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چکیده

بطور کلی در تمام نقاط جهان است و ترین بیماري سیبتوان گفت که لکه سیاه سیب پر خسارتاز نظر اهمیت اقتصادي می
بیمارياینبامبارزهروشترینمناسبباشد.سایر بیماریهاي سیب میخسارت آن در طی دوره رویش بیش از خسارت مربوط به

شناسایی شود. این پژوهش به ژنتیکیمنابعدرمقاومتژنهايبایدابتدامقاوم،ارقامتولیدمنظوربه.می باشدمقاومارقامازاستفاده
کهگیلویه و ژنوتیپ مختلف سیب در استان 55و در vh1 , Vh2,Vh3,Vh4,ایی حضور ژن هاي مقاومت به لکه سیاهمنظور شناس

SSRSCARبا استفاده از نشانگرهاي مولکولی بویراحمد انجام شد. نمونه هاي برگی ژنوتیپ هاي مورد استفاده اواخر اردیبهشت ماه ,
4بر روي آنها انجام گردید. نتایج نشان داد که از تعداد)PCRواکنش زنجیره اي پلیمراز (، DNAجمع آوري گردید وپس از استخراج 

وs22وCH02b10قطعه  قابل امتیازدهی ثبت گردید. طول قطعات حاصل از آغازگرهاي 100عآغازگر مورد استفاده در مجمو

CH03d01وOPL19 تولیدي متعلق به آغازگررین قطعه بیشتمی باشد.121،1300،124،433به ترتیبOPL19)44(مربوط به قطعه
بودند. درصد چندشکلی براي تمامی آغازگرها برابر vh4مربوط به ژنقطعه)S22)4و کمترین تعداد مربوط به آغازگرهاي vh2ژن

ایجاد ژنوتیپ هاي برتر در مجموع هرچه والدین از هم دور باشند، امکان تولید هتروزیس بیشتر شده و احتمال موفقییت در بود.100
افزایش خواهد یافت.

DNA ،PCRلکه سیاه سیب، ژن مقاومت، نشانگر مولکولی، استخراج :کلمات کلیدي

مقدمه

در تمام نقاط جهان است و بطور کلی ترین بیماري سیبتوان گفت که لکه سیاه سیب پر خسارتاز نظر اهمیت اقتصادي می
باشد. این خسارت شامل نقصان مقدار سایر بیماریهاي سیب میاز خسارت مربوط بهخسارت آن در طی دوره رویش بیش 

خسارت بیماري گاهی به )1388(دولتی بانه و مجدي، باشد.برداري میآن و افزایش هزینه بهرهمحصول ، کاهش کیفیت و کمیت
در سوئد توسط فریز جمع آوري و 1819ال نمونه ي قارچ عامل بیماري لکه سیاه سیب ابتدا در سرسدمی% مقدار محصول70

به وسیله اسفندیاري گزارش 1325در ایران نیز بیماري مزبور اولین بار در سال )Anderson, 1956( تشخیص داده شده است
از رده آسکومیست که Venturia inaequalisعامل بیماري لکه سیاه قارچی است به نام.)1388گردید. (دولتی بانه و مجدي، 

.)Vaillancourt and Hartman, 2000(.اسپورهاي جنسی در یک ساختار کیسه مانند به نام آسک تولید میکند

بهدسترسیکهمیکندفراهمویژه راصفاتیباگیاهانیوواریته هاایجادامکانمولکولیبه نژاديروش هايوژنتیکمهندسی
تنش هايفراواناهمیتدلیلبهکهتنش هاستبهمقاومتصفتاین صفات،جمله ياز.استغیرممکنمعمولروشهايازآنها

ردیابی،امکانمهندسی ژنتیکتکنیکهاي.استکردهجلبخودبهبسیاررامحققینتوجهگیاهان،غیرزنده تهدیدکنندهوزنده
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استکردهفراهمرادیگرموجودبهموجودیکازبه هممرتبطژنهايازگروههایییاژنتکبیانوانتقالاصلاح،جداسازي،
Malusبه Vfدر بهنژادي مقاومت به لکه سیاه در تکثیر سیب ها، ژن مقاومت)1389.(آگریوس، floribunda برمی گردد که 821

