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با استفاده ) .Triticum aestivum L( گندم کننده مقاومت به زنگ سیاهیابی دو ژن مستقل کنترلمکان

  سازي ژنتیکیاز روش تجزیه هاپلوتایپی و مدل
Mapping chromosome locations of two genes independently controlling stem 

rust resistance in wheat (Triticum aestivum L.) using haplotype analysis and 
genetic modeling 

 
  1حبیب اله قزوینی

  
  چکیده

. سازي ژنتیکیتایپی و مدلبا  استفاده از روش تجزیه هاپلو) .Triticum aestivum L( گندم کننده مقاومت به زنگ سیاهیابی دو ژن مستقل کنترلمکان. 1396قزوینی، ح. 
  .334-348): 4(19مجله علوم زراعی ایران. 

  
ترسیم نقشه  جهتکننده صفات کمی، تا کنون روش جامعی هاي کنترلQTLها/یابی ژنمکان برايهاي متعدد با وجود روش

است. در ایـن تحقیـق    نشدهه ارائ ،گذارندمی اثروي فنوتیپ گیاه رکننده یک صفت کیفی که بطور مستقل ژنتیکی دو ژن کنترل
(مقاوم) با اسـپور قـارچ عامـل بیمـاري زنـگ سـیاه        Tr129(حساس) و  RL6071حاصل از تلاقی دو لاین گندم  F2جمعیت پایه 

)Puccinia graminis Pers.هايجمعیتنتایج ارزیابی فنوتیپی . شدمقاوم و حساس تفکیک  گروهو جمعیت به دو  ) تلقیح F2  و 

F2:3 نشـانگر   422بـا اسـتفاده از   . بـود  و مسـتقل  وجود دو ژن غالـب  و به زنگ سیاه جمعیت براي مقاومت 15:1تفرق ده دهننشان
هـاي  آلـل بـین   مشـابهت  ،کروموزوم گندم نان داشتند 21مولکولی ریزماهواره که پوشش خوبی براي تمامی نواحی کروموزومی 

بـین   مناسـبی آللی  طابق. از نشانگرهایی که تورد ارزیابی قرار گرفتممقاوم و والدین حساس و هاي حساس لاین DNAهاي بالک
استفاده شد. با استفاده  F2لاین  161با  RL6071براي بررسی تطابق آللی لاین حساس ، و والد حساس نشان دادند ي حساسهابالک

مقاومت به زنگ سیاه کنترل  ستقل برايو م ژن غالب دوحضور  ی،سازي ژنتیکو مدل F2از تفرق نشانگرهاي ریزماهواره در جمعیت 
نشانگرهاي مولکولی پیوسته بـا   ،بر مبناي نتایج حاصل از تجزیه ژنتیکی و تجزیه هاپلوتایپیمورد تایید قرار گرفت.  Tr129در لاین 

  . شدترسیم  Tr129گندم لاین   2Bو  6Aهاي ها روي کروموزومژن مکان قرار گرفتن این ،دو ژن
  

  .هاي کروموزومینقشه و زنگ سیاه گندم، نشانگرهاي ریزماهوارهتطابق آللی، : کلیدي هايواژه
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

                                                                             1396/ 02/11تاریخ پذیرش:        16/05/1396تاریخ دریافت: 
  بذر، سازمان تحقیقات آموزش و ترویج کشاورزي، کرج، ایران (مکاتبه کننده)  و نهال تهیه و اصلاح تحقیقات مؤسسهدانشیار،  - 1

 )Habib_ghaz@yahoo.com(پست الکترونیک: 
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  مقدمه
تحقیقات انجام شده در اوایـل قـرن بیسـتم نشـان داد     
که روي هرکروموزوم تعـداد زیـادي ژن (لینکـاژ ژنـی)     

بـا فرضـیات منـدل مبنـی بـر       موضـوع ار دارند که این قر
وجود فقط یک عامل ارثی روي هر واحد وراثتی مغایر 

ــود ــال ).Sturtevant, 1913( ب ــف  درس ــه کش ــاي اولی ه
اي ماننـد بررسـی   براي حل روابط ساده ،هاپیوستگی ژن

گیري  فاصله دو و یا سه ژن پیوسته، بـا  ترتیب و یا اندازه
هاي فنوتیپی نتاج نوترکیب در مقایسـه  نیاستفاده از فراوا

هاي ژنتیکی مانند با نتاجی با فنوتیپ والدینی در جمعیت
هـاي برگشـتی و محاسـبه    نسل دوم، نسـل سـوم و تلاقـی   

فاصله ژنتیکـی دو ژن   ،درصد کیاسما و کراسینگ اوور
د. بـا کشـف   شمورگان محاسبه میبر حسب واحد سانتی

م و نیـز کشـف اثراتـی    هاي بیشتر روي هر کرومـوزو ژن
 )،Coincidence) و تطــابق (Interferenceتــداخل (ماننــد 

هـا از یکـدیگر   ها و یا فاصله دقیـق ژن محاسبه ترتیب ژن
با گذشت زمان اسـتفاده از نـرم افزارهـاي     شد.تر مشکل

هـاي  ها و ترسیم نقشـه کامپیوتري در محاسبه فواصل ژن
  ).Griffiths et al., 2000( لینکاژي متداول گردید

ــا کشــف و توســعه نشــانگرهاي مولکــولی   امــروزه ب
تر و بصـورت  هاي ژنتیکی گیاهان و جانوران کاملنقشه

  هــاي کنتــرل کننــده صــفات و موقعیــت ژن تهیــهاشــباع 
  هــا بــا اســتفاده از ایــن نشــانگرها بطــور روي کرومــوزوم

 ;Agarwal et al., 2008( دقیق مشـخص گردیـده اسـت   

Doveri et al., 2008; Kumar et al., 2009 .( تـرین  مهـم
م نقشـه  ییـابی یـک ژن جدیـد و ترس ـ   موضـوع در مکـان  

ــوزوم محــل اســتقرار   ،پیوســتگی آن ــدا کــردن کروم   پی
آن ژن است. وقتی که محـل کرومـوزومی ژن مشـخص    

ــد ــی ژن  ،ش ــه ژنتیک ــانی و   نقش ــه آس ــا ب ــتفاده ه ــا اس    ب
ــت. چنــدین       ــم اس ــولی قابــل رس ــانگرهاي مولک   از نش

 نوسـومیکی وسیتولوژیکی شامل تجزیـه م روش مختلف 
)Sears, 1944; Singh, 1967( ــنتریکی ــه تلوس  ، تجزی
)Sears, 1966( ــا ــتفاده نو مکـ ــا اسـ ــی بـ ــابی ژنتیکـ   یـ
ــدي   ــاي هاپلوئی    )،Hiebert et al., 2005( از کمبوده

انـد. همچنـین از   ها اسـتفاده شـده  براي شناسایی محل ژن
ــوم  روش ــل ژنــ ــابی کــ ــر ارزیــ ــی نظیــ ــاي ژنتیکــ    هــ

)Whole-genome mapping, WGM( )Miller, 2013 ( و
 ,Bulked segregant analysis( هـا تجزیـه تفرقـی بالـک   

BSA( )Michelmore et al., 1991 (  براي تشخیص محل
 ،شود که اولـی داراي دقـت بسـیار بـالا    ها استفاده میژن

ولـی   ،گیر و پر هزینه بوده و دومی سریعولی بسیار وقت
هـایی اسـت   بوده وتنها قادر به شناسایی ژن پایینبا دقت 

ــد      ــولی دارن ــانگرهاي مولک ــا نش ــی ب ــله نزدیک ــه فاص ک
)Ghazvini et al., 2012aهــاي ). روش ژنتیکــی لایــن

روش  ) نیـز Near isogenic lines, NILs( ایـزوژن  نسـبتا 
ولـی تهیـه    ،باشـد هـا مـی  دقیقی براي شناسـایی محـل ژن  

مورد وده و نشانگرهاي گیر بایزوژن وقت نسبتاهاي لاین
ــن لایــن   اســتفاده ــالگري ای ــراي غرب ــد پوشــش  ب ــا بای ه

کروموزومی خوبی براي کل ژنوم داشته باشند تا قادر به 
ــا ــهیشناسـ ــه در ی قطعـ ــود) کـ   اي از ژنـــوم (و ژن موجـ

باشند. در مجمـوع هـر    ،هاي مختلف متفاوت استلاین 
داشـته و   یشـده معایـب و محاسـن    یادهاي یک از روش

