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 چکیده
 آمدن وارد موجب و کند می تهدید را کلزا گیاه اقلیمی، شرایط به بسته دنیا، در زیادی های بیماری

 برای روش مؤثرترین باشد، موجود کافی کیژنتی توارث چنانچه .شود می آن به اقتصادی خسارت

 از یکی موجود، پلاسم ژرم ژنتیکی تنوع بررسی بنابراین، است مقاوم ژنوتیپ ایجاد بیماری، کنترل

 در شده محافظت های موتیف NBS برداری نمایه روش است. ژنتیکی منابع مدیریت مناسب های روش

 اطراف یا داخل در ژنتیکی، تنوع بررسی بنابراین کند، می مشخص را ژنی خانوادۀ عملکردی های دمین

 با Brassica جنس از ژنوتیپ 44 ژنتیکی تنوع مطالعه، این در گیرد. می انجام عملکردی های ژن

 مشاهده نشانگری مکان 037 مجموع در شد. ارزیابی  NBS نشانگر آغازگری ترکیب هشت از استفاده

 445/7 متوسط با 54/7 تا 03/7 دامنۀ در تشابه ضرایب د.بو چندشکل مکان 077 تعداد، این از که شد

 های مؤلفه به تجزیه همچنین و UPGMA روش با ای خوشه تجزیۀ از حاصل های دندروگرام .بود متغیر

 شش در ها ژنوتیپ که داد نشان ای خوشه تجزیۀ نتایج کرد. تفکیک یکدیگر از را ها ژنوتیپ اصلی،

 معتبر ابزار یک NBS برداری نمایه که دهد می نشان نتایج این ع،مجمو در گیرند. می قرار گروه

 است. ژنتیکی تنوع بررسی برای بندی طبقه

 

 .NBS برداری نمایه کلزا، ژنتیکی، تنوع کلیدی: های واژه

 

 مقدمه
 کشاورزی فناوری زیست جمعیت، رویۀ بی رشد به توجه با

 است رقاد  علوم سایر کنار در توانمند ابزاری عنوان به

 امر این کند. رفع را عظیم جمعیت این غذایی نیازهای

 دنبال به که است واداشته را محققان و دانشمندان

 غذایی مواد تولید افزایش برای مؤثر و نوین های روش

 ارقام ژنتیکی ظرفیت و تولید منابع زمینه این در باشند.

 منابع محدودیت لحاظ به ولی اند، اهمیت حائز گیاهی

 محصولات کیفی و کمی افزایش به بیشتری توجه د،تولی

 معطوف گیاهان ژنتیکی ساختار تغییر طریق از زراعی

 محصولات میان در .(Ahmadi et al., 1999) است شده

 مصرف وسیع بازار به توجه با خوراکی های روغن غذایی،

 برخوردارند. خاصی اولویت از غذایی، زیاد اهمیت و

 انسان برای انرژی مهم منابع از یکی نباتی های روغن

 در زراعی گیاهان ترین مهم از یکی کلزا روند. می شمار به

 و شود می کشت روغن استخراج برای که است جهان

 قرار تولید سوم جایگاه در روغنی نخل و سویا از پس

 .(Al-Barrak, 2006) دارد

 اقلیمی شرایط به بسته دنیا، در زیادی های بیماری

 خسارت آمدن وارد سبب و کند می تهدید را کلزا گیاه

 های بیماری ترین مهم از یکی شود. می آن به اقتصادی

 و فرانسه در گیاه مرگ اصلی عامل نیز و چین در کلزا

 این ایران، در است. ساقه اسکلروتینایی پوسیدگی آلمان

 اردبیل و گیلان ،مازندران گلستان، های  استان از بیماری
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 & Afshari azad, 2001; Afshari azad ) است شده گزارش

Chegini, 2005; Barari et al., 2000; Salati & Afshari. 

azad, 2002.) در اسکلروتینایی بیماری خسارت شدت 

 استان در کلزا کشت زیر مزارع از هکتار هزار 20 به قریب

 در کشور( در محصول این تولید قطب عنوان به ) گلستان

 3151-3154 و 3154-3155 زراعی های سال طی

 بیانگر که است شده برآورد درصد 25 و 57 تا ترتیب به

 Aghajani et) است بیماری اهمیت و زایی بیماری شدت

al., 2008.) مناطقی تمام در ساقه، اسکلروتینایی پوسیدگی 

 چین، هندوستان، مانند شود، می کاشت کلزا که دنیا از

 آلمان، فرانسه، ،برزیل آمریکا، متحدة ایالات کانادا،

 است شده گزارش دانمارک و فنلاند سوئد، ایتالیا، انگلستان،

(Chegini & Afshari Azad, 2005; Bhowmik, 2003; 