Boone)در این راه مورد استفاده قرار گرفت.  1971; MacHardy منابع گوناگونی از مقاومت به لکه سیاه کشف شده است (1996
)Williams, Kuc, 1969.( .چند ژن اصلی مقاومت به لکه سیاه از میوه هاي کوچک گونه سیب هاي آسیایی سرچشمه گرفته اند

Malusاز  Vbjژن baccata jackii ژن ،VbازM. baccata ژن ،VmازM. Xmicromalus and M. Xatrosanguinea 804 ،Vr

.Mاز  pumila (Russian Seedling) R12740-7A ،Vf ازM. Xfloribunda به لاین ها و انتخاب هاي اصلاحی وارد شده اند 812
Liebhard)که آنها را براي اهداف اصلاحی قابل استفاده می سازد  et al., در ارقام تجاري ثبت Vfتا کنون اساساً مقاومت (2003

شده است.
هاو روشمواد

نمونه کشت شده در باغات استان کهگیلویه و بویراحمد براي انجام آزمایش انتخاب شدند. در اواخر اردیبهشت  و اوایل 55تعداد 
با DNAخرداد ماه برگ هاي تازه و جوان این ارقام به منظور شناسایی ژن هاي مقاومت به لکه سیاه سیب جمع آوري شدند.استخراج 

م شد.انجاCTABاستفاده از روش 
DNAمواد لازم براي استخراج -1جدول 

غلظتمواد مورد نیاز
CTABبافر 

Chloroform:iso-amyl
alcohol

Iso Propanol
Ethanol

به نسبت%1
1:41

./.%7به مقدار لازم 

آغازگرهاي مورد استفاده مطابق جدول زیر می باشد.

آغازگرهاي مورد استفاده در آزمایش-2جدول

Vh1SSRCH02b10
F: 5´-CAAGGAAATCATCAAAGATTCAAG-3´

R: 5´-CAAGTGGCTTCGGATAGTTG-3´

Vh8SSRCH03d01
F: 5´-CGCACCACAAATCCAACTC-3´

R: 5´-AGAGTCAGAAGCACAGCCTC-3´

Vh2SCAROPL19
F:  5´-ACCTGCACTACAATCTTCACTAATC-3´
R: 5´-GACTCGTTTCCACTGAGGATATTTG-3´

Vh4SCARS22
F: 5´-GTCGTGGAAGAGGACCGA-3´

R: 5´-GTCGTGGAAATCCTCGTGAG-3´

dNTPشامل PCRژنومی ، مواد DNAمیکرولیتر 2ازاستفادهباپلیمراززنجیرهايواکنش mix ،TagDNA polymerase ،Mgcl2

PCRو  buffer.که از شرکت سیناژن می باشد، آغازگر و آب دوبار تقطیراستریل انجام شد
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سیکل هاي استفاده شده در واکنش هاي زنجیره اي پلیمراز-3جدول

تعداد چرخهبسط نهاییبسطاتصالواسرشت سازيواسرشت سازي اولیهژن

Vh₁94درجه
ثانیه)2:30(

درجه94
ثانیه)30(

درجه55
ثانیه)30(

درجه72
دقیقه)1(

درجه72
دقیقه)5(

سیکل33

Vh₂94درجه
ثانیه)2:30(

درجه94
ثانیه)30(

درجه55
ثانیه)30(

درجه72
دقیقه)1(

درجه72
دقیقه)5(

سیکل33

Vh₃94درجه
ثانیه)2:45(

درجه94
ثانیه)55(

درجه55
ثانیه)55(

درجه72
ثانیه)1:39( 

درجه72
دقیقه)10(

سیکل40

Vh₄94درجه
ثانیه)2:45(

درجه94
ثانیه)55(

درجه65- 55
ثانیه)55(

درجه72
ثانیه)1:39( 

درجه72
دقیقه)10(

سیکل20

بارگذاري ٪2آگارزژلرويمحصولات واکنشمدنظر،DNAقطعه تکثیرازاطمینانوپلیمراززنجیرهايواکنشبررسیجهت
.شدند

