
 

 

 ژنتيک نوين

 9316 پاييز، 3، شماره دوازدهمدوره 

 343 - 356صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 ردگی آوندیپژم

 تلاقی برگشتی

 رقم ایزابل

 Fom-2ژن مقاومت 

 چکيده

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

برای تولید ارقام مقاوم به فوزاریوم  SCARکمک نشانگر  گزینش به

(Fusarium oxysporum f.sp. melonis) در طالبی  

 

Marker assisted selection using SCAR to develop Fusarium 

(Fusarium oxysporum f.sp. melonis) resistant melon 
 

 

 2رضا نقدی ، محمد1دربندی ، علی ایزدی2، محمود لطفی1نوری احمد سادات سید ،1*ینیرامش ، حسین1خانی شیما تقی

 

، یحانابور یسپرد، و اصلاح نباتاتزراعت گروه استاد، دانشیار،  دانشیار، ،ارشد کارشناسی آموخته دانشترتیب  به -1

 دانشگاه تهران

 دانشگاه تهران  ابوریحان، یسپرد ،علوم باغبانیگروه  ،آموخته کارشناسی ارشد دانش دانشیار،ترتیب  هب -2

 
Taghikhani Sh

1
, Ramshini H

*1
, Sadat Noori SA

1
, Lotfi M

2
, Izadi Darbandi A

1
, 

Naghdi MR
2 

 

1- Graduate MSc Student, Associate Professor, Professor, Associate Professor, 

Department of Agronomy and Plant Breeding Sciences, Agricultural College of 

Aburaihan, University of Tehran 

2- Associate Professor, Graduate MSc Student , Department of Horticulture, 

Agricultural College of Aburaihan, University of Tehran, Tehran, Iran 

 ramshini_h@ut.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (11/5/69 :تاریخ پذیرش - 5/2/69 :تاریخ دریافت) 

از يکی . کندصورت گسترده در کشورهای مناطق معتدله رشد میبه محصول مهمی است کهطالبی 

 Fusarium oxysporum f.sp. melonis  های اين گياه پژمردگی آوندی ناشی از ترين بيماری مهم

(Fom )سراسر در طالبی در ميوه کيفيت کاهش و عملکردی مهم هایزيان و ضرر سبب قارچ اين .است 

تاکنون برای اين قارچ . ثرترين راه برای کنترل اين بيماری استؤاصلاح ژنتيکی گياه م. شودمی جهان

 کشور در زيادی ضررهای اقتصادی نظر از 9 است که نژادگزارش شده 2/9 و 2 ،9 صفر، نژاد چهار

 9نژاد ريش بابا و تيل طرق به ،ارقام محلی مهم از جمله ساوه. کندمی ويژه در نيمه شمالی وارد به

نام ايزابل به ارقام حساس ياده شده با در اين مطالعه ژن مقاومت از يک رقم خارجی به. حساس هستند

ربال گياهان در نسل اول و دوم تلاقی برگشتی با غ. کمک گزينش به کمک نشانگر انتقال داده شد

 و صفر نژاد برابر در مقاومت ايجاد باعث Fom-2غالب  ژن تک. ها انجام گرفتچه روش مايه زنی گياه

های مقاوم و حساس شناسايی های موجود در توالی آلليابی شده و تفاوتاين ژن توالی. شودمی 9

قاوم در نسل دوم تلاقی برگشتی پس از غربال با روش مايه زنی، از منظور تاييد گياهان مبه. استشده

تر گياهان حاصل از غربال با روش مقاومت بيش. مبتنی بر تفاوت توالی استفاده شد SCARنشانگر 

زنی با روش مولکولی نيز تاييد شد اگر چه تعدادی گياه حساس شناسايی شدند که بيانگر نقص در  مايه

گياهان تاييد شده برای . تر روش مولکولی در تعيين ژنوتيپ گياهان بودتبار بيشزنی و اعروش مايه

با توجه به عملکرد و کيفيت والد . با سه والد تکراری تلاقی برگشتی داده شدند BC3F1توليد نسل 

بتوان ارقام خالص  BC3F1رسد با خودگشنی گياهان نظر میبه BC2F1بخشنده و نتايج ارزيابی نسل 

 . را معرفی کرد مقاوم
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این . به خانواده کدوئیان تعلق دارد( .Cucumis melo L)طالبی 

خانواده شامل گیاهان مهم دیگری مانند خیار، هندوانه و کدو 

 گروه به متعلق این گونه دارای انواع مختلفی است که طالبی. است

Cantalupensis  است(Prohens and Nuez 2007) .یک گیاه این 

 است، گرمسیری نیمه و گرمسیری مناطق در باغبانی مهم محصول

کند می رشد نیز معتدله مناطق کشورهای در گسترده صورتبه اما

(Oumouloud et al. 2013 .) به گزارش فائو ایران با تولید حدود

پس از چین و ترکیه سومین  2112یک و نیم میلیون تن در سال 

 FAO)طالبی و خربزه در جهان بوده است  کننده انواعتولید

2013) . 