کمتـر   هروشی که بتواند با صرف وقت و هزین ـ اییشناس
ــه   ــبت ب ــتر از آنچــه در    NILsو  WGMنس ــی بیش   و دقت

ــی  BSAروش  ــده مـ ــوددیـ ــایی    و شـ ــه شناسـ ــادر بـ   قـ
بـراي   ،هـاي صـفات کیفـی باشـد    محل کرومـوزومی ژن 

ن علــم ژنتیــک بســیار مطلــوب خواهــد بـــود      امحققـ ـ
)Ghazvini et al., 2012a .(  

سـط یـک ژن کنتـرل    اگر یک صفت خاص تنهـا تو 
نرم افزارهاي ژنتیکی موجـود توانـایی رسـم نقشـه      ،شود

-ژنتیکی آن ژن (یا صفت فنـوتیپی) را در ارتبـاط بـا ژن   
ــد. در     ــولی دارن ــانگرهاي مولک ــا نش ــا ب ــر و ی هــاي دیگ

زمــان روي یــک مــواردي کــه دو ژن مســتقل بطــور هــم
و  رسـم نقشـه ژنتیکـی    ،گذارنـد صفت فنـوتیپی اثـر مـی   

افزارهـاي موجـود   ها توسـط نـرم  ل این ژنیابی محمکان
هـاي  ن روشامحققتعداد زیادي از باشد. مین پذیرامکان

ــرده   ــار ب ــی را بک ــه دو ژن  مختلف ــواقعی ک ــا در م ــد ت    ان
  ب کننـد، بطور مستقل یک صفت کیفـی را کنتـرل مـی   
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  "...کنندهیابی دو ژن مستقل کنترلمکان "

٣٣٦ 

ها را ترسیم کنند. یو و همکـاران  توانند نقشه ژنتیکی ژن
)Yue et al., 2008عامـل ژنتیکـی رنـگ     ابیارزی ـ ) در  

یک نسبت  ،در گیاه آفتابگردان 2Fهاي لیمویی نسل گل
داد دو ژن را مشـاهده کردنـد کـه نشـان مـی      15:1تفرق 

مغلوب بطـور مسـتقل رنـگ گـل آفتـابگردان را کنتـرل       
کـه   2:3Fهـاي  ن با استفاده از خانوادهاکنند. این محققمی

فقـط   داشـتند   3:1بطور تصادفی انتخـاب شـده و تفـرق    
هـاي مـذکور را رسـم    توانستند نقشه ژنتیکی یکـی از ژن 

هـاي فنـوتیپی   کنند. بدیهی است که بدست آوردن داده
 آفتـابگردان نیازمنـد   2:3Fهـاي  صفت مذکور در خانواده

بسـیار زیـادي   عملـی  زمین و مسـتلزم کـار    سطح وسیعی
هاي گیـاهی و اسـتخراج   آوري نمونهجمعبعلاوه بوده و 

DNA غیـرممکن   را کـار  روي آنها، ژنتیکی و تحقیقات
 دهد. جلوه می

) گزارش کردنـد  Yao et al., 1997یائو و همکاران (
که دو ژن بازگرداننده باروري در برنج نقش اساسـی در  

ــرنج  ــاروري در ب ــدن ب ــا   بازگردان ــد ب ــاي هیبری ــیوهه  ش
ن با استفاده از انرعقیمی سیتوپلاسمی را دارند. این محقق

عقـیم و گیاهـان    کـاملا بالـک گیاهـان   غربال نمودن دو 
مولکولی آر اف ال پـی   نشانگربارور با استفاده از  کاملا

هــاي مکــانیــابی هــاي تجزیــه واریــانس، مکــانروش و
و تجزیــه حــداکثر  )QTL( صــفات کمــی کنتــرل کننــده

 فق شدند کـه محـل  ) موMaximum likelihood( احتمال
-ممـوزو هاي بازگرداننـده بـاروري روي کرو  تقریبی ژن

ن اکننــد. محققــ شناســاییبــرنج را  10و  1شــماره  هــاي
) اقدام به رسم نقشـه ژنتیکـی   Guo et al., 2006دیگري (

حساسـیت   روشگنـدم در   کننده نرعقیمیدو ژن کنترل
بــراي پیــدا ، ولــی آنهــا فتوپریــودیکی نمودنــد-حرارتــی

ــن ژن    ــک از ای ــی هری ــه ژنتیک ــردن نقش ــا از  ک ــا، تنه ه
قیم و کاملا بارور استفاده کردنـد و  هاي کاملا عژنوتیپ

از  ،داشتند هاي حد وسط که باروري ناقصکلیه ژنوتیپ
ــه ــی   تجزی ــذف گزینش ــذف شــدند. ح ــاي ژنتیکــی ح ه
خواه ناخواه  ،هاي خاص از میان جمعیت ژنتیکیژنوتیپ

هـا  داري در محاسبه محـل ژن باعث پیدایش اریب معنی

 مجـاور  اينشـانگره ها و فاصله آنهـا بـا   روي کروموزوم
با استفاده  )Wu et al., 2007( د. وو و همکارانشخواهد 
اي هاي فنوتیپی حاصل از سه سال ارزیابی مزرعـه از داده

ــدین، نســل  ــت 1Fوال ــی و جمعیــت 2F، جمعی هــاي تلاق
برگشتی بـراي ارزیـابی مقاومـت بـه ویـروس موزائیـک       

موفق  ،افزاري خاصنیشکر در ذرت و طراحی برنامه نرم
ل دو ژن غالب تکمیل کننده کـه مقاومـت بـه    شدند مح

 6و  3هـاي  روي کرومـوزوم  ،کنندویروس را کنترل می
  ذرت تعیین کنند.

، مراحل غربـالگري اولیـه نشـانگرهاي    تحقیقدر این 
مقاومت، اسـتفاده از تفـرق    يهاریزماهواره پیوسته با ژن

، تجزیـه هاپلوتـایپی   2Fنشانگرهاي مولکولی در جمعیت 
یـابی کرومـوزومی دو   ژنتیکی براي مکـان  و مدل سازي

مستقل از یکدیگر مقاومت بـه زنـگ   که بطور ژن غالب 
 شد. انجام کنند،را کنترل می Tr129سیاه در لاین گندم 

ــدف  ــله ــا یاص ــق، نی ــابی تحقی ــف   ارزی ــل مختل مراح
ــه ــایپی نشــانگرهاي   و ژنتیکــی هــايتجزی ــه هاپلوت تجزی

بر مبنـاي آن  که  هاي مقاومت بودمولکولی پیوسته با ژن
ــوان کرومــوزوممــی ــرار گــرفتن و نقشــه  ت هــاي محــل ق

کنترل کننـده یـک صـفت     مستقلهاي  ژن یکروموزوم
   .کیفی را تعیین نمود

   
  هامواد و روش

 قاتیمرکز تحقمیلادي در  2012این تحقیق در سال 
و بـا   ، وینیپـگ، کانـادا  کانادا يغلات، وزارت کشاورز

حاصـل از   3Fو  2Fهـاي  لجمعیت ژنتیکی نساستفاده از 
بــا لایــن  )بعنــوان لایــن حســاس( RL6071تلاقــی لایــن 

Tr129  )    ــر ــیاه در اث ــگ س ــاري زن ــه بیم ــاوم ب ــن مق   لای
 Puccinia( تریتیسـی زیر گونه  پوکسینیا گرامینیسقارچ 

graminis Pers.:Pers. f. sp. tritici Eriks. & E. Henn.( 
داد کـه پـس از    اولیه نشـان  هاي. نتایج ارزیابیانجام شد

قـارچ، یـک    MCCFهاي مذکور بـا نـژاد   جمعیت تلقیح
در جمعیت از نظـر مقاومـت نسـبت بـه نـژاد       15:1تفرق 
0.22P= 1.48, 15:1 =(مزبـور وجـود داشـت   قارچ 

2χ(   کـه
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٣٣٧  

  بـــراي  و مســـتقل  دهنـــده وجـــود دو ژن غالـــبنشـــان
ــا ــت يالقـ ــیاه   مقاومـ ــگ سـ ــه زنـ ــن  بـ    Tr129در لایـ
ژنومی گیاهان دي ان آي ).  12b. 20et alGhazviniبود (

2F    ــاران ــا و همک ــاس روش پالوت ــر اس ــی ب ــورد بررس  م
)Pallotta et al., 2003(  بــراي تخمــین شــداســتخراج .

