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چکیده 
هاي برگی جو است  که باعث کاهش ترین بیماري) یکی از مخربBlumeria   graminis f.sp.hordiبیماري سفیدك پودري جو (

کی و درك بهتر زمینه ژنتیکی مقاومت توان جهت بررسی تنوع ژنتیمیDNAي مولکولیهاشود. از نشانگرعملکرد جو در جهان می
. از این رو انتخاب ارقام مقاوم و متحمل به کردقبل از بروز بیماري استفادههاي مناسب ژنوتیپبه سفیدك پودري جهت انتخاب 

ن مارکرهاي همچیبیماري احتیاج به شناسایی مارکرهاي مولکولی مرتبط با بیماري دارد. در این تحقیق، تنوع ژنتیکی و فنوتیپی و 
16ژنوتیپ زراعی و وحشی جو مورد بررسی قرار گرفت. با استفاده از 34مولکولی مرتبط با تحمل به بیماري سفیدك پودري در

هاي تکثیر به عنوان آلل چند شکل تشخیص داده شدند. تعداد آللآلل ) 27/99(124وآلل تکثیر125در مجموعISSRآغازگر 
براي 44/0تا 15در آغازگر 17/0براي هر آغازگر متفاوت بود. محتواي اطلاعات چندشکلی از 93/7نگین با میا10تا 5شده از 
هاي مقاوم و متفاوت بود. ژنوتیپUBC836براي آغازگر 85/3تا 809براي آغازگر 84/0شاخص نشانگر از وLBMB-Bآغازگر 

مقاوم کمترین فاصله ژنتیکی را نشان دادند. نتایج حاصل از ارتباط هاي مقاوم و نیمه حساس بیشترین فاصله ژنتیکی و ژنوتیپ
گام) منجر به شناسایی شش به(گامچندگانهآلل تکثیر شده با استفاده از روش رگرسیون125بین صفت مقاومت به بیماري و 

UBC840,826,ISSR10,12ازگرهاي مربوط به آغترتیببه1000bp,1000bp,300bp,1500bp,700bp,1000bpقطعه ژنومی با اندازه 
,LBMB,826دهد هاي آگاهی بخش مرتبط با تحمل به بیماري سفیدك پوردي در جو گردید.  نتایج تحقیق نشان میبه عنوان آلل
باشد. هاي جو در مقابل بیماري سفیدك پودري می، نشانگر مناسبی جهت غربال گري ژرم پلاسمISSRکه نشانگر 

، تنوع ژنتیکی، مقاومت به بیماري، سفیدك پودري،  جوISSRنشانگرکلیدي: هايواژه

مقدمه
اهمیت غذایی و سـطح  ازنظر(Hordeum vulgare)جو 

در میـان  زیر کشت، پس از گندم، ذرت و برنج مقام چهـارم را 
دارد. اما با توجه به سـازگاري بـه شـرایط آب و هـوایی     غلات

ایسه بـا سـایر غـلات    متنوع بیشترین سطح زیر کشت را در مق
يهـا تـنش یرتـأث عملکرد کمی وکیفی جـو تحـت   ).13دارد (

يهـا تـنش . یکی از ایـن  یابدیمزیستی و غیر زیستی کاهش 
که بـا توجـه بـه    هستزیستی بیماري قارچی سفیدك پودري 

زیادي روي عملکرد کیفـی  یرتأثمرحله ظهور و شدت بیماري 
و کمـــی جـــو دارد. قـــارچ عامـــل بیمـــاري ســـفیدك     

ــودري ــی از Blumeria  graminisf.sp.hordi)(پـ یکـ
بـوده کـه   Erysighalesاز خانواده فآسکومیست هاي بیوترو

کنـد.  ایـن بیمـاري در درجـه     انگل اجباري رشد میصورتبه
مرطـوب خیلـی   يوهـوا آبگراد و درجه سانتی12-20حرارت 

)، خسارت ناشی از ایـن بیمـاري در   12(یابدیمسریع گسترش 
شـود یمتخمین زده %30آمریکا و شمال و مرکز اروپاشمال

). در ایران نیـز  6(باشدیمکه بیشترین خسارت مربوط به اروپا 
این بیمـاري در صـورت مسـاعد بـودن شـرایط آب و هـوایی       

در کاهش تولید این محصـول  مؤثرمهم وهايیماريبازجمله
).  4(رودیمبه شمار 

گزینش فنـوتیپی  بر اساسحی جو هاي اصلابیشتر برنامه
و مورفولوژیکی استوار است که با توجه به محدود بودن تعـداد  

بودن آنها از عوامل محیطی، متأثرنشانگرهاي مورفولوژیکی و 

امـروزه،  ).9،27(باشـد یم ـنشـانگرها محـدود   گونهیناکاربرد 
ابزاري مفید جهت ارزیابی تنـوع  عنوانبهنشانگرهاي مولکولی 

هـاي مقاومـت   ی موجود در ژرم پلاسم، تعیین مکان ژنژنتیک
محیطی و همچنـین رابطـه بـین اجـداد     يهاتنشبه بیماري، 

شـوند یم ـکاربردهبهدر گیاهان شدهاصلاحيهارقموحشی و 
، تعیین ارتباط بین نشانگرهاي مولکولی و صـفات  روینازا). 5(