هایی که باعث بروز ترین بیماریترین و مهمیکی از جدی

عامل . شود، پژمردگی آوندی استخسارت در این محصول می

 .Fusarium oxysporum f.spنام زی بهاین بیماری یک قارچ خاک

melonis (Fom) است (Oumouloud et al. 2012.) بر اساس 

 نژاد چهار به قارچ این ،طالبی ارقام افتراقی روی زاییبیماری

 که (Tezuka et al. 2011)است شده بندیطبقه 2/1 و 2 ،1 صفر،

-می وارد ایران کشور در زیادی ضررهای اقتصادی نظر از 1 نژاد

 بقایای روی بیماری عامل این .(Madadkhah et al. 2012) کند

 گیرندمی قرار تناوب در که گیاهانی ریشه و غیرمیزبان محصولات

 دوام دهه چند برای کلامیدوسپور صورتبه یا و ماندمی زنده

 توانمی بیماری کنترل این برای .(Tezuka et al. 2011) آورد می

 حامل گیاهی بقایای بردن بین از های گوناگونی ماننداز روش

 دعفونیض جو، و گندم مانند غیرمیزبان گیاهان با تناوب قارچ،

 خاک داخل بیولوژیک به کارگیری ترکیبات آن، بستر و بذر کردن

 در ها خاک دهیآفتاب مانند طبیعی های روش و قارچ این علیه

 کودهای از استفاده با گیاه تقویت چنینهم. استفاده کرد تابستان

تواند تا حدی  می موقع به آبیاری و زراعی های مراقبت مناسب،

 ثرؤم بیماری این کنترل در نیز شیمیایی سموم کاربرد. باشدموثر 

 حال بنابراین در .اند شده ممنوع زایی،سرطان علت به اما است،

 برابر در مقاومت ایجاد روش ثرترینؤکارآمدترین و م حاضر

 Tezuka et)باشد می مقاومت هایژن از استفاده آوندی، پژمردگی

al. 2009) .غالب  هایژن تکFom-1  وFom-2 باعث ترتیببه 

 1 و صفر هاینژاد و 2 و صفر نژادهای برابر در مقاومت ایجاد

، 2و  1از بین دو نژاد (. Yi-HongWang et al. 2000)شوند می

های نیمه ویژه در استانتری در ایران بهگسترش بیش 1نژاد 

شمالی کشور دارند و خسارت این نژاد به محصول نیز بیشتر از 

 باعث Fom-2غالب  ژن تک .(Banihashemi 2010) است 2نژاد 

 نشانگر وجود با که شودمی 1 و صفر نژاد برابر در مقاومت ایجاد

 تلاقی" اصلاحی برنامه در توانمی ژن این با مرتبط مولکولی

منظور مقاومت به برای اصلاح ارقام به "نشانگر کمک به برگشتی

 2112در سال یابی پس از نقشه Fom-2ژن  .این نژاد استفاده کرد

در پایگاه  DQ287965 یابی شد که با شماره دسترسیتوالی

توان  توالی آن را می( NCBI)فناوری  های زیستاطلاعاتی داده

از آن پس بر اساس توالی (. Joobeur et al. 2004)مشاهده کرد 

اند که  طراحی و استفاده شده  این ژن نشانگرهای مبتنی بر توالی

 Oumouloud) های اصلاحی استفاده کردر برنامهها دتوان از آنمی

et al. 2012  .) در این روش برای شناسایی گیاهان مقاوم و

زا برای غربال گیاهان ضرورتی حساس استفاده از عامل بیماری

توان ژنوتیپ گیاه برای  ندارد و با توجه به ژنوتیپ نشانگری می

 . مکان ژنی مقاومت را تعیین کرد

تلاقی برگشتی به کمک نشانگر برای اصلاح  تاکنون از روش

های زیستی استفاده شده بسیاری از گیاهان برای مقاومت به تنش

ایجاد  BYDVبیماری کوتولگی زرد جو توسط ویروس . است

به واریته  Franklin ژن مقاومت به این بیماری از واریته. شودمی

Sloop  طی توسط روش اصلاحی تلاقی برگشتی به کمک نشانگر

دو نسل تلاقی برگشتی و یک نسل خودگشنی انتقال داده شد 

(Jefferies et al. 2003).  قارچکپک سیاه حاصل ازAlternaria 

alternateهای رسیده در حال فرآوری ، یک بیماری عمده گوجه

 با استفاده از گزینش به کمک نشانگر از  QTLپنج. است

Alternaria alternata  عی منتقل شدندفرنگی زرابه گوجه. 