هاي کروموزومی دو ژن یـک روش گـام بـه گـام     مکان
ــه     ــین مرحل ــد. در اول ــه ش ــار گرفت ــداعی بک ــک از  اب   ی

شــد   اســتفادهروش تغییریافتــه تجزیــه تفرقــی بــالکی    
)Ghazvini et al., 2012a   هــاي ن) تـا محـل احتمـالی ژ

تعیین شـوند.   Tr129ي لاین هامقاومت روي کروموزوم
ــامل    ــه شـ ــن روش بطـــور خلاصـ ــف ایـ   مراحـــل مختلـ

  هاي زیر بود:قسمت
ــاب 1 ــاهواره    422. انتخـ ــولی ریزمـ ــانگر مولکـ   نشـ

  کـه پوشـش خـوبی بــراي  تمـامی نـواحی کرومــوزومی     
تقریبی یک نشـانگر   کروموزوم گندم داشتند (بطور 21 

 ;Röder et al., 1998( سـانتی مورگـان)   پـنج بـراي هـر   

Somers et al., 2004; Sourdille et al., 2004.(   
.  اضـافه کــردن پرایمرهـاي نشــانگرهاي مزبـور بــه    2

اي پلیمـراز در هـر   میزان لازم براي یک واکنش زنجیـره 
پیکومـول   2پیکومول از پرایمـر مسـتقیم و    2/0چاهک (

چاهــک در یــک  16در مجمــوع . رایمــر معکــوس)از پ
ــفحه  ــف  16( یچــاهک PCR 384ص ســتون)   24ردی

هاي هر سـتون  بطوري که در  چاهکبارگذاري شدند، 
 PCRپرایمر در هر صـفحه   24یک پرایمر و در مجموع 

  .داده شدندقرار 
حــاوي پرایمرهــاي  PCRهــاي . قــرار دادن صــفحه3

ودتی (یا در زیر نشانگر در یک دستگاه خشک کننده بر
هود) به منظور تبخیر آب موجود و بـاقی مانـدن پرایمـر    

  در ته هر چاهک. 
دي  چندگانـه فقـط از   دي ان آي هـاي . تهیه بالک4
هاي حساس که فاقد هر دو ژن مقاومت بودند. لاین ان آ

دو لاین حساس مخلوط ، دي ان آي براي تهیه هر بالک
لایـن ) بالکنیمی( دي ان آ بالک 14شده و در مجموع 

هـاي  ژنوتیپ حساس) کـه در چاهـک   28هاي حساس (

 دي ان آي به همـراه  PCRردیف یک تا چهارده صفحه 
قـرار داده شـدند،    16و  15هـاي  والدین کـه در چاهـک  

  مورد مقایسه قرار گرفتند.
حــاوي پرایمرهــاي  PCRهــاي . اســتفاده از صــفحه5

هاي ینلا دي ان آي هايبراي غربال سریع بالک نشانگر
ــا   ــا ب ــه آنه ــاس و مقایس ــراي   دي ان آي حس ــدین. ب وال

ــام   ــهولت در انج ــوع  PCRس ــوط  16در مجم  PCRمخل
یـا والـدین تهیـه شـد کـه هرکـدام        بالک وبراي هر مینی

نانوگرم بـراي هـر لایـن     30( دي ان آ نانوگرم 60شامل 
با غلظـت   PCRهاي حساس)، بافر بالکحساس در مینی

1x ،8/0 مـول  میلیsdNTP ،5/1  2مـول  میلـیMgCl ،9/1 
هـاي  با دنباله) M13)Schuelke, 2000 پیکومول از پرایمر
 و )Fam, Vic, Ned, Pet( هاي مختلففلورسنت با رنگ
میکرولیتـر از هـر    10. پلیمراز بـود  گیک واحد آنزیم ت

هـاي مختلـف در   دي ان آ شـامل PCR هاي یک مخلوط
اضافه  PCRهاي هر صفحه نهاي هر یک از ستوچاهک

تنها بـا   PCRاستفاده شده در هر صفحه  M13 شد. پرایمر
  هاي فلورسنت رنگی نشاندار شده بود. یک نوع از دنباله

ــر مبنــاي دمــاي اتصــال 6  . پرایمرهــاي ریزمــاهواره ب
ــفحه    ــر پرایمــر در ص ــتص ه   مختلــفPCR  هــايمخ

اي قرار گرفتـه بودنـد و بـر همـین مبنـا واکـنش زنجیـره        
ــفحه    ــر ص ــراز ه ــا    PCRپلیم ــی (عموم ــور اختصاص بط

  درجـه سـانتیگراد    61بـا دمـاي اتصـال     PCRهاي صفحه
ــا  ــتگاه   51و یـ ــتفاده از دسـ ــا اسـ ــانتیگراد) بـ ــه سـ درجـ

 ,PTC-100 MJ Research thermal cycler) ترموسایکلر

Waltham, MA)  اي پلیمـراز،  انجام شد. واکنش زنجیـره
  و PCRدر مــــورد اســــتفاده هــــاي حرارتــــی چرخــــه

دسـتگاه تجزیـه   اسـتفاده از  بـا   دي ان آ بانـدهاي تجزیه  
 ,Applied Biosystems) 3100ژنتیکـــی اي بـــی آي 

Streetsville, ON, Canada)  هاي سومرز و مطابق روش
) و سوردیل و همکاران Somers et al., 2004همکاران (

)Sourdille et al., 2004 (انجام شد .  
یـک از   هاي احتمالی حضور هرمکان شناساییبراي 

ــباهت   ژن ــاي مقاومــت، مقایســه ش   هــاي آللــی بــین   ه
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٣٣٨ 

هاي حساس با والد حساس و عدم تشـابهات آللـی   بالک
ــک ــاس بال ــاي حس ــاوم،   ه ــد مق ــا وال ــت.  ب ــام گرف   انج

هـاي  براي تهیه بالک مورد استفادههاي حساس ژنوتیپ 
ــان   حســاس در کــاملا  ژنوتیــپ 23ایــن آزمــایش، از می

حساس  ژنوتیپ پنجتر و یا بیش 3حساس با تیپ آلودگی 
پـس از ارزیـابی فنــوتیپی    2+3- تـا  22+ بـا تیـپ آلـودگی   

انتخـاب   ،بـود  2F ژنوتیـپ  288جمعیت اولیه کـه شـامل   
). از نشـانگرهایی کـه   Ghazvini et al., 2012b( ندشـد 

ها و والـد حسـاس نشـان    تشابهات آللی خوبی بین بالک
با  RL6071براي بررسی تطابق آللی لاین حساس  ،دادند

در مـورد   بطور جداگانه استفاده شد. 2Fلاین حساس  15
ی مشـاهده  آلل ـ آزمون تطـابق نسـبت   نشانگرهاي همبارز

 ای ـحساس به والد حساس، والد مقـاوم   نیلا 15شده در 
-گـروه  هاي مورد انتظار دربا نسبت آلل F1نسل  دیبریه

 با استفاده از آزمـون کـاي دو   هاي ژنوتیپی مشاهده شده
)2χ( آللـی   تطـابق نشانگرهایی که بـراي آنهـا   شد. م انجا

حساس وجود  2Fلاین  15بین والد حساس و  داريمعنی
و  هبه عنوان نشانگرهاي امیـدبخش شـناخته شـد    ،داشت

آللی بالایی در بین نتاج  تطابقنشانگرهایی که براي آنها 
حـذف شـدند.    ،حساس و والـد حسـاس وجـود نداشـت    

حسـاس   هايکلاسبه  بندي بارز قابل گروه يشانگرهان
ارائـه   یآلل ـ هـاي نسـبت  جهینبوده و در نت گوتیو هتروز

قابل ارزیابی توسط آزمون کاي دو نبـود و در ایـن   شده 
مورد انتخاب نشانگر تنها براساس نسـبت بـالاي شـباهت    

در  .ها به والدین حساس و مقاوم انجام گرفتآللی لاین
اي غربـال  نشانگر امیدبخش انتخابی بـر  12این مرحله از 

هـاي مقـاوم   بـا فنوتیـپ   2Fگیـاه   146 دي ان آي  دنکر
 وآللــی نتــاج هموزیگــوت  تطــابقاســتفاده شــد. ســپس 

نسل  دیبریه ایهاي هر دو والد هتروزیگوت مقاوم با آلل
F1    ــن ــتفاده از ای ــا اس ــدبخش  ب ــانگرهاي امی ــورد نش   م

