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توتون، يكي از گياهان مهم زراعي و صنعتي است كه در اقتصاد و درآمد كشورهاي توليد كننده 
يكي از مهمترين بيماري هاي )  PVY(سيب زميني  Yبيماري ويروس  .نقش بسيارمهمي دارد

كاهش كميت و كيفيت محصول توتون مي  سببسي خسارت زا بر روي توتون مي باشد و ويرو
اصلاح براي . ، توليد ارقام مقاوم استPVYبهترين و اقتصادي ترين روش كنترل بيماري . شود

مقاومت به اين بيماري از طريق روش هاي كلاسيك، مشكل و مستلزم صرف هزينه هاي زيادي 
 SSRمانند نشانگرهاي (سته با ژن هاي مقاومت و داراي چندشكلي زياد پيو DNAنشانگرهاي  .است

اين مطالعه به منظور بررسي امكان . مي توانند در تسريع برنامه هاي اصلاح ارقام مقاوم مفيد باشند) 
در توتون با  PVYبراي صفت مقاومت به بيماري )  MAS(دستيابي به گزينش به كمك نشانگر 

كاشت بذور والدين،  1389بدين منظور در فروردين ماه . اجرا شد SSRاي استفاده از نشانگر ه
، PVYبه عنوان والد حساس به  K326و رقم  PVYبه عنوان والد مقاوم  به  VAMيعني رقم 

به طور جداگانه استخراج شد و  PVYوالد مقاوم و والد حساس به بيماري  DNA. صورت گرفت
و  لد مقاوم و والد حساس به طور جداگانه آزمون شدندوا DNAبر روي  SSRجفت آغازگر  100

نشانگر كه داراي  28بعد از انجام الكتروفورز عمودي و رنگ آميزي ژل با نيترات نقره، از بين آنها 
نشانگر بر روي  28بيشترين چندشكلي بر روي والدين بودند، انتخاب و غربال شدند، سپس اين 

نشانگر  3كه  نتايج نشان داد. مورد آزمون قرار گرفتند PVY بالك مقاوم و بالك حساس به بيماري
SSR  به نام هاي)PT20357( ،)PT20165( ،)PT30002 ( داراي بيشترين چندشكلي بر روي بالك

اين نشانگرها مي توانند در امر گزينش به كمك نشانگر . بودند PVYهاي مقاوم و حساس به 
)MAS (مقاومت به بيماري  درPVY و مفيد باشند گرفتهمدنظر قرار  در توتون.  
  

  مقدمه
توتون يكي از گياهان مهم زراعي وصنعتي است كه در اقتصاد و درآمد كشورهاي توليد كننده 

جانيان و از متوتون گياهي يكساله و از خانواده باد .)khajepoor  2004( نقش بسيار مهمي دارد
و استوار رشد مي كندو براي استفاده جنس نيكوتيانا مي باشد كه به صورت بوته اي بزرگ 

متعلق به ) PVY(سيب زميني  Yويروس  .)(Ahifar 1998مي شوداستفاده تجاري از برگهايش 
گوجه ، توتون، است كه گياهان خانواده سولاناسه مانند سيب زمينيپوتي ويروس جنس 

 ).Tian et al. 2011(فرنگي و فلفل را آلوده مي كند

 هاي كليدي واژه
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PVY  يكي از مهمترين بيماري هاي ويروسي خسارت زا بر روي
، )قهوه اي شدن رگبرگها(توتون است كه لكه هاي نكروتيك يا 

علائم موزاييكي و ايجاد نقاط حلقوي ، نواري شدن رگبرگها
باعث كاهش از علائم آن است و نكروزه برروي برگهاي توتون 

 .shou et al) كميت و كيفيت محصول توتون مي شود

1991;Reynolds 2011).  ميزان خسارت ويروسY  سيب زميني
ذكر شده است كه به عوامل درصد  75بر روي گياه توتون تا 

زمان وقوع آلودگي و سويه ويروس ، متعددي از جمله رقم توتون
بهترين روش كنترل بيماري . )Mahtabi,R 1999( بستگي دارد

PVY دليل شناسايي ژن هاي  به همين، توليد ارقام مقاوم است
، با استفاده از نشانگرهاي مولكولي PVYمقاومت به بيماري 

روشي سريع و راحت بوده و كمك زيادي به توليد ارقام مقاوم 
يكي از بهترين و سريع ترين  ).Dinant et al. 1993( مي كند

مي  SSR، نشانگر چندشكلي در بررسي مولكولينشانگرهاي 
 ر ژنوم تمام يوكاريوت ها وجود دارندد SSRرهاي نشانگ. باشد

)Li et al. 2010.( SSR  ها به دليل فراواني زيادشان براي مكان
لي هستندو آنشانگرهاي ايده ، يابي ژنتيكي و مطالعه جمعيت

). Naghavi et al. 2005(استفاده از آنها بسيار ساده و آسان است
  Gupton and Burk توسط  PVYمحل عامل مقاومت به بيماري 

جهش  Aآنها بين رقم ويرجينيا  .بررسي شده است (1973)   
 .مونوسومي توتون تلاقي انجام دادند 24به عنوان والد نر و يافته 

در  PVYنتايج تحقيق آنها نشان داد كه احتمالا مقاومت به بيماري 
  Rodal) .مربوط مي شود Eبه يك ژن بر روي كروموزوم ، توتون

  and xiong 2008) ملكردهاي تكميلي دو ژن مغلوب تعيين ع
سيب زميني را در توتون  Yكننده دوام مقاومت به ويروس 

آنها دريافتند كه توتون رقم  .موتانت بررسي كردند Aويرجينيا 
VAM  و رقمNC 745  حامل ژنVa  سببهستند كه اين ژن 

نتايج تجزيه و . در توتون مي شود PVYايجاد مقاومت به بيماري 
نتيكي بر روي نتاج هيبريد نشان داد كه مقاومت توتون تحليل ژ

حداقل به وسيله دو ژن ، PVYنسبت به بيماري  VAMرقم 
    .Davalieva et al).تعيين مي شود Va2 و Vaمغلوب به نام ژن 

بررسي تنوع ژنتيكي واريته هاي توتون ايالت در (2010 
Macedonian  آمريكا از نشانگرهايSSR در اين  .استفاده كردند

به دليل داشتن سطوح  )SSR(ماركر ريزماهواره  70تحقيق از 

واريته از توتون هاي كشت  10بالاي چندشكلي براي شناسايي 
ماركر  14استفاده شد كه از بين آنها  Macedonianشده در ايالت 

اندازه گيري تنوع  آنها به منظور .داراي بيشترين چندشكلي بودند
 .شاخص شانون را محاسبه كردند، يهتروزيگوسيت و ژنتيكي

بيشترين مقدار اين شاخص و بيشترين ميزان تنوع ژنتيكي را 
و كمترين ميزان آنرا آغازگر  XAM07(1/5175)آغازگر  

XAM13(0/5623) به خود اختصاص داد .Czubacka and 

Doroszewska (2009)  ،توتون دابل ، در نتيجه تحقيقات خود
د كه داراي منابع مختلف مقاومت به هاپلوئيدي را ايجاد كردن

آنها دريافتند كه يكي از منابع مقاومت به  .مي باشد PVYبيماري 
PVY ، گونه وحشي توتون به نامNicotiana  africana مي باشد. 