RFLP  های مبتنی برو نشانگر PCR  پیرامون و درون نواحی

ها، برای گزینش به کمک نشانگر در طی  QTLکروموزومی حاوی

 Foolad et) های تلاقی برگشتی و خودگشنی استفاده شدند نسل

al. 2012 .) روش اصلاحی تلاقی برگشتی به کمک نشانگر برای

پژمردگی باکتریایی در برنج موفق  به HN189بهبود مقاومت لاین 

                                                           
1
 Sequence characterized amplified region  

  مقدمه
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با یک نسل تلاقی ) HB145یافته دو لاین بهبود. استگزارش شده

دست آمد که به( با دو نسل تلاقی برگشتی) HB146و ( برگشتی

 (.Zhijuan et al. 2014)مقاومت به پژمردگی باکتریایی پیدا کردند 

( Solanum melongena)پژمردگی ورتیسیلیومی در بادمجان 

که یک قارچ خاکزی است ایجاد  Verticillium dahliaتوسط 

های وحشی از گونه P1388846آوری شده نمونه جمع. شودمی

S.linnaenum ورود ژن . به این قارچ مقاومت نشان داده است

مقاومت به بادمجان توسط روش اصلاحی تلاقی برگشتی به 

ژن مقاومت به  نتایج نشان داد که انتقال. کمک نشانگر انجام شد

علاوه بر این یک . آمیز بوده است ورتیسیلیوم به بادمجان موفقیت

 P1388846 نشانگر مخصوص که با ژن مقاومت موجود در

های تلاقی برگشتی پیوسته بود برای ردیابی این ژن در جمعیت

 (. Liu et al. 2014)مورد استفاده قرار گرفت 

ناطق کشت این گیاه در ایران در م فوزاریوم اگر چه بیماری

آورد ولی متاسفانه با وجود حساس خسارت زیادی به بار می

بودن بسیاری از ارقام مهم، هیچ اقدامی در خصوص اصلاح 

ارقام ساوه، ریش بابا و تیل طرق . ها انجام نشده استژنتیکی آن

های واقع رقم ساوه در زمین. سه رقم مهم طالبی در ایران هستند

از طرفی . شودوه در استان مرکزی کشت میدر اطراف شهر سا

رقم ریش بابا یک رقم معروف طالبی در شهر کاشان است و رقم 

این سه رقم به نژاد یک . شودتیل طرق نیز در خراسان کشت می

هدف از (. Madadkhah et al. 2012)این بیماری حساس هستند 

یزابل نام ااین تحقیق انتقال مقاومت از رقم مقاوم فرانسوی به

به ارقام حساس داخلی ساوه، ریش بابا و ( عنوان والد بخشنده به)

در . با روش تلاقی برگشتی بود( به عنوان ارقام تکراری)تیل طرق 

کارگیری روش تلاقی برگشتی کلاسیک، از این تحقیق علاوه بر به

گزینش به کمک نشانگر نیز برای تایید گیاهان مقاوم و اثبات 

 .  ر شناسایی گیاهان مقاوم و حساس استفاده شدکارآمدی نشانگر د

 

رقم ایزابل یک . در این آزمایش از چهار رقم طالبی استفاده شد

 Fusariumرقم فرانسوی و مقاوم به نژاد یک بیماری فوزاریوم 

oxysporum f.sp. melonis (Fom)  ،است و ارقام ایرانی ساوه

اگر . ه به این نژاد حساس هستندریش بابا و تیل طرق که هر س

چه در منابع گوناگون مقاومت و حساسیت این ارقام بررسی شده 

، در این (Wang et al. 2000; Madadkhah et al. 2012)بود 

سازی انجام ها آزمون آلودهتحقیق برای اطمینان از وضعیت آن

 . ها تایید شدگرفت و مقاومت و حساسیت آن

برای آلوده سازی ارقام مذکور با اسپور قارچ از روش فرو بردن 

 لیتراسپور در میلی 119میزان ریشه در سوسپانسیون کنیدیوم به

طورخلاصه مایه قارچ در به(. Banihashemi 2010)استفاده شد 

سپس . سازی شدآمادهPDA (Potato Dexteose Agar )محیط 

لیتر در میلی ها تهیه شده و تعداد کنیدیومسوسپانسیون کنیدیوم

بذرها پس از ضدعفونی سطحی با هیپوکلریت سدیم . تنظیم شد

مقطر سترون یک درصد به مدت چهار دقیقه در سه مرحله با آب

ر مخلوط کوکوپیت و پرلیت اتوکلاو شده شستشو و سپس د

دقیقه در  15گراد و فشار یک اتمسفر به مدت  درجه سانتی 121)

ها  کاشته و پس از هفت روز گیاهچه 1:1به نسبت ( دو روز متوالی

مقطر سترون ها با آب از بستر مورد نظر بیرون آورده و ریشه

ر ها به مدت یک دقیقه د ریشه. طور کامل شسته شدند به

های شاهد نیز های گیاهچهریشه. سوسپانسیون اسپور قرار گرفتند

هایی ها در گلدان سپس گیاهچه. مقطر سترون قرار گرفتنددر آب

متر حاوی پیت ماس و ماسه بادی اتوکلاو شده  سانتی 12به قطر 

درجه  25-21ها در دمای گلدان. کشت شدند( 2:1با نسبت )