ا استفاده از آزمـون  در این مرحله، ب .بررسی قرار گرفتند
 69ی مشاهده شـده در  آلل شباهت نسبت ، تطابقکاي دو

در مقـاوم   نی ـلا  77و همچنـین   گوتیمقاوم هموز نیلا
 F1نسـل   دیبریه ایبه والد حساس، والد مقاوم  حال تفرق

هـاي ژنـوتیپی   گـروه  هـاي مـورد انتظـار در   با نسبت آلـل 
گرفـت. در  انجام  براي نشانگرهاي همبارز، مشاهده شده

بــه  بنــدي بــارز قابــل گــروه ياشــانگرهن ایــن مــورد هــم
 جــهینبـوده و در نت  گـوت یحســاس و هتروز هـاي کـلاس 

قابـل ارزیـابی توسـط آزمـون     ارائه شده  یآلل هاينسبت
کاي دو نبود. ازمیـان نـه نشـانگر بـارز امیـدبخش مـورد       
بررسی در این تحقیق، تنها یک نشـانگر بـارز بـر اسـاس     

 و وتگیمقاوم هموزهاي نسبت بالاي شباهت آللی لاین
به والدین مقاوم یا حساس  در حال تفرقمقاوم  هاينیلا

و همچنین پیوستگی با یک نشانگر همبارز بـراي تجزیـه   
   هاپلوتایپی انتخاب شد.

بر اساس روش قدم به قدم غربالگري، در انتهـا فقـط   
ــوزوم    ــتقر در روي دو کروم ــولی مس ــانگرهاي مولک نش

. داشتندت مستقل بیشترین همبستگی را با ژن هاي مقاوم
هـاي هاپلوتـایپی بدسـت آمـده از     در این مرحلـه از داده 

لایـن مقـاوم    146لاین حساس و  15شامل ، 2Fگیاه  161
هـاي  که توسـط نشـانگرهاي ریزمـاهواره در کرومـوزوم    

براي ایجـاد یـک مـدل فرضـی      ،هدف بدست آمده بود
تلاقی دي هیبریـدي (دو ژنـی) اسـتفاده شـد. بـر اسـاس       

و هاپلوتایپی موجود بـراي هـر یـک از     هاي فنوتیپیداده
به نه گروه ژنوتیپی مطابق با یک  2Fدو کروموزوم، نتاج 

هـاي  ژنـی تقسـیم شـدند.آزمون تطـابق نسـبت      تلاقی دو
هـاي ژنـوتیپی مشـاهده شـده بـا اسـتفاده از       تفرقی گـروه 

، 1، 2، 1( هاي مورد انتظـار با نسبت )2χ( آزمون کاي دو
 ،د. بر مبناي تجزیه هاپلوتـایپی شانجام  )1، 2، 1، 2، 4، 2

هــاي نشــانگرها بــه هــر یــک از ژنمکــان تــرین نزدیــک
مقاومت به زنگ سیاه تخمین زده شد. با فـرض حضـور   
فقط یک ژن و عدم حضور ژن دیگر بر مبنـاي اسـتفاده   

ــا هــر ژن  از نزدیــک ــرین نشــانگر مولکــولی مــرتبط ب  ،ت
م بـار بـراي ژن دو   بار براي ژن اول و یـک  جمعیت یک

 مورد تجزیه ژنتیکی قرار گرفت.
بر مبنـاي نتـایج حاصـل از تجزیـه ژنتیکـی و تجزیـه       

نشـانگرهاي مولکـولی پیوسـته بـا هـر دو ژن       ،هاپلوتایپی
ترتیـب  ه کـه ب ـ  2:3Fمقاومت به زنگ سـیاه، دو خـانواده   
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٣٣٩  

فقط براي ژن اول و یـا فقـط بـراي ژن دوم تفـرق نشـان      
هـاي مـذکور   جمعیت تلقیحدادند انتخاب شده و پس از 

ارزیـابی فنـوتیپی ایـن     ،قارچ زنـگ سـیاه   MCCFبا نژاد 
. بـر مبنـاي نتـایج    فـت بطور جداگانـه انجـام گر   جمعیت

حاصل از تجزیه ژنتیکی و تجزیه هاپلوتایپی، جمعیت بر 
هــاي و نقشــه هبنــدي شــداســاس تفــرق یــک ژن گــروه 

هاي لینکاژي با استفاده از برنامه جوینمـپ  ژنتیکی گروه
(JOINMAP) هاي ژنتیکی بر اساس تـابع  ترسیم و فاصله

  . شدندمحاسبه  )Kosambi, 1944( کوسامبی
  

  نتایج و بحث
شده در آزمـایش   نشانگر ریزماهواره استفاده 422از 

  در واقــــع نشــــانگر  20هــــا، تجزیــــه تفرقــــی بالــــک
گندم  6Aو  1A ،2B ،2D ،3A ،3D ،4Aهاي کروموزوم

هـاي  اس و بالـک هـاي والـد حس ـ  بالایی بین آلل شباهت
). با توجه به این که بعضی 1حساس نشان دادند (جدول 

از این نشانگرها توانایی تکثیر بیش از یک مکان ژنـی را  
مکـان   ،هاي مختلف دارند، در جـدول یـک  در کروزوم

از نشانگرهاي مورد استفاده  برخیکروموزومی احتمالی 
در بیش از یک کروموزوم نشان داده شده است. مراحل 

ــه  مــورد اســتفادهربــالگري غ در روش تغییــر یافتــه تجزی
و اسـتفاده از ایـن روش بـراي     )MBSA( هـا تفرقی بالک

 Sr54یابی سریع ژن جدید مقاومت به زنـگ سـیاه   مکان
) Ghazvini et al., 2012aقزوینـی و همکـاران (  توسـط  

  شده است.توضیح داده 
 ،هـا با استفاده از روش تغییریافته تجزیه تفرقی بالک 

در این تحقیـق نیـز غربـال اولیـه نشـانگرهاي بـا احتمـال        
ي هـا هاي مقاومت روي کرومـوزوم پیوستگی ژنی با ژن

 . بـا توجـه بـه ایـن کـه لایـن      گرفتانجام  مختلف گندم
هایی از ژنوم خـود داراي  در قسمت Tr129 مقاوم  گندم

 ریخته ارثی از خویشاوند وحشی گندم، جنس آژیلوپس
 باشــد مــی) triuncialis Aegilops( گونــه تریانســیالیس 

)Aung and Kerber, 1994،(  تعــدادي از نشــانگرهاي
ریزماهواره مورد استفاده در این تحقیق برخلاف طبیعت 

همبارز بودن، به علت عدم تشابه کروموزومی در برخی 
ــان ــز    مک ــانگرهاي ری ــودن نش ــی ب ــی و تخصص ــاي ژن ه

وي هـر  هـاي موجـود ر  قادر به تکثیر آلل ،ماهواره گندم
هاي مورد بررسی نبودند و تکثیـر  دو کروموزوم ژنوتیپ

آلل مورد بررسی تنها از روي نسخه کروموزوم بـه ارث  
ــد ــدم انجــام گر رســیده از وال ــن نشــانگرها  فــتگن و ای

). با توجه بـه تظـاهر   1بصورت بارز ظاهر شدند (جدول 
دهی باندهاي مربوط به این نمره ،از نشانگرها برخیبارز 

 اساس حضور یا عدم حضور (آلل نول) باند ا برنشانگره
ایـن اسـاس، در    . بـر گرفـت تکثیرشده انجام  دي ان آي

بـراي نشـانگرهاي بـارز تنهـا دو آلـل       2و  1 هـاي جدول
(حضور یا عدم حضور باند) و براي نشانگرهاي همبـارز  

هاي مرتبط با هر سـه وضـعیت مقـاوم هموزیگـوت،     آلل
دهــی بــل نمــرههتروزیگــوت و حســاس هموزیگــوت قا

  بودند. 
از نشانگرهاي مولکـولی همبـارز و بـارز ریزمـاهواره     

هاي حساس و والد حسـاس  بالایی بین بالک شباهتکه 
بـا   2Fگیـاه   161 دي ان آي براي غربـال نمـودن   داشتند،

فنوتیپ مشخص مقاوم و یا حساس استفاده شـد. در ایـن   
 RL6071مرحله، در گام اول مشابهت آللی لاین حساس 

