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 يكـي از    CI2401شتة روسي شناسـايي شـده كـه لايـن           ) II(اخيراً چندين ژنوتيپ گندم مقاوم به بيوتيپ جديد         

 حاصل از تلاقي اين لاين مقاوم بـا رقـم            2Fبه منظور مطالعة مقاومت به اين شته از جمعيت          . ها است  ترين آن  مهم
ها در مرحلة يك      سازي گياهچه   ، آلوده   2Fپس از كاشت جداگانة بذرهاي      .  استفاده شد  Gluproزراعي و حساس    
.  روز بعد از آلوده سـازي ارزيـابي شـد          20 و   15ها    شتة روسي انجام و مقاومت و حساسيت آن        IIبرگي با بيوتيپ    

ت افـراد حـساس بـه        با استفاده از آزمون مربع كاي نشان داد كـه نـسب             2Fهاي فنوتيپي در جمعيت      بررسي نسبت 
 شـتة روسـي در ايـن        II است و بنابراين يك ژن غالب، مقاومت بـه بيوتيـپ             3:1مقاوم مطابق نسبت سادة مندلي      

 جفـت آغـازگر     42به منظور تعيين محل اين ژن مقاومت بر روي ژنوم گنـدم، از              . جمعيت را كنترل كرده است    
آزمون مربع كاي براي تك تك      . د استفاده شد  ده   كه تمامي بازوهاي كروموزومي را پوشش مي       SSRاختصاصي  

از بـين تمـامي ايـن       . ها در اين جمعيـت نـشان نـداد         ونه انحرافي از تفرق سادة تك ژني آن       گ  چاين نشانگرها هي  
 D از ژنـوم     7 كه جرء نشانگرهاي اختصاصي كروموزوم شـمارة         Xgwm121 و   Xbarc126نشانگرها، تنها دو نشانگر     

ايـن امـر    .  تا حدودي پيوسته بوده و ساير نشانگرها با اين ژن پيوستگي نـشان ندادنـد               گندم هستند با ژن مقاومت    
هاي مقاومت شناسـايي شـدة قبلـي بـر           نشان دهندة آن است كه اين ژن مقاومت نيز همانند بسياري ديگر از ژن             

  .اده كردتوان از آن براي توليد ارقام مقاوم جديد استف  مياست و گندم قرار گرفته 7Dروي كروموزوم 
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  مقدمه

ــم  ــي از مهـ ــدم يكـ ــصولات   گنـ ــرين محـ تـ
كشاورزي است كه غذاي روزمرة بيش از نيمـي         

ــي   ــامين مـ ــين را تـ ــرة زمـ ــاكنين كـ ــد از سـ   كنـ
)Johnson et al., 1978( . ــي ــتة روسـ   شـ

Diuraphis noxia (Mordvilko)    يكـي از آفـاتي 
است كه ساليانه خسارت زيادي به مـزارع گنـدم          

اين حشره بـومي كـشورهاي      . كند و جو وارد مي   
  افغانــــــستان، ايــــــران، جنــــــوب روســــــيه و 
ــت   ــه اسـ ــاي مديترانـ ــية دريـ ــشورهاي حاشـ   كـ

)Hewitt et al., 1984 .(  بـراي  1986در سـال 
از حــضور و خــسارت ايــن اولــين بــار گزارشــي 

در ايالات متحدة امريكا    )  يا اوليه  Iبيوتيپ  (آفت  
منتشر شد ولي گزارشي از وجـود آن در كـشور           

در ). Stoetzel, 1987(استراليا منتشر نشده است 
  ايــــران نيــــز معــــين نمينــــي و اميــــر نظــــري 

)Moein-Namini and Amir-Nazari, 1995 (
ــضي     ــدم در بع ــزارع گن ــه م ــد ك ــزارش كردن گ

هـاي ايـران بـه شـتة روسـي آلـوده بـوده و                ستانا
هاي سمنان، سيستان    شدت آلودگي آن در استان    

و بلوچستان، خراسان و فارس به حدي بـوده كـه        
  .عليه آن مبارزة شيميايي انجام شده است

علائم خـسارت ناشـي از تغذيـة شـتة روسـي            
هـا،   روي غـلات تـا شـدن و پـيچ خـوردن بـرگ      

ــرگ  ــروز بـ ــاهش كلروفيــ ـ  كلـ ــا، كـ ل و در هـ
ــودگي ــت    آلـ ــاه اسـ ــرگ گيـ ــديد مـ ــاي شـ   هـ

)Walters et al., 1980 .( هـاي   هـا آنـزيم   شـته
بزاقي خود را درون پارانشيم برگ تزريق كـرده         
ــدهاي آبكــش     ــاه را از آون ــروردة گي ــيرة پ و ش

ها باعـث تخريـب سـاختمان        اين آنزيم . مكند  مي
كلروفيل و سـفيد شـدن، زرد شـدن يـا ارغـواني             

  ؛Pike et al., 1991(شـوند   هـا مـي   شـدن بـرگ  
Fouche et al., 1984 .(    تخريـب كلروفيـل نيـز

باعث كاهش كارآيي فتوسنتز، باز ماندن گياه از        
  .شود رشد و حساس شدن به عوامل محيطي مي

تواننـد شـتة      هـاي سيـستميك مـي         كـش   حشره
اي كنتـرل كننـد       روسي را تـا حـد قابـل ملاحظـه         

)Webster et al., 1987 .(در برخــي شــرايط 
توانـد    عمليات زراعي و كنترل بيولوژيكي نيز مي      