پس گیاهان هر روزه بررسی شده و س. گراد قرار داده شدندسانتی

روز نخست به علت شوک نشا از بین  5-1گیاهانی که در مدت 

ها از روز هفتم علائم ایجاد شده روی گیاهچه. رفتند حذف شدند

یک هفته پس از . شامل زردی و پژمردگی ساقه یادداشت شد

دو . سازی آثار بیماری در گیاهان حساس کم کم آشکار شدآلوده

پس از سه . از آلودگی گیاهان حساس کاملا زرد شدند هفته پس

به این ترتیب گیاهان . هفته گیاهان حساس کاملا از بین رفتند

های دارای تعدادی از گیاهچه. حساس و مقاوم شناسایی شدند

علایم برای بررسی علت ظهور این علایم، انتخاب و در محیط 

PDA ماری دوباره از این و به این ترتیب عامل بی کشت شدند

 . سازی شدگیاهان جدا

ایزابل با ژنوتیپ )در این آزمایش نخست تلاقی بین رقم مقاوم 

Fom-2/Fom-2 ) ساوه، ریش بابا و تیل طرق با )با ارقام حساس

از آنجاکه ارقام ایرانی ساوه، . انجام شد( fom-2/fom-2ژنوتیپ 

  هامواد و روش
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جود یکنواختی ریش بابا و تیل طرق ارقام ناهمگن هستند و با و

طور کامل خالص بالا در رسیدگی و شکل میوه، از نظر ژنتیکی به

. گیاه برای تلاقی با والد بخشنده انتخاب شد 15نیستند از هر رقم 

با والدین حساس ( Fom-2/fom-2با ژنوتیپ ) F1سپس گیاهان 

تولید  BC1F1تلاقی برگشتی داده شدند تا نسل ( ارقام تکراری)

خانواده تلاقی  15رتیب برای هر والد تکراری تعداد به این ت. شود

با توجه به تک ژن بودن مقاومت و بر اساس . برگشتی تولید شد

توارث مندلی انتظار این است که در هر خانواده نیمی از گیاهان 

سازی غربال این نسل با روش آلوده. مقاوم و نیمی حساس باشند

سازی گیاهان مقاوم هبه این ترتیب که نخست با روش آلود. شد

( fom-2/fom-2)از گیاهان حساس ( Fom-2/fom-2)هتروزیگوت 

. گیاه استفاده شد 12در این مرحله برای هر خانواده از . جدا شدند

گیاه  11سازی نشدند و عنوان شاهد آلودهگیاه به 2که به طوری

. در هر گلدان چهار گیاه کشت شد. سازی شدندبعدی آلوده

وم تایید شده به مزرعه منتقل شده و در فصل گلدهی گیاهان مقا

با والدین تکراری تلاقی برگشتی داده  BC2F1برای تولید نسل 

نیز به همین ترتیب عمل شد و گیاهان  BC2F1در نسل . شدند

سپس برای . سازی مصنوعی شناسایی شدندمقاوم با روش آلوده

 DNAقاوم تایید گیاهان مقاوم با روش مولکولی، از گیاهان م

. دشتعیین  SCARاستخراج شده و ژنوتیپ این گیاهان با نشانگر 

( تلاقی برگشتی سوم) BC3F1گیاهان مقاوم برای تولید نسل 

 .  دوباره کشت شدند

 گیاهان تمام ، ازSCARمنظور تعیین ژنوتیپ گیاهان با نشانگر به

 انجام بردارینمونه برگی 2-2 مرحله در BC2F1نسل  و والدی

CTABروش  از استفاده با هانمونه تمام از DNA استخراج .شد
  

منظور تعیین به (.Murray and Thompson 1980)گرفت  صورت

استخراج شده از دستگاه اسپکتروفوتومتری  DNAکمیت و کیفیت 

 Fom-2با توجه به توالی آلل مقاوم و حساس ژن . استفاده شد

(Joobeur et al. 2004; Oumouloud et al. 2012 ) و با کمک

(. 1جدول )دو جفت آغازگر طراحی شد  Primer3افزار نرم

 2صورت چندگانهای پلیمراز با دو جفت آغازگر بهواکنش زنجیره

 216تکثیر آلل غالب با طول  Fom2-R409های با آغازگر. انجام شد

 252آلل حساس با طول  Fom2-S253باز و با جفت آغازگر جفت

 25 نهایی حجم در پلیمراز ایزنجیره واکنش. باز تکثیر شدجفت

 SimpliAmp™ Thermal)در دستگاه ترموسیکلر  میکرولیتر

Cycler, Applied biosystems )ای  هر واکنش زنجیره. انجام شد

با  PCR Mastermixمیکرولیتر از  5/12حاوی ( PCR)پلیمراز 

ا میکرولیتر از هر آغازگر ب MgCl2 ،9/1مولار  میلی 5/1غلظت 

با غلظت )ژنومی  DNAمیکرومولار، یک میکرولیتر از  11غلظت 

چنین  هم. مقطر بودمیکرولیتر آب 1/6و ( نانوگرم در میکرولیتر 51

مرحله اول در : به این ترتیب انجام شد PCRبرنامه انجام مراحل 

واسرشت سازی ) دقیقه 5گراد به مدت درجه سانتی 62دمای 

گراد به درجه سانتی 62شامل دمای  مرحله دوم .انجام شد( اولیه

گراد به مدت یک دقیقه و درجه سانتی 91ثانیه، دمای  25مدت 

چرخه  25گراد به مدت دو دقیقه به تعداد درجه سانتی 12دمای 

منظور تکثیر تکمیلی قطعات ناقص، مرحله پایانی در به. تکرار شد

  .دقیقه انجام گرفت 5گراد به مدت درجه سانتی 12دمای 

 

                                                           
1
 Cetyltrimethyl Ammonium Bromide 

2
 Multiplex PCR 

 

 
و  Fom2-R409گرفته شده عبارت بودند از  آغازگرهای به کار. همراه دمای اتصال ای پلیمراز چندگانه بهتوالی آغازگرهای به کار گرفته شده در واکنش زنجیره -1جدول 

Fom2-S253 ندکنرا تکثیر می( بازجفت 252با طول )و آلل حساس ( بازجفت 216با طول )ترتیب آلل مقاوم که به. 