مورد مقایسـه قـرار گرفـت. تمـایز      2Fلاین حساس  15ا ب
مقـاوم    2Fهـاي  مقاوم هموزیگوت بـا لایـن   2Fهاي لاین

مشـتق    2:3Fهـاي  هتروزیگوت بر اساس واکنش خانواده
زنـگ سـیاه انجـام     MCCFبـه نـژاد     2Fهاي شده از لاین

نسـبت بـه والـد     2Fلایـن حسـاس    15شد. شـباهت آللـی   
حاصـل از تلاقـی    1Fبریـد نسـل   حساس، والد مقاوم و هی

 11از میـان  . )1(جدول  والدین مورد مقایسه قرار گرفت
نشانگر ریزماهواره همبارز مورد استفاده در ایـن مرحلـه،   

روي   cfd73 ،barc101 ،gwm388تنهــــا ســــه نشــــانگر 
ــوزوم  ــارز (    2BLکروم ــانگر همب ــک نش ) gwm334و ی

ــابق معنـــی 6ASروي کرومـــوزوم  ــین تطـ داري را در بـ
نشان دادنـد.  حساس  2Fلاین  15والد حساس و  هايآلل

بـالایی  آللـی   از میان نه نشانگر بارز مورد بررسی، تشـابه 
 2Fلایـن   15در بین والـد حسـاس و    درصد) 80(بیش از 
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  "...کنندهیابی دو ژن مستقل کنترلمکان "

٣٤٠ 

 1A )gpw7395کرومـوزوم   در دو نشـانگر روي حساس 
ــوزوم    )،gwm135و ــانگر روي کرومــ ــک نشــ  2BLیــ
)wmc445ــ  ــانگر روي کرومـــ ــک نشـــ  2D وزوم)، یـــ
)barc122،( 6 یـــــک نشـــــانگر روي کرومـــــوزومAS 
)gpw3041 ــانگر ــک نشــ ــوزوم  ) و یــ  3Aروي کرومــ
)cfa2076 (  بـه عنـوان   نیـز  و ایـن نشـانگرها    مشـاهده شـد

با توجه  ).1نشانگرهاي امید بخش شناخته شدند (جدول 
ــل   ــابق آل ــودن تط ــی دار ب ــه معن ــايب ــاس و    ه ــد حس وال

واقــع روي   در چهــار نشــانگر   2F هــاي حســاس  لایــن 
ــوزوم  ــن    ،2BLکروم ــتقر روي ای ــر مس ــانگر دیگ دو نش
) نیز که داراي تطـابق  barc129 و gpw7506کروموزوم (

هاي حسـاس  والد حساس و  لایندار آللی بین غیر معنی
بودنــد، جهــت بررســی در مرحلــه بعــد انتخــاب شــدند.  
نشانگرهاي انتخابی اولیـه از طریـق روش تجزیـه تفرقـی     

کـه بـراي    6AL و 3D  ،4Aهايموزومها روي کروبالک
حسـاس و   2Fآنها تطابق آللی قابـل قبـولی در بـین نتـاج     

وجــود نداشــت، حــذف شــدند   RL6071والــد حســاس 
  ).  1(جدول 

در مرحله بعد مقایسه روابط آللی نتاج هموزیگـوت  
و نتاج هتروزیگـوت   Tr129هاي والد مقاوم مقاوم با آلل
و والـد مقـاوم     RL6071اي والـد حسـاس   همقاوم با آلل

Tr129،  دربــا اســتفاده از نشــانگرهاي ریزمــاهواره واقــع 
 رفتانجام گ 3Aو  1A ،2BL ،2D ،6ASهاي کروموزوم

 2Fهـاي  ). در این مورد هـم بـراي تمـایز لایـن    2(جدول 
مقـاوم هتروزیگـوت،     2Fهاي مقاوم هموزیگوت از لاین

نـگ  ز MCCFبه نژاد  نسبت  2:3Fهاي از واکنش خانواده
سیاه استفاده شد. در این مرحله فرض شدکه اگر نشانگر 
امیدبخش مورد بررسی پیوستگی بالایی بـا ژن مقاومـت   

هـاي  به زنگ سـیاه داشـته باشـد، تعـداد زیـادي از لایـن      
هاي خـود را  مقاوم هموزیگوت و هتروزیگوت باید آلل

  بـــه ارث بــرده باشــند و تعـــدد    Tr129از والــد مقــاوم   
هاي خود را از والد حساس که آلل میهاي مقاوژنوتیپ

دلیل عدم پیوستگی نشانگر با صفت  ،به ارث برده بودند
در مـورد   ،. بـه عنـوان مثـال   در نظـر گرفتـه شـد   مقاومت 

با  ،1Aروي کروزوم  gwm135و  gpw7395نشانگرهاي 
هـاي حسـاس و   بـین لایـن  کـه  وجود تطابق آللی خـوبی  

 15پ از ژنوتی ـ 14( وجود داشـت  RL6071والد حساس 
هـاي  هاي لایـن آللمقایسه )، 1ژنوتیپ حساس) (جدول 

هاي مقاوم هتروزیگـوت بـا والـد مقـاوم     مقاوم و یا لاین
Tr129 هـاي  بـین لایـن  مشاهده شـده  تطابق که  نشان داد

در مرحلـه اول غربـالگري صـرفا     حساس و والد حساس
در در ایـن مرحلـه تنهـا     ).2(جـدول  تصادفی بوده است 

 2BLروي کرومـوزوم   همبـارز یزمـاهواره  ر نشـانگر  پنج
)gpw7506 ،cfd73 ،barc101 ،gwm388 وbarc129(  
 6ASو دو نشــــانگر ریزمــــاهواره روي کرومــــوزوم     
)gpw3041  وgwm334 ( در بـین  داري معنـی آللی تطابق

هــاي مقــاوم و یــا لایــن هموزیگــوت هــاي مقــاوملایــن
(جـدول   مشـاهده شـد   Tr129هتروزیگوت با والد مقاوم 

ــانگر    2 ــه نشـ ــن کـ ــه ایـ ــه بـ ــا توجـ روي  wmc445). بـ
در ناحیه تلومر بازوي بلنـد کرومـوزوم     2BLکروموزوم

ایـن  ، )Somers et al., 2004( گنـدم قـرار دارد   2شـماره  
فاصله قابل توجهی از سایر نشانگرهاي مستقر در نشانگر 

داشت و بـر   2ناحیه وسط بازوي بلند کروموزوم شماره 
با ژن احتمالی  بالاییز همبستگی نی 2اساس نتایج جدول 

. نتایج نشـان داد کـه در   شان ندادن 2BLروي کروموزوم 
نیز تطابق قابل قبولی از   cfa2076و  barc122نشانگرهاي 

در  Tr129هـاي بـه ارث رسـیده از والـد مقـاوم      نظر آلل
ــن ــوت    لایـ ــا هتروزیگـ ــوت یـ ــاوم هموزیگـ ــاي مقـ   هـ

ــپ   ــاس مقایســه فنوتی ــر اس ــت. ب ــايوجــود نداش    161 ه
 نشـانگر  هاي پیوسته با هـر ژن، آللبا هاپلوتایپ  2Fگیاه 

cfd73  2روي کرومــوزومBL  و نشــانگرgpw3041  روي
ــوزوم  ــل  6ASکروم ــترین آل ــا داشــتن بیش ــابهب   هــاي مش

هـاي  هاي حساس با والد حساس و یا بین لایـن بین لاین 
تـرین نشـانگرها بـه    به عنوان نزدیک ،مقاوم با والد مقاوم

ــدند    دو ژن  ــایی شـ ــیاه شناسـ ــگ سـ ــه زنـ ــت بـ مقاومـ
  ).  2و  1 هاي(جدول

هاي هاپلوتایپی بدست آمده از در مرحله بعد از داده
ــاه  161 ــی     2Fگی ــی تلاق ــدل فرض ــک م ــاد ی ــراي ایج   ب
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  1396، زمستان 4جلد نوزدهم، شماره  ،"علوم زراعی ایران مجله"

٣٤١  

هـاي ژنـوتیپی   هیبریدي اسـتفاده شـد و تطـابق گـروه    دي
ــاهده ــروه   مشـ ــا گـ ــروض بـ ــدل مفـ ــده در مـ ــاي شـ   هـ

کــاي دو ارزیـابی شــد   ژنـوتیپی مـورد انتظــار بـا آزمـون    
 مفـروض  ). نتایج این آزمون نشان داد که مدل3(جدول 