  خـــــسارت ايـــــن آفـــــت را كنتـــــرل كنـــــد
)Wraight et al., 1993 ؛Prinsloo, 2000( ،

هـاي   هـا در داخـل بـرگ    هر چند پنهان شدن شته  
ــرل آن   ــده، كنت ــه ش ــط روش  لول ــا توس ــاي  ه ه

بيولوژيكي و شيميايي غير سيستميك را پيچيـده        
ــي ــد مـ  ــ. كنـ ــام مقـ ــتفاده از ارقـ ــر اسـ اوم از نظـ

اكولوژيكي، بيولوژيكي و اقتصادي براي كنتـرل    
  .رسد اين آفت روش مناسبي به نظر مي

 ژنوتيپ مقـاوم بـه      100تا كنون از بين حدود      
ــه آن   ــت ك ــي، ده ژن مقاوم ــتة روس ــا   ش ــا را ب ه

دهند از گنـدم و        نشان مي  Dnحروف اختصاري   
يــك ژن مقاومــت از چــاودار شناســايي شــده و  

هـا در    ومـوزوم حامـل ايـن ژن      نحوة توارث و كر   
مطالعـة  . ژنوم گندم مطالعه و مشخص شده است      

هـاي مقاومـت شناسـايي شـده بـا           رابطة آللـي ژن   
هـاي   منشا گندم نان نشان داد كه تمـامي ايـن ژن          

هـاي    مربـوط بـه گنـدم      Dمقاومت بر روي ژنـوم      
  ؛Arzani et al., 2004(هگزاپلوئيد قـرار دارنـد   

Liu et al., 2002 and 2005(   ؛ با ايـن حـال در



 ...بررسي وراژت مقاومت به

 473

ــه شــتة روســي هــم در    ــسبت ب ــران مقاومــت ن اي
هــاي  هــاي تتراپلوئيــد و هــم در ژنوتيــپ ژنوتيــپ

هگزاپلوئيد گندم گزارش شده اسـت، بـه عنـوان        
 گنـدم   1881مثال ژن مقاومتي از ژنوتيپ شـماره        

تتراپلوئيــد ايرانــي كــه فاقــد ايــن ژنــوم اســت را  
 ؛ Estakhr and Assad, 2002(توان نام بـرد   مي

Assad, 2002.(  
 يك بيوتيپ جديد شتة روسي      2003در سال   

شود از جنوب      شناخته مي  IIكه به عنوان بيوتيپ     
ــا گــزارش شــد    ــرادوي امريك ــت كل شــرقي ايال

)Haley et al., 2004 .(     همـه سـاله نيـز احتمـال  
هـاي جديـد ايـن آفـت         به وجـود آمـدن بيوتيـپ      

وجود دارد كه در صورت كنترل نشدن به مزارع         
ايـن بيوتيـپ    . لات خسارت وارد خواهـد كـرد      غ

هاي گندم مقاوم    جديد قادر است تمامي ژنوتيپ    
ــه بيوتيــپ ــسبت ب ــا آن زمــان   ن هــاي قبلــي كــه ت

شناسايي شده بودند را آلوده كنـد و تقريبـاً تنهـا            
ژني كه مقاومتي قوي نسبت به اين بيوتيپ نـشان          

 است كه در چـاودار شناسـايي        Dn7دهد ژن     مي
 سـوي ديگـر بـر اسـاس مطالعـات           از. شده اسـت  

متعددي مشخص شده كه جوامع شتة روسـي در         
آسيا، امريكاي شمالي و امريكاي جنوبي قابليـت        

خـصوص  ه  هـاي مختلـف ب ـ     شكستن مقاومت ژن  
Dn4    ــده در ــتفاده ش ــت اس ــا ژن مقاوم ــه تنه    ك

ــد    ــت، را دارنــ ــدم اســ ــاري گنــ ــام تجــ   ارقــ
)Smith et al., 2004 ؛Hawley et al., 2003 ؛ 

Basky, 2003 ؛Puterka et al., 1992 .(
 شتة روسي نيـز از ايـن قاعـده مـستثني            IIبيوتيپ  

 ايجــاد Dn4نبــوده و بــر روي گياهــان داراي ژن 

ايـن موضـوع اهميـت و لـزوم         . كنـد   خسارت مي 
هـاي   يابي ژن بيش از پيش شناسايي و خصوصيت 

جديد مقاومت نسبت بـه ايـن آفـت در گنـدم را             
  .دهد نشان مي

) Dong et al., 1997(ران دانـگ و همكـا  
عنوان يك ژنوتيپ مقاوم    ه   را ب  CI2401ژنوتيپ  

 شتة روسي كـه حـاوي دو ژن         Iنسبت به بيوتيپ    
در . مقاومـــت غالـــب اســـت شناســـايي كردنـــد

اي در  هــاي ارزيــابي مقــدماتي گياهچــه آزمــايش
 نسبت به شتة روسي مشخص شد كـه         2003سال  

اسـت   نيـز مقـاوم      IIاين ژنوتيپ نسبت به بيوتيپ      
)Voothuluru et al., 2006 .(   اخيـرا كـالينز و

نيـز مقاومـت   ) Collins et al., 2005(همكاران 
 شـتة روسـي را در ژنوتيـپ         IIنسبت بـه بيوتيـپ      

CI2401 ــايي  39 و ــدم شناس ــپ ديگــر گن  ژنوتي
هـاي سـطح مقاومـت       در ايـن آزمـايش    . اند  كرده