 گرادبه درجه سانتی( Tm)دمای اتصال  (5ʹ → 2ʹ)توالی  نام آغازگر

Fom2-R409 

 

GAGAAATTTGCAATGGGTGG 91 

 
TTACACTATTATTGCTCAACTTAC 

 

Fom2-S253 GACTTTACAGAAAGGCGTTTA 91 
ATTGCTCTAAGTTGATCATATTCTG 
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 Fusarium)زای فوزاریوم  سازی با نژاد یک عامل بیماریپس از سه هفته آلوده( ریش بابا)سمت چپ و حساس در ( ایزابل)تصویر گیاه مقاوم در سمت راست  -1شکل 

oxysporum f.sp. melonis). 

 

 
 BC1F1خانواده  ولی به دلیل اینکه در. اندگیاهان موجود دراین دو گلدان آلوده شده. از رقم ریش بابا 11برای خانواده شماره  BC1F1نتیجه غربال گیاهان نسل  -2شکل 

دارد برخی گیاهان مقاوم بوده و سالم هستند در حالی که برخی گیاهان حساس بوده و  وجود( fom-2/fom-2و  Fom-2/fom-2ترتیب به)دو گروه گیاه مقاوم و حساس 

 .اندسازی کاملا از بین رفتهدو هفته پس از آلوده
 

 میکرولیتر 5ای پلیمراز در پایان از هر محصول واکنش زنجیره

یک  TAEسازی شده در بافر آماده درصد 2/1روی ژل آگارز 

به  µg/ml 5/1سپس با اتیدیوم بروماید  ،الکتروفورز شدهدرصد 

آمیزی شد و در نهایت طبق تصاویر دقیقه رنگ 21-21مدت 

آنالیز نشانگری برای تعیین مقاوم یا  ،UVگرفته شده زیر نور 

انجام  PCRباند حاصل از حساس بودن ژنوتیپ موردنظر طبق 

 .شد

از آنجاکه هدف از تلاقی برگشتی اصلاح والد تکراری است 

های تلاقی برگشتی گزینش شوند که  بنابراین گیاهانی باید در نسل

برای این منظور . ترین شباهت را به والد تکراری داشته باشندبیش

صفات مرتبط با میوه از جمله طول و عرض میوه و ضخامت 

. گیری شدو گیاهان والدی اندازه BC2F1ر گیاهان نسل گوشت د

چنین میزان مواد جامد محلول با دستگاه رفرکتومتر اندازه هم

 . گیری شد

 

سازی گیاهان مقاوم و حساس را سه هفته پس از آلوده 1شکل 

این شکل تصویر دو رقم ایزابل و ریش بابا را نشان . دهدنشان می

ه که مشخص است رقم ایزابل با وجود آلوده گون همان. دهدمی

که گیاهان رقم ریش بابا کاملا از سازی کاملا سالم است در حالی

 . اندبین رفته

. دهدزا نشان میرا به عامل بیماری BC1F1واکنش گیاهان  2شکل 

با توجه به اینکه در هر گلدان تعداد چهار نشا کشت شده بود 

وجود دارد که در یک گلدان  طبق وراثت مندلی این  احتمال

  نتایج
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 2در واقع در شکل . گیاهان حساس و مقاوم وجود داشته باشند

در این تصویر در . استصورت آشکار مشخص شدهاین نکته به

یک گلدان یک گیاه سالم باقی مانده در حالی که بقیه گیاهان از 

و  Fom-2/fom-2بنابراین گیاه سالم دارای ژنوتیپ . اندبین رفته

. هستند fom-2/fom-2هان حساس از بین رفته دارای ژنوتیپ گیا

آزمون مربع کای برای نسبت گیاهان مقاوم و حساس برای هر دو 

در هر دو نسل نسبت . انجام گرفت BC2F1و  BC1F1رقم در نسل 

هر  در( fom-2/fom-2و  Fom-2/fom-2)گیاهان مقاوم و حساس 

جدول )نشان نداد  1:1نسبت مندلی  داری باسه رقم انحراف معنی

2 .) 