داشــــت هیبریــــدي مطابقــــت يبــــا مــــدل تلاقــــی د
)= 10.58, p = 0.241:1:2:2:4:2:2:1:1 

2χ(وو و همکــاران .  
 )Wu et al., 2007(    دو ژن  مکـان مفـروض  بـراي تاییـد

مقاومـت بـه ویـروس    که اثر متقابل تکمیل کننده داراي 
از آزمـون   ،کننـد موزائیک نیشکر در ذرت را کنترل می

ترتیـب  ه ه ب ـذرت ک ـ 2:3Fتطابق کاي دو در دو خـانواده  
فقط براي ژن اول و یـا فقـط بـراي ژن دوم تفـرق نشـان      

  .کردنددادند، استفاده 
هاي هاپلوتـایپی نتـاج،  بهتـرین حالـت     بر اساس داده

ت در ایـن مــدل وقتــی  تطـابق فنــوتیپی و ژنـوتیپی جمعی ــ 
بدست آمد کـه فـرض بـر قـرار داشـتن ژن مقاومـت در       

در ناحیه انتهـایی بـازوي کوتـاه     )6A )ARARکروموزوم 
کروموزموم و در موقعیتی دورتـر از سـنترومر نسـبت بـه     

چنین قرار داشـتن  مو هgpw3041 و  gwm334دو نشانگر
در ناحیـه میـانی    )2B )BRBRژن مقاومت در کرومـوزوم  

ــازوي  ــانگر ب ــابین دو نش ــوم و م ــد کروموزم و  cfd73 بلن
gpw7506  .رفــت، تطــابق همــانطور کــه انتظــار مــیبــود
ــا ژنوتیــپ نزدیــک 2Fفرضــی گیاهــان ژنوتیــپ  تــرین ب

به ژن مکان یابی شـده بـه صـورت صـد در صـد       نشانگر
در  ها)درصد از ژنوتیپ 2معدود ( در چند موردنبوده و 

ــدل ــا فرضــی ایــن م ــپ فرضــی گیاه ــورد  2Fن ،  ژنوتی م
 ،ترین نشـانگر بـه ژن مقاومـت   با ژنوتیپ نزدیکبررسی 

شـده  یـابی مکـان  تمطابقت نداشت. در مورد ژن مقاوم ـ
ــوزوم  ــپ ،2Bدرکروم ــاج  ژنوتی ــن نت ــپ   2F ای ــا ژنوتی ب

 مطابقـت  )gpw7506( نشانگر موجود در طرف دیگر ژن
 ناحیـه  اور درکراسـینگ احتمـالا   داشته و فرض شد کـه 

. در باشـد انجـام گرفتـه   cfd73 نشـانگر و  تبین ژن مقاوم
در شـده  یابیمکان تمورد عدم تطابق ژنوتیپی ژن مقاوم

ــاه    ــازوي کوتـ ــومري بـ ــه تلـ ــوزوم ناحیـ ــا 6Aکرومـ   بـ
فرض شد  )،gpw3041( ریزماهواره نشانگرترین نزدیک 

اور انجـام  کراسـینگ زبورم نشـانگر که در بین ایـن ژن و  
  گرفته است.

یافته که بـر اسـاس    ایزهاي تمتجزیه ژنتیکی جمعیت
تجزیه هاپلوتایپی نشانگرهاي پیوسته با دو ژن و ژنوتیـپ  

ترین نشانگر مولکولی و بـا فـرض حضـور فقـط     نزدیک
یک ژن و عدم حضور ژن دیگر از جمعیت اصلی مشتق 

 نشـانگر  پـنج  هـر ترتیـب  ه نشـان داد کـه  ب ـ   ،شده بودنـد 
 نشـانگر  دوو  2BLکرومـوزوم   درریزماهواره امیدبخش 

هـاي روي  پیوستگی نزدیکـی بـا ژن   6ASکروموزوم  رد
ها داشـته و نقشـه ژنتیکـی هـر     هر یک از این کروموزوم

 شـد هاي مذکور ترسـیم  مها در کروموزویک از این ژن
  ).  1(شکل 

-در یک آزمایش تکمیلی بر مبناي ژنوتیپ نزدیـک 
ــرین  ــوزوم  نشــانگرت ــه دو ژن مســتقر روي دو کروم ها ب

2BL  6وAS  2در جمعیتF،  2:3دو خانوادهF  که هر یک
فقط براي ژن اول و یـا فقـط بـراي ژن دوم تفـرق نشـان      

اي انجــام انتخـاب شـدند. ایـن انتخـاب بـه گونـه       ،دادنـد 
  تفـــرق نشـــان داده  2Bشـــدکه خـــانواده اول بـــراي ژن 

ــپ  ــد ژن )BrBR(داراي ژنوتی ــپ  6A و فاق (داراي ژنوتی
ArAr ( 2درگیاه والديF  6ژن  بـراي دوم بود و خانوادهA 

ــپ  ــرق نشــان داده (داراي ژنوتی ــد ژن ) ArARتف  2Bو فاق
ــپ    بــــود. 2Fدر گیــــاه والــــدي  ) BrBr(داراي ژنوتیــ

داري معنـی  هاي جدید احتمـال بررسی فنوتیپی جمعیت 
در هـــر دو جمعیـــت تاییـــد نمـــود. وو و  را  3:1تفـــرق 

براي ارزیـابی مقاومـت بـه    ) Wu et al., 2007( همکاران
  شکر در ذرت، ویروس موزائیک نی

کـه   2Fاز جمعیت اولیه  2:3Fبعد از تولید دو خانواده  
  ترتیــب فقــط بــرايه بــ هــاي مولکــولیبــا توجــه بــه داده

ژن اول و یــا فقــط بــراي ژن دوم تفــرق نشــان دادنــد و   
ــابی ــون تطــابق کــاي دو   ارزی ــوتیپی و آزم ، χ)2(هــاي فن

را   2:3Fدر هـر دو خـانواده    3:1داري تفرق احتمال معنی
  تایید نمودند.

 هـا/ یـابی ژن مکـان  بـراي هاي متعددي اگرچه روش

QTLشـده اسـت،  کمـی ارائـه    کننده صـفات هاي کنترل
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  "...کنندهیابی دو ژن مستقل کنترلمکان "

٣٤٢ 

  احتمال تطابقهر نشانگر و  وراثتهاي کروموزومی و هاي حساس، مکانهاي والد حساس و بالک لاینفهرست نشانگرهاي ریزماهواره داراي تطابق بالا بین آلل -1جدول 
 به زنگ سیاه گندم حساس در مقایسه با والد حساس 2F لاین 15آللی ي هانسبت 

Table 1. List of SSR markers with high correspondence of alleles between susceptible parent and bulks of susceptible lines, their chromosome locations and  

modes of inheritance and comparison of alleles among 15 susceptible F2 lines and susceptible parent to stem rust in wheat 

  انتخابی از SSRنشانگرهاي 
  هاآزمایش تجزیه تفرقی بالک

Selected SSR markers based 
on bulked segregant analysis 

  کروموزوم
Chromosome 

  وضعیت غالبیت نشانگر
Modes of inheritance 

of marker 

  شباهت آللی لاین هاي حساس به والد حساس،
  F1والد مقاوم یا هیبرید نسل 

Correspondence of alleles of susceptible homozygote 
lines to susceptible ,resistant and F1 hybrids احتمال تطابق  