 و چندين ژنوتيپ ديگر مـشابه       CI2401ژنوتيپ  
 كــه 94M370ه شــده در لايــن مقاومــت مــشاهد

ــابي Dn7حامــل ژن  در .  اســتشــده اســت ارزي
ايــران بــا توجــه بــه اهميــت ايــن آفــت و نيــاز بــه 
شناسايي منابع مقاومـت بـه آن و همچنـين تحـوه        
توارث مقاومت در گندم نـسبت بـه شـته روسـي            
  مطالعـــــــات معـــــــدودي انجـــــــام شـــــــده 

ــت   ؛ Moharramipour et al., 2002(اسـ

Najafi Mirak et al., 2004 ؛Arzani, 2007.(  
آزمايش حاضر به منظـور مطالعـة چگـونگي         

 شـتة روسـي    IIتوارث مقاومت نسبت به بيوتيـپ       
هـاي كنتـرل     ، تعيـين تعـداد ژن     CI2401در لاين   

كنندة اين مقاومـت و همچنـين مـشخص كـردن           
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هاي مقاومـت بـر      محل قرار گرفتن اين ژن يا ژن      
  .روي ژنوم گندم طراحي و انجام شد

  

  ها د و روشموا

 در 2007 و 2006هــاي  ايــن تحقيــق در ســال
مـواد گيـاهي    . دانشگاه ايالتي كلـرادو انجـام شـد       

  2F نتـاج    158مورد استفاده در اين تحقيق شـامل        
 Glupro و رقـم     CI2401حاصل از تلاقي لايـن      

 با منـشاء تاجيكـستان قـبلا بـه        CI2401لاين  . بود
ــه بيوتيــپ    شــتة روســي IIعنــوان لايــن مقــاوم ب

 Gluproشناسايي شده و رقم تجاري گنـدم نـان          
در دانشگاه داكوتاي شمالي اصلاح شده و فاقـد         

 شـتة   IIهر گونه ژن مقاومـت نـسبت بـه بيوتيـپ            
  ؛Collins et al., 2005(روســـي اســـت  

Dong et al., 1997 ؛Voothuluru et al., 2006.(  
 ــ دســت آوردن ه پــس از تلاقــي دو لايــن و ب

در شرايط گلخانه كاشـته     ، اين بذرها      1Fبذرهاي  
طـور جداگانـه    ه   از هر گياه ب     2Fشدند و بذرهاي    
ــدند  ــان  . برداشــت ش ــنش گياه ــابي واك   2Fارزي

ــپ   ــه بيوتي ــسبت ب ــة  IIن ــي در گلخان ــتة روس  ش
ــد  مخــصوص حــشره  ــن . شناســي انجــام ش در اي

هايي كه قبلا در شرايط ايزولـه         ها از شته   آزمايش
ر ارزيـابي   به منظـو  . تكثير شده بودند استفاده شد    

هـاي     در سـيني    2Fگياهان نسبت به شته، بذرهاي      
متـر    سـانتي  20×40×7پلاستيكي به ابعاد تقريبـي      

 گلدان كوچك مربع شـكل      6×12كه متشكل از    
متــر بــود كاشــته   ســانتي3×3×7بــه ابعــاد تقريبــي 

  2Fبراي تشخيص صحيح واكنش گياهان      . شدند
وم و  نسبت به شته و ارزيابي بهتر، بذر والدين مقا        

حساس نيز در چنـد قـسمت از هـر سـيني كاشـته        
  .شد

پنج روز پس از كاشت بـذرها، يعنـي زمـاني           
 4 تـا    3ها به اندازة حدود       كه اولين برگ گياهچه   

متر از سطح خاك خارج شده بـود، اقـدام           سانتي
اين كار به وسيله . ها به شته شد    سازي آن   به آلوده 

ت كـه  موي نرم نقاشي انجام شد، به اين صور   قلم
هايي كه قبلا تهيه شده بود، تعداد حـداقل           از شته 

ايـن  . پنج عدد شته بر روي هر گياه قرار داده شد         
توانـد    تعداد شته حـداقل تعـدادي اسـت كـه مـي           

گياهان حساس را از مقاوم طي يك دورة كوتـاه       
البته گاهي تعداد بيشتري شته نيـز بـر         . متمايز كند 

تـا ده   بـه نـدرت     (گرفـت     روي گياهان قـرار مـي     
ولي به كار بـردن بيـشتر از پـنج عـدد شـته              ) عدد

داري در بروز  حتي تا پانزده عدد نيز تفاوت معني    
كـرد   ها ايجـاد نمـي      مقاومت و حساسيت گياهچه   

تـر از پـنج عـدد شـته بـروز            ولي به كار بردن كم    
انـداخت   علايم حساسيت گياهان را به تاخير مـي       

 ).مشاهدات نگارندگان(

رزيـابي گياهـان نـسبت      هايي كه در ا     شاخص
به خسارت ناشـي از شـتة روسـي مـورد اسـتفاده             

هــا و همچنــين  قــرار گرفــت ميــزان زردي بــرگ
هـا بـه     زردي بـرگ  . هـا بـود    مقدار پيچيـدگي آن   

هـاي زرد يـا سـفيد ظـاهر           ها يا لكـه     صورت نقطه 
شود كه از صفر درصد بـراي گياهـان مقـاوم             مي

. تا صد درصد براي گياهان حساس متغيـر اسـت          
هــا نيــز بــه صــورت لولــه شــدن  يچيــدگي بــرگپ