Natti, 1971.) های تناوب تحت که آلمان از مناطقی در 

 حدود تا بیماری وقوع میزان داشتند، قرار زراعی مدت کوتاه

 درصدی 10 تا 70 کاهش به که شد ثبت درصد 20

 (.Koch et al., 2007) شد منجر کلزا محصول عملکرد

 هایگونه در مهم هایبیماری از دیگر یکی 

Brassica juncea و Brassica rapa سفید زنگ 

(Albugo candida) مطلوب تنوع به توجه با که است 

 از یکی متحمل هایواریته انتخاب مذکور، هایگونه

 ,.Azizi et al) است بیماری این مدیریت هایروش

 در نژادیبه هایروش کارگیری به زمینۀ در (.2000

 مانند ویروسی هایبیماری علیه چین در براسیکا جنس

 مشاهده هاییپیشرفت (TMV) شلغم موزائیک ویروس

 کلزا ساقۀ شانکر عامل (.Azizi et al., 2000) است شده
(Leptosphaeria maculans) بیمارگر قارچ ترین مهم 

 در گرفته انجام مطالعات در است. کشورها اغلب در کلزا

 که شد مشخص سیاه ساق بیماری جهانی اهمیت زمینۀ

 شمال و استرالیا-اروپا در جدی آسیب سبب بیماری این

  .(Fitt et al., 2006; West et al., 2001) است آمریکا

 در توجه شایان صورت به 3155 سال در بیماری این

 نظر به و شد مشاهده گلستان تاناس کلالۀ منطقۀ

 مناطق در اخیر سال چند طی بیماری عامل رسد می

 Afshari) است گسترش حال در و شده مستقر مزبور

azad et al., 2005). سال در مزبور قارچ جنسی شکل 

 شد گزارش مازندران و گلستان های استان از 7005

(Mirabadi et al., 2008.) 

 راهکارهای از یکی مقاوم قامار از استفاده و تولید

 و زراعی گیاهان در ها بیماری کنترل عملی و اصلی

 کنترل اگر البته است، آنها از ناشی خسارات کاهش

 ,.Bai et al) باشد برقرار بالا پذیریوراثت با ژنتیکی

 از یکی موجود، پلاسمژرم ژنتیکی تنوع بررسی .(1994

 Clark et) تاس ژنتیکی منابع مدیریت مناسب های روش

al., 1997.) و یابیمکان شناسایی، عملی، چنین لازمۀ 

 از استفاده برای ها بیماری به مقاومت های ژن جداسازی

 ,.Dejestan et al) است اصلاحی هایبرنامه در آنها

 مولکولی بیولوژی زمینۀ در اخیر هایپیشرفت (.2010

 کلاسیک هایروش برای را مکمل و مناسب ابزارهای

 van) است کرده فراهم مقاوم ارقام تولید برای لاحیاص

der Linden et al., 2004 .)Rimmer (2007) گزارش 

 در سیاه ساق بیماری به مقاومت ژن چهارده که کرد

 که است شده شناسایی براسیکا مختلف های گونه

 از Rlm10 تا Rlm1 و LepR4 تا LepR1 از عبارتند

 نژاد 31155 تئوری رطو به که بیماری مختلف نژادهای

 در مقاومت های ژن دارای منبع بیشترین باشد. تواند می

 که است B. juncea یا B، B. nigra، B. carinata ژنوم

 کنند می ایجاد سیاهساق بیماری به کامل مقاومت

(Balestend et al., 2001.) 
 هایپروتئین آمینه اسیدهای هایتوالی مقایسۀ با

 گیاهان در شده همسانه مقاومت های ژن توسط رمزشده

 های ژن که است شده مشخص مختلف تکاملی منشأ با

 تولیدات ساختاری های مشابهت براساس مقاومت

 از غنی تکرارهای) NBS-LRR های گروه به پروتئینی،

 نوکلئیک اسید اتصال های جایگاه در لوسین

(Nucleotide Binding Site-Leucine Rich Repeats،) 

LRR سلولی، خارج LRR-kinase کینازی گیرندة و 

 ژنومی مطالعات .(Dangl, 1995) شوند می بندی طبقه

 NBS-LRR، LRR ،های گروه که است کرده آشکار

 گیاهان ژنوم سرتاسر در LRR-kinase و سلولی خارج

 NBS-LRR گروه مقاومت های ژن دارند. وجود
 ,.Hulbert et al) اند مقاومت های ژن گروه ترین متداول

 های ژن برای شده ثابت تأثیر تنها کنون، تا (.2001

 گیاهان، در NBS-LRR دارای های پروتئین رمزکنندة

 ,Michelmore) است بوده آفات یا ها بیماری به مقاومت

 گیاهی های ژنوم در NBS-LRR های ژن (.2000
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 آرابیدوبسیس اکوتیپ در ژن 340 حدود در و اند فراوان

