسـي   . صورت گرفـت  DNAپس از نمونه گيري از اين بوته ها، استخراج . زودرس و ديررس انتخاب شد
چند شـكلي نشـان    OPC09و  OPB08 آغازگروالدين و بالكهاي زودرس و ديررس دو  در RAPD آغازگر 60

 OPC09-1900و  OPB08-1050دو مـاركر   F2نمونـه از نسـل    96 بررسـي در دادند كه در مرحله بعد پـس از  
  .رسي نشان دادند را از مكان ژني زود  سانتي مورگان 15سانتي مورگان و  7/19انتخاب شد كه به ترتيب فواصل 
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   مقدمه
امـروزه يكـي از گياهـان    ) .Nicotiana tabacum L(گيـاه توتـون   

صنعتي مهم در جهان محسوب مي شـود كـه سـهم عمـده اي در     
هـاي  در كشـور مـا نيـز بـه رغـم توصـيه      . تجارت بين الملل دارد

بهداشتي به علت مصرف نسبتاً بالاي سيگار، ميزان نياز بـه توتـون   
صول از خارج وارد شده و موجب خروج بالاست و بيشتر اين مح

توان با كشـت ايـن محصـول در منـاطقي كـه      لذا مي. دشوارز مي
. قابليت توليد دارند موجب تحول اقتصـادي در ايـن منـاطق شـد    

هاي تيپ غربي در مناطقي كه فصل رشد مناسب آنهـا بـين   توتون
 Davis and( شـوند  باشد به راحتي توليد مـي  روز مي 140تا  120

Nielsen 1999(   اما كشت آنها در مناطقي كه فصل رشد كوتاهتري
از . توانـد مـد نظـر باشـد     دارند نيز با استفاده از ارقام زودرس مـي 

صـرفه جـويي در    توان بـه  هاي زودرس مي هاي مهم توتون مزيت
افـزايش كيفيـت    ،صـرفه جـويي در مصـرف آب    ،هزينة كارگري

از آنجا كـه   .اشاره كردتوتون و استفاده از مزرعه براي كشت دوم 
خر فصل صبر شـود و نيـز   آبراي تشخيص زودرسي نياز است تا 

امكان دارد كه اين زودرسي به علت شرايط محيطـي ايجـاد شـده    
لذا استفاده از نشانگر مولكـولي   ،باشد و در نسل بعد حاصل نشود

اندركار در زودرسي امر مهمي بـه نظـر    هاي دست براي رديابي ژن
  هاي حامـل ژن  كند تا بوته گر كمك ميامر به اصلاحاين . رسد مي

كـراس   هـايي مثـل بـك    زودرسي را با اطمينان انتخاب و در روش
بـا اسـتفاده از    Paunescu and Paunescu (1996) .اسـتفاده كنـد  

هاي زودرس توتون دست يافتند و از ايـن   روش موتاسيون به بوته
در   Salaji (1996). دها در اصلاح ارقام زودرس استفاده كردن بوته

را  2موتانـت   همقايسه بين چند واريته توتون تيـپ شـرقي، واريت ـ  
ترين موتانت معرفي نمـود  را پرمحصول 4ترين و موتانت  زودرس

. اصلاحي ارقـام زودرس اسـتفاده كـرد    هو از اين موتانت در پروژ
Rostami (1998)    با تلاقي دو رقـمSumsun958  وCH.T.269-

دست يافـت   TS8شرقي توتون زودرس به نام  نيمه به يك رقم 12
 Noguchi et al. (1996)  .كه عملكرد و كيفيت قابل قبولي داشـت 

توانسـتند بـين ارقـام مقــاوم و     RAPD آغـازگر  10بـا اسـتفاده از   
هايي مشاهده كنند  در توتون چند شكلي PVYحساس به ويروس 

  . كنند  اثبات قاومت م ژن   با را  ها  توالي از   تعدادي  لينكاژ  و

Yi et al. (1998) يابي ژن مقاومت به نماتـد ريشـه در    جهت نقشه
آنها با اسـتفاده از  . استفاده نمودند RAPDاز نشانگر ) RK(توتون 

 ـهتوانسـت  F3تا  F1هاي  و نسل KY14رقم حساس  نشـانگر   16د ان
RAPD  ــه طـــول  مكـــان ژنـــي روي نقشـــه 6را در  1/24اي بـ
نشانگر در مكان ژنـي مقاومـت    6اسايي كنند كه مورگان شن سانتي