تـر و     هـاي ابتـدايي    ها يا پيچ خـوردن بـرگ       برگ
  شـود   هـاي جديـد نمايـان مـي        خارج نشدن برگ  
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)Webster et al., 1987 .( بر اين اساس ارزيابي
هـا بـه صـورت ظـاهري و در مقايـسه بـا                گياهچه

واكـــنش والـــدين مقـــاوم و حـــساس و هـــر دو 
 مــشخص هــا شــاخص زردي و پيچيــدگي بــرگ

هـاي    گونه كـه در بـسياري از پـژوهش         همان. شد
) 2002(هاي ليـو و همكـاران        قبلي مانند پژوهش  

هاي پيچيده و  نيز انجام شده، گياهان داراي برگ     
هاي زرد به عنـوان حـساس و گياهـان داراي             لكه

برگهاي صاف و بدون زردي يا زردي كم مقاوم  
ش معمولاً در ارزيابي واكـن    . در نظر گرفته شدند   

هــاي آلــوده بــه شــتة روســي، شناســايي  گياهچــه
گياهان مقاوم از حساس كاري بسيار ساده اسـت         

هــا  چــرا كــه اولــين علامــت حــساسيت گياهچــه 
ها است كه حتـي گـاهي مـانع از           پيچيدگي برگ 
  .شود هاي ثانويه نيز مي خروج برگ

سـازي يـا ده       حدود يك هفتـه پـس از آلـوده        
ان روز پس از كاشت، واكنش تـك تـك گياه ـ         

صـورت جداگانـه ارزيـابي و بـه         ه  نسبت به شته ب   
هــاي  گياهــان داراي بــرگ) (R(صــورت مقــاوم 

) صاف و غير پيچيده و بدون زردي يا زردي كم         
هـاي پيچيـده     گياهان داراي برگ  ) (S(و حساس   

ــاد  ــا زي ــا ) و داري زردي متوســط ت ــسه ب در مقاي
ــاران    ــو و همكـ ــاس روش ليـ ــر اسـ ــدين بـ   والـ

)Liu et al., 2002 (پنج روز پس . دداشت شديا
از اين يادداشت برداري يعني حدود دو هفتـه يـا           
پانزده روز پس از كاشت نيز به منظور اطمينان از          
مقاوم بودن گياهاني كه در مرحلـة اول مقاومـت          
نشان داده بودنـد مجـددا گياهـان مـورد ارزيـابي            

در ايـن زمـان والـد حـساس داراي     . قرار گرفتنـد  

 و زرد بود و والد مقـاوم        هاي كاملاً پيچيده   برگ
.. هايي كاملاً مسطح، صـاف و سـبز داشـت          برگ

هـاي مربـوط بـه والـد          البته در برخـي از گياهچـه      
مقاوم تعـداد بـسيار كمـي نقـاط ريـز زرد رنـگ              

كه نـشان دهنـدة     )  درصد سطح برگ   5كمتر از   (
شد كه اين امري      ها بود مشاهده مي     اثر تغذية شته  
داري دوم پـــس از يادداشـــت بـــر. طبيعـــي بـــود

هاي موجـود بـر روي گياهـان بـا اسـتفاده از               شته
ــشره ــد   ح  از (Imidacloprid)كــش ايميداكلپري

بين رفته و به گياهان اجازه داده شـد تـا بـه رشـد               
بعد از رشد گياهان، از هر كدام      . خود ادامه دهند  

 آن بــا DNAيــك نمونــة بــرگ تــازه انتخــاب و 
تغييــرات جزئــي در روش ادواردز و همكــاران   

)Edwards et al., 1991 (استخراج شد.  
آغازگرهاي مورد استفاده در ايـن تحقيـق از         

هـاي كوتـاه تكـرار       نوع مايكروستلايت يا تـوالي    
 آغازگر  200پس از غربال بيش از      . شونده بودند 

 Graingeneسـايت     هـا در وب    كه مشخصات آن  
)) http://wheat.pw.usda.gov(موجــود اســت 

 استفاده از ژل آگـارز       والدين و با   DNAبر روي   
 آغازگر چنـد شـكل، تعـداد        58 درصد، از بين     3

ــازگر  42 ــت آغ ــاي   SSR جف ــه بازوه ــق ب  متعل
مختلف كروموزومي گندم نان كـه بـين والـدين          

). 1جـدول   (چندشكلي نشان دادند انتخـاب شـد        
ــه صــورت      ــكل ب ــاي چندش ــاب آغازگره انتخ

هـا بـر     هدفمند و با توجه به اختـصاصي بـودن آن         
 انجـــام شـــد يعنـــي پـــس از يـــافتن روي ژنـــوم

ــروه   ــراي يـــك گـ ــكل بـ ــاي چندشـ  آغازگرهـ
 لينكاژي، ديگر آغـازگري مربـوط بـه آن گـروه          
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هاي لينكاژي براي تعيين   نشانگرهاي ريزماهوارة چند شكل بين والدين و متعلق به تمامي گروه-1جدول 
 مقاومت به شته روسي بر روي ژنوم گندم) هاي(موقعيت ژن

Table 1. Polymorphic microsatellite markers between parents covering all the wheat 
genome for determination of Russian aphid resistant gene(s) linkage group 