فاده از در اسـت مـؤثر توانـد گـامی   مورفولوژیکی و فنوتیپی، می
). شناسـایی نشـانگرهاي مولکـولی    25(گزینش جمعیتی باشد

روشی بسیار عنوانبهي صفات، کنندههاي کنترلپیوسته با ژن
.  نشـانگرهاي باشـد یم ـمفید جهـت شناسـایی ارقـام مقـاوم     

)، یک دسـته از نشـانگرهاي   ISSRژنومی (ايریزماهوارهبین
ــاه     ــات کوت ــر قطع ــر تکثی ــی ب ــولی مبتن ، درون DNAمولک

ایـن قطعـات درونـی    باشـند. مـی هـاي تکـراري سـاده   تـوالی 
بسـیار نزدیـک   هـاي یـپ تژنوحتی در میان ،چندشکلی بالایی

هاي کارکردي در دهند، که ناشی از فقدان محدودیتنشان می
). آگاهی از فاصله ژنتیکی بـین  24(باشداین مناطق ژنومی می

آنهـا امکـان تهیـه    و روابط خویشاوندي بینهایتجمعافراد و 
یـابی مکـان مناسب براي ترسیم نقشه ژنتیکـی و  هايیتجمع
بـیش از  تـاکنون 1970). از سـال  21(کنـد یمها را فراهم ژن

است کـه از نظریـه   شدهگزارشژن مقاوم به این بیماري 100
مطالعـات  تـاکنون ).  22کننـد ( ژن براي ژن فلور پیـروي مـی  

پسـرکلو است.شدهزارشجو گزیادي روي سفیدك پودري در 
بیمـاري شـدت صـفات کـه نمودنـد گزارش) 21(همکارانو

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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-افـزایش مدلتوسط) AUDPC(بیماريمنحنیزیروسطح
بـود بیشـتر غالبیـت اثـرات کـه سـهم  شدمیکنترلغالبیت

ازبـیش توسـط صفتدوهرکهدادنشانآنهانتایجهمچنین
شوند.میکنترلژنیک

پذیريوراثتکهنمودندگزارش) 11(نهمکاراوفاضلی
جوتلاقیدودرپرچمبرگآلودگیتیپصفتبرايعمومی

) 26(و همکاران ژوین گیلا .  باشدمی% 88و68ترتیببه
و ISSRدر تحقیقی که بر روي ارقام موتانت جو با مارکر 

RAPD مورد هاي کلنیتمامیانجام دادند بیان داشتندکه
و در برابر سفیدك پودري داراي مقاومزنگماري به بیمطالعه 

مقادیر متفاوت حساسیت تا مقاومت بودند.
) بـا اسـتفاده از روش تجزیـه    16و همکاران (خدارحمی

مرتبط با سطح زیر منحنی پیشـرفت  SSRنشانگر 5، یارتباط
نشـانگر مـرتبط بـا ضـریب آلـودگی      4و (AUDPC)بیماري 

مت بـه زنـگ زرد معرفـی کردنـد.     نهایی را درگندم براي مقاو
و SSRنشـانگر  33)، بـا اسـتفاده از   14(ایواندیک و همکاران

گلدهی تحت بازمان، نشانگرهاي مرتبط یارتباطروش تجزیه 
اوواسـینا و  هاي مختلف رشدي را در جو شناسایی کردند.رژیم

درصـد  60-70آغـازگر رپیـد،   40) با استفاده از 20همکاران (
آغازگر مرتبط بـا بیمـاري   7بودند که تنها شکلچند آغازگرها 

بودند.
سـایر غـلات  پاسـخ ژنتیکـی  با توجه به اهمیت بیماري، 

درمقابل بیماري سفیدك پودري مورد مطالعه قرار گرفته اسـت 
، بیـان  در تحقیقـی ) 1. در این رابطه، آهنگر و همکاران ()1،2(

آلانـین  زایی و همچنین آنـزیم فنیـل  هاي مرتبط با بیماريژن
آلوده شده با سفیدك هاي حساس و مقاومآمونیالاز را در گندم

لقـاي  اپودري بررسی نموده و نشان دادند که قارچ میکوریزا با 
مقاومت سیستمیک منجر به بیان زودهنگام و سریع گیاه گندم 

هاي دفاعی سبب القاي مقاومـت در  با افزایش بیان ژنشده و 
ISSRرد مارکرهاي آگاهی بخـش  علاوه بر کاربگردد. آن می

در مطالعات، بررسی تنوع ژنتیکی جهت تخمین فاصله ژنتیکی 
و انتخــاب والــدین در برنامــه هــاي اصــلاحی یکــی دیگــر از 
ــک    ــاي نشــانگرهاي مولکــولی اســت. مل ــرین کاربرده مهمت

تنـوع  ISSR) بـا اسـتفاده از مـارکر    28محمدي و همکـاران ( 
نمودند نتایج نشان داد کـه  ژنوتیپ سویا را بررسی 48ژنتیکی 

این نشانگر قابلیت تولید چند شکلی در بین ژنوتیپ هاي سویا 
ــوانی و همکــاران ( ــین نشــانگرهاي 29را دارد. پهل ــاط ب ) ارتب