لاين هاي ترانسژنيك توتون به نام ، PVYمنبع ديگر مقاومت به 
)MN 944-LMV(  و كولتيوارMac Nair   ژن هستند كه داراي

 Bindler et al.هستند) +LMV CP(يا   LMVپروتئين پوششي 

 Nicotiana tabacum(نقشه ژنتيكي عظيمي از توتون   ) (2007

L. ( هاي نشانگررا با استفاده ازSSR اين مطالعه با . ايجاد كردند
و با هدف ايجاد نقشه ژنتيكي بسيار  SSRماركر  210استفاده از 

اين  .ژنوم تتراپلوئيد انجام گرفتبزرگي از توتون براي ايجاد 
نقشه ژنتيكي با استفاده از مكان يابي جمعيت به دست آمده از 

انجام  Red Russian  ×Hicks Broad Leafتلاقي بين واريته اي 
، AFLPهاي نشانگربا استفاده از  ،(Brigenti et al. 1998) .شد

در  )Ry stoژن ( PVYمكان يابي مولكولي ژن مقاومت به بيماري 
 Ry sto آنها دريافتند كه ژن. گياه سيب زميني را بررسي كردند

در گياه سيب  را PVYيك ژن غالب است كه مقاومت به بيماري 
و ماركرهاي  RAPDاز ماركر Sabir (2010)  .زميني ايجاد مي كند

سيب زميني در  Yمقاومت به ويروس بررسي پروتئيني براي 
آنها براي انجام تحقيق . كردندكولتيوارهاي سيب زميني استفاده 

فصل متوالي كاشتند و با  3كولتيوار سيب زميني را در  9، خود
 PVYانجام تست اليزا آنها را بر حسب ظهور علائم آلودگي به 

و ) SDS-PAGE(آنها در اين تحقيق از روش .طبقه بندي كردند
براي شناسايي كولتيوارهاي مقاوم و شناسايي  RAPDماركر  60

مشخص شد . استفاده كردند PVYرهاي پيوسته به بيماري نشانگ
) درصد 75در حدود (ر چندشكلي بالايي نشانگ 4، كه از بين آنها
داراي بيشترين درصد  )XZ 33(ر نشانگبه طوريكه ، را نشان دادند
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داراي كمترين چند  )XZ61(ر نشانگو  )درصد 90(چندشكلي 
تنوع ژنتيكي ، (Yao Zhang et al. 2008)بود  )درصد 40(شكلي 

بررسي  AFLPو  RAPDكولتيوارهاي توتون را توسط ماركرهاي 
ارزيابي تنوع ژنتيكي كولتيوارهاي توتون در اصلاح و  .كردند

آنها روابط . بهبود عملكرد توتون در دراز مدت اهميت دارد
زيه خوشه اي جخويشاوندي كولتيوارهاي توتون را توسط ت

)UPGMA ( بر پايه داده هايRAPD  وAFLP ورد و تخمين آبر
يك نژاد جديد از ويروس ،  and  Akira (2004 Keiichi. (زدند

Y دو ايزوله . سيب زميني را در توتون بارلي در ژاپن كشف كردند
A-1  وA-2  بر روي برگهاي توتون بارلي ايجاد لكه هاي زرد يا

آنها . نقاط حلقوي نكروزه قهوه اي و علائم سيستميك مي كنند
را با  PVYمحل هاي غيرفعال برگ نسبت به ، اين تحقيق در

  5-6دقيقه آلوده كردند و آنها را  10به مدت  A-1ايزوله هاي 
نتايج آنها نشان داد كه آنتي . قرار دادند in vitroروز در محيط 

واكنش مثبت نسبت به ، A-1سرم تهيه شده به وسيله ايزوله 
سيب  Yاز ويروس  A-1 مشخص شد كه ايزوله. آلودگي نشان داد

 Hu et) .تعلق دارد PVYزميني به گروهي از نژادهاي نكروتيك 

al 2009) ،  در نتيجه تحقيقات خود دريافتند كه يك نژاد نوتركيب
ايجاد عوامل ژنتيكي جديد ويروسي و نكروز ، PVYجديد از 

علائم موزاييكي داراي  L26آوندي برروي توتون مي كندو لاين 
 PVY NTNو نژاد باشد گبرگها برروي توتون مي و روشن شدن ر

مشخص شد كه دو . ايجاد نكروز آوندي بر روي توتون مي كند
آمينواسيد از ژنوم آنها در ايجاد علائم نكروز آوندي در توتون 

 HC-Proترمينال از - Cنقش دارند كه اين دو آمينواسيد در ناحيه 
وسته به صفات مهم نشانگرهاي مولكولي پي. اين جدايه قرار دارند

زراعي ،بازده اصلاح اين گياهان را به طور قابل ملاحظه اي 
نشانگر مولكولي براي ). Naghavi et al. 2005( افزايش داده است

است كه كاملا به يك ژن  DNAيك ژن خاص، قسمتي از 
بنابر اين هر گياه كه حاوي يك نشانگر خاص  .پيوسته مي باشد

 .Najafi et al(آن نيز خواهد بود باشد، حاوي ژن پيوسته به

چنانچه صفاتي مانند مقاومت به بيماري ها را بتوان به  ).2009
وسيله پيوستگي با نشانگرهاي مولكولي نشانمند نمود، زمان و 

ديگري  هزينه لازم براي انتقال اين ژن ها از يك زمينه ژنتيكي به
 افتو بنابر اين بهبود ارقام مقاوم به شدت كاهش خواهد ي

)Fuentes et al. 2000.(  چنانچه پيوستگي شديدي بين مكان ژني
نشانگر و مكان ژني كنترل كتتده آن وجود داشته باشد، 

مي توانند از نشانگرهاي مولكولي جهت انتخاب غير  گراناصلاح
مستقيم افراد در جمعيت هاي در حال تفرق كه ژن را براي يك 

 .Cernak et al(د مطلوب حمل مي كنند، استفاده كنن صفت

بررسي امكان دستيابي به انتخاب به ، هدف از اين تحقيق). 2008
در  PVYبراي صفت مقاومت به بيماري ) MAS(كمك نشانگر 

كمك  روش انتخاب به.بود  SSRتوتون با استفاده از ماركرهاي 
نشانگر در كنار ارزيابي چندشكلي والدين و همچنين ارزيابي  

در  PVYبيماري  مقاوم و حساس به  چند شكلي بالك هاي
يك راهبرد كارا براي تسهيل ژن هاي مقاومت به شمار ، توتون

مي رود، زيرا در مقايسه با تعيين ژنوتيپ جمعيت با تعداد زيادي 
 .از نشانگرها ، موجب صرفه جويي در زمان و هزينه مي شود

 
   هامواد و روش
  مواد گياهي 

تحقيق شامل برگ هاي جوان  مواد گياهي مورد مطالعه در اين
و رقم حساس به ) VAMرقم ( PVYگياهان مقاوم به بيماري 

بذور اين گياهان در . بود در توتون  )K326رقم ( PVYبيماري 
برگي از آنها  3و در مرحله  شددر گلخانه كشت  1389فروردين 

شد و در منجمد نمونه ها در ازت مايع . نمونه گيري انجام شد
 K326رقم ×  VAMسپس از تلاقي رقم  .داري شدنگه - 80فريزر

  F2يك جمعيت ، در مركز تحقيقات و آموزش توتون تيرتاش
در  VAM×K326حاصل از تلاقي رقم  F2بذر  100تهيه شد و 

سيب زميني مايه زني  Yخزانه كاشته شدند و با عصاره ويروس 
شدند و با انجام تست الايزا و بررسي و تاييد كامل مقاومت و 