سـياه   مقاوم و حساس به ساق ارقام He et al. (2002). قرار داشتند
. مورد ارزيـابي قـرار دادنـد    RAPDتوتون را با استفاده از نشانگر 

را به عنوان نشـانگرهاي اختصاصـي شناسـايي     آغازگر 6آنها ابتدا 
را بـا محصـول    S95760 آغـازگر هاي بعـدي   نمودند و در بررسي

باز نزديكترين نشـانگر بـه ژن مقاومـت     جفت 760باندي به طول 
تفـرق   تجزيـه از روش Johnson et al. (2002) . تشـخيص دادنـد  

هاي متصل  براي تشخيص توالي RAPDو نشانگر ) BSA(اي  توده
توتون  K326و  Coker371در رقم ) ph(سياه  به ژن مقاومت ساق

را براي غربال ژن مقاومت  OPZ5-770ماركر  آنها. استفاده نمودند
  Feghhi . اثبات كردند MASپيشنهاد نموده و تاثير آن را با روش 

 et al. (2009) در بررسي بيماري ريزومانيا در چقندرقند با استفاده
مـاركر   3توانستند  RAPDاي و نشانگر  از روش تجزيه تفرق توده

را بـه فاصـله    R2شانگر پيوسته به ژن مقاومت شناسايي كنند كه ن
را بـه   C5و  C2مرگان در حالت ناجفت و نشانگرهاي  سانتي 3/8

 .مرگان از ژن مقاومت گزارش كردند سانتي 7/43و  87/32فواصل 
Javidfar et al. (2006)  به منظور شناسايي نشانگر مولكولي مرتبط

هاپلوئيـد حاصـل از    با مقدار اسيداولئيك در كلزا از جمعيت دابـل 
اي استفاده كردند كه  قي دو لاين كلزا و روش تجزيه تفرق تودهتلا

 SCAR، آنها را تبديل به نشانگر RAPDپس از معرفي دو نشانگر 
  . نمودند

اين طرح با هدف تعيين نشـانگر مناسـب بـراي ژن زودرسـي در     
  .به اجرا درآمد RAPDتوتون با استفاده از آغازگرهاي 

  
   هامواد و روش

  مواد گياهي 
) ديررس( Burley Ree103و ) زودرس( Urumieh2ابتدا دو رقم 

با هم تلاقي داده ) بهشهر(در مركز تحقيقات و آموزش تيرتاش 
  تفرق . آن در مزرعه كشت شد  F2  بوته از نسل  500 تعداد   .شد
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تصحيح شده  X2آزمون . مشاهده شد F2صفت زودرسي در نسل 
 200درس و ديررس بين هاي زوبراي نسبت بوته) 19و  24(يتز 

  .انجام شد F2بوته تصادفي از نسل 
  DNAاستخراج 

ها نمونه برگي از اين بوته F2بوته از نسل  100پس از انتخاب 
ها با استفاده از ازت مايع خرد شده و به اين نمونه. تهيه شد

بدين . شدند DNAاستخراج   Dellaporta et al. (1983)روش
 EDTA 50 mM, Tris(تر بافراستخراج ميكرولي 400شرح كه ابتدا 

100 mM, NaCl 500 mM, SDS 1.25%, pH 8 ( 12و 
مركاپتواتانول به تيوب حاوي برگ خرد شده اضافه و ميكروليتر 

سپس . گراد نگهداري شددرجه سانتي 65دقيقه در دماي  30مدت 
 Murray  and(مولار اضافه  5ميكروليتر استات پتاسيم  200

Thompson 1980 ( ميكروليتر  500دقيقه نيز مقدار  15و بعد از
دقيقه در  15اضافه شده و مدت ) 1-24(ايزوآميل الكل - كلروفرم

g 5000 فاز بالايي به تيوب جديد منتقل و مرحله . سانتريفيوژ شد
فاز بالايي به تيوب جديد . ايزوآميل الكل تكرار شد- كلروفرم

. نك استفاده شداز ايزوپروپانول خ DNAمنتقل و براي رسوب 
 ته DNAسانتريفيوژ و  g5000   دقيقه در 15تيوب ها به مدت 

. درصد دو بار شستشو داده شد 70نشين شده با الكل اتانول 
در نهايت . حل شد TEميكروليتر بافر  50- 100در  DNAسپس 