 
 ژنوم

Genome 
 شمارة كروموزوم

Chromosome number 
A B C 

1 Xgwm136 
Xbac17 

Xpsp3000 
Xgwm153 

Xgwm106 
Xbarc148 

2 Xgwm473 
Xgwm265 

Xgwm148 
Xgwm526 

Xgwm210 
Xgwm301 

3 Xgwm2 
Xgwm391 

Xgwm77 
Xgwm299 

Xgwm314 
Xgwm383 

4 Xgwm165 
Xgwm637 

Xgwm113 
Xgwm495 

Xpsp3079 
Xgwm192 

5 Xgwm304 
Xgwm617 

Xgwm540 
Xgwm335 

Xgwm174 
Xgwm192 

6 Xpsp3029 
Xbac171 

Xgwm508 
Xgwm193 

Xpsp3200 
Xcfd45 

7 Xgwm260 
Xgwm276 

Xgwm537 
Xgwm146 

Xgwm121 
Xbarc126 

  
  .براي آزمودن انتخاب نشد

اي پليمـراز بـا اسـتفاده از          هاي زنجيره  واكنش
تمامي جفت پرايمرهاي انتخاب شده مربـوط بـه         
ــر روي    ــوزومي و ب ــاي كروم ــر يــك از بازوه ه

DNA ــراد ــده در   2F افـ ــه شـ ــة ارائـ    طبـــق برنامـ
  . انجام شد2جدول 

ــصولات  ــارز  PCRمحـ ــر روي ژل آگـ  3 بـ
يوم برومايـد   درصد تفكيك و توسط محلول اتيد     

mgml-1 5/0 بـرداري   عكس. آميزي شدند   رنگ
پـس  . ها نيز با اشعة ماوراي بنفش انجام شد        از ژل 

  2Fدهـي افـراد       از اتمام كار آزمايـشگاهي، نمـره      
براي نشانگرهاي ژنتيكي ريزمـاهواره و همچنـين        

 شـتة روسـي بـر       IIژن مقاومت نسبت به بيوتيـپ       
ــاران   اســـــــــاس روش لَنـــــــــدر و همكـــــــ

)Lander et al., 1987 (در ايــن . انجــام شــد

  بــارز از حــروف  روش بــراي نــشانگرهاي هــم  
)a ،h و b (  ــه ــسته ب ــشانگرهاي غالــب ب ــراي ن و ب

حضور آلل غالب در يكي از والدين از حـروف          
)a و c ( ــا ــي ) d و b(يـــ ــتفاده مـــ ــود اســـ   شـــ
)Lander et al., 1987 .( چون حدود سه چهارم

سـي مقـاوم     شتة رو  II نسبت به بيوتيپ      2Fاز نتاج   
ــراد   ــد، مقاومــت و حــساسيت اف ــه  2Fبودن ــز ب  ني

در . صورت يـك ژن غالـب در نظـر گرفتـه شـد            
 نشانگر به كار رفتـه در ايـن تحقيـق           43مورد هر   

 نشانگر مولكولي و يك نشانگر فنـوتيپي        42يعني
هـاي   مقاومت، آزمون نيكويي بـرازش بـا نـسبت        

 1:2:1هـاي     براي نشانگرهاي غالـب و نـسبت       3:1
بارز بر اسـاس آزمـون مربـع          شانگرهاي هم براي ن 

 هـاي حاصـل از   در نهايـت داده   . كاي انجـام شـد    
  با استفاده از    2Fدهي فنوتبپي و ژنوتيپي افراد        نمره
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  ژنومي در تحقيق حاضرDNAهاي مورد استفاده در تكثير قطعات   تعداد و ترتيب چرخه-2جدول 
Table 2. Polymerase Chain Reaction cycles used in the present study 

  
  شمارة چرخه
Cycle no. 

 واكنش
Reaction 

 تعداد دفعات تكرار
Cycles 

  درجه حرارت
Temperature 

(°C) 

  زمان
Time 

1 
 DNAواسرشته نمودن اولية 

Preliminary denaturing of DNA 
1 94 5 min 

 DNAواسرشته نمودن  2-1
DNA denaturing 

94 45 sec 

 يمراتصال پرا 2-2
Annealing of primer 

 دماي اتصال پرايمر
Annealing 

temperature 
45 sec 

 بسط نسخة رونوشت 2-3
Extension 

35 

72 1.5 min 

 هاي رونوشت باقيمانده بسط نهايي نسخه 3
A final extension 

1 72 5 min 

4 
 نگهداري موقت محصولات تكثير شده

Temporarily conservation of PCR 
products 

1 4 

تا زمان تفكيك بر 
 روي ژل

Till running 
on the gel 

  
 بر اساس نـسبت افـراد   Mapmaker 3.0افزار  نرم

هــاي ژنــي در  نوتركيــب بــين دو بــه دوي مكــان
نمايي با مقـدار    و تابع حداكثر درست     2Fجمعيت  

LOD مورد تجزيه قرار گرفتند3 بيشتر از .  
  