و کیفیت دانه گندم را بررسی نمودند که نتـایج  SSRمولکولی 
نشان داد نشانگرهایی با محتوي چند شـکلی و تنـوع ژنتیکـی    

تمایز افراد نقش مهمی دارند. بالادر تفکیک و 
ارزیابی تنوع ژنتیکـی و فنـوتیپی جـو در مقابـل پاتوتیـپ      

اصـلاحی  يهابرنامهعامل بیماري سفیدك پودري در طراحی 
بخـش  ، لذاشناسایی نشـانگرهاي آگـاهی  هستبسیار ضروري 

مرتبط با بیماري سفیدك پودري انتخاب گیاهانی کـه توانـایی   
را در مراحـل مختلـف رشـد گیـاه     ژنتیکی  مقاومت به بیماري

. هدف اصلی ایـن تحقیـق شناسـایی    سازدیمیرپذامکاندارند 

مرتبط با مقاومت بـه بیمـاري   ISSR،بخشیآگاههايمارکر
امیـد  ایـن  بـه مختلف جو استيهانمونهسفیدك پودري در 

اصـلاح بـراي ایـن    يهـا برنامـه بتـوان در  حاصله از نتایج که
. بیماري استفاده نمود

هامواد و روش
واد گیاهی م

جهت بررسی مقاومت جو نسبت به بیماري سفیدك 
ژنوتیپ زراعی از ارقام مرکز تحقیقات 21ژنوتیپ (34پودري،

ژنوتیپ از ارقام وحشی استان ایلام 13نهال و بذر کرج و
همراه با رقم حساس افضل)، در مقابل بیماري سفیدك پودري 

کاملاً) در قالب طرح 1جدول (هاارزیابی شدند تمامی ژنوتیپ
با ییهاگلدانتصادفی با سه تکرار در گلخانه دانشگاه ایلام در 

.ندگردیدکشتمتریسانت20قطر دهانه 
تهیه مایع تلقیح، آلودگی مصنوعی و ارزیابی بیماري:

یک دراسپور قارچ با کاردك از روي برگهاي رقم افضل جدا و 
مقطر ریخته شد و با استفاده از آب سییس250ارلن حاوي 

همزن خوب مخلوط شدند. محلول از صافی عبور داده شد تا 
پوشش میسلیومی قارچ و دیگر مواد مانند پوسته برگ جو، از 
آن جدا شود. اسپورهاي قارچ با استفاده از لام هموسایتومتر به 

به شمارش گردید و سپس لیتراسپور در هر میلی106تعداد
،در مرحله تورم سنبلهکوبی مایهرسانیده شد.  لیتر1حجم

نظرازشرایط بهینه جهت رشد قارچ سپسانجام گردید و
درجه 22تا20درصد و دماي 75رطوبت و دما (رطوبت 

میزان آلودگی و سطح پیشرفت .گراد) فراهم گردیدسانتی
ري و روز  با روش سا2نوبت به فواصل 5بیماري گیاهان در 

ارتفاع نسبی کنندهیانبکه 0- 9) در مقیاس 21(پرسکات
سنبله است طرفبههاي پایین بیماري یا پیشرفت آن از برگ

نیمه مقاوم،4مقاوم، 0- 3انجام گردید، با این روش مقیاس 
به بالا حساس در نظر گرفته شد. 7نیمه حساس  و 5- 6

سبر اساAUDPC1سطح زیر منحنی پیشرفت بیماري
. محاسبه گردید)18() مولد وان و همکاران 1(فرمول

AUDPC=

زمان tمقدار بیماري و yدفعات ارزیابی،nفرمول فوقدر
(روز) است.
هايیپژنو تاز ها:ژنومی و تجزیه دادهDNAاستخراج 

يهانمونهدر گلخانه در مرحله دو تا سه برگی شدهکشت
بر CTABژنومی به روش DNAو يرآوجمعبرگی تازه 

) استخراج گردید. کیفیت و 5اساس روش دویل و همکاران (
وفتومتري و ژل آگارز راستخراجی با روش اسپکتDNAکمیت 

براي یترلیکرومنانوگرم در 10درصد تعیین و به میزان 8/0
ISSRآغازگر 16شد. سازيیقرقPCRانجام واکنش 

).2رار گرفتند (جدول قاستفادهموردانتخاب و 

1- Area under Disease Progress Curve (AUDPC)
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فنوتیپی آنها در مقابل بیماري سفیدك پودريالعملعکسي زراعی و وحشی جو و هاپیژنو تمشخصات - 1جدول
Table 1. Characteristic of wild and cop genotypes of Barley and there phenotypic responses to powdery mildew

disease
ردیفنام علمی گیاهنام رقمفنوتیپردیفنام علمی گیاهنام رقمفنوتیپ

S4H.bulbosum20S 57کویرH. vulgare1
S7H.bulbosum21MR 59ترکمنH. vulgare2

SS850H.spanteneum22MR 30فجرH. vulgare3
S1260H.spanteneum23SS51جنوبH. vulgare4
S978H.spanteneum24R 55ارسH. vulgare5
S836H. vulgare25R50صحراH. vulgare6