بوته  10تعداد ، PVYنسبت به بيماري  F2ساسيت بوته هاي ح
انتخاب شدند و از  PVYبوته كاملا حساس به  10كاملا مقاوم و 

  . هر كدام از آنها به طور جداگانه نمونه برگ تهيه شد
   DNAاستخراج 

DNA  ژنومي از برگ هاي والد مقاوم و والد حساس به بيماري
PVY  و همچنينDNA بوته  10هاي هريك از  ژنومي از برگ

به طور  PVYبوته كاملا حساس به بيماري  10كاملا مقاوم و 
استخراج  )Delaporta et al. 1983(جداگانه با استفاده از روش 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
91

.7
.3

.1
2.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

26
 ]

 

                             3 / 11

https://dorl.net/dor/20.1001.1.20084439.1391.7.3.12.1
http://mg.genetics.ir/article-1-1127-fa.html


  احمدي و همكارانمرضيه شازده     ...بررسي امكان دستيابي به گزينش به كمك نشانگر  
 

 304  1391پاييز/3شماره/هفتمدوره/ ژنتيك نوين

 

گرم برگ از هر نمونه  2- 3در حدود  DNAبراي استخراج . شد
برگها با نيتروژن مايع در هاون چيني ساييده شدند و . تهيه شد

منتقل  ml 5/1گهاي ساييده شده به ميكروتيوب هاي مقداري از بر
ميكروليتر بافر استخراج مخصوص  400سپس مقدار . شد

گرم شده بود به هر  C 65°دلاپورتا كه از قبل در بن ماري تا دماي
دقيقه در بن ماري قرار  30مدتميكروتيوب اضافه شد و نمونه ها 

با دست تكان دقيقه به آرامي  10هر داده شدند و در اين مدت 
ميكروليتر استات پتاسيم  200سپس به هر نمونه مقدار . داده شدند

 دقيقه در دماي 15مولار اضافه شد و ميكروتيوب ها به مدت  5
°C4  سپس . قرار گرفتندDNA  ايزوآميل  :توسط محلول كلروفرم

دور در  5000دستگاه سانتريفيوژ با سرعت الكل  جدا شد و در 
، سپس.دور انداخته شد هاو محلول روئي آن ندشده قرار داددقيقه 
DNA  شستشو داده شدند و به مدت  درصد 70ها با الكل اتانول

در . ساعت در معرض دماي اتاق قرار گرفتند تا خشك شوند 1- 2
 100در  حاصلرسوب هاي ، DNAآخر براي حل شدن كامل 

ميكروتيوب ، سپس. حل شدند )TE )Tris-EDTAميكروليتر بافر 
قرار داده  C 4°ا به مدت يك شب در يخچال معمولي در دمايه

، DNAبراي ارزيابي كميت ، DNAپس از حل شدن كامل . شدند
استخراج شده والد مقاوم و والد حساس به  DNAغلظت هاي 

PVY ، با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر و با طول موج هاي
زيابي كيفيت ار .گيري و تعيين شدنانومتراندازه  280و  260

DNA  8/0هاي استخراج شده توسط الكتروفورز افقي ژل آگاروز 
   .انجام شد درصد

  تست اليزا
به زمين اصلي و رسيدن به مرحله  F2بعد از انتقال نشاهاي گياهان 

سيب زميني صورت  Yمايه زني با عصاره ويروس ، برگي 4- 5
يك ماه  ارزيابي گياهان مايه زني شده هر هفته يكبار تا .گرفت

جهت تاييد آلودگي يا عدم آلودگي . پس از مايه زني انجام شد
) DAS-ELISA(بوته ها با آزمون دوطرفه الايزا ، PVYبوته ها به 

با استفاده از آنتي بادي Kelark and Adamz   )1977(مطابق روش
سيب زميني  Yويروس ) POLYCLONAL(چند همسانه اي 

در  IgGآنتي بادي پلي كلونال  ابتدا .مورد آزمايش قرار گرفتند
ميكروليتر از  100، بافر پوششي حل شده و به وسيله ميكروپيپت

بعد از . آن به هر يك از چاهك هاي پليت الايزا افزوده شد

آنتي بادي پلي كلونال اضافه با ، C 37°نگهداري در دماي
بار و هر  3و چاهك ها  شد برگرداندن سريع پليت الايزا خارج

 PBST )phosphate Buffer Salineدقيقه با بافر  3- 5دت بار به م

Tween 20 (سپس به . شستشو داده شدندو سپس خشك شدند
ميكروليتر عصاره بافت  100هر يك از چاهك هاي پليت الايزا 

در ، آلوده اضافه شد و در تعدادي از چاهك ها فقط بافر استخراج
ي گياه سالم به برخي گياه آلوده به عنوان شاهد مثبت و در برخ

 بعد از يك شب نگهداري در دماي  .عنوان شاهد منفي ريخته شد
°C 4  ،آنتي . پليت خالي شده و طبق مراحل قبل شستشو داده شد

 (conjugate)بادي متصل به آنزيم آلكالين فسفاتاز در بافر كانجوگه
ميكروليتر از آن به هر چاهك پليت  100حل شده و به ميزان 

. نگهداري شد C37°ساعت در دماي 4به مدت افزوده شد و 
سپس يك ميلي گرم در يك ميلي ليتر از محلول پارانيتروفنيل 

ميكروليتر از آن به  100فسفات در بافر زمينه تهيه شد و به ميزان 
هر چاهك افزوده شد و تا ظهور رنگ زرد در برخي از چاهك ها 

  .در دماي اتاق نگهداري شد
 SSRهاي نشانگربا استفاده از ) PCR(راز واكنش زنجيره اي پليم

  توتون
، غلظت هاي مناسب نمك، PCRبراي ايجاد بهترين شرايط 

حجم .توسط آزمون گراديان غلظت تعيين گرديد DNAآغازگر و 
ميكروليتر يك شامل ميكروليتر مي باشد كه  PCR 25 كلي واكنش

DNA ژنومي )ng/ l 20( ،5/0  ميكروليتر مخلوطdNTP   ،23/0 
 Taq DNA Polymerase ،5/2آنزيم  )ميلي مولار 46( ميكروليتر

ميكروليتر آب مقطر استريل و  PCR buffer ،7/15ميكروليتر از 
 .توتونSSR آغازگر مربوط به هر يك از ماركرهاي  ميكروليتر 5/1
آورده  1و توالي هاي آنها در جدول  SSRآغازگر  100اسامي (

اد به طور جداگانه به هر يك از تيوب هاي اين مو ).شده است
قرار  PCRمنتقل شدند و در داخل دستگاه  ml 2/0كوچك 
، استخراج شده هر يك از والدين مقاوم و حساس DNA. گرفتند

 PCRتوتون مورد آزمون  نشانگر 100به طور جداگانه توسط 
براي  C 94°شامل دناتوره كردن ابتدايي در PCRبرنامه .گرفتندقرار

سيكل تكثيري شامل مرحله دناتوره كردن  35به دنبال آن ، دقيقه 5
، ثانيه 45براي   C55°اتصال آغازگر در، براي يك دقيقه  C 94° در

براي يك دقيقه و بعد از آن مرحله تكثير  C72° در DNAتكثير 
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لازم به ذكر است كه دماي ( دقيقه انجام شد 8براي  C72°نهايي در
در نظر  نشانگر با توجه به توالي آنبراي هر  مرحله اتصال آغازگر

ميكروليتر از  7مقدار ، PCRبعد از اتمام مراحل  و) گرفته شد
درون  رنگ بارگذاريميكروليتر  5/1به اضافه ي  PCRمحصولات 