  نتايج و بحث

كننـدة   هاي كنتـرل   توارث مقاومت و تعداد ژن    

 آن

اولين هـدف از ايـن مطالعـه مـشخص كـردن          
نحوة توارث و تعداد ژنهـاي دخيـل در مقاومـت           

.  بـود  CI2401 شتة روسي در لايـن       IIبه بيوتيپ   
نـسبت بـه    )  درصد 6/26( فرد   2F    ،42 فرد   158از  

 فرد بقيه   116بيوتيپ جديد شتة روسي حساس و       
). 1شـكل   (مقاومت نـشان دادنـد      )  درصد 4/73(

  آزمــــون مربــــع كــــاي نــــشان داد كــــه ايــــن 
ــسبت  ــا ن ــدلي يعنــي  تعــداد ب ــي من   هــاي تــك ژن

 ،  P= 646/0( مقـاوم مطابقـت دارد       3:  حساس   1
21/0 =2χ (   ــت ــاد مقاوم ــال زي ــه احتم ــابراين ب بن

نسبت به شتة روسي در اين جمعيت توسط يـك          
 .شود ژن غالب كنترل مي

  ايـــن نتيجـــه بـــا نتـــايج دانـــگ و همكـــاران
)Dong et al., 1997 (   و همچنـين ووتولـورو و

مغايرت ) Voothuluru et al., 2006(همكاران 
هـا دو ژن را در مقاومـت لايـن           دارد چرا كـه آن    

CI2401        انـد    نسبت به شتة روسي دخيـل دانـسته .
در آزمايش خود   ) 1997(البته دانگ و همكاران     

 تـري    كه بيوتيـپ متفـاوت و ضـعيف        Iاز بيوتيپ   
 ست استفاده كردند بر اساس     ا IIنسبت به بيوتيپ    
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  2F شتة روسي در جمعيت II تعداد افراد مقاوم و حساس نسبت به بيوتيپ -1شكل 
Fig. 1. Number of resistant and susceptible individuals to biotype II of Russian wheat 

aphid in F2 population 

  
 Dn4ن  هـا همـان ژ     ها يكي از اين ژن     گزارش آن 

شتة روسـي بـر روي    ) II(است كه بيوتيپ جديد     
  ؛Smith et al., 2004(آن خـــسارتزا اســـت

Hawley et al., 2003( ؛ از طــرف ديگــر در
حـدود  ) 2006(آزمايش ووتولـورو و همكـاران       

از ( جوانـه نزدنـد      F2:3هـاي      درصد از خانواده   40
هايي هم كـه جوانـه زدنـد         و آن )  خانواده 96بين  

ــر از  ــد كــه ايــن   عــد12كمت ــذر توليــد كردن د ب
دهـد    ها را مورد ترديد قرار مـي       موضوع نتايج آن  

هاي مورد استفاده     چرا كه اولا تعداد كل خانواده     
رسد   ها كم بوده و ثانياً به نظر مي        در آزمايش آن  

زنـي گياهـان وجـود داشـته          كه مشكلي در جوانه   
است كه مشخص نيست در اثر آلودگي گياهـان         

. دليل ديگري وجود داشته است    نسل قبل بوده يا     
ه در هر صورت در تحقيق حاضر مطـابق نتـايج ب ـ       

دست آمده با توجه به نسبت سه گيـاه مقـاوم در            
ــسل    ــاه حــساس در ن ــر يــك گي ــر  2Fبراب ــه نظ  ب

 شـتة   IIرسد كـه مقاومـت نـسبت بـه بيوتيـپ              مي

 توسط يـك ژن غالـب       CI2401روسي در لاين    
  .شود كنترل مي
  شتة روسيIIسبت به بيوتيپ يابي ژن مقاومت ن مكان

كه مشخص شد مقاومت نسبت بـه        پس از آن  
 توسـط   CI2401 شتة روسـي در لايـن        IIبيوتيپ  

يك ژن يا حداقل يك ناحيـة كرومـوزومي كـه           
شـود   رفتار مشابه يك ژن واحد دارد كنتـرل مـي         

لازم بــود محــل قــرار گــرفتن آن بــر روي ژنــوم 
ــود  ــشخص شـ ــين  . مـ ــس از تعيـ ــشانگر 42پـ  نـ

ــكل  ــسبت چندش ــدين، ن ــين وال ــوتيپي   ب ــاي ژن ه
 DNAدهي اين نشانگرها بـر روي         حاصل از رتبه  

 در مقايــسه بــا  2Fمربــوط بــه تمــامي افــراد نــسل 
اي از آن در      والدين مقاوم و حـساس، كـه نمونـه        

جـدول  (شـود، محاسـبه شـد          مشاهده مي  2شكل  
لازم به ذكر است كـه هـر چنـد نـشانگرهاي            ). 3

  هستند، ولي گـاهي بـه  بارز ريزماهواره از نوع هم   
ــورد اســتفاده،   ــدين م ــل ماهيــت ژنتيكــي وال  دلي

  دهنـد   رفتاري شبيه به نشانگرهاي غالب بروز مـي       
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  )پايين (Xbarc126و ) بالا (Xgwm210هاي حاصل از دو آغازگر   تصوير مربوط به ژل-2شكل 
 كه مقاومت و حساسيت  2F فرد 20 والد مقاوم، والد حساس و  ،bp 50 استاندارد DNA: ها به ترتيب از سمت چپ عبارتند از ستون
 ).S=  و حساس R= مقاوم (ها به شته روسي گندم در بالاي هر ستون مشخص شده است  آن

Fig. 2. Xgwm210 (up) and Xgwm126 (down) markers ran on a part of F2 population on 
agarose gels 

Lanes from left are 50 bp standard ladder, resistant parent, susceptible parent and 20 F2 
individuals with their reactions to biotype II on top of each lane respectively (R=resistant and 
S=susceptible).