P-value 
  داريسطح معنی

Probability level 

  انتخاب نشانگرهاي امیدبخش
Selection of promising 

marker a, bS  a, bHet aR 
gpw7395 1A Dominant   14/15  1/15. NA -  Selected 
gwm135 1A Dominant   14/15  1/15. NA  - Selected 
wmc445 2B, 5A Dominant   12/15.  3/15. NA - Selected 
gpw7506 2B Co-dominant 9/15. 4/15. 2/15. 0.007 ns Selected 

cfd73 2B Co-dominant 15/15 0/15 0/15 1.00 ** Selected 
barc101 2B Co-dominant 14/15 1/15. 0/15 0.76 ** Selected 
gwm388 2B Co-dominant 14/15 1/15. 0/15 0.76 ** Selected 
barc129 2B, 2D Co-dominant 6/15. 7/15. 2/15. 0.0002 ns Selected 
barc122 2D, 2A, 5A Dominant   12/15.  3/15. NA - Selected 
barc159 2B, 2D Co-dominant 5/12. 5/12. 2/12.  0.0000 ns Deleted 
cfa2076 3A Dominant   13/15.  2/15. NA - Selected 
cfd035 3D Dominant   10/15.  5/15. NA - Deleted 

wmc219 4A Dominant   11/15.  4/15. NA - Deleted 
wmc232 4A Co-dominant 3/15. 6/15. 6/15. 0.0000 ns Deleted 
wmc313 4A Co-dominant 2/12. 8/12. 2/12. 0.0000 ns Deleted 
gpw2083 4A Co-dominant 6/15. 8/15. 1/15. 0.0000 ns Deleted 
gwm494 4A Co-dominant 2/15. 10/15. 3/15. 0.0000 ns Deleted 
cfa2114 6A Dominant  11/15. 4/15. NA - Deleted 
gpw3041 6A Dominant   15/15.  0/15 NA - Selected 
gwm334 6A Co-dominant 15/15 0/15. 0/15 1.00 ** Selected 

a  S ،Het  وR :1نسل  دیبریحساس، ه گوتیهموزهاي والد آللماهواره مشابه با زیر يهاآلل بیترتهبF  مقاوم  گوتیهموزوالد و  
a S, Het, and R: SSR marker’s allele identical to those of susceptible, resistant and F1 hybrids, respectively  

b  یآلل يهانسبت جهینبوده و در نت گوتیبه حساس و هتروز يبندقابل گروه بارز ينشانگرها يهاآللاند. گروه بندي شدهو مقاوم  گوتیسه گروه حساس، هتروز یپیمشاهدات ژنوت يبر مبناکه  بارزماهواره همزیر ينشانگرها يهاآللهاي نسبت 
 باشند یم گوتیحساس و هتروز گروه وهر د يارائه شده در جدول بر اساس مشاهدات برا

b Codominant SSR markers were scored based on observed alleles four susceptible, heterozygote and resistant genotypes. Dominant SSR markers could not be differentiated 
into susceptible and heterozygote classes and therefore alleles ratios in table are shown for both susceptible and heterozygote genotypes 
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  1396، زمستان 4جلد نوزدهم، شماره  ،"علوم زراعی ایران مجله"

٣٤٣  

  به زنگ سیاه گندم مقاوم هموزیگوت یا هتروزیگوت 2Fهاي آللی بین والد مقاوم و لاین هاياحتمال تطابق نسبتمقایسه نشانگرهاي ریزماهواره امیدبخش از نظر  -2جدول 
Table 2. Comparison of correspondence of alleles in promising SSR markers between resistant parent and homozygote and heterozygote resistant F2 lines to stem rust in wheat 

  SSRگر نشان
SSR marker 

  کروموزوم
Chromosome 

  هاي مقاوم هموزیگوتشباهت آللی لاین
 1Fبه والد حساس، والد مقاوم یا هیبرید نسل 

  به aهاي مقاوم در حال تفرقشباهت آللی لاین
 1Fوالد حساس، والد مقاوم یا هیبرید نسل 

  احتمال تطابق
P-value 

  سطح معنی داري
Probability level 

  نشانگرهاي پیوسته با ژن انتخاب
Selection of linked 
markers to genes 

Correspondence of alleles of resistant ,homozygote 
lines to susceptible resistant and F1 hybrids 

Correspondence of alleles of segregating resistant 
lines to susceptible,  resistant and F1 hybrids 

b, cS b, cHet  bR  b, cS b, cHet bR 
gpw7395 1A  56/69 13/69   67/77  10/77. - - Deleted 
gwm135 1A  48/69 21/69   59/77 18/77 - - Deleted 
wmc445 2B, 5A  46/69 23/69  58/77 19/77 - - Deleted 
gpw7506 2B 12/68. 25/68 31/68 20/77 50/77 7/77. 0.15 ** Selected 

cfd73 2B 13/69. 25/69 31/69 15/77 59/77 3/77. 0.11 ** Selected 
barc101 2B 12/69. 29/69 28/69 14/76 57/76 5/76. 0.04 * Selected 
gwm388 2B 12/65. 27/65 26/65 17/73 50/73 6/73. 0.06 ** Selected 
barc129 2B, 2D 10/67. 35/67 22/67. 19/71. 41/71 11/71. 0.01 * Selected 
barc122 2D, 2A, 5A  49/69 20/69   56/77  21/77 - - Deleted 
cfa2076 3A  52/69 17/69  56/77 21/77 - - Deleted 

gpw3041 6A  21/69 48/69  77/77 0/77 - - Selected 
gwm334 6A 7/69. 18/69 44/69 19/77 55/77 3/77. 0.21 ** Selected 

a 2 يهانیلا زیتماF 2:3 يهابر اساس واکنش خانواده گوتیمقاوم هتروز يهانیبا لا گوتیمقاوم هموزF مزبور به نژاد  يهانیلاMCCF قارچPuccinia graminis    انجام شد 
a Differentiation between homozygous and heterozygote resistant F2 lines was based on reaction of F2:3 families of those lines to Puccinia graminis race MCCF   

b S ،Het  وR :1نسل  دیبریحساس، ه گوتیهموزهاي والد آللماهواره مشابه با زیر يهاآلل بیترتهبF  مقاوم  گوتیهموزوالد و 
b S, Het, and R: SSR marker’s allele identical to those of susceptible, resistant and F1 hybrids, respectively  

c  در جدول بر  ارائه شده یآلل يهانسبت جهینبوده و در نت گوتیبه  حساس و هتروز يبندقابل گروه بارز ينشانگرها يهاآلل اند.گروه بندي شدهو مقاوم  گوتیسه گروه حساس، هتروز یپیمشاهدات ژنوت يبر مبنا بارزماهواره همزیر ينشانگرها يهاآللي هانسبت
 باشند   یم گوتیحساس و هتروز گروه وهر د ياساس مشاهدات موجود برا

c Codominant SSR markers were scored based on observed alleles four susceptible, heterozygote and resistant genotypes. Dominant SSR markers could not be differentiated into susceptible 
and heterozygote classes and therefore alleles ratios in table are shown for both susceptible and heterozygote genotypes 
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  "...کنندهیابی دو ژن مستقل کنترلمکان "

٣٤٤ 

  هاي ژنوتیپی مورد هاي ژنوتیپی مشاهده شده در مدل فرضی تلاقی دي هیبریدي با گروهتطابق گروه -3جدول 
  براي زنگ سیاه گندم )2χي دو  (انتظار با استفاده از آزمون کا

Table 3. Chi-square test of goodness-of-fit between the observed and expected numbers of genotypes in  

the hypothetical dihybrid model to stem rust in wheat 
  ورد انتظارتعداد گیاهان م

Number of expected plants 
 ه شدهتعداد گیاهان مشاهد

Number of observed plants 
 هاي دي هیبریدينسبت

Dihybrid ratios 
 ژنوتیپ

Genotype 
10.06 15 1 rrr'r' 
10.06 11 1 RRR'R' 
20.13 25 2 RRR'r' 
20.13 13 2 RrR'R' 
10.06 7 1 rrR'R' 
10.06 13 1 RRr'r' 
20.13 17 2 rrR'r' 
40.25 45 4  RrR'r 
20.13 15 2 Rrr'r' 

χ2=89.25 P value= 0.241 

  
دو ژن مســتقل  کرومــوزومییــابی مکــان مــوردولــی در 

 ، تحقیقـات محــدودي کننـده یـک صـفت کیفـی    کنتـرل 
) Peng et al., 2008است. پنگ و همکـاران (  انجام شده

گــزارش کردنــد کــه دو ژن مغلــوب کنتــرل نــر عقیمــی 
ژنتیکی در اثر حساسیت معکوس فتوپریودیکی در برنج 

انجام شـده توسـط   هاي بررسی هده دارند. همانندرا به ع

) وگیوئو و همکـاران  Yao et al., 1997یائو و همکاران (
)Guo et al., 2006  این محققین نیز با استفاده از غربـال ،(

نمـودن دو بالـک گیاهــان بسـیار عقــیم و گیاهـان بســیار     
بــارور بــا اســتفاده از نشــانگرهاي مولکــولی ریزمــاهواره 

کننــده  هــاي کنتــرله محــل تقریبــی ژنموفــق شــدند کــ
کننـد. در کلیـه تحقیقـات     شناسایینرعقیمی را در برنج 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 رويترتیب به (سمت راست) Tr2Srو (سمت چپ)  Tr1Srمقاومت به زنگ سیاه  هاينقشه پیوستگی ژنتیکی ژن -1شکل 