SS1275H. vulgare26MRیوسفH. vulgare7
S837H.spanteneum27R 43بهمنH. vulgare8
S2H.spanteneum28RنیمروزH. vulgare9
S8H.bulbosum29R 58دشتH. vulgare10
S1226H.spanteneum30SSبهرخH. vulgare11
S1667H.spanteneum31MR 03ریحانH. vulgare12
S5H.spanteneum32SریحانH. vulgare13
S813H.spanteneum33MRزهکH. vulgare14
S806H. vulgare34R 46نیکH. vulgare15

S 48ریحانH. vulgare17
S 42ماکوییH. vulgare18
S 57کارونH. vulgare19

S(Sensetive)،حساسSs(Semi-sensetive)حساس،نیمهMR(Moderate-resistance)،نیمه مقاومR(Resistance)مقاوم

اي پلیمراز در دستگاه ترموسایکلر واکنش زنجیره
(Baiorad) نانوگرم15شاملمیکرولیتر 20در حجمDNA
به μL2 ،mM20Mgcl2به میزان PCR10Xژنومی، بافر 

dNTP، میکرولیتر8/1میزان  1mMمیکرولیتر،4/0میزانبه
نانوگرم12ومیکرولیتر3/0به میزان 5UپلیمرازTaqآنزیم 

اي از هر آغازگر انجام گرفت. چرخه دمایی واکنش زنجیره
دقیقه واسرشته سازي اولیه در دماي 4پلیمراز با برنامه زمانی

بهتاچ داون (صورتبهچرخه اولیه 10گراد، درجه سانتی94
درجه 5دماي اتصال آغازگر به رشته الگو کهيطور

گراد بالاتر از دماي واقعی در نظر گرفته شد و به ازاي سانتی
تا به دماي یافتهکاهشدرجه از دماي اتصال 5/0هر چرخه، 

واسرشته ثانیه 30چرخه شامل 25واقعی برسد) و اتصال
براي هر شدهیهتوصگراد، دماي درجه سانتی94در يساز

دقیقه در 2(جهت اتصال آغازگرها) و ثانیه45آغازگر به مدت 
درجه 72بسط نهایی در دماي و سپس گراد درجه سانتی72

دقیقه انجام شد. تفکیک محصولات 7گراد به مدت سانتی
.درصد انجام شد5/1کثیري با استفاده از ژل آگارز ت

صفر (عدم صورتبهپس از امتیازدهی الگوهاي باندي 
ازنظرها حضور) و یک (حضور) و ارزیابی فنوتیپی ژنوتیپ

واکنش به پیشرفت بیماري در گلخانه، براي شناسایی 
تحمل به بیماري باصفتنشانگرهاي مرتبط و پیوسته 

با در نظر گامبهگامري جو، تجزیه رگرسیون سفیدك پود
هاي متغیر مستقل و دادهعنوانبهنشانگري يهامکانگرفتن 

متغیر وابسته انجام گرفت. جهت بررسی عنوانبهفنوتیپی 
، تجزیه تابع تشخیص انجام شد. بخشیآگاههاي صحت الل

و MINITAB17يافزارهانرمهاي آماري با استفاده از تجزیه
GenALExe انجام گرفت.6.41

نتایج و بحث
میزان سطح زیر منحنی هاي فنوتیپی:نتایج  ارزیابی

محاسبه گردید. (AUPDC)پیشرفت بیماري در مرحله بلوغ

نرمال بوده ولی AUDPCحاصل براي صفت يهاداده
صفت شدت بیماري نرمال نبودند که براي نرمال يهاداده

شد. با انجام اسپورپاشی، کاربردههبتبدیل جذري هادادهکردن 
هاي ارقام مقاوم کمترین واکنش را در فواصل دوره

گیري، نسبت به بیماري نشان دادند و ارقام نیمه مقاوم اندازه
یجتدربهدر روزهاي اول مقداري حساسیت نشان دادند و 

پس از طی AUDPCکاهش یافت. بیشترین میزان 
ط به رقم حساس افضل به گیري، مربوهاي اندازهدوره

27و 29،28، 20، 33،22هايیپژنوتبود و 86/9میزان
علاوه بر رقم حساس افضل، به ترتیب بیشترین مقدار 

AUDPC را 2/9و 22/9، 4/9، 5/9، 8/9،7/9را به میزان
هاي حساس بودند و ضرورت بررسیهايیپژنوتداشتند که از 

داد. کمترین اي نشان میبیشتر را پس از ارزیابی مشاهده
13/1به میزان 6و 5هايیپژنوتمربوط به AUDPCمیزان

بود که از ارقام مقاوم بودند.
نشان داد که ارقام مقاوم AUDPCنمودار حاصل براي 

کمترین مقدار پیشرفت بیماري را در فواصل پنج دوره 
و ارقامدهندیمگیري براي پیشرفت بیماري نشان اندازه

حساس بیشترین پیشرفت آلودگی را نسبت به سایر ارقام 
حاصل براي AUDPCيهاداده). 1نشان دادند (شکل

MINITABافزارنرمبر اساس روش وارد با هایپژنوت
را در هایپژنوت) 2(شکلشدند. دندروگرام حاصليبندخوشه

چهارخوشه به 14/29در فاصله 05/0سطح آماري 
حساس یک  شامل ژنوتیپ هاي خوشه که،نمودبندي تقسیم
،2، 3، 26، 8، 11، 9، 12هاي ژنوتیپشامل 2و خوشه بودند