به  70ريخته شد و در ولتاژ  درصد 5/1چاهك هاي ژل آگاروز 
يديوم سپس ژل با محلول ات، مدت يك ساعت الكتروفورز شدند

  . برومايد رنگ آميزي شد و كيفيت باندهاي آن بررسي گرديد
  الكتروفورز عمودي و رنگ آميزي ژل

توتون كه به طور جداگانه  SSR نشانگرPCR 100فرآورده هاي 
هر يك از والدين مقاوم و حساس انجام شده بود بر  DNAبا 

الكتروفورز درصد  6روي ژل هاي پلي آكريلاميد واسرشته ساز 
ند و در آخر بر روي شيشه ها توسط مراحل مختلف رنگ شد

 SSRهاي  نشانگرباندهايي مربوط به الگوي چند شكلي ، آميزي
در كنار يكديگر ظاهر ) S(و حساس ) R(در بين والدين مقاوم 

همين كار با ، سپس .)3شكل (آنها بررسي شدچند شكلي شد و 
ساس انجام توتون بر روي بالك هاي مقاوم و ح SSR نشانگر 28

 .بررسي شد چند شكلي نشانگر ها شدو

  
   نتايج و بحث

   F2در والدين و در نتاج  PVYارزيابي مورفولوژيكي بيماري 
 10بر روي ارقام مقاوم و ارقام حساس هر  PVYارزيابي بيماري 
والدين از نظر شدت بيماري تفاوت معني . گرفت روز يكبار انجام
داراي ) VAMرقم (لد مقاوم به طوريكه وا، دار نشان دادند

 )K326رقم (كمترين ميزان شدت بيماري بود و والد حساس 
سه عامل محيطي . بود PVYداراي بيشترين ميزان شدت بيماري 

عوامل موثر و مهم در شروع و ، رطوبت و نور، افزايش دما
همچنين شدت بيماري . در توتون هستند PVYگسترش بيماري 

PVY  در نتاجF2 100تا  4زيع پيوسته و دامنه اي بين داراي تو 
درصد بود كه نشان دهنده تنوع فنوتيپي وسيع در اين جمعيت بود 

   ).1شكل (
  F2با تست الايزا در نتاج  PVYارزيابي بيماري 

از بي رنگ تا (نتايج آزمون الايزا بر اساس تغيير رنگ چاهك ها 
ل دقيقه بعد از افزودن محلو 120الي  30پس از ) زرد رنگ

به طوريكه چاهك هاي بدون ، سوبسترا بررسي و ثبت گرديد

بود و  PVYنشان دهنده پاسخ منفي واكنش نسبت به ، رنگ پليت
نشان دهنده پاسخ مثبت واكنش ، چاهك هاي زرد رنگ پليت

  ).2شكل  ( بود PVYنسبت به 

 PVYدرصد برگهاي آلوده به ويروس 
در بين ارقام مقاوم F2 گياهان  در PVYتوزيع فنوتيپي شدت بيماري  -1شكل

  و حساس 

  
 F2با تست اليزا در نتاج  PVYنتايج ارزيابي بيماري  -2شكل 

  
  با انجام الكتروفورز عمودي SSRتجزيه نشانگرهاي 

اطلاعات به دست آمده براي ، پس از رنگ آميزي و ثبت ژل ها
جود هر باند امتياز هر جفت آغازگر با توجه به وجود و عدم و

جفت آغازگر مورد  100نتايج نشان داد كه از بين . انجام شد دهي
آنها، بر روي ژل پلي آكريلاميد  PCRكه فرآورده هاي استفاده 

درصد الكتروفورز شده و ژل ها با محلول نيترات  6واسرشته ساز 
توانستند  SSRجفت آغازگر 28تنها نقره رنگ آميزي شدند، 

بين والدين مقاوم  درنشانگر  الگوي نواربندي متفاوتي را براي هر
رها و وزن آلل نشانگاسامي اين (  .نشان دهند PVYو حساس به 

الگوي چند  1 آورده شده است و در شكل 2هاي آنها در جدول
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 PCR 28فرآورده هاي با بررسي .) شكلي آنها مشخص شده است
كه بر روي بالك هاي مقاوم و حساس آزمون توتون  SSR نشانگر

با عكس برداري از آنها و بررسي چند ز شده بود، و الكتروفور
به نام هاي  SSR ماركر 3شكلي باندها مشخص شد كه تنها 

)PT20357( ،)PT20165( ،)PT30002( مناسبي  داراي چندشكلي  

 3هاي مقاوم و حساس بودند كه اين )توده(برروي بالك 
 به عنوان شاخص براي تحمل و مقاومت به نشانگرمي توانند

ها در نشانگراين . (در توتون مدنظر قرار گيرند PVYري بيما
  .)مشخص شده اند 2شكل 

 :توتون مورد استفاده در اين تحقيق  SSRنشانگر  صدفهرست و مشخصات   -1جدول 

دماي 
  )Co(اتصال

ف  نام آغازگر  )F(توالي رفت   )R(توالي برگشت 
ردي

  