 .(Meyers et al., 2003) اند هشد شناسایی کلمبیایی

 Directed-Motif) موتیف هدفمند برداری نمایه روش

Profiling) های دمین در شده محافظت های موتیف که 

 بار اولین کند می مشخص را ژنی خانوادة عملکردی

 امکان که شد ارائه Van der linden (2004) توسط

 های ژن اطراف یا داخل در ژنتیکی تنوع بررسی

 NBS برداری نمایه روش کند. می فراهم را لکردیعم

(NBS Profiling) از ای نمونه (DMP) های ژن که است 

 مقاومت های ژن هایآنالوگ و (R-gene) مقاومت
(RGA) توالی مبنای بر دژنره آغازگرهای از استفاده با را 

 NBS-LRR کلاس از NBS دمین در شده محافظت
 روش کند. می مشخص( R-gene) مقاومت های ژن

 های ژن چندشکلی الگوی تواند می NBS برداری نمایه

 روش بنابراین کند. ارائه را بیماری به مقاومت با مرتبط

 و نشانگر کمک به اصلاح در تواند می NBS برداری نمایه

 مختلف های پلاسم ژرم در مقاومت کردن مشخص

 مولکولی نشانگرهای کارامد تولید احتمال شود. استفاده

 شناسایی در تواند می مقاومت های ژن اطراف و خود از

 آن متعاقب و ژنتیکی منابع در مقاومت های لوکوس

  باشد مفید بسیار جدید مقاومت های ژن کلونینگ

(van der Linden et al., 2004) پژوهش، این هدف 

 .Brassica spp مختلف های ژنوتیپ ژنتیکی تنوع بررسی
 و ارقام بندیدسته و لکولیمو نشانگرهای از استفاده با

 است. مقاومت های ژن مبنای بر کلزا مختلف های گونه
 

 هاروش و مواد
 گیاهی مواد

 تحقیقات مرکز از تحقیق این در براسیکا ژنوتیپ 51

 انتخاب ساری در کشور شمال روغنی هایدانه کاربردی

 برگ از DNA استخراج و شد کاشته محل همان در و

 (.3 )جدول گرفت انجام ها ژنوتیپ

 
 مطالعه این در براسیکا های ژنوتیپ .3 جدول

 منشأ گونه و جنس ژنوتیپ ردیف منشأ گونه و جنس ژنوتیپ          ردیف

3 Librator B.napus 75 آلمان Gommenz1 B.carinata هلند 

7 Westar B.napus 74 آلمان Grommenez2 B.carinata هلند 

1 Quinta B.napus 71 آلمان Zambia B.carinata آلمان 

5 Britta B.napus 72 سوئد Malekberger B.rapa آلمان 

4 Savvana B.napus 75 آلمان Emma B.rapa آلمان 

1 PF B.napus 73 آلمان Falo B.rapa آلمان 

2 Okapi B.napus 10 فرانسه Sombock B.rapa آلمان 

5 Chamlanhar B.napus 13 فرانسه Cavo B.oleracea هلند 

3 Glacier B.napus 17 هلند Sel Mars B.oleracea هلند 

30 Line B.napus 11 سوئد Tronchoda Portugnes B.oleracea هلند 

33 Hyola38 B.napus 15 سوئد Negro Roman B.oleracea هلند 

37 olabol B.napus 14 سوئد Alsaska B.nigra آلمان 

31 Topas B.napus 11 سوئد Ballcan B.nigra آلمان 

35 Hanna B.napus 12 سوئد Gibera B.nigra آلمان 

34 Cooper B.napus 15 آلمان Sizaja B.nigra آلمان 

31 RGS003 B.napus 13 آلمان Niro B.nigra آلمان 

32 Hyola401 B.napus 50 آلمان Torch*RGS003 B.napus*B.rapa - 

35 Hyola B.napus 53 هلند Torch B.rapa آلمان 

33 1434ba B.juncea وحشی خردل 57 آلمان Sinapsis arvensis آلمان 

70 Hirashima Katsuna B.juncea 51 آلمان Option B.napus آلمان 

73 Grunim Schnee  B.juncea 55 آلمان PF*Torch B.napus*B.rapa - 

77 Aurea B.juncea 54 آلمان Option*Torch B.napus*B.rapa - 

71 SVP Tome Sao  B.carinata 51 هلند Arabidopsis thaliana - - 
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 بررسی، مورد های ژنوتیپ بین از است ذکر شایان

 و Hyola 401، PF، RGS003، Okapi های ژنوتیپ

Option شوند می کشت ایران در. 