حساس بودند. تامقاومکه نیمه31و4،16،19،21،23
بودندکه 35و7،20،33،22هاي شامل ژنوتیپ3خوشه 

همگی در برابر قارچ عامل بیماري سفیدك پودري حساسیت 
4خوشه و درصد بالایی از آلودگی را نشان دادند.نشان داده

بود که همگی در برابر 15، 14، 5،6،10هاي ژنوتیپشامل
عامل بیماري از خود مقاومت نشان دادند. 
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مورد مطالعه در چهار زمان پس از اسپور پاشیها براي ژنوتیپ(AUDPC)نمودار سطح زیر منحنی پیشرفت بیماري -1شکل 
Figure 1. Area Under  Disease Progress Curve (AUDPC) for  studies genotypes at Four times after sporulation

ها بر اساس روش واردژنوتیپدندوگرام سطح زیر منحنی پیشرفت آلودگی-2شکل 
Figure 2. Dendrogram of area under disease progress curve of genotypes based on Ward method

در برابر قارچ عامل 15، 14، 5،6،10هاي یپتژنو
بیماري سفیدك پودري از خود مقاومت نشان دادند که همگی 

در ارقام وحشی  AUDPCآنها از ارقام زراعی بودند. میزان 
حساسیت دهندهنشانم زراعی بیشتر بود که ادر مقایسه با ارق

.Hي گونه هانهنموارقام وحشی است و  bulbosum نسبت
بودند.ترحساسدر برابر عامل بیماري H. spanteneumبه 

ارقامی که در مطالعه حاضر در مرحله گیاه بالغ از خود ازجمله
توان در یممقاومت نشان داد رقم زراعی ارس بود که از آن 

والد دهنده جهت تولید ارقام عنوانبهي اصلاحی هابرنامه
هاي هایی که بین سالیبررسدر مشیريتفاده نمود. مقاوم اس

رقم جو انجام داد مشاهده کرد که  17روي 1366- 1373
تنها دو رقم ارس و استار به سفیدك پودري مقاومت نشان 

).  19دادند (
ارزیابی مولکولی با استفاده از هاي مولکولی:نتایج ارزیابی

انجام جو یپژنوت34ژنومی DNAروي ISSRآغازگر 16
آلل 124آلل تکثیر شد که از این تعداد 125شد. در مجموع 

.چند شکل تشخیص داده شدندعنوانبهدرصد آلل ها) 2/99(
بود. 93/7یدشده براي هر آغازگر، تولهاي متوسط تعداد الل

ی بالاي  حاصل در پژوهش حاضر را چندشکل
ییآنجاازداد. نسبتISSRتوان به کارایی بالاي نشانگر می

اي ، آغازگرها مکمل نواحی ریزماهوارهISSRکه در روش 
اند بنابراین ها در سراسر ژنوم پراکندهیوکاریوتباشند که درمی

تواند سطح بالایی از چندشکلی را استفاده از این روش می
113) از بین 26). ژوین گیلا  و همکاران (10(فراهم کند

8/53-7/85یدشده، تنها تولISSRگاه جای153جایگاه رپید و 
درصد قطعات چندشکلی نشان دادند. دامنه اللی براي کل 

) bpجفت باز (1500الی 100ازاستفادهموردآغازگرهاي 
در این سیستم نشانگري بیشترین محتواي متغیر بود. 

با میزان LBMB-Bآغازگر مربوط بهیچندشکلاطلاعات 
با 15دشکلی متعلق به آغازگر و کمترین محتواي چن44/0

در این یچندشکلاطلاعات محتواي بود. متوسط17/0مقدار 
تعداد زیاد ).2مشاهده شد (جدول32/0آغازگرها به میزان 

دهد که تعداد یرشده در این آزمایش نشان میتکثي هامکان
با میزان اطلاعات چندشکل بالا، ISSRکمی از نشانگرهاي 

هاي مختلف جو را ي نمونه و جمعیتتواند تعداد زیادمی
بالاي نیز تحقیقات مختلفی کاراییقبلاًتفکیک کند. 

را در مطالعات مرتبط با تنوع ژنتییکی و ISSRنشانگرهاي 
است دادهنشانمختلفگیاهیهايدرگونهروابط تکاملی را

)3،15،17.(

1510321465312321191641291182632352220337302524181734292827131

87.42

58.28

29.14

0.00

کلاستر بندی ژنوتیپ ھا بر اساس روش وارد

ژنوتیپ

فاصله
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در این تحقیقاستفادهجو موردژنوتیپ 34استفاده در تکثیر ژنوم اي موردوضعیت تکثیر آغازگره- 2جدول 
Table 2. The amplification status of the primers used in genome amplification of 34 barley genotypes used in this research

اندازه قطعات PIC درصد پلی مورفیسم تعداد الل هاي پلی مورفیسم داد اللتع دماي اتصال توالی پرایمر م پرایمرنا
1000-100 385/0 100 10 10 53 (AG)7ACYA UBC836