نیز همانند  BC2F1برای شناسایی گیاهان مقاوم و حساس در نسل 

در این . سازی انجام شدنسل اول تلاقی برگشتی آزمایش آلوده

گیاهان مقاوم به دست آمده از . به دست آمد  1:1نسل نیز نسبت 

گیاهان مقاوم تایید . این مرحله با روش مولکولی نیز غربال شدند

شده به مزرعه منتقل شده و هنگام رسیدگی صفات گوناگون 

با  BC2F1های در این نسل مقایسه بین خانواده. گیری شداندازه

نتایج نشان داد برای . انجام گرفت( والد تکراری)گیاهان والدی 

و والد  BC2F1های داری بین خانوادهبیشتر صفات تفاوت معنی

دار دیده شد ورد تفاوت معنیتنها در دو م. تکراری وجود نداشت

 (2جدول )

های موجود بین آلل و تفاوت Fom-2باتوجه به توالی کامل ژن 

صورت ویژه آلل مقاوم هایی که بتوانند بهمقاوم و حساس آغازگر

انتظار این بود که آغازگر . و حساس را تکثیر کنند طراحی شد

Fom2-R409  وFom2-S253  جفت 252و  216قطعاتی با طول 

بینی طول قطعات تکثیر شده طبق همین پیش. بازی را تکثیر کنند

ای تصویر الکتروفورز محصولات واکنش زنجیره. دست آمدبه

در گیاه مقاوم ایزابل . استنمایش داده شده 2پلیمراز در شکل 

با توجه به اینکه . استبازی تکثیر شدهجفت 216ای با طول قطعه

اند بنابراین آغازگر حضور داشتههر دو جفت  PCRدر هر واکنش 

به همین . بوده است Fom-2/Fom-2صورت ژنوتیپ رقم ایزابل به

باز جفت 252ترتیب در رقم حساس ریش بابا یک قطعه با طول 

 fom-2/fom-2صورت بنابراین ژنوتیپ این گیاه به. استتکثیر شده

مربوط به  2های ژل نمایش داده شده در شکل  بقیه چاهک. است

از آنجاکه نخست با کمک آلوده . است BC2F1گیاهان خانواده 

سازی مصنوعی گیاهان حساس حذف شده بودند و تنها از گیاهان 

استخراج شده بود انتظار این  DNAمقاوم برای تعیین ژنوتیپ، 

بود که گیاهان باقی مانده که مقاوم بودند طبق توارث مندلی 

بینی بسیاری از پیش طبق همین. باشند Fom-2/fom-2صورت  به

دارای دو باند تکثیر شده بودند  BC2F1گیاهان غربال شده نسل 

صورت بنابراین ژنوتیپ این گیاهان به(. بازجفت 252و  216)

Fom-2/fom-2 البته طبق محاسبه انجام شده از تعداد . تایید شد

گیاه دارای  12تعداد  BC2F1گیاه غربال شده در نسل  121

 12ای پلیمراز برای این واکنش زنجیره. ودندژنوتیپ حساس ب

بنابراین گیاهان . دست آمدگیاه دوباره تکرار شد که همان نتیجه به

سازی مصنوعی حساسیت خود دلیل خطا در آلودهحساسی که به

را نشان نداده بودند در این مرحله شناسایی و از ادامه برنامه 

 . اصلاحی حذف شدند

 

 طالبی قارچ و خطرناک در خربزه زاییماریب عوامل از یکی

 است که Fusarium oxysporum f.sp. melonis (Fom) خاکزی

 .Oumouloud et al)شود می آوندی پژمردگی بیماری ایجاد باعث

 تولید و مانده باقی خاک درعامل این بیماری  .(2012

. (Tezuka et al. 2011)کند می پایدار و دوام با کلامیدیوسپور

 از استفاده عامل بیماری زا، این کنترل های مناسبروش از یکی

. باشدمی مقاومت پلاسمژرم از استفاده کلی طور به و مقاوم ارقام

 BC2F1و  BC1F1در این آزمایش درمرحله غربال گیاهان نسل 

طور سازی شدند یا بهبرای مقاومت به بیماری گیاهانی که آلوده

در این . از سه هفته کاملا از بین رفتند کامل مقاوم بودند و یا پس

. مدت گیاهانی که مقاومت کمی از خود نشان دهند دیده نشد

های کوچک اثر یا تغییر دهنده نقش رسد ژننظر میبنابراین به

چندانی در کم یا زیاد کردن مقاومت به بیماری ندارند و مقاومت 

مشاهده . دشوطور کامل عمودی بوده و توسط یک ژن کنترل میبه

های یاد شده از نظر گیاهان مقاوم و حساس  در نسل 1:1نسبت 

 (. 2جدول )کند  نیز تک ژن بودن این صفت را تایید می

 

 
 

 

 

 

 

  بحث
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 . دست آمدبرای گیاهان مقاوم و حساس در هر رقم به 1:1نسبت . زنیبا روش مایه BC1F1ها و گیاهان غربال شده در نسل تعداد خانواده -2جدول 

 ژنوتیپ
 BC1F1 تعداد خانواده غربال

 شده

تعداد کل گیاهان 

 ارزیابی شده
آماره   تعداد حساس تعداد مقاوم X

2 1:1برای انحراف از نسبت  

2/1 92 52 121 12 تیل طرق ns 

5/1 12 95 151 15 ریش بابا  ns 

25/1 99 12 151 15 ساوه ns 

 

 
بازی مربوط به آلل مقاوم جفت 216قطعه تکثیر شده با طول . SCARمقاوم تشخیص داده شده بودند با نشانگر  زنیکه با روش مایه BC2F1گیاهان نسل  غربال -2شکل 