  Tr129گندم  لاین 6ASو  2BL هايکروموزوم
Fig.1. Genetic linkage map of stem rusts resistance genes SrTr1 (left) and SrTr2 (right) on mapped on 

chromosomes 2BL and 6AS of wheat line Tr129, respectively. 
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  1396، زمستان 4جلد نوزدهم، شماره  ،"علوم زراعی ایران مجله"

٣٤٥  

در  کروموزومی، بطور ناخواسته باعث اریـب معنـی دار  
  ورد تقریبــی  آو تنهــا بــر   هــا شــده  محاســبه محــل ژن  

هـاي  کیـک کـلاس  ذکر شـده عـدم توجـه کـافی بـه تف     
هاي ژنوتیپی متفاوت ولی با فنوتیپ یکسان در تهیه نقشه

هـا  محل هر یـک از دو ژن مسـتقل در روي کرومـوزوم   
 ی و همکــارانی بروجنــ. رفیعــشــده اســتامکــان پــذیر 

)Rafiei Boroujeni et al., 2011 ( در یک آزمایش روي
دو ژن  رقم گنـدم مرودشـت  حاصل از  2Fیک جمعیت 

 Puccinia triticina  قـارچ  1-84 به نـژاد مقاومت مستقل 
. تحقیقـات  کردندشناسایی گندم را  ايزنگ قهوهعامل 

ي عامـل مقاومـت بـه زنـگ     هـا تکمیلی نشان داد که ژن
باشــند. بــا مــی Lr17aو  Lr1اي در رقــم مرودشــت قهــوه

بـراي ژن   توجه به شناسایی نشانگر مولکولی اختصاصـی 
Lr1 )RGA-567-5( ستفاده از این نشانگر ن با اااین محقق

کلیه نتاجی کـه حامـل ژن مزبـور بودنـد     اقدام به حذف 
را در جمعیـت   Lr17aنموده و سـپس نقشـه ژنتیکـی ژن    

بـود   Lr17aباقیمانده که داراي تفرق تک ژنی بـراي ژن  
  رسم کردند. 

ــق  ــن تحقی ــه هاپلوتــایپی     در ای ــتفاده از تجزی ــا اس ب
  ژن یـــابی دو جمعیـــت پایـــه، در مرحلـــه اول مکـــان   

کننده مقاومت به زنگ سیاه انجام شد و سـپس بـا   کنترل
سازي ژنتیکی محـل  و مدل 2Fاستفاده از هاپلوتایپ افراد 

 2Bو  6Aهـاي  هـا روي کرومـوزوم  ژن قرار گـرفتن ایـن  
ــن   ــدم لای ــیم  Tr129گن ــدترس ــراي   .ش ــتر ب ــق بیش   تحقی

هر ژن، ارزیابی جدیـد   هشد عشباا پیوستگی ترسیم نقشه
ــن ژن  ــودن ای ــی     ب ــاس ژن ــون قی ــتفاده از آزم ــا اس ــا ب   ه

)Gene postulation ــوارث احتمــالی ژن ــا)، بررســی ت   ه
 تریانســــیالیس  آژیلــــوپس خویشــــاوند وحشــــی  از  

triuncialis) (Aegilops هــــاي دیگــــر روي و بررســــی
که در صـورت تکمیـل   باشـد مـی جمعیت در حال انجام 

ــد.      ــرخواهد ش ــري منتش ــزارش دیگ ــب گ ــدن در قال ش

ــتفاده از تج ــابی دو    اس ــراي ردی ــایپی ب ــه هاپلوت  QTLزی
آلفـاآمیلاز ناشـی از دیررسـی در    آنـزیم  مرتبط با میـزان  

گندم نیز گـزارش شـده اسـت     7Bو  3Bهاي کروموزوم
)McNeil et al., 2009 .(  

  ســازي، دربــا اســتفاده از تجزیــه هاپلوتــایپی و مــدل 
ــه   ــق طبق ــن تحقی ــپای ــدي ژنوتی ــده  بن هــاي مشــاهده ش

هیبریـدي  انتظار در یک جمعیت دي هاي مورددرکلاس
شده حتی قادر به تفکیک استفاده ولی روش  شد،انجام 
  هیبریــدي وهــاي تــريهــاي ژنــوتیپی در جمعیــتگــروه

  بالاتر نیز خواهـد بـود. بـدیهی اسـت شـرط اساسـی در       
تهیه مدل دقیق ژنتیکی جمعیـت، فاصـله ژنتیکـی بسـیار      

ــا ژن   ــته ب ــانگرهاي پیوس ــدك نش ــرل ان ــاي کنت ــدهه   کنن
ــی    ــه م ــت پای ــفت در جمعی ــدص ــه در  ،باش ــوري ک   بط
ــپ     ــایگزینی ژنوتیـ ــوان از جـ ــی بتـ ــدل ژنتیکـ ــه مـ   تهیـ

ترین نشانگر پیوسته به هر ژن با ژنوتیپ خود ژن نزدیک
هـا بـا نشـانگرهاي    بهره برد. در صـورت فاصـله زیـاد ژن   

ها و نشانگرهاي اور در بین ژناحتمال کراسینگ ،پیوسته
هـاي  زایش یافتـه و طبقـه بنـدي کـلاس    پیوسته مجاور اف ـ

هاي مـورد انتظـار منـدلی در جمعیـت     ژنوتیپی به کلاس
احتمال برآورد غلط مکان  بنابراین ،تر خواهد شدپیچیده

ــرق     ــد داراي تف ــت جدی ــت جمعی ــاب نادرس   ژن و انتخ
تک ژنی دور از انتظـار نیسـت. غربـال جمعیـت پایـه بـا       

ن از یکـدیگر  سانتی مورگا پنجنشانگرهایی که حداکثر 
 ــ ــته باش ــوزم  د ونفاصــله داش ــه کروم ــول کلی ــاي در ط   ه

ــند   ــده باش ــترده ش ــاه گس ــراي   ،گی ــمینی ب ــاییتض    شناس
  ها در جمعیت پایـه خواهـد بـود. اسـتفاده    دقیق محل ژن

  از تجزیــه هاپلوتــایپی و مــدل ســازي ژنتیکــی بــراي       
ــل ژن   ــق مح ــرآورد دقی ــرل ب ــاي کنت ــفات  ه ــده ص   کنن

هاي ژنتیکـی  م به سایر جمعیتکیفی همچنین قابل تعمی 
  هــاي  هــاي خــالص نوترکیــب و لایــن    از قبیــل لایــن  

  هاپلوئید است.  دابل
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Mapping chromosome locations of two genes independently controlling stem 
rust resistance in wheat (Triticum aestivum L.) using haplotype analysis and 

genetic modeling 
 

 Ghazvini, H.1 
 

ABSTRACT 
Ghazvini, H. 2018. Mapping chromosome locations of two genes independently controlling stem rust resistance in wheat 

(Triticum aestivum L.) using haplotype analysis and genetic modeling. Iranian Journal of Crop Sciences. 19(4): 334-348.  

(In Persian). 

 

In spite of various methods which have been developed to identify and map quantitative trait loci (QTL) on 

genomes, mapping chromosome locations of two independent genes simultaneously controlling a qualitative trait 

in a genetic population have not been reported. In this study, F2 population derived from a cross between RL6071 

(susceptible) and Tr129 (resistant) was inoculated with spores of Puccinia graminis Pers. causal agents of stem 

rust in wheat and population was classified into resistance and susceptible groups. Phenotypic assessment of F2 

and F2:3 populations showed that there was a 15:1 segregation ratio for stem rust resistance indicating presence of 

two dominant resistance genes independently controlling this trait. Four hundred twenty two SSR markers which 

had a good coverage for all 21 chromosomes of wheat were used to evaluate the correspondences of alleles 

between bulked DNA from susceptible lines with those of both parents. Markers, showing good correspondence 

of alleles between bulked susceptible lines with susceptible parent, were used to compare alleles of susceptible 

parent RL6071 with those of 161 F2 progenies. Using segregation of alleles for SSR markers in F2 population 

and genetic modeling, the presence of two dominant resistance genes independently controlling rust resistance in 

Tr129 was confirmed. Based on genetic analysis of data and haplotype analysis of linked markers to each gene, 

the stem rust resistance genes in line Tr129 were mapped on chromosomes 6A and 2B of line Tr129.     

 

Key words: Haplotype analysis, Genetic modeling, Stem rust of wheat, SSR markers and Genetic maps 
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