 

 DNA استخراج

 روش در تغییر با تحقیق این در ژنومی DNA استخراج

Dellaporta (1983) بالک روش به برگی های نمونه به و 

 از استفاده با DNA کیفی و کمی تعیین .شد اجرا و انتخاب

 گرفت. انجام اسپکتوفتومتری و ژل الکتروفورز روش دو

 

 NBS برداری نمایه روش

 روش مشابه NBS برداری نمایه برای شده استفاده روش

 روش .(Hayes et al., 2000) است AFLP یافتۀتغییر

 .Van der linden et al پروتکل طبق NBS برداری نمایه
 .گرفت انجام زیر شرح به تغییرات کمی با (2004)

 

  ژنومی DNA برشالف( 
DNA آنزیم دو از استفاده با ژنومی EcoRI و MseI 

 اجزای شد. تیمار آنزیمی هضم منظور به جداگانه طور به

 5 از: بود رتعبا نمونه هر برای میکرولیتری 50 واکنش

 EcoRI (10µM) آنزیم از واحد X30،4/7 بافر میکرولیتر
 12 دمای و مقطر آب و ژنومی DNA میکرولیتر 30 و

 آنزیم از واحد X30، 3 بافر واحد 3 گراد؛ سانتی درجۀ

MseI (10µM) از میکرولیتر 30 و DNA 400) ژنومی 

 گراد.سانتی درجۀ 14 دمای و مقطر آب و نانوگرمی(
 

 سازگارها صالاتب( 
 برشی هایآنزیم توسط DNA برش از پس

 انتهای به ای دورشته الیگونوکلئوتیدی سازگارسازهای

 DNA آنزیم .شود می اضافه چسبنده برشی های قطعه
 DNA قطعات انتهای به را سازگارسازها این لیگاز

 .کند می ایجاد صاف انتهاهای با قطعاتی و چسباند می

 30 اتصال مرحلۀ در نشواک یک برای نهایی حجم

 50 به مقدار این یعنی شد. گرفته نظر در میکرولیتر

 اضافه هضم مرحلۀ به مربوط واکنش مخلوط میکرولیتر

 یک برای برسد. میکرولیتر 40 به کل حجم تا شد،

 ،T4 لیگاز DNA آنزیم میکرولیتر 4/3 از واکنش

(Germany, Roche) میکرومولار 4 غلظت شد. استفاده 

 MseI برای میکرومولار 40 و EcoRI ازگارسازهاس برای
 دستگاه داخل در میکروتیوب 51 این تمامی سپس است.

 گراد سانتی درجۀ 35 دمای در (BIO-RAD) ترموسایکلر

 سازگارسازها کامل اتصال از تا گرفت قرار ساعت 35 مدت به

 3 نسبت به میکرولیتر 40 این تمامی شود. حاصل اطمینان

 برای الگو های رشته شامل که مخلوط شد. رقیق 4 به

 در مرحله این اجرای زمان تا است انتخابی پیش مرحلۀ

 شد. نگهداری گراد سانتی درجۀ -70 دمای
 

  انتخابی پیش تکثیرج( 
 که است واکنشی از مرحله نخستین انتخابی پیش واکنش

 مربوط واکنش مخلوط در موجود قطعات از بخشی تنها

 به توجه )با کندمی تکثیر را اتصال برش/ مرحلۀ به

 از مرحله این در (.1′ انتهای به شده اضافه نوکلئوتید

 از و (Forward) رفت آغازگر عنوان به سازگار آغازگرهای

 (Revese) برگشت آغازگر عنوان به NBS آغازگرهای
 میکرولیتری 70 واکنش اجزای نهایی حجم شد. استفاده

 الگو، DNA از کرولیترمی 4 از بود عبارت مقدماتی تکثیر

 MseI (10µM)، 7 یا EcoRI آغازگر از میکرولیتر 4/0

 MgCl2 از میکرولیتر PCR (10X،) 5/0 بافر از میکرولیتر

(50 Mm)، 4/0 آغازگر از میکرولیتر (10µM) NBS، 
 از میکرولیتر dNTP (10 mM)، 1/0 از میکرولیتر 4/0

Taq Polymerase (5 u/µl)، 4/30 دو آب از میکرولیتر 

 برای انتخابی پیش مرحلۀ واکنش شرایط .تقطیر بار

 EcoRI آنزیم مانند هم MseI هضم از حاصل قطعات
 انتخابی، پیش تکثیر مرحله جهت شده آماده تیوب بود.