براي تست كيفيت . مناسب استحصال شد DNAنمونه،  96از 
DNA برابر رقيق شده و با  100ن ها به ميزاحاصل، اين نمونه

در ) OD(استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر ميزان جذب نوري 
سپس براي تعيين كيفيت از . نانومتر اندازه گيري شد 280و  260

فرمول 
280

260

OD
OD اين عدد براي كيفيت خوب . استفاده شدDNA 

ها نمونههمچنين اين ). Chawla 2003(باشد  8/1بايد در حدود 
  ).Shahadati  2008( درصد نيز امتحان شد 8/0روي ژل آگارز 

 RAPDهاي آغازگر 

تهيه ) Operon(از كيت اپرون ) RAPD )bp 10 آغازگر 60تعداد 
 دماي آنلينگ آنها  PCRسازي براي از آمادهو پس ) 1جدول (شد 

 
 
 
 
 

 .دشگراديان حرارتي تعيين  PCRبا چند نوبت 

ميكروليتر براي هر  25اي پليمراز به مقدار محلول واكنش زنجيره
مولار هر ميلي 2/0ژنومي،  DNAنانوگرم  50- 100واكنش حاوي 

 dATP, dCTP, dGTP, dTTP( ،5/0(يك از نوكلئوتيدها 
 3واكنش،  x10ميكروليتر از بافر  5/2ز هر آغازگر، ميكرومولار ا

. پليمراز تهيه شد Taq DNAو يك واحد آنزيم  MgCl2مولار ميلي
با ) BioRad-MjMini(در دستگاه ترموسايكلر بايورد  PCRعمل 

 45گراد، درجه سانتي 94دقيقه  4چرخه دمايي شامل يك دور، 
درجه  33-40يه ثان 40گراد، درجه سانتي 94دقيقه  يكدور، 
 72دقيقه  8گراد و يك دور، درجه سانتي 72دقيقه  دوگراد، سانتي

محصول ). Shahadati  2008(گراد صورت گرفت درجه سانتي
PCR  درصد، الكتروفورز و تفكيك شده و با  8/1در ژل آگارز

ميكروگرم در ميلي ليتر رنگ آميزي  يكاتيديوم برومايد به غلظت 
  ).Chawla 2003(شدند 

  )BSA(اي تجزيه تفرق توده
- براي شناسايي ژن مرتبط با زودرسي از آزمون تجزيه تفرق توده

. ارائه شده استفاده شدMichelmore et al. (1991) اي كه توسط 
از اين روش در موارد زيادي استفاده شده به طور مثال جهت 
 شناسايي نشانگر مولكولي مرتبط با مقدار اسيداولئيك در كلزا

)Javidfar et al. 2006(.  نمونهDNA  رقيق شده هشت عدد از
به  F2نسل  هاي ديررس ازهاي زودرس و هشت عدد از بوتهبوته

 DNAها به همراه اين نمونه. طور جداگانه با يكديگر مخلوط شد
. مورد آزمون قرار گرفتند RAPD آغازگر 60والدين توسط 

روز و  90س حدود هاي زودرميانگين طول دوره رشد براي بوته
هايي كه بين آغازگر. روز بود 130هاي ديررس حدود براي بوته

هاي ديررس و زودرس چند شكلي نشان دادند والدين و توده
ها آزمون شدند انتخاب شده و روي افراد تشكيل دهنده توده

)Ohmori et al. 1996 .( هاي گزينش شده براي آغازگردر نهايت
 بوته امتحان شدند 96وي جمعيت تعيين فاصله نشانگر برر

)Poulsen et al. 1995.(  
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  در اين تحقيق هاي مورد استفادهآغازگرليست و توالي  -1جدول 