1000-200 32/0 100 9 9 55 (GA)8YC UBC841

1500-200 301/0 100 10 10 52 (AC)8G ISSR10

1500-200 31/0 100 9 9 52 (AC)8AT 12

1000-300 28/0 100 8 8 7/45 (AC)8C 826

1500-200 31/0 100 10 10 53 (TC)8RT UBC853

1500-400 39/0 100 8 8 53 (GA)8YT UBC840

1500-500 33/0 100 9 9 50 (GA)8A UBC812

1500-500 317/0 100 6 6 7/35 (GA)8C 811

1500-400 34/0 100 8 8 8/41 GACAGACAGAGAGACATT LBMB-B

1000-300 29/0 100 7 7 52 (AC)8C ISSR04

1000-400 44/0 100 6 6 7/41 GACAAAGACAGACAGTC LBMB-C

1500-300 21/0 80 4 5 39 (AG)8G 809

1000-300 17/0 100 7 7 54 (AC)8TG 15

1000-100 38/0 100 7 7 50 (AG)8AA 134

800-300 4/0 100 6 6 54 (GA)9C 144

)T یاC =(Y) ،G یاA =(R

پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال نهم/ شماره 
22

/ تا
ب

ستان 
1396

...................................................
........................
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.........
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UBC853و UBC836آغازگر، آغازگرهاي 16در بین این 
هاي تولیدي توسط هر آغازگر بیشترین تعداد آلل در میان آلل

آلل کمترین تعداد آلل رابخود 5نیز با 809را داشتند. آغازگر 
تعیین ارتباط بین صفت تحمل به منظوربهاختصاص دادند. 

هاي مولکولی و شناسایی نشانگرهایی دادهبیماري (فنوتیپ) با 
از روش رادارندکه بالقوه قابلیت پیوستگی با این صفت 

استفاده شد. گامبهگامرگرسیون 
در شـده استفادهاي ریزماهوارهالل آغازگر بین124از بین 
داري بـا ایـن چهـار گـروه     الل همبستگی معنی6این تحقیق، 

لـل  آبه بیماري نشان دادند. اولین فنوتیپی از نظر میزان تحمل 
 ـ(داراي بالاترین همبستگی) که وارد مدل رگرسیون شده،  ل آل

بـوده و بـه ترتیـب    bp1000بـا انـدازه   12مربوط به آغـازگر  
بـا انـدازه   UBC840هاي بعـدي مربـوط بـه آغازگرهـاي     للآ

bp1000 با اندازه بانـد 826وbp300وISSR10   بـا انـدازه
بـا  826وbp700بـا انـدازه بانـد   LBMBوbp1500باند

تـوان یم ـباشند. نشانگرهاي مذکور را میbp1000اندازه باند
بـه بیمـاري   باتحمـل بخش مرتبط نشانگرهاي آگاهیعنوانبه

اصـلاحی  يهـا برنامـه سفیدك پودري جو جهـت اسـتفاده در   
فقط در ارقام مقـاوم  89، 30، 20هاي شماره للآاستفاده نمود. 

در ارقـام  89، 59، 39هـاي  لـل آیمه مقاوم مشاهده شدند و ون
نتـایج ایـن   ). 3نیمه حساس و حسـاس دیـده شـدند (جـدول     

تأمین اطلاعات اولیه بـراي انتخـاب گیاهـان داراي    تحقیق در
سطوح مناسب مقاومت و انتخاب در مراحل اولیه (گیاهچـه) از  

باشد.طریق نشانگرهاي مرتبط مفید می
RAPDنشانگر 7اي با استفاده از مطالعه) در 8اصلاحی (

گندم نسـبت  رقم 3درتفکیک ارقام مقاوم و حساس اقدام به 

تنهـا  از بین نشـانگرها وبه بیماري سوختگی برگ گندم  نمود
مورفیـک در ناحیـه   توانسـت یـک بانـد پلـی    OPH20نشانگر 

bp1200        در ارقام مقـاوم ایجـاد کنـد کـه ایـن بانـد در ارقـام
) با استفاده از 16( و همکارانشد. خدارحمیناهده حساس مش

مـرتبط بـا سـطح زیـر     SSRنشـانگر  5روش تجزیه ارتبـاط،  
نشـانگر مـرتبط بـا    4و (AUDPC)منحنی پیشرفت بیماري 

گندم براي مقاومـت بـه زنـگ زرد    ضریب آلودگی نهایی را در
معرفی کردند.

ی ) بـه بررسـی ژنتیک ـ  1،2آهنگر و همکاران در مطالعاتی (
در بیمـاري سـفیدك پـودري نمودنـد.     پاسخ گیـاه گنـدم بـه    

زایی و همچنـین  هاي مرتبط با بیماريبیان ژني اول، مطالعه
آنزیم فنیل آلانین آمونیـالاز را در در مقابـل سـفیدك پـودري     
بررسی نمـوده و نشـان دادنـد کـه قـارچ میکـوریزا بـا القـاي         

اي مقاومـت  هاي دفاعی سبب الق ـمقاومت، با افزایش بیان ژن
گردد.  در آن می

ادن دو رقـم  دبـا در معـرض قـرارد    )2ي دوم (در مطالعه
در مقابـل سـفید   تجن وفلاتهاي حساس و مقاوم گندم بنام

نظـر نشـان دادنـد کـه     هاي مـورد و بررسی بیان ژنسطحی، 
نظر در ارقام، پـس از آلـودگی رونـد    هاي موردمیزان بیان ژن

هـر دو رقـم حسـاس و مقـاوم،     که در بطوريافزایشی داشت. 
ساعت پس از آلودگی بوده تا از 24ها بیشترین میزان بیان ژن

لـذا  نفوذ و استقرار هاستوریوم قارچ در میزبان ممانعـت نمایـد.   
هاي اصلی، باعـث تشـدي و حفـظ    هایی در کنار ژنچنین ژن

هایی با افزایش زمـان بعـد از   بیان چنین ژنشوند. مقاومت می
عامـل بیمـاري و گیـاه    یافته و در بـرهمکنش آلودگی کاهش

نقش اساسی دارند.  