 MJ Mini™ Personal) ترموسایکلر دستگاه در بلافاصله

Thermal Cycler; BIO-RAD) محض به شد. داده قرار 

 مخلوط از میکرولیتر 4 پی.سی.آر، حلمرا یافتن پایان

 با TBE 1X بافر با درصد 4/3 آگارز ژل روی بر واکنش،

 .شد الکتروفورز ولت 50 ثابت ولتاژ

 

 تکثیر انتخابی 

تری از قطعات  در این مرحله مجدداً مجموعۀ کوچک

شوند. اجزای  انتخابی برای تکثیر انتخاب می مرحلۀ پیش

 4شرح زیر بود:  انتخابی به میکرولیتری تکثیر 70واکنش 

 میکرولیتر از آغازگر 4/0الگو،  DNAمیکرولیتر از 

EcoRI  یاMseI (10µM)، 7  میکرولیتر از بافرPCR 
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(10X ،)5/0  میکرولیتر از(50Mm) MgCl2 ،4/0 

 میکرولیتر از NBS ،4/0 (10µM)میکرولیتر از آغازگر 
dNTP (10 mM) ،1/0  میکرولیتر ازTaq Polymerase 

(5 u/µl)، 4/30  شرایط آب دو بار تقطیرمیکرولیتر از .

 انتخابی برای قطعات حاصل از هضم واکنش مرحلۀ پیش
MseI  هم مانند آنزیمEcoRI ها در دستگاه بود. واکنش

 ; MJ Mini™ Personal Thermal Cyclerترموسایکلر )

BIO-RAD 1( قرار داده شد )جدول.) 

 
 انتخابیپیش مرحلۀ در استفاده مورد وتیدهایالیگونوکلئ همۀ توالی .7 جدول

 توالی نام
NBS 2                     5’-GTWGTYTTICCYRAICCISSCAT-3’    

NBS 5       5′- YYTKRTHGTMITKGATGATGTITGG -3′ 

EcoRI adaptor 1  5′-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3′ 
EcoRI adaptor 2  5′-AAT TGG TAC GCA GTC TAC-3′ 

EcoRI Preselective Primer 5′-GAC TGC GTA CCA ATT C-3′ 

EcoRI Preselective Primer+A 5′-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3′ 
EcoRI Preselective Primer+C 5′-GAC TGC GTA CCA ATT CC-3′ 

EcoRI Preselective Primer+G 5′-GAC TGC GTA CCA ATT CG-3′ 

EcoRI Preselective Primer+T 5′-GAC TGC GTA CCA ATT CT-3′ 
MseI adaptor 1   5′-GAC GAT GAG TCC TGA G-3′ 

MseI adaptor 2 5′-TAC TCA GGA CTC AT-3′ 

MseI Preselective Primer 5′-GAT GAG TCC TGA GTA A-3′ 
MseI Preselective Primer+C 5′-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3′ 

MseI Preselective Primer+A 5′-GAT GAG TCC TGA GTA AA-3′ 

 
  استفاده مورد آغازگری ترکیبات .1 جدول

 انتخابی تکثیر مرحلۀ در

 Mse I / EcoRI آغازگرهای NBS آغازگرهای

NBS2 EcoRI Selective Primer+AAG 

NBS2 EcoRI Selective Primer+AGG 

NBS5 EcoRI Selective Primer+AAG 

NBS5 EcoRI Selective Primer+AGG 

NBS2 MseI Selective Primer+CAC 

NBS2 MseI Selective Primer+CTT 

NBS5 MseI Selective Primer+CAC 

NBS5 MseI Selective Primer+CTT 

 