  )′3 -′5(توالي  آغازگرنام  )′3 -′5(توالي آغازگرنام )′3 -′5(توالي  آغازگرنام

OPA-06 GGTCCCTGAC OPI-04 CCGCCTAGTC OPQ-01 GGGACGATGG 

OPA-09 GGGTAACGCC OPI-07 CAGCGACAAG OPQ-05 CCGCGTCTTG 

OPA-13 CAGCACCCAC OPJ-04 CCGAACACGG OPQ-06 GAGCGCCTTG 

OPB-07 GGTGACGCAG OPJ-05 CTCCATGGGG OPR-02 CACAGCTGCC 

OPB-08 GTCCACACGG OPJ-14 CACCCGGATG OPR-04 CCCGTAGCAC 

OPB-10 CTGCTGGGAC OPK-04 CCGCCCAAAC OPR-06 GTCTACGGCA 

OPC-02 GTGAGGCGTC OPK-08 GAACACTGGG OPS-03 CAGAGGTCCC 

OPC-05 GATGACCGCC OPK-09 CCCTACCGAC OPT-09 CACCCCTGAG 

OPC-09 CTCACCGTCC OPK-17 CCCAGCTGTG OPU-13 GGCTGGTTCC 

OPC-19 GTTGCCAGCC OPK-20 GTGTCGCGAG OPU-19 GTCAGTGCGG 

OPD-02 GGACCCAACC OPL-04 GACTGCACAC OPV-07 GAAGCCAGCC 

OPE-01 CCCAAGGTCC OPM-03 GGGGGATGAG OPV-08 GGACGGCGTT 

OPE-13 CCCGATTCGG OPM-12 GGGACGTTGG OPV-10 GGACCTGCTG 

OPE-17 CTACTGCCGT OPM-16 GTAACCAGCC OPW-03 GTCCGGAGTG 

OPG-02 GGCACTGAGG OPN-03 GGTACTCCCC OPX-11 GGAGCCTCAG 

OPG-07 GAACCTGCGG OPN-14 TCGTGCGGGT OPX-17 GACACGGACC 

OPH-04 GGAAGTCGCC OPO-06 CCACGGGAAG OPZ-07 CCAGGAGGAC 

OPH-13 GACGCCACAC OPP-13 GGAGTGCCTC OPZ-09 CACCCCAGTC 

OPH-19 CTGACCAGCC OPP-14 CCAGCCGAAC OPAE-02 TCGTTCACCC 

OPI-01 ACCTGGACAC OPP-16 CCAAGCTGCC OPAE-07 GTGTCAGTGG 

  
  تجزيه و تحليل آماري

بوته نهايي براي صفت زودرسي  96به جهت انتخاب غير تصادفي 
. آزمون كاي اسكور براي ماركرهاي انتخاب شده صورت نگرفت

براي تعيين فاصله ماركر از مكان ژني مورد نظر از دو روش 
) 2فرمول( هاي نو تركيب بر اساس تابع كوزامبيدرصد بوته

)Kosambi 1944  ( و نرم افزارMAPMAKAR 3.0  استفاده شد
)Lander et al. 1987.(  

)
21
21(25.0
c
cLnm

−
+

=    )2(  

فاصله براساس سانتي  mفراواني نوتركيبي و  cدر اين فرمول (
  )باشدمورگان مي

  

    نتايج و بحث
بوته زودرس و  F2 ،42بوته تصادفي بررسي شده در نسل  200از 

 Yi et al. 1998;  Nouhi(يتز  2χآزمون . ودندبوته ديررس ب 158

et al. 2008  ( درجه آزادي نشان داد كه  يكبا  1:3براي احتمال
2χ  82/1(حاصل ( 2ازχ  درصد 5جدول در سطح احتمال )84/3 (

توان گفت كه اين مي 1:3يد نسبت يكوچكتر است و لذا با تا
  .شودصفت با يك ژن مغلوب بزرگ اثر كنترل مي

تا  406/0هاي مختلف از DNAنانومتر براي  260نوري در جذب 
تا  208/0نانومتر نيز از  280اين عدد براي . متغير بود 428/0
  260 در  نوري  جذب  اساس   بر  هاDNA   غلظت . بود  233/0

  ميكروليتر به دست آمد در  نانوگرم   2140 تا   2030 از   نانومتر
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 )Shahadati  2008 .(نيز از  280به  260ب نوري نسبت جذ
ها DNAمتغير بود كه نشان دهنده كيفيت مناسب  97/1تا  76/1
درصد نيز اين  8/0مشاهده برروي ژل . )Chawla 2003(باشد مي

  .يد نموديكيفيت را تا
هاي آغازگرها، اين دما براي آغازگردر بررسي دماي اتصال 

تعداد باندها  .گراد به دست آمددرجه سانتي 40تا  33مختلف بين 
تعداد كل باندهاي حاصل . متغير بود 13تا  1از  آغازگربراي هر 