٦٠  5′-CCATATCTCACAGCAATCG-3′ 5′-AATTCGACGACACTTGC-3′  PT30280  ١  
٦٠  5′-CAAGACATGTGTCAACTGAA-3′  5′-ATGGCAAATGTTGCATCTC-3′  PT20445  ٢  
٦٠  5′-TCATTCGGTTGAGTACCTTAG-3′  5′-CATATGCTTCGGAGAGTTG-3′  PT30001  ٣  
٦١  5′-GGCTTAAGCACAAGCAGA-3′  5′-AATATTGTGCTTGTGTAGGT-3′  PT30468  ٤  
٥٩  5′-TGGCCTTAGCCACTGTCC-3′  5′-TCGATTCCAGACTTCCTCC-3′  PT30484  ٥  
٥٦  5′-CCTGTAACATCTGAGTGCC-3′  5′-CCATAAGTCCAACATGC-3′  PT11903  ٦  
٥٢  5′-TCCAACAAGATGCTTTCA-3′  5′-AACAGAACCGGCAAGTC-3′  PT20149  ٧  
٦٣  5′-GCGTGAAGCAACTAGAGA-3′  5′-CCATCCATGCTGCTGATA-3′  PT40010  ٨  
٦٣  5′-CCATCCATTGCTGCTGAT-3′  5′-GATGATTCAAGTCTACTCA-3′  PT30180  ٩  
٥٢  5′-GTTCTATTGATCGCCAT-3′  5′-AACAGCACCCAGCATT-3′  PT20275  ١٠  
٥٢  5′-TGTCTCGTGAAGCATGAA-3′  5′-GGAATGGAGGATCTTCGT-3′  PT20165  ١١  
٥٢  5′-CGCTTGAAGGTTACAGGA-3′  5′-GGGTTATTCGAATCGGT-3′  PT20211  ١٢  
٦٠  5′-CTTCTAAGCCGAGGT-3′  5′-TTGATGATAGACGAAG-3′  PT30087  ١٣  
٦٠  5′-CCCATTCCTTGTTCTA-3′  5′-TTTCCTCATGCATACCAAT-3′  PT30184  ١٤  
٥٧  5′-ACAGACGGTAGACCTCC-3′  5′-GGAGCAAGACTCCACCT-3′  PT1300  ١٥  
٥٢  5′-TGCAAGATCCGTTGTAG-3′  5′-GATGGCATCTGTGAAGC-3′  PT20176  ١٦  
٦٤  5′-CGTAATGAGATTATATGCCTT-3′  5′-TTTAAGCTCATTGAGCCG-3′  PT30170  ١٧  
٦٣  5′-TCCGGTCGTGAAATCTGT-3′  5′-TGTTAAGGTATCATGTCGAT-3′  PT30391  ١٨  
٦٠  5′-TCCATTGCAGACATAATCC-3′  5′-CCTTATTACCTCAGATACAA-3′  PT30388  ١٩  
٥٦  5′-TCATGGTGTATAGCTGA-3′  5′-CATAAGCATGCCACGAT-3′  PT30425  ٢٠  
٥٦  5′-CATTGCGAGTGATTTCGT-3′  5′-AGCCCATCGTGTCAA-3′  PT1078  ٢١  
٥٢  5′-AGTCGTTAGAACTAGATAG-3′  5′-AGCGTTAGAAACTAGATA-3′  PT1063  ٢٢  
٦٠  5′-TGCCCAGTAGGACAAGA-3′  5′-TCAGCAACATCAGGAACA-3′  PT30473  ٢٣  
٥٦  5′-TCAATCACAAATCAAT-3′  5′-TGTGGAGCTCCTTCTTGC-3′  PT20213  ٢٤  
٥٢  5′-ATAGTCGACGTGCGCTCAC-3′  5′-GGGCTGTCCGTAAGTT-3′  PT1289  ٢٥  
٦٠  5′-AATTATTGTGCTTGTGTAAT-3′  5′-GGCTTTAAGCAAGCAGAA-3′  PT30468  ٢٦  
٥٦  5′-TGCGATGAATATCGAGGTGA-3′  5′-CCATTCTCCACAAGTCAA-3′  PT30002  ٢٧  
٥٣  5′-TCGACACTGCTTCGAT-3′  5′-CAAGATCCAGGCTCATCA-3′  PT20286  ٢٨  
٥٢  5′-CCCAGATACCAACTCAGC-3′  5′-ACGATGGAGATCGTGTG-3′  PT1244  ٢٩  
٥٩  5′-CCGAGCAAGCTATTTGAAT-3′  5′-GGGTTGTAATGGTGCTGGA-3′  PT20357  ٣٠  
٥٢  5′-ACCGGATTGCTTAATGTCG-3′  5′-GCCGAATACCCAATCGC-3′  PT30160  ٣١  
٦٣  5′-TCATTCAGAAGCATATATTG-3′  5′-AATTACTGTGCTGTAAGTAC-3′  PT30018  ٣٢  
٦٣  5′-GGTGCTAGCAACATCATCAA-3′  5′-GATAGGTAGATACCTGTT-3′  PT30046  ٣٣  
٥٦  5′-TAGGCGAGATTGTGAATC-3′  5′-AAAGGAACATGGACATTG-3′  PT30480  ٣٤  
٦٠  5′-ATAAGTCCTTAATTAATG-3′  5′-GAACACGTTGCTCATTGC-3′  PT30250  ٣٥  
٦٠  5′-AAGCATTTGTGTACAT-3′  5′-TTCGTATATGCGCAA-3′  PT40023  ٣٦  
٥٢  5′-CATCCGATCGAGATTTAC-3′  5′-TGGTTTGCAATGTTCGAAG-3′  PT30248  ٣٧  
٦٠  5′-CCCAAATTATCACGCAAC-3′  5′-GGTCACCTGCTCTCGAG-3′  PT40009  ٣٨  
٦٠  5′-GCAGACCCAGGATGTGTA-3′  5′-TTGAGACATACAAGCGCA-3′  PT30314  ٣٩  
٥٢  5′-ACGTCATAACAGCTCACC-3′  5′-AAACAACTTCACGCCTCG-3′  PT20291  ٤٠  
٦٠  5′-TCACATAATCTCGATCGCC-3′  5′-CCCATGGTACAGAGTATCC-3′  PT30173  ٤١  
٥٩  5′-TCATGCATGTTTCTTCCTCTT-3′  5′-CGCCAACACAACTCACTTA-3′  PT20287  ٤٢  
٦٠ 5′-TAGGCTGATAGGATAGGTGC-3′  5′-CCTTTACCTCACATTTGCAG-3′  PT20372  ٤٣  
٦٠  5′-AAGCTGCTAGTTCTACCGA-3′  5′-TTGTCTATCTGCCATGTCTC-3′  PT30197  ٤٤  
٥٩  5′-TGCTCTTCATCCACCACGAAC-3′  5′-TGGCTGCTAGACATGGATG-3′  PT30185  ٤٥  
٦٠  5′-TTGCATTATCTAATGCGACT-3′  5′-GCGAATCTAATGCGACTAT-3′  PT30161  ٤٦  
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دماي 
  )Co(اتصال