 اکریلامید( )ژل عمودی الکتروفورز

 اکریلامید پلی ژل الکتروفورز روش از تحقیق این در

-Sequi) دستگاه شد. استفاده درصد 1 کنندة واسرشته

Gen GT, BIO-RAD, USA) قطعات جداسازی برای 

 5 استفاده مورد ژل ضخامت رفت. کار به تکثیری

 44 حجم با متر سانتی 15×10 آن ابعاد و متر میلی

 مورد TBE 0.5X الکتروفورز، بافر و بود لیترمیلی

 دستگاه ها، نمونه بارگذاری از پیش گرفت.  قرار استفاده

 تا 3 مدت برای وات 20 ثابت قدرت با الکتروفورز

 گراد سانتی درجۀ 54 دمای به رسیدن تا ساعت4/3

 الکتروفورز شروع از بعد دقیقه چند هاشانه شد. اندازی راه

 پی.سی.آر محصول از میکرولیتر 1 شدند. جدا دستگاه از

 در براسیکا های نمونه از کدام هر به مربوط شدة واسرشته

 قدرت با دستگاه کار و شد بارگذاری هاچاهک داخل

 الکتروفورز یافتن پایان از بعد یافت. ادامه وات 14 ثابت

 شیشۀ و شد ریخته دور IPC محفظۀ در موجود بافر

 مرحلۀ اجرای برای بچسبد آن به باید ژل که متحرک

 روش از نوارها ظهور برای شد. جدا آن از آمیزی رنگ

 دو مدت طی ژل شد. استفاده نقره نیترات آمیزی رنگ

 با برداری عکس برای و شده خشک اتاق حرارت در روز

 شد. آماده اسکنر
 

 ها داده تجزیۀ

 است ها داده صحیح تحلیل تحقیق، مراحل ترین مهم از یکی

 های تجزیه از باید موضوع به توجه با مطالعه این در که

 تجزیۀ برای ها نمونه .زیرند قرار از که گرفت کمک آماری

 افزار نرم از استفاده با باند، نبود و وجود براساس آماری

Total Lab ندبا وجود به که طوری به شدند، امتیازدهی 

 بعد مرحلۀ در شد. داده صفر امتیاز باند نبود به و یک امتیاز

 یک به Excel افزار نرم از استفاده با شده امتیازدهی های داده

 رافزا نرم از استفاده با تحقیق این در شد. منتقل ماتریس

NTYSY ver2.02 ضریب سه براساس تشابه ماتریس 

 شد. تشکیل دایس و ساده توافق جاکارد، تشابه
 الگوریتم سه از بررسی این در ها ژنوتیپ بندی گروه

UPGMA، Simple Linkage، Complete Linkage 

 به تجزیه  شد. تشکیل NTSYS ver2.02 افزار نرم توسط
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 توسط اصلی های هگرو تمایز منظور به اصلی بردارهای

 گرفت. انجام ver 6.5  GenAlex افزار نرم
 

 بحث و نتایج

 روی NBS-LRR آغازگری ترکیب هشت تحقیق این در

 230 مجموع از (.5)جدول شد بررسی براسیکا ژنوتیپ 51

 NBS، 205 رنشانگ برای شده دهی امتیاز نشانگری مکان

 یها مکان میانگین بودند. چندشکل درصد( 70/53) مکان

 24/35 حدود آغازگری ترکیب هر برای شده امتیازدهی

 بود. درصد 4/55 چندشکل هایمکان میانگین و درصد

 آغازگرهای ترکیب به متعلق نشانگری مکان تعداد بیشترین

NBS5-EcoRI AAG و NBS5-EcoRI AGG کمترین و 

  آغازگر ترکیب به مربوط نشانگری مکان تعداد

NBS5-MseI CCT .متعلق چندشکلی درصد بیشترین بود 

 NBS2-MseIو  NBS5-EcoRI آغازگرهای ترکیب به

CCT به مربوط چندشکلی درصد کمترین و درصد 300با 

 باند درصد 72/22 با NBS5-MseI CCT آغازگری ترکیب

 (.5 )جدول بود چندشکل

 
 NBS نشانگر از استفاده با براسیکا  ژنوتیپ 51 بررسی نتایج .5 جدول

SH7 
N6 

MI5 
PIC4 

PPB3 
NPB2 

NTB1 آغازگر نام 

13/0 75/0 4/13 14/0 53/53 50 53 NBS2-EcoRI AAG 

53/0 71/0 33/11 12/0 25/33 12 21 NBS2-EcoRI AGG 

11/0 77/0 03/73 17/0 33/30 330 373 NBS2-MseI CAC 

12/0 71/0 55/17 11/0 00/300 51 51 NBS2-MseI CCT 

57/0 23/0 14/10 15/0 12/55 335 373 NBS5-EcoRI AAG 

12/0 71/0 13/75 11/0 11/51 335 317 NBS5-EcoRI AGG 

54/0 73/0 01/15 15/0 05/53 301 333 NBS5-MseI CAC 

15/0 73/0 73/71 10/0 12/22 15 55 NBS5-MseI CCT 

 میانگین 24/35 4/55 70/53 1/0 11/71  

 .شانون تنوع ضریب -2 نی تنوع ضریب -1 مارکری شاخص -4 شکلی دنچ محتوای میزان -5 شکل چند باندهای ددرص -1 چندشکل باندهای تعداد -7 باندها کل تعداد -3

 

 ارزیابی برای مهم های شاخص از که (H) نی ژنی تنوع

 (،Nei, 1972) است ها جمعیت و ها ژنوتیپ بین ژنی تنوع

 شانون شاخص و 10/0 مطالعه مورد های ژنوتیپ کل برای

 NBS5-EcoRIآغازگرهای شد. اسبهمح 15/0 آنها

AAG، NBS5-MseI CAC، NBS2-EcoRI AGG و 

NBS2-EcoRI AAG شاخص مقدار بیشترین دارای 

 این مقدار بودن زیاد بودند. نی ژنی تنوع و شانون

 یادشده، آغازگرهای در نی ژنی تنوع و شاخص

 آغازگرهای سایر به نسبت که است این دهندة نشان

 بهتر را جمعیتی درون ژنتیکی تنوع انندتو می رفته، کار به

 آغازگرهایی عنوان به آنها از توان می رو ازاین کنند، توجیه

 در براسیکا های ژنوتیپ ژنتیکی تنوع بررسی برای کارا

 کرد. استفاده بعدی مطالعات

 (NBS Marker Index)  رنشانگ شاخص میانگین 

NBS ترکیب با آن بیشترین و 11/71 تحقیق این در 

 کمترین و 01/15 با برابر NBS5-MseI CAC آغازگرهای

 NBS5-MseI CCT آغازگری ترکیب به مربوط آن میزان

 در را آغازگر هر پتانسیل شاخص این بود. 73/71 با

 (.Powell et al., 1996) دده می نشان بیشتر نوار تولید

 برداری نمایههای  ای با استفاده از داده تجزیۀ خوشه

NBS دشواری امتیازبندی باندهای  دلیل و بهNBS 
همچنین اشتباهاتی که در اثر تغییر در  و برداری نمایه