  .باند بود 583به كار رفته در بررسي نيز  آغازگر 60از 
بوته براي هر  DNA 8هاي زودرس و ديررس، از براي تهيه توده

تعداد زياد افراد در هر توده دقت كار را افزايش . توده استفاده شد
دهد و تعداد روز چندشكلي را  به شدت كاهش ميولي احتمال ب

كم افراد در توده احتمال چند شكلي غير مرتبط با صفت را 
 .Giovannoni et al. 1991; Michelmore et al)دهد افزايش مي

1991; Chague et al. 1996)  والدين و  درها آغازگربا آزمايش
 ,OPE17, OPC09( آغازگر 4بالكهاي زودرس و ديررس 

OPB08  وOPV08 (ها آغازگراين  سپس. چند شكلي نشان دادند
و  OPE17هاي آغازگرروي تك تك افراد توده آزمون شدند، 

OPV08 در نهايت دو . به علت عدم تكرارپذيري حذف شدند
باندي  OPB08 آغازگر. دندشانتخاب  OPC09و  OPB08 آغازگر

 1900دازه باندي به ان OPC09 آغازگرجفت باز و  1050به اندازه 
كه به ) 1شكل(جفت باز همبسته با مكان ژني زودرسي نشان داد 

اين باندها . ناميده شد OPC09-1900و  OPB08-1050ترتيب 
بدين معني كه . قرار داشتند 1نسبت به زودرسي در حالت ناجفت

از آنجا كه هم صفت ديررسي و . در افراد ديررس ديده مي شدند
لذا حالت ناجفت براي صفت . غالب هستند RAPDهم ماركر 

زيرا كه در صورت نبود باند با . تواند مفيد باشدزودرسي مي
الل غالب موجود (دارد شود گفت كه زودرسي وجود اطمينان مي

 ).نيست
 
  

                                                            
1 Repulsion 

  
و  OPB08هاي آغازگرتوليد باندهاي وابسته به زودرسي در  -1شكل

OPC09. R( ؛والد ديررس U( ؛والد زودرس D( ؛بالك ديررس Z(  بالك
 .زودرس

 
بوته از  DNA 96هاي انتخاب شده روي آغازگرپس از اينكه 

بررسي فاصله ماركرها از ژن ). 2شكل(چك شد  F2نسل 
نشان داد كه ) Kosambi 1944(زودرسي براساس تابع كوزامبي 

سانتي مورگان و ماركر  7/19به فاصله  OPB08-1050ماركر 
OPC09-1900  از مكان ژني زودرسي  مورگانسانتي 15به فاصله

اين در حاليست كه نتايج حاصل از نرم افزار ). 3شكل(قرار دارند 
MAPMAKAR 3.0   باLOD Score  40و حداكثر فاصله  3برابر 

 9/15در فاصله  OPB08-1050سانتي مورگان نشان داد كه ماركر 
سانتي 8/11در فاصله  OPC09-1900سانتي مورگان و ماركر 

 از  ). 2جدول (  است  گرفته  قرار  ژني زودرسي  مورگان از مكان

 Barzen etو  Amiri et al. (2009)آنجا كه بر اساس گزارشات 

al. (1992)  نرم افزارMAPMAKAR ها را در حالت فاصله
لذا اطمينان تابع كوزامبي در اين . ناجفت با اريب برآورد مي كند

 .حالت بيشتر است
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  .)ديررس هستند 8-15زودرس و  1-7شماره ( OPC09-1900و  OPB08-1050براي ماركر  F2ي ماركر در تعدادي از افراد نسل ظهور باندها -2شكل

 

 
  نقشه ژني بين ماركرها و مكان ژني زودرسي بر اساس تابع كوزامبي -3شكل 
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 Mapmakerفاصله مكان ژني زودرسي و ماركرها براساس نرم افزار  -2جدول 

 Distance  Markers  

  
15.9 cM OPB08-1050  

 
11.8 cM  Precocity locus  

  OPC09-1900  
log-likelihood= -77.38 27.8 cM    

 
 

  گيرينتيجه
شود  پيشنهاد مي. نتايج تابع كوزامبي در اين حالت ارجحيت دارد

از دو نشانگر فوق به صورت تركيبي براي شناسايي ژن زودرسي 
  . تري داشته باشنداستفاده شود تا كارايي بالا
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