ف  نام آغازگر  )F(توالي رفت   )R(توالي برگشت 
ردي

  
٦٠  5′-GCACATGCGATCTTGATT-3′  5′-AAACTTGAAGCAGAGACGG-3′  PT30028  ٤٧  
٦٠  5′-GATGAATAGCTCTGAATGC-3′  5′-GAGCCAGACAGAGCAAGA-3′  PT30186  ٤٨  
٦٠  5′-TCCGGATCATACATTGTTGG-3′  5′-AAGCAGAGCATTAGATGGA-3′  PT30355  ٤٩  
٥٢  5′-GAGTCCAATGACGAACG-3′  5′-CTAATCACATGGACGAC-3′  PT1194  ٥٠  
٥٨  5′-GAATTCTACCAGCTGCCCA-3′  5′-TGATCCTGACGCCTACTT-3′  PT30123  ٥١  
٥٨  5′-TGCATGGCTACACAAGAAG-3′  5′-TCAATGAGGTTGTAGCCA-3′  PT30378  ٥٢  
٦٣  5′-TTCTTCATTCACTACTTGTCA-3′  5′-TGTGTTTAGGTTCCTGT-3′  PT1069  ٥٣  
٥٩  5′-TCAATTTATGATTCTTGTACG-3′  5′-AAACCGAACCGAACTGATT-3′  PT30332  ٥٤  
٦٣  5′-TTGTTAGTTACCTATTGACTT-3′  5′-TGATTGTATTGACAGCTAC-3′  PT30144  ٥٥  
٥٩  5′-TGTTCATTTGGGTGTAAGG-3′  5′-TGTCAAACGCAGTTGTGAG-3′  PT30446  ٥٦  
٥٢  5′-TCGAGCACCAAGATA-3′  5′-TCATCTGACTCTTCGA-3′  PT20459  ٥٧  
٦٠  5′-AAAGCTATGCAAGACCAAGA-3′  5′-TTTGAATGCACATTAAGCTC-3′  PT30350  ٥٨  
٥٩  5′-TGGCAACACCTCAGGCTA-3′  5′-AGCATGTTTGTCCGGTGCT-3′  PT1085  ٥٩  
٥٩  5′-CACCAATAATTGGAGATGA-3′  5′-TCGTGAATTATTGAACGCC-3′  PT30320  ٦٠  
٦٠  5′-TGAAGCGTTAACGGCAATT-3′  5′-AATGCCACTACGACATCTAT-3′  PT30422  ٦١  
٥٩  5′-TGATCTAGAGTGGCATC-3′  5′-TGTGTGCACCCTCCAATTA-3′  PT30399  ٦٢  
٦٠  5′-GGATGAACAGACAGGGACA-3′  5′-GGCAACTTCTTCTTGGCA-3′  PT30156  ٦٣  
٥٢  5′-TCATATTGGAAGCACAGCA-3′  5′-TCATATTGGAAGCACAGCA-3′  PT30214  ٦٤  
٦٠  5′-TATGCCTCAATCCCTTACGC-3′  5′-TTAGGCGGCGGTATTCTTAT-3′  PT30175  ٦٥  
٥٩  5′-TTGAGCCTTGGTCTCATGAT-3′  5′-GGAAGCAGAGGTTGGAGA-3′  PT20397  ٦٦  
٥٩  5′-GGAACATGCTCAAGCCTA-3′  5′-AGCCAGCACCAGTTATC-3′  PT30111  ٦٧  
٥٩  5′-TGCTGGAAATAGCGAGTG-3′  5′-CATCATGGCAAGTCACATC-3′  PT30285  ٦٨  
٦٠  5′-TCCTCATCCGCTAAAGG-3′  5′-CAACACACGCTCACTAGA-3′  PT30163  ٦٩  
٥٩  5′-CAATCACAATCAGAATTGAG-3′  5′-AACGCGGTATCGTAAGACT-3′  PT30411  ٧٠  
٥٦  5′-TTCATGAATTGCTCGATGC-3′  5′-ACAGTCGGATCTCACCGT-3′  PT30845  ٧١  
٦٠  5′-GATTACCTTCAATGCCGA-3′ 5′-CAGCCAAGAGAACCTTCAG-3′  PT30259  ٧٢  
٥٩  5′-TAGCCATGCAAACTTGACA-3′  5′-GAGTTTGTAGCGGGCAAT-3′  PT30387  ٧٣  
٥٦  5′-TAGTGAAAGGCCAGCAGG-3′  5′-ACGCTAGAGCATCCAACA-3′  PT20286  ٧٤  
٥٩  5′-CGTCACTTCAATACACATCA-3′  5′-ATTTGACTCGACCTGCGAA-3′  PT30478  ٧٥  
٦٣  5′-TGGGCCTATGCTTCAGACT-3′  5′-CAGTTCCGAATGATGACCG-3′  PT30455  ٧٦  
٥٢  5′-CGAATCTCAGCCATTCTG-3′  5′-TTGCATTCTCCCTTATCG-3′  PT10466  ٧٧  
٥٦  5′-CCTCAAGATCCCAGATTCAA-3′  5′-TAAAGCACCTCACCTGACC-3′  PT30337  ٧٨  
٥٢  5′-CCCGATCCAAAGAGAT-3′  5′-TAGGTTCCTCCTTCTCG-3′  PT20168  ٧٩  
٦٠  5′-GGTTCAGAGATGGAAGCCA-3′  5′-TTGCAGCACACTATACAGT-3′  PT30327  ٨٠  
٥٦  5′-ATTCGCACCACTTAATCC-3′  5′-AAGCCTGGTCAGTTATCCA-3′  PT30067  ٨١  
٥٢  5′-CCAAATGGTTCACTGGA-3′  5′-ACACCTCCTTCTTTGC-3′  PT20172  ٨٢  
٥٦  5′-TCACTGTTGTGCAACTTGAA-3′  5′-ATTGGGCAAATTGTAGGCA-3′  PT30308  ٨٣  
٦٠  5′-AGTTGGATCCTCATCAGAA-3′  5′-CCAGGAGAGATTGTGAGAA-3′  PT30169  ٨٤  
٥٦  5′-GGCTTGTGTTCGCCTACAT-3′  5′-TCATGGTGGAATCAATGAA-3′  PT30394  ٨٥  
٦٠  5′-TGGTCAGAGTTGTTCCTGC-3′  5′-GCAGACTGGTAGATCCGAC-3′  PT30215  ٨٦  
٦٠  5′-GCGAAGGTAGAAGCCAAT-3′  5′-CGATCTCATATCTTATAAGT-3′  PT30395  ٨٧  
٥٦  5′-CGGCATGCAACTAATCCAT-3′  5′-GGTTGCATACCGCAATGAG-3′  PT1305  ٨٨  
٦٠  5′-CCCAGAAGCCTTATACAAC-3′  5′-CCCATGCATGCCTAATTCT-3′  PT30171  ٨٩  
٦٠  5′-TTCCATGAACCCTAGCCGT-3′  5′-TTCCATGAACCTAGCCGT-3′  PT40049  ٩٠  
٦٠  5′-AGGTTCTACGCAAGAGATG-3′  5′-CCGAGAGTTGCATTGATT-3′  PT30027  ٩١  
٥٩  5′-CAAAGCTCCAGCAAGCATC-3′  5′-CAGCAACCACGGATGTAG-3′  PT1089  ٩٢  
٦٠  5′-CGAATCACATTTACA-3′  5′-GCAATGCGCAAACAC-3′  PT20357  ٩٣  
٥٢  5′-CCCTGAGACTCAGATTC-3′  5′-TTTCACAGGCTTAAG-3′  PT30005  ٩٤  
٥٦  5′-CTTAAAGCGTTACGCTCT-3′  5′-GTTTAACTGAACTTAG-3′  PT1106  ٩٥  
٥٢  5′-CCAATGCGCAATGGAAT-3′  5′-AAAGCGCTTAGGATAG-3′  PT40080  ٩٦  
٦٠  5′-GGCACATGTCTCAAGCA-3′  5′-CCCAATGCGCATAACG-3′  PT1355  ٩٧  
٥٦  5′-CCAGTGTCAGAAATTCGC-3′  5′-GGTTCAGTGTCCATAA-3′  PT30469  ٩٨  
٥٢  5′-CCTGAAAAGCTGTC-3′  5′-AAATCGCGCTTAG-3′  PT20130 ٩٩ 
۶٠  5′-GGGCTCTATTCACAGG-3′  5′-ATATATCTCTGCGGA-3′  PT1405  ١٠٠  
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فهرست و مشخصات نشانگرهايي كه داراي بيشترين  چندشكلي در  -2جدول
DNA  ي والدين بودند:  

 
 تعداد آلل ها  )bp( نشانگر وزن  نشانگر

 مقاوم  حساس   

PT1193  200  111-110  3 

PT20021 210  180  2 

PT20165 130  150  2  
PT20172 245  205  2  
PT20275 180  240  2 

PT30067 111-110  131-130  4  
PT30338 270  200  4 

PT20445 180  140  2 

PT30005 280  205  2 

PT30002 300  250  2  
PT30021 120  160  2 

PT20357 170  106 - 105 3 

PT30087 290  210  2  
PT30144 220  180 2 

PT30150 170 111 -110  3 

PT30188 201 -200 120 3 

PT30231 155 115 2 

PT30255 150  100 2 

PT30274 301 -300  211 -210 4 

PT30378 160 120 2 

PT30392 220 160 2 

PT30463 261 -260 201 -200 4 

PT30480 170 110 2 

PT30307 150 100 2 

PT40009 210 120 2 

PT30259 230 180 2 

PT1194 280 200 2 

PT2185 120 140  2 
 
  

اسامي و مشخصات نشانگرهايي كه داراي چندشكلي مناسب  بر  -3جدول
  بودند  PVYروي بالك هاي مقاوم و حساس به بيماري 

  
 هاتعداد آلل  )bp( نشانگر وزن  نشانگر

  مقاوم  حساس  
PT20357 
PT20165 
PT30002 

170 

130 

300 

106 -101  

150 

250  

3  
2 

2 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

مورد استفاده بر روي والد مقاوم  SSRالگوي چندشكلي نشانگرهاي  - 3شكل
را نشان مي  PVYبه بيماري ) K326رقم (و والد حساس ) VAMرقم (