در . استفاده شد PCRعنوان شاهد مقاوم و حساس برای ایزابل و ریش بابا به DNAهای از نمونه. بازی مربوط به آلل حساس استجفت 252و قطعه تکثیر شده با طول 

 .  وجود ندارد PCRدر واکنش  DNAشاهد منفی است که در آن : NC. نمایش داده شده که همگی هتروزیگوت مقاوم هستند BC2F1گیاه نسل  6د این شکل تعدا

 

های تک ژنی همواره این نگرانی وجود دارد که در مورد مقاومت

های جدید، مقاومت به این دلیل آشکار شدن نژادممکن است به

ها برای  با این وجود اگر چه از این ژن سال .بیماری شکسته شود

است، اصلاح این گیاه برای مقاومت به فوزاریوم استفاده شده

تاکنون گزارشی از شکسته شدن مقاومت دیده نشده است و تعداد 

 2/1و  2، 1های صفر، چنان عبارتند از نژادنژادهای این بیمای هم

(Zheng et al. 1999; Oumouloud et al. 2008; Wang et al. 

2011; lvarez 2012; Oumouloud et al. 2013). 

باز جفت 2211طولی برابر  Fom-2رمزگردان ژن  DNAتوالی 

این ژن . کندباز را رمز میجفت 1112ه پروتینی با طول دارد ک

 .Joobeur et al) رارمز می کند NBS-LRRاز نوع   Rپروتئین 

اند که تفاوت توالی بین آلل مطالعات گذشته نشان داده(. 2004

 1511که بین نوکلوتید مقاوم و حساس بسیار زیاد است به طوری

تفاوت نوکلوتیدی بین  22 این ژن بیش از 2ʹدر انتهای  2221تا 

 .Oumouloud et al)است آلل مقاوم و حساس گزارش شده

2012) . 

چند گانه نزدیک بودن دمای اتصال آغازگرها و عدم   PCRدر 

. از اهمیت بالایی برخوردار است 1های آغازگرتشکیل جفتی

ای پلیمراز در این آزمایش با صرف  سازی واکنش زنجیرهبهینه

در حین . دست آمدبه  DNAوقت زیاد و تغییر دادن دما و مقدار 

صال به میزان دو درجه، آزمایش مشاهده شد با کم کردن دمای ات

. شدباز تکثیر میجفت 511یک باند غیر اختصاصی با طول حدود 

برای اینکه مشخص شود این باند توسط کدام جفت آغازگر تکثیر 

های جداگانه با هر کدام از جفت آغازگرها در دمای PCRشود  می

در واکنشی که . انجام گرفت( گراددرجه سانتی 56)تر  پایین

Fom2-S253  بازی تکثیر نشد ولی جفت 511قرار داشت قطعه

استفاده شد این قطعه تکثیر  Fom2-R409آغازگرهای زمانی که از 

های بنابراین این نتیجه نشان داد که این قطعه توسط آغازگر. شد

Fom2-R409 های که تیوبهمچنین در صورتی. استتولید شده

 2دمای )یخ برای مدتی روی  PCRآماده برای انجام واکنش 

                                                           
1
 Primer dimer 
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دلیل اتصال غیر اختصاصی گاهی این قطعه تولید نباشند به( درجه