آید، حذف باندهای بسیار ضعیف  وجود می کیفیت ژل به

توانست تا حد زیادی از بروز خطا در محاسبۀ  یا نادر می

 گرفت تشابه افراد جلوگیری کند که این کار صورت
(Powell et al., 1996)ن شباهت ژنتیکی . بیشتری

 و کمترین Cooperو  Hannaهای  ( بین ژنوتیپ23/0)

 Sinapsiو Okapiهای  ( بین ژنوتیپ45/0شباهت )

arvensis  بود. تجزیۀ  114/0و میانگین ضریب تشابه

را در شش گروه متمایز قرار داد  ها ای، ژنوتیپ خوشه

ضریب تشابه تطابق ساده و میزان همبستگی  (.7)شکل

( آزمون 5/0ترین عدد ) که بزرگ UPGMA الگوریتم

بندی و  مانتل را نشان دادند، سازگارترین الگوریتم خوشه

 ضریب تشابه انتخاب شدند.
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  نمونه NBS-LRR 51 باندی الگوی دهندة نشان واسرشت اکریلامید ژل نیمرخ .3 شکل

 CTT NBS2-MseI آغازگری ترکیب با براسیکا جنس ژنوتیپ

 

 
 NBS-LRR نشانگر از استفاده با براسیکا جنس های ژنوتیپ بندی گروه .7 شکل

 

 بین ژنتیکی فواصل دربارة بهتر دیدگاه داشتن برای

 چندبعدی، صورت به آنها مشاهدة همچنین و ها ژنوتیپ

 تجزیۀ روش تکمیل در نیز اصلی بردارهای به تجزیه

 بررسی در (.Rahaii et al., 2004) گرفت انجام ای خوشه

 مؤلفۀ سه یا دو مولکولی، های داده طریق از ژنتیکی تنوع

 اولیۀ تغییرات درصد 70 تا 30 حدود حداکثر اول

 نمونۀ دهندة نشان که کنند می توجیه را نشانگرها

 هر که ترتیب این به است. ژنوم کل از نشانگرها مطلوب

 

 

 
 

 

 

 گروه اول

 گروه دوم

 گروه سوم

 گروه چهارم
 گروه پنجم

 گروه ششم
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 متفاوت یها بخش از استفاده مورد نشانگرهای از یک

 دارند کمتری همبستگی بنابراین و هستند ژنوم

(Mohammadi, 2006.) دو مجموع مطالعه این در اما 

 دهندة نشان که (1 )شکل است درصد 14/55 اول بردار

 ژنوم از بخشی توانستند که است نشانگرها بین همبستگی

-NBS نواحی که دهد می نشان نتیجه در و دهند پوشش را

LRR از خاصی های قسمت در موردنظر های ژنوتیپ در 

 که شد مشخص کلزا های گونه بررسی در .دارد وجود گیاه

 آ ژونسه (،BB) نیگرا مانند B ژنوم دارای های گونه که

(AABB) کاریناتا و (BBCC) سیاه بیماری برابر در 

 ژنی های گروه دهد می نشان که (Roy, 1984) اند مقاوم

 دارند. وجود گیاه ومژن از خاصی نواحی در مقاومت
                               

 
 اصلی بردارهای به تجزیه از استفاده با براسیکا ژنوتیپ نمونه 51 میان رابطۀ .1 شکل

 

Van der Linden et al. (2004) اغلب که دریافتند 

 با را شباهت از داری معنی سطوح NBS برداری نمایه

 genes) ها ژن R در شده شناخته دمین های توالی

Resistance) و RGAs ( Resistance Gene Analogues) 