مربوط به والد  Sبوده و  PVYمربوط به والد مقاوم به بيماري  R. دهد
مي )  0243نگر نشا( Ladderمربوط به  Lمي باشدو  PVY حساس به 

  .ماركرهاي داراي چند شكلي در شكل با دايره مشخص شده اند. باشد
  

نشانگرهاي مولكولي ابزار ارزشمندي براي به نژادي گياهان و به 
ويژه شناسايي ژرم پلاسم و انتخاب غير مستقيم ژنها 

امروزه رديابي صفات مطلوب و گزينش به كمك .هستند
آنها با ) لينكاژ(ز طريق پيوستگي ا) MAS(نشانگرهاي مولكولي يا 

 .et al(امكان پذير شده است ) كمي و كيفي(صفات مهم زراعي 

2007 Bindler .(   بر روي كروموزوم  يك ژن جايگاه  با دانستن ،  

R S

PT30231
 

L  R S 

PT30180
 

R S 

PT1194
 

R S 

PT1063
 

R S 

PT30171
 

R S 

PT30188
 

R S 

PT30392
 

R S  

PT20211
 

R S 

PT1300
 

R S  

PT30845
 

R S  

PT30375
 

R S  

PT2185
 

R S  

PT30395
  

R S 

PT20357
 

R S 

PT30215
 

R S

PT20149
 

R S

PT30425
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. بالك حساس ):BS بالك مقاوم و ):PVY .BRبه الگوي نوار بندي متفاوت نشانگرهاي داراي بيشترين چندشكلي بر روي بالك هاي مقاوم و حساس  -4شكل 
  .اند نشانگرهاي داراي چندشكلي با دايره مشخص شده

  
مي توان از نشانگرهاي مجاور آن براي تاييد وجود صفت در نسل 

اين موضوع، امكان گزينش .  هاي تحت گزينش استفاده كرد
  سريع و دقيق ژنوتيپ هاي مطلوب را در مراحل اوليه رشد فراهم

 et al. 2009(كرده و طول دوره به نژادي را كوتاه مي نمايد

Babiker.( انتخاب به كمك نشانگر)MAS ( براي مقاومت به
آفات و بيماري ها و صفات مرتبط با كيفيت برخي گياهان زراعي 

در طرح هاي  MASبه عنوان بارزترين مثال به كارگيري معمول 
اي عملي نشانگرهاي با اين حال كاربرد ه.به نژادي مطرح است

به عواملي از  MASمولكولي مشخص كرده است كه موفقيت در 
) بوته هاي(جمله اساس ژنتيكي صفت مورد نظر، تعداد افراد 

مورد تجزيه و تحليل و زمينه ژنتيكي كه ژن هدف به آن انتقال 
روش ). et al. 2009  Korinsak( خواهد يافت، بستگي دارد

MAS كه صفات كمي و مقاومت گياهان  اجازه انتخاب ژن هايي
اگرچه . به آفات و بيماري ها را كنترل مي كنند، فراهم مي كند

براي ارزيابي مقاومت به آفات و ) سنتي(روش هاي مرسوم
بيماري ها نتوانسته اند نتايج خوبي ارائه دهند، ولي اغلب به هزينه 

 .et al. (2000 Rossi. )Yang et al (و زمان زيادي نياز دارند 

 )SSR(، نشانگرهاي ريزماهواره  MAS، با استفاده از روش2009)
را در ) Xa33ژن ( پيوسته به ژن مقاومت به بيماري بلاست برنج

نتايج آناليز نهايي آنها نشان . برنج شناسايي كردند Ba 7كولتيوار 
به شدت به ژن مقاومت به بيماري  RM5509داد كه نشانگر 

همچنين مشخص شد كه يك ژن بلاست برنج پيوستگي دارد، 
مقاومت به بيماري بلاست را در  Xa33(t)جديد غالب به نام ژن 

 .Yang et al. (2009.Shi et al( برنج ايجاد مي كند Ba7كولتيوار 

، از تعدادي نشانگرهاي  MASبا استفاده از روش ،  (2011)
براي شناسايي  ژن مقاومت به ويروس  PCRمولكولي مبتني بر 

در . استفاده كردند SW-5، ژن )TSWV(ي گوجه فرنگي لكه حلقو
اختصاصي  براي ژن مقاومت به  SNPاين تحقيق، يك نشانگر 

در ژرم پلاسم هاي مختلف گوجه ) SW5-bژن ( TSWVبيماري 
، با Shi et al. 2011.(et al. (2006)  Ying(فرنگي شناسايي شد
به بررسي و شناسايي نشانگرهاي  MASاستفاده از روش 

مولكولي براي مقاومت به بيماري زنگ برگ در گندم 
اين نشانگرهاي شناسايي شده مي توانند براي اصلاح و .پرداختند

بهبود مقاومت به اين  بيماري در برنامه هاي اصلاحي گندم از 
در . )Ying et al. 2007(استفاده شوند  MASطريق روش 

 PVYپژوهشي، مكان يابي مولكولي ژن مقاومت به بيماري 
نتايج اين پژوهش نشان . در سيب زميني بررسي شد) Rystoژن(

 PVYيك ژن غالب است كه مقاومت به بيماري  Rystoداد كه ژن 
در  ).Brigenti et al. 1998(را در سيب زميني ايجاد مي كند

انجام دادند، بيان كردند كه  Xiong  Rodal and)2008(تحقيقي كه 
هستند كه اين ژن  Va مل ژنحا NC745و رقم  VAMتوتون رقم 

مي  PVYنسبت به بيماري  VAMباعث ايجاد مقاومت توتون 

BR  BS 

PT1193
 

BR  BS 

PT20021
 

BR  BS 

PT20172
 

BR  BS 

PT30067
 

BR  BS 

PT30338
 

BR  BS 

PT20445
 

BR  BS 

PT30005
 

BR  BS 

PT30231
 

BR  BS 

PT30255
 

BR  BS 

PT30274
 

BR  BS 

PT30002
 

BR  BS 

PT30392
 

BR  BS 

PT20165
 

BR  BS 

PT30463
 

BR  BS 
PT20357

 
BR  BS 

PT7199
 

L  L 
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، مشخص شد كه فقط توتون رقم شود، ولي در تحقيق كنوني
VAM  داراي مقاومت كامل به بيماريPVY  بوده و اين مقاومت

از آنجايي كه . كنترل مي شود Va2و Vaتوسط دو ژن به نام هاي 
، )MAS(روش انتخاب به كمك نشانگر هنوز با استفاده از 

در  PVYنشانگرهاي مولكولي پيوسته به ژن مقاومت به بيماري 
توتون، در داخل و خارج از كشور شناسايي نشده اند، در اين 

در . انجام گرديد SSRپژوهش اين كار با استفاده از نشانگر هاي 
  پيوسته به ژنSSR    نشانگر 3اين پژوهش در آناليز نهايي، 

 3اين .در توتون شناسايي شدندPVY     بيماري  به  مقاومت
  ،توتون  7بر روي كروموزوم  PT20165به نام هاي  SSRنشانگر 

PT20357  توتون و  12بر روي كروموزومPT30002  بر روي
 .توتون قرار دارند 3كروموزوم 

  تشكر و قدرداني 
ون اين تحقيق از نظر مالي توسط مركز تحقيقات و آموزش توت

از راهنمايي هاي علمي خانم دكتر سپيده  .شدتيرتاش حمايت 
ترابي و آقاي مهندس محمدرضا صلواتي ميبدي كه در كليه 
مراحل اجراي عملي اين تحقيق مرا بسيار راهنمايي كردند، تشكر 