ها قابل تشخيص نيستند كه اين        يعني يكي از آلل   
 كاملا مشخص   2موضوع در قسمت بالاي شكل      

آزمــون مربــع كــاي بــراي مطابقــت ايــن  . ســتا
 براي نشانگرهاي غالب    3:1هاي   ها با نسبت   نسبت

بــارز   بــراي نــشانگرهاي هــم1:2:1هــاي  و نــسبت
ــي    ــاري معن ــراف آم ــه انح ــشان داد ك داري از  ن

  ).3جدول (هاي مورد انتظار وجود ندارد  نسبت
ــزان    ــا مي ــينگ اوور ي ــبة درصــد كراس محاس

 از نــشانگر SSRي فاصـلة هـر يـك از نـشانگرها    
ژن مقاومت نـسبت بـه بيوتيـپ        (فنوتيپي مقاومت   

II  بندي تمامي نـشانگرها بـه       و گروه )  شتة روسي
ــزار     ــرم افــ ــط نــ ــت توســ ــراه ژن مقاومــ همــ

Mapmaker    ــا نــشانگرهاي ــه تنه ــشان داد ك ، ن
 D از ژنـــوم 7مربـــوط بـــه كرومـــوزوم شـــمارة 

ــله ــانتي50اي كمتـــر از  فاصـ ــان از ژن   سـ مورگـ
. گيرنـد   و در يك گروه قـرار مـي       مقاومت داشته   

 7/44 با فاصـلة     Xbarc126در اين گروه نشانگر     
ــانتي ــشانگر    سـ ــرف و نـ ــك طـ ــان در يـ مورگـ

Xgwm121    مورگـان از ژن    سانتي 3/26 با فاصلة
مقاومت در طرف ديگر قرار داشته و فاصلة ساير         

ــشتر از   ــشانگرها از ژن مقاومــــــت بيــــ  50نــــ
ي هــا مورگــان بــرآورد شــد كــه در گــروه ســانتي

  . قرار گرفتند3ديگر مطابق جدول 
ــاران   ــو و همكـ ــط ليـ ــه توسـ ــه كـ   همانگونـ

و بسياري ديگـر از  ) Liu et al., 2002 و 2005(
هـاي مقـاومتي     محققين نيز اشاره شده اسـت، ژن      

 انـد  كه تاكنون نسبت به شتة روسي شناسايي شده  
غير( قرار دارند 7D و 1Dبر روي كروموزوهاي    
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 II به همراه ژن مقاومت نسبت به بيوتيپ  2Fجزية ژنوتيپي نشانگرهاي ريزماهواره در جمعيت  نتايج حاصل از ت-3جدول 
 شتة روسي

Table 3. Mapmaker grouping results of microsatellite markers and Russian wheat aphid 
resistance gene in the F2 population 

 
 
 
 
 
 
 
 

P 

2χ براي 
هاي  نسبت

3:1 
  1:2:1يا

χ2 for 3:1 
or 1:2:1 
ratios 

تعداد دادة 
  )-(شده  گم

  
  

Missing 

تعداد افراد غير 
مشابه با والد 

  )d(حساس 
  

Non-susceptible 
parent type (d) 

تعداد افراد غير 
مشابه با والد 

  مقاوم
)c( 

Non-resistant 
parent type 

(c) 

تعداد افراد شبيه 
به والد حساس 

)b(  
  

Susceptible 
parent type (b) 

تعداد افراد شبيه 
به هر دو والد 

يا هتروزيگوت 
)h(  

Heterozygote 
type (h) 

تعداد افراد 
شبيه به والد 

  )a(مقاوم 
  

Resistant 
parent type 

(a) 

  ماركر
  
  
  

Marker 

گروه 
  لينكاژي

  
  

Linkage 
group 

0.46 1.55 1 0 0 45 78 34 Xgwm136 
0.88 0.02 13 0 108 0 0 37 Xbac17 1A 

0.28 2.53 10 0 0 42 77 29 Xgwm473 
0.43 0.61 18 0 101 0 0 39 Xgwm265 2A 
0.26 2.67 13 0 0 41 76 28 Xgwm2 
0.56 1.16 11 0 0 34 80 33 Xgwm391 3A 
0.44 1.63 0 0 0 36 87 35 Xgwm165 
0.43 0.62 3 0 112 0 0 43 Xgwm637 4A 
0.55 1.20 17 0 0 32 77 32 Xgwm304 
0.41 0.68 0 114 0 44 0 0 Xgwm617 5A 
0.63 0.23 12 107 0 39 0 0 Xpsp3029 
0.82 0.05 1 119 0 38 0 0 Xbac171 6A 
0.23 1.43 0 125 0 33 0 0 Xgwm260 
0.52 1.30 6 0 0 41 79 32 Xgwm276 7A 
0.70 0.72 0 0 0 42 81 35 Xpsp3000 
0.73 0.62 0 0 0 43 79 36 Xgwm153 1B 
0.10 2.64 12 101 0 45 0 0 Xgwm148 
0.35 0.88 6 0 109 0 0 43 Xgwm526 2B 
0.09 2.84 6 105 0 47 0 0 Xgwm77 
0.20 1.63 20 0 97 0 0 41 Xgwm299 3B 
0.15 2.09 5 107 0 46 0 0 Xgwm113 
0.11 2.60 1 109 0 48 0 0 Xgwm495 4B 
0.32 0.99 9 117 0 32 0 0 Xgwm540 
0.74 0.11 13 0 107 0 0 38 Xgwm335 5B 
0.65 0.21 0 121 0 37 0 0 Xgwm508 
0.63 0.23 16 0 104 0 0 38 Xgwm193 6B 
0.71 0.68 0 0 0 35 82 41 Xgwm537 
0.52 0.41 0 0 122 0 0 36 Xgwm146 7B 
0.65 0.21 0 116 0 42 0 0 Xgwm106 
0.45 0.56 6 0 118 0 0 34 Xbarc148 1D 
0.43 0.61 1 122 0 35 0 0 Xgwm210 
0.69 0.15 18 107 0 33 0 0 Xgwm301 2D 
0.80 0.06 9 0 113 0 0 36 Xgwm314 
0.60 0.27 7 0 116 0 0 35 Xgwm383 3D 
0.80 0.06 29 98 0 31 0 0 Xpsp3079 
0.63 0.92 0 0 0 37 85 36 Xgwm192 4D 
0.79 0.48 1 0 0 38 76 43 Xgwm174 
0.70 0.15 18 0 107 0 0 33 Xgwm192 5D 
0.27 2.65 0 0 0 46 69 43 Xpsp3200 
0.11 4.46 6 0 0 32 89 31 Xcfd45 6D 
0.94 0.11 0 0 0 41 79 38 Xgwm121 