گیری نهایی برای شد، هر چند تولید این قطعه تغییری در نتیجهمی

 216زیرا با وجود قطعه . کردتعیین مقاومت یا حساسیت نمی

 . بازی گیاه مورد نظر مقاومت به بیماری را دارا بودجفت

وش گزینش به کمک نشانگر این است که یکی از ایرادهای ر

دلیل ممکن است در حین میوز، پیوستگی بین ژن و نشانگر به

وقوع کراسینگ اور بشکند و گیاهان حساس به جای مقاوم 

در مورد تحقیق حاضر این مشکل وجود ندارد زیرا . گزینش شوند

کار گرفته شده یک نشانگر کارکردی است، به این معنی نشانگر به

این نشانگرها در . دست آمده استاز توالی خود ژن مقاومت بهکه 

کارآمدی این . نژادی گیاهی و جانوری کاربرد زیادی دارندبه

 .Hayashi et al) استنشانگرها در تحقیقات گوناگون اثبات شده

2006; Li et al. 2009; Whitaker et al. 2010 .) اگر چه آلوده

م گرفت اما غربال گیاهان مقاوم سازی مصنوعی با دقت بالا انجا

وجود تعدادی گیاه حساس را در بین گیاهان  SCARبا نشانگر 

دهد کارآیی  این نتیجه نشان می. گزینش شده آشکار کرد

نشانگرهای مولکولی برای شناسایی گیاهان مقاوم بهتر از روش 

توان این نکته را نیز  به این مزیت می. آلوده سازی مصنوعی است

کارگیری نشانگرهای مولکولی در وقت و هزینه ه با بهافزود ک

 .  شودصرفه جویی قابل توجهی می

تلاقی  9تا  5اگرچه برای بازیابی ژنوم والد تکراری به حدود 

برگشتی نیاز است اما در نسل تولید شده در تحقیق حاضر یعنی 

BC3F1 درصد از ژنوم مربوط به والد  15/62طور متوسط به

با توجه به اینکه رقم ایزابل خود یک لینه اصلاح . دتکراری هستن

است و از نظر بسیاری از صفات از مطلوبیت بالایی برخودار شده

. رسد انجام تلاقی برگشتی چهارم نیاز نیستنظر میاست به

-Fomبنابراین با غربال گیاهان در این نسل و شناسایی گیاهان 

2/fom-2 ان فرزندان توو سپس خودگشنی این گیاهان میFom-

2/Fom-2  را شناسایی کرده و سه رقم جدید ریش بابا، ساوه و

نتیجه . تیل طرق که مقاوم به این نژاد هستند را معرفی کرد

نیز نشان داد  BC2F1دست آمده از ارزیابی صفات میوه در نسل  به

گیاهان این نسل از نظر صفات مهم خیلی به نسل والدین نزدیک 

ک نسل دیگر تلاقی برگشتی کافی به نظر شده اند و تنها ی

است در تحقیقاتی که در مورد دیگر گیاهان انجام شده. رسد می

که به طوری. نسل بوده است 2تعداد تلاقی برگشتی کمتر از 

منظور اصلاح برنج برای مقاومت به بلایت باکتریایی از سه نسل  به

تحقیق  در(. Win et al. 2013)تلاقی برگشتی استفاده کردند 

دیگری با سه تلاقی برگشتی و سپس خودگشنی گیاهان سورگوم، 

 را به این گیاه منتقل کردند 1مقاومت به علف هرز استریگا

(Yohannes et al. 2015). 

                                                           
1
 Striga 

 

 

 

ها دو مورد تن. استانجام شده tمقایسه میانگین با آزمون . در سه رقم طالبی مورد استفاده در این آزمایش BC2F1مقایسه میانگین صفات برای نسل والدی و  -2جدول 

 .به گیاهان والدی است BC2F1دست آمد که نشان دهنده نزدیک شدن ریخته ارثی گیاهان نسل دار بهمعنی

 15/1دار در سطح معنی *       

 

 
 

 

 

 طول میوه عرض میوه ضخامت گوشت مواد جامد محلول نسل نام رقم

 ریش بابا
 12 2/12 9/2 5/1 والدی

BC2F1  1/2  5/2  12 9/12  

 ساوه
1/2 1 والدی  1/11  12 

BC2F1  
*2/2  5/2  5/12  *5/12  

 تیل طرق
1/2 1 والدی  11 2/6  

BC2F1  1/2  1/2  1/11  12 
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چنین برای اصلاح برنج به بیماری بلاست از دو تلاقی برگشتی هم

هایی تولید شد  و سپس خودگشنی استفاده کرده و در نهایت لینه

در این . درصد بود 61ها کمتر از ر آنکه سهم ژنوم والد تکراری د

های مولکولی انجام تحقیق گزینش ژنوم والد تکراری با نشانگر

چنین با توجه به اینکه هدف از هم (.Singh et al. 2012)شد 

تلاقی برگشتی اصلاح یک صفت در رقم تکراری است اگر 

گیاهان در هر نسلی از تلاقی برگشتی به اندازه کافی شبیه والد 

نتیجه . توان تلاقی برگشتی را متوقف کرد تکراری باشند می

دهد که میوه از نظر بسیاری  نشان می BC2F1مقایسه گیاهان نسل 

رسد رقم بخشنده  نظر میها شبیه والد تکراری بوده و به از ویژگی

 (. 2جدول )ایزابل صفات نامطلوب نداشته است 

های مولکولی انگردر این تحقیق گزینش ژنوم والد تکراری با نش

چنین با توجه به اینکه هدف هم (.Singh et al. 2012)انجام شد 

از تلاقی برگشتی اصلاح یک صفت در رقم تکراری است اگر 

ازه کافی شبیه والد                                         گیاهان در هر نسلی از تلاقی برگشتی به اند

نتیجه . شتی را متوقف کردتوان تلاقی برگ تکراری باشند می

دهد که میوه از نظر بسیاری  نشان می BC2F1مقایسه گیاهان نسل 

رسد رقم بخشنده  نظر میها شبیه والد تکراری بوده و به از ویژگی

 (. 2جدول )ایزابل صفات نامطلوب نداشته است 

هر چند تحقیقات زیادی در زمینه تخمین تنوع ژنتیکی، ارزیابی 

ری و برآورد اجزا واریانس ژنتیکی در این گیاه مقاومت به بیما

 ;Feyzian et al. 2009; Madadkhah et al. 2012)است انجام شده

Raghami et al. 2014)  اما تحقیق حاضر اولین مطالعه در مورد

رتبه . اصلاح این گیاه با روش تلفیقی کلاسیک و مولکولی است

کننده این محصول در جهان تولید عنوان سومینبندی ایران به

نشان دهنده توانایی بالای کشور در تولید این محصول است اما 

متاسفانه ارقام کشت شده در کشور هنوز ارقام بومی هستند که 

های بنابراین به کارگیری روش. عملکرد و کیفیت بالایی ندارد

اصلاحی کلاسیک و مولکولی برای اصلاح این گیاه ضروری به 

ها برای اصلاح این تحقیق حاضر نشان داد این روش. رسدر مینظ

 .   پذیر استگیاه امکان
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