 .و قدرداني مي شود

  
   منابع

Ahifar H (1998)  Tobacco Botany. Publication of  Tobacco 
products Company of  Iran. 3:15-23.  (In Farsi) 
Babiker  E,  Yen Y,  Stein  J  (2009)  Identification of  a 
Microsatellite marker associated with Stem rust resistance 
gene Sr35 in wheat. Australian Journal of crop science 34: 
1835-1850     
Bindler G, Gunduz  I, Plieske J, Ganal  M, Rossi L, 
Gadani  F, Donini  P  ( 2007)  A Microsatellite marker 
based Linkage map of tobacco. Theorical and applied 
Genetic Journal 114: 341-349 
Bindler  G,  Plieske  J,  Bakaher N, Gunduz  I, Ivanov  N, 
Donini  P ( 2011)  A high density genetic map of tobacco 
(Nicotiana tabacum L.)obtained from Large scale 
microsatellite marker development.Theorical and applied 
Genetic Journal 103: 157-185 
Brigneti  G, Garcia  J,  Baulcombe  DC ( 1998)  Molecular 
mapping of the Potato Virus Y resistance gene (Ry sto) in 
potato.Tag Theorical and applied Genetics 5:198-203 
Cernak I, Taller J, Wolf I, Feher E, Babinszky G, Polgar Z 
(2008) Analysis of the applicability of Molecular Markers 
Linked to PVY extreme resistance gene Ry sto,and the 
identification of new markers. Acta Biological Journal 
10:195-203 
Czubacka A,  Doroszewska T (2009) Obtaining tobacco 
double haploids containing different sources of resistance 
to PVY. Institute of Soil Science and plant 
cultivation.plant Breeding 121: 120-147 
Davalieva  K, Maleva  I, Filiposki  K, Spiroski  O, 
Efremov  G ( 2010)  Genetic variability of Macedonian 
Tobacco vatieties determined by microsatellite marker 
analysis.diversity Journal 2: 439-449 
Fuentes  JL, Correa-Victoria  F, Prado  F, Aricapa G,  
Duque G ( 2000) Simple Sequance Repeat (SSR) markers 
Linked to the blast resistance gene (pi-1)in rice for 
Marker-assisted Selection(MAS). diversity Journal 13: 
130-138 
Gupton CL, Burk LG (1973) Location of the factor for 
resistance to potato virus Y in tobacco. The Journal of 
Heredity 26: 289-290 
Heldak  J, Bezo  M, Stefunova V, Gailikova A (2007) 
Selection of DNA markers for detection of extreme  
 

 
resistance to Potato Virus Y(PVY) in tetraploid potato 
(Solanum tuberosum L.) F1 progenies. Plant Breeding 
43:125-134 
Hu X, Meacham T, Ewing  L (2009) A novel recombinant 
Strain of Potato Virus Y suggests a new viral genetic 
determinant of vein  necrosis in tobacco.Virus Research 
45(9): 68-76 
Khajepoor  MR  (2004)  Industrial plants. Publication of 
Isfahan Industrial university. (In Farsi) 
Keiichi  T,  Akira U (2004)  Anew Strain of Potato Virus 
Y isolated from burly tobacco in Japan. Diversity 21: 110-
115 
Korinsak  S,  Sriprakhon  S,  Sirithanya  P,  Jairina J,  
Vanarichit  A (2009)  Identification of Microsatellite 
Markers (SSR) Linked to a new bacterial blight resistance 
gene Xa33(t) in a rice cultivar (Ba 7). Genetic research 
13:112-121 
Li Y, Chen  L, Lin  F, Hassain  K (2010)  Identification of 
SSR markers Linked to resistance against the spotted stem 
Borer in Sorghum. Middle-East Journal of scientific 
research 6(5): 505-521 
Mahtabi R (1999) Tobacco diseases. Publication of 
Tobacco products Company of Iran   2: 50-62. (In Farsi) 
Michelmore  RW, Paran  I, Kesseli  RV (1991) 
Identification of Molecular Markers Linked to disease–
resistance genes by Bulk Segregated Analysis. Journal of 
Genetics 32: 982-990 
Moon HS, Nifong JM, Nicholson JS, Heineman A, Lion 
K, Lewis  RS (2009)  Microsatellite-based analysis of 
tobacco (Nicotiana  tabacum L.) Genetic resources.Crop 
Science 49: 2149-2159 
Najafi  A, Mohammadi A, Torchi M, Moghaddam M 
(2009) Identification of  Microsatellite markers Linked to 
resistance genes to Spike Fusarium disease in wheat, 
Agriculture knowledge magazine 12: 31-56. (In Farsi) 
Naghavi MR, Ghareyazi  B, Hosseyni Salekdeh GH 
(2005) Molecular markers. Publication of Tehran 
university 23(2):21-40. (In Farsi) 
Piteekan  T,  Nantharat  M,  Denduangboripant  J  ( 2010)  
Genetic Plymorphism between tobacco cultivation-groups 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
91

.7
.3

.1
2.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

26
 ]

 

                            10 / 11

https://dorl.net/dor/20.1001.1.20084439.1391.7.3.12.1
http://mg.genetics.ir/article-1-1127-fa.html


  احمدي و همكارانمرضيه شازده    ...به گزينش به كمك نشانگر  بررسي امكان دستيابي          

 

 1391 پاييز/ 3شماره / هفتمدوره / ژنتيك نوين 311

 

revealed by AFLP marker analysis. Journal of Agricultural 
Science 5:110-118 
Reynolds RJ (2011) The symptoms of Potato Virus 
Y(PVY) in Burly tobacco, Phytopathology 103:81-84 
Rodol  A,  Xiong  Zh ( 2008)  Complementary functions of 
two R-genes determine resistance durability of tobacco 
Virgin A mutant(VAM) to Potato Virus Y. Virology 379: 
275-290 
Rossi  L, Bindler G, Pijneb H, Gadani F (2000) Evaluation 
of Molecular marker thecnologies for tobacco Variety 
identification. Plant and Animal Genome VIII Conference 
11: 51-55 
Sabir  J  (2010)  RAPD and Protein Markers for resistance 
to PVY in Potato Cultivars. Journal of American Science 
6(9): 30-42 
Shi  A,  Vierling  R,  Grazzini  R  (2011)  Identification of 
Molecular markers for SW-5 gene of tomato spotted wilt 

virus resistance. American Journal Biotechnology and 
Molecular Sciences 12: 120-127  
Shou HD, Locas JB  (1991)  Tobacco disease. Center of 
universal publication of  Tehran  9: 143-155. (In Farsi) 
Tian YP,  Liu  JL,  Zhang  CL,  Liu  Y ( 2011)  Genetic 
diversity of Potato Virus Y infecting  tobacco Crops in 
china. Phytopathology 90: 2011-2019 
Ying  C,  Wei  S,  Chao-Jie  X,  Xiu-Ling  N  (2006)  
Microsatellite Markers for A Yellow rust resistant gene in 
Wheat Cultivar guinong 21. Plant Physiology  110: 1857-
1872 
Yao ZH,  Zhen Liu  X,  Sheng  CH  (2008)  Genetic 
diversity among Flue-Cured tobacco Cultivars based on 
RAPD and AFLP Markers. An international Biology 
Journal 36: 1087-1101 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
91

.7
.3

.1
2.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

26
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

https://dorl.net/dor/20.1001.1.20084439.1391.7.3.12.1
http://mg.genetics.ir/article-1-1127-fa.html
http://www.tcpdf.org