0.65 0.21 0 116 0 42 0 0 

هاي  ژنوتيپ
مشاهده شده 

2در نسل  F 
نسبت به 

 شتة IIبيوتيپ 
 روسي

F2 genotypes 
for RWA 
biotype II 

0.89 0.23 0 0 0 41 76 41 Xbarc126 

7D 
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 كه در چاودار و بر روي كرومـوزوم         Dn7از ژن   
1R   نتايج حاضـر نيـز نـشان       ).  شناسايي شده است

ــن   ــت در لاي ــه ژن مقاوم ــشابه CI2401داد ك  م
ــاي  ژن  بـــر روي Dn6و Dn1 ،Dn2، Dn5هـ

از سوي ديگـر    .  قرار گرفته است   7Dكروموزوم  
هـاي   ه يكـي از ژن     ك ـ Dn4كه ژن    با توجه به اين   

ــن     ــده در لايـ ــزارش شـ ــت گـ   CI2401مقاومـ
)Dong et al., 1997 (   1بـر روي كرومـوزومD 

نتــايج ) Liu et al., 2002 و 2005(قــرار دارد 
قسمت قبل مبني بر وجود تنها يـك ژن اصـلي و            

 IIغالب كنترل كنندة مقاومت نسبت بـه بيوتيـپ          
گيـرد چـرا كـه        شتة روسي مورد تاييـد قـرار مـي        

 CI2401ت نسبت به اين بيوتيـپ در لايـن          مقاوم
ــيچ  ــا ه ــن     ب ــه اي ــوط ب ــشانگرهاي مرب ــك از ن ي

  ).3جدول (كروموزوم پيوستگي نشان نداد 
  بــــــــــــر اســــــــــــاس تحقيقــــــــــــات

Dong et al. (1997) ، Collins et al. (2005) 
هاي مقاومت   ژن .Liu et al) 2002 و 2005(و 

شناسايي شده نسبت به شـتة روسـي كـه بـر روي        
و Dn1 ،Dn2، Dn5( قرار دارنـد  7Dم كروموزو

Dn6( بـــا نـــشانگر ،Xgwm121 كـــه يكـــي از 
نـشانگرهاي ريزمــاهوارة اختــصاصي كرومــوزوم  

7D اســـــــــت )http://wheat.pw.usda.gov (
كـه   از طرف ديگر با توجه به اين      . پيوستگي دارد 

هـاي مقاومـت      شتة روسي بـر روي ژن      IIبيوتيپ  
 از  7Dشناسايي شـدة قبلـي بـر روي كرومـوزوم           

 خـسارتزا اسـت   Dn6و Dn1 ،Dn2، Dn5جمله 
)Smith et al., 2004 ؛Hawley et al., 2003 ؛ 

Basky, 2003 ؛Puterka et al., 1997( ،
بنـــابراين ژن مقاومـــت موجـــود در ايـــن لايـــن 

تواند يـك مكـان ژنـي جديـد و نزديـك بـه                مي
هاي قبلي و يا يـك آلـل جديـد القـاء كننـدة               ژن

  . شتة روسي باشدII مقاومت نسبت به بيوتيپ
هر چند اطمينان از ماهيت و محل دقيـق ايـن            
ژن مقاومت نياز به مطالعات بيـشتر بـا اسـتفاده از            

 و تعـداد    3Fتـر ماننـد نـسل         هاي پيـشرفته    جمعيت
نشانگرهاي بيشتري دارد ولي با توجه به مقاومت        

 شـتة   II و   Iاين ژنوتيپ نسبت به هـر دو بيوتيـپ          
ــي    ؛Voothuluru et al., 2006(روســ

Dong et al., 1997( توليـــد ارقـــام داراي ،
مقاومت پايدار در برابر ايـن آفـت بـا اسـتفاده از             

كننده  هاي اصلاحي اميدوار    اين ژنوتيپ در برنامه   
  .خواهد بود

  سپاسگزاري
ــالي و      ــابع م ــتفاده از من ــا اس ــژوهش ب ــن پ اي

ــه   ــشگاهي و گلخان ــات آزماي ــشگاه  امكان اي دان
 كه بدينوسيله از مسئولين     ايالتي كلرادو انجام شد   

ــي    ــشكر مـــ ــشگاه تـــ ــن دانـــ ــود ايـــ   از. شـــ
Dr. Nora Lapitan ، Dr. Junhua Peng و 

Jeff Rudolph بـــه خـــاطر كمـــك در توليـــد 
جمعيت مورد استفاده و تكثير بيوتيپ جديد شتة        

  .شود روسي نيز تشكر مي
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