با استفاده از رویه آماري رگرسیون ISSRبخش آغازگرهاي هاي آگاهیگزینش الل-3جدول
Table 3. Selection of informative ISSR markers using regression statistical procedure

داري سطح معنی
)P-Value( Tاره آم ضریب رگرسیون اندازه آلل شماره آلل نام آغازگر

0 88/3 52/0 bp1000 30 12
0 58/5 48/0 bp1000 59 UBC840
002/0 44/3 4/0 bp300 46 826
001/0 61/3 94/0 bp1500 20 ISSR10
005/0 04/3 36/0 bp700 89 LBMB-B
02/0 37/2 22/0 bp1000 39 826

تحمل به بیمـاري سـفیدك پـودري   صفت در این مطالعه
و بـا  قرارگرفتهی موردبررسژنوتیپ زراعی و وحشی جو 34در 

به بیماري سفیدك پـودري در  باتحملالل مرتبط 6استفاده از 
بندي شدند. حـال، بـا اسـتفاده از آنـالیز     طبقهISSRآغازگر 5

آن لهیوس ـبـه توانیم  تابعی را ترسیم نمـاییم کـه   تشخیص می
تحمل بـه بیمـاري از یکـدیگر تفکیـک     ازنظررا هاگروهن بتوا

بخـش را نیـز   هـاي آگـاهی  لـل آنموده و همچنین صحت این 
هـاي  )، همبستگی4مشخص نماید. ماتریس ساختاري (جدول

ازنظـر هـا گـروه گروهی ترکیبی بین متغیرهاي جداشده (درون
ر، دهد. با توجه به این سـاختا میزان تحمل) و توابع را نشان می

زیر  نوشت:صورتبهتوان معادله تابع تشخیص را می
y=β0+β1M1+β2M2+β3M3 +β4 M4 +β5M5+ β6M6

y=-7.249+2. 891M1+1.038 M2+0.629 M3+
0.886M4+ 9.524M5+ 4.531M6

عرض از β0ها)، متغیر وابسته (ژنوتیپyدر این معادله 
براي به ترتیب ضرایب تابعβ6وβ3،β4 ،β5و β1 ،β2مبدأ، 

)،M1)14بخش مربوط به نشانگرهاي هاي آگاهیالل
M2)UBC840 و (M3)826و ((ISSR10)M4وM5

(LBMB-B)(826)و M6باشد.می
هـا بـه   مقدار تابع بدست آمده براي میانگین هر یـک از گـروه  

ــب ــاوت  -19/1و  -69/1و74/2، 69/2ترتی ــه تف ــوده ک ب
بخش مـرتبط  هاي آگاهیللآداري با هم داشته و صحت معنی

 ـنمایم ـبه بیماري  را با احتمال بسیار بالایی تأییـد  باتحمل دی
).5(جدول
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ماتریس ساختاري ضرایب تابع تشخیص کانونیک- 4جدول
Table 4. Structural matrix of canonical detection function coefficient

ضرایب تابع اندازه آلل شماره آلل نام آغازگر
891/2 bp1000 30 12

038/1 bp1000 59 UBC840

629/0 bp300 46 826

886/0 bp1500 20 ISSR10

524/9 bp700 89 LBMB-B

531/4 bp1000 39 826

Constant)=-7.249عرض از مبدأ (

هاشده براي میانگین گروهمقدار تابع تشخیص کانونیک ارزیابی- 5جدول 
Table 5. The value of the canonical detection function evaluated for the mean of the groups

هاگروه مقدار تابع
مقاوم 69/2

نیمه مقاوم 74/2
نیمه حساس 69/1-

حساس 19/1-

ازنظـر مورداستفادههاي ژنوتیپبراي بررسی روابط ژنتیکی 
و دایـس از مـاتریس عـدم تشـابه    میزان تحمل بـه بیمـاري،   
هـا  ي ژنوتیـپ بنـد خوشـه جهـت  الگوریتم نزدیکترین همسایه

نشـانگر  اي از شـش  در ایـن نـوع روش تجزیـه   استفاده شـد. 
34بنـدي  به بیماري بـراي گـروه  باتحملمرتبط بخشیآگاه

، آمــدهدســتبــهدر خوشــه ژنوتیــپ گیــاه جــو اســتفاده شــد.
هــاي فنــوتیپی در بررســی15و10، 9، 8، 6، 5هــاي ژنوتیــپ

،2،3،7هـاي  مقاومت نشان داده بودند در یک گروه و ژنوتیپ
که نیمه مقاوم بودند در گروه دیگر واقع شدند علاوه 12و14
در گـروه  و حسـاس ژنوتیـپ هـاي نیمـه حسـاس    هـا نیابر 