 رسیدند نتیجه این به آنان دادند. نشان مختلف های گونه در

 از چندشکل نشانگرهای تواند می NBS برداری نمایه که

 بنابراین کند. تولید را بیماری به مقاومت با مرتبط های ژن

 نشانگر کمک به اصلاح در تواند می NBS برداری نمایه روش

 کار به ها پلاسم ژرم در مقاومت های لوکوس کردن مشخص و

 ،R های ژن اطراف در مفید نشانگرهای تولید امکان با و رود

 و ژنتیکی منابع در جدید مقاومت های لوکوس شناسایی در

 شود. استفاده جدید مقاومت های ژن کلونینگ

 براساس ما های ژنوتیپ بررسی اینکه به توجه با

 بوده NBS-LRR گروه از بیماری به مقاومت های ژن

 به مقاومت های ژن اساس بر ها ژنوتیپ بندی طبقه است،

 مورد های ژنوتیپ که دهد می نشان و است بوده بیماری

 گروه بیماری به مقاومت های ژن نوع لحاظ از بررسی

NBS-LRR گرفتند. قرار مختلف های گروه در 

 آید می دست به AFLP روش زا که اطلاعاتی میزان

 آن انتخابی نوکلئوتید نوع و آغازگر تعداد به زیادی حد تا

 با که کردند ثابت Ellis et al.  (1997) اما دارد، بستگی

 50 توجیه امکان آغازگرها، بهترین از جفت شش انتخاب

 نشانگر یک نبود دارد. وجود انتظار مورد روابط درصد
AFLP کاملاً های موتاسیون دلیل به تواند می گیاه دو در 

 یکسان نباید که باشد جایی( جابه اضافه، )حذف، متفاوت

 قطعه یک تا دیگر طرف از شوند. گرفته نظر در

 در که باندی دو یافت اطمینان توان نمی نشود یابی توالی

 اند، گرفته قرار ژنوتیپ دو در یکسان موقعیت یک

 باندهای که آنجااز (.De Riek et al., 1999) اند همسان

 باندها این حذف شدند. حذف اند، اطلاعات فاقد شکل یک

 تشابه میانگین کاهش سبب نادر باندهای همچنین و

  (.Powell et al., 1996) شد ها ژنوتیپ بین

Grube et al. (2000) سازمان ای مقایسه مطالعۀ با 

 فرنگی، گوجه در را ها  RGA  و مقاومت های ژن ژنومی

 کم تطابق وجود با که کردند گزارش فلفل و یزمین سیب

 به مقاومت که مشخص فنوتیپ با هایی ژن ژنومی جایگاه

 کنند، می ایجاد را یکسان یا خویشاوند زای بیماری عوامل

 حفاظت داری معنی صورت به مقاومت ژنی های نمکا

 کروموزومی های جایگاه که داد نشان موضوع این اند. شده

 در ای گسترده صورت به قاومتم های ژن های خوشه
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 تواند می ای مقایسه ژنومیک و اند شده حفاظت زایی گونه

 از که باشد هایی ژن سریع شناسایی برای مناسب ابزاری

 در تاکنون که هستند هایی ژن مشابه ساختاری نظر

 اند. شده یابی مکان خویشاوند های جنس

 و ها گروه دادن قرار هدف با NBS برداری نمایه روش

 ژنی های خوشه و مقاومت های ژن های زیرگروه

 با پیوسته کاملاً نشانگرهای شناسایی اختصاصی،

 کند. می پذیر امکان را بیماری به مقاومت ژنی های مکان

 موجود، های خوشه جدید اعضای بر علاوه طریق این از

 نیز جدید فرضی مقاومت ژنی های خوشه شناسایی

 بررسی در (.van der Linden et al., 2004) است ممکن

 نشانگرهای توسط دوروم گندم ژنوتیپ 45 ژنتیکی تنوع

AFLP، SSR برداری نمایه روش و NBS مقایسۀ با و 

 ترتیب به که NBS برداری نمایه با SSR و AFLP همبستگی

  برداری نمایه که داد نشان ،r= 21/0 و  r= 21/0 با بود برابر

NBS بررسی برای بندی، هطبق معتبر ابزار یک تواند می 

 .(Mantovani et al., 2006) باشد ژنتیکی تنوع

  کلی گیری نتیجه

 تنوع از چشمگیری سطح حضور NBS برداری نمایه روش

 در را بیماری به مقاومت ژن از غنی مناطق در ژنتیکی

 دهد. می نشان مطالعه این در براسیکا جنس های ژنوتیپ

 برداری نمایه روش که هدد می نشان ما نتایج این، بر علاوه

NBS برای آن از تر مهم و ژنتیکی تنوع بررسی برای 

 های QTL یا ژن شناسایی یا یابی نقشه مطالعات

 بسیار تواند می براسیکا در بیماری به مقاومت کنندة ایجاد

 باشد. مناسب
 

 سپاسگزاری

 فناوری زیست و ژنتیک پژوهشکدة همیاری با پژوهش این

 شمال روغنی های دانه کاربردی تحقیقات مرکز و طبرستان

 کشاورزی علوم دانشگاه بیوتکنولوژی و اصلاح گروه و کشور

 نگارندگان است. گرفته انجام ساری طبیعی منابع و

 این پیشبرد در نامبرده مؤسسات همکاری از صمیمانه

  کنند. می قدردانی پژوهش
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