دهد ي نشان میبند). این گروه3شکلاند (گرفتهجداگانه  قرار
به بیمـاري سـفیدك   تحملبابخش مرتبط هاي آگاهیکه الل
ها را بر اساس فنوتیپ ی توانایی تفکیک ژنوتیپدرستبهپودري 

دارند.
مقایسه سطوح تنوع بین تحقیقات مختلـف مشـکل اسـت    

در هـر جایگـاه، میـزان تنـوع     شدهییشناساهاي زیرا تعداد الل
ات ق ـیدر تحقی بررسموردهاي د ژنوتیپها و تعداژنتیکی نمونه

 ـابامختلف متفاوت است شـده انتخـاب آغازگرهـاي  حـال نی
تنـوع و  ازنظـر للی، نتـایج مفیـدي   آدادن تنوع نشانبرعلاوه 

 ـژنوتوابستگی نشانگر به مقاومـت و حساسـیت    نشـان  هـا پی
دادند.

ترین همسایه و ماتریس عدم تشابه الگوریتم نزدیکشدههیتهی جو با استفاده از دندروگرام ژنوتیپ زراعی و وحش34بندي گروه-3شکل 
به بیماريباتحملبخش مرتبط آگاهیISSRآغازگر 6بر اساسجاکارد 

Figure 3. Clustering of 34 wild and crop barley genotypes using nearest neighboring algorithms and Jaccards
dissimilarity matrix based on 6 informative ISSR markers related to disease-tolerant
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ي ارقام با سطوح جداسازبهترین روش براي  شناسایی و 
متفاوت تحمل بـه بیمـاري سـفیدك پـودري در حـال حاضـر       

ــاوت  ــه تف ــطح   مطالع ــود در س ــاي موج ــاDNAه یی شناس
عنـوان بهي صفات، کنندههاي کنترلنشانگرهاي پیوسته با ژن

در باشـد.  ها میتکنیکی بسیار مفید، جهت شناسایی این تفاوت
آلـل  124این مطالعه ارتباط بین صفت تحمـل بـه بیمـاري و    

گـام،  بهگام رگرسیون از روشبررسی شد، با استفادهرشدهیتکث
،bp1000،bp700،bp1500انـدازه بـا  ژنـومی قطعـه  شـش 

bp300 ،bp1000 ،bp1000  به ترتیب مربوط بـه آغازگرهـاي
ISSR10و826و 826وLBMB-BوUBC840و12
به بیمـاري شناسـایی شـدند.     باتحملهاي مرتبط آللعنوانهب

این قطعات ارقام مقاوم و  نیمـه مقـاوم را از ارقـام حسـاس و     

هـا بـه عنـوان    للآاین جهینتدرنیمه حساس تفکیک نمودند. 
به بیمـاري سـفیدك  در   باتحملمرتبط بخشیآگاههاي للآ

خطی حاصل گیاه جو شناسایی شدند.  بر اساس تابع تشخیص 
ها به چهار گـروه  مقـاوم،   بخش، این ژنوتیپهاي آگاهیللآاز 

نیمه مقاوم، نیمه حساس و حساس تفکیک شدند که بـا نتـایج   
اي مطابقـت  هـاي در شـرایط گلخانـه   بررسی فنوتیپی  ژنوتیپ

آغـازگر کـه توانـایی    6توان با استفاده از یمی طورکلبهداشت. 
گیاهـان را در مراحـل   دارنـد رابخش یآگاههاي تکثیر لوکوس

اي مـورد غربـالگري قـرار دارد کـه کمــک     چـه یاهگمختلـف  
در کوتاه کردن زمـان و کـاهش هزینـه    شایانی به بهنژادگران 

می نماید.
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Abstract
Powdery mildew (Blumeria graminis f. Sp. Hordei) is one of the most destructive foliar

diseases in barley that cause yield reduction worldwide. DNA molecular markers can be used to
study the genetic diversity and better understanding of genetic predisposition to disease
resistance to powdery mildew in barley at early growth stage. Selection of resistance and
tolerance need to identify molecular markers associated with disease. In present study, genetic
and phenotypic variations and also molecular markers linked to tolerance to powdery mildew in
34 of cultivated and wild barley genotypes were investigated.  Using 16 ISSR ma rkers in total
amplified 125 alleles that 124 (99.27%) of that were identified as polymorphic alleles. Number
of amplified alleles ranged from 5 to 10 with an average 7.93 was different for each primer.
Polymorphic Information Content (PIC) were varied from 0.17 (15) to 0.44 (LBMB-B) and also
Molecular Index (MI) varied from 0.84 (primer No. 809) to 3.85 (UBC836). Resistance and
susceptible genotypes show the highest genetic distance, however, resistance and tolerant
genotypes show the lowest genetic distance. Multiple regression analysis (stepwise) between
trait resistances amplified 125 alleles identified six fragments 1000 bp (primer No. 826), 700 bp
(LBMB), 1500 bp (ISSR10), 300 bp (primer No. 826), 1000 bp (UBC840) and 1000 bp (primer
No. 12), respectively. Results indicated that ISSR markers are suitable for screening of barley
germplasm tolerant to powdery mildew disease.

Keywords: Barley, Genetic diversity, ISSR markers, Powdery mildew, Resistance
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