نتایج و بحث

.ثبت را تولید نمودندهاي گیاهی، محصولات تکثیر قابل تمامی آغازگرهاي مورد استفاده در نمونه

از بین شاخص تنوع ژنتیکی محتوي اطلاعات چند شکلی، شاخص مارکري و قدرت تفکیک روش محتوي اطلاعات چندشکلی 
. بنابراین با توجه به Askary et al., 2013)(انتخاب گردید. محتوي اطلاعات چندشکلی معتیر تر از دو مورد دیگر عمل کرده است 

توانسته است بهتر از بقیه نشانگرهاي استفاده شده، فاصله ژنتیکی PICبا بیشترین Vh4آغازگر ی توان گفت کهنتایج بدست آمده، م
دهد میزان فراواي آللی به دلیل نسبت عکس با محتوي اطلاعات چند شکلی نمونه ها را مشخص کند. همانطور که نتایج نشان می

مشاهده شد. زیرا Siجمعیت تکثیري در بدست آمده، بیشترین میزان تنوع ژنی از نظر آللبر اساس نتایج کمترین میزان را دارا بود.
هاي مهم تنوع ژنتیکی هستند که همگی از شاخصتنوع ژنتیکی نی، شاخص شانون، تعداد آلل موثر و تعداد آلل متفاوت بیشترین میزان 

نسبت به جمعیت ارند که باعث شده تا فاکتورهاي تنوع ژنتیکی در این برآورد گردید. در نتیجه زمینه ژنتیکی متنوعی دجمعیت در این 
.گرددبالاتر باشد. در نتیجه از این زمینه ژنتیکی متنوع جهت انتخاب نمونه و کارهاي اصلاحی آتی استفاده میها جمعیتسایر 
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نتایج حاصل از تکثیر آغازگرهاي متصل به ژن بیماري لکه سیاه سیب-4جدول 

جمعیت Vh1 Vh2 Vh3 Vh4 جمعیت Vh1 Vh2 Vh3 Vh4

Ka1 0 1 0 1 Si1 0 1 1 0
Ka2 0 1 0 0 Si2 0 1 1 0
Ka3 0 1 1 0 Si3 1 1 0 0
Ka4 0 1 0 0 Si4 0 1 1 0
Ka5 0 1 1 1 Si5 1 1 1 0
Ka6 0 1 0 0 Si6 0 1 1 1
Ka7 0 1 1 0 Si7 0 1 1 1
Ka8 0 1 1 0 Si8 0 1 1 0
Ka9 0 0 1 0 Si9 0 1 1 0

Ka10 1 1 0 0 Si10 0 1 1 0
Ka11 1 0 0 0 Si11 1 1 0 0
Ka12 0 1 0 0 Si12 1 1 0 0
Ka13 0 0 1 0 Si13 0 0 1 0
Ka14 0 1 0 0 Si14 0 0 1 0
Ka15 1 1 1 0 Si15 1 1 0 0
Ka16 1 1 0 0 Si16 1 1 0 0
Ka-h1 1 1 1 0 Tn1 1 1 1 0
Ka-h2 1 1 0 0 Tn2 1 0 0 0
Ka-h3 1 1 1 0 Tn3 1 0 1 0

Ka-h4 1 0 0 0 Tn4 0 0 0 0
Ka-m1 0 0 1 0 Tn5 1 1 0 0
Ka-m2 0 1 1 0 Tn6 0 1 1 0
Ka-m3 1 1 0 0 Tn7 0 1 0 0
Ka-m4 1 1 0 0 Tn8 0 1 1 0

Ka-mn1 0 1 1 0 Tn9 1 1 0 0
Ka-mn2 0 1 1 0 Tn10 1 1 0 0
Ka-mn3 1 1 0 0 Ka-

mn4
1 1 0 0

هاي تنوع ژنتیکی بر اساس آغازگرهاي متصل به ژن بیماري لکه سیاه سیببررسی شاخص-5جدول 

آللیفراوانی شکلیچنداطلاعاتمحتوي متفاوتآللتعداد موثرآللتعداد شانونشاخص نیژنتیکیتنوع آغازگر

0.44 0.80 1.83 1.51 0.46 0.31 Vh1
0.81 0.34 1.83 1.80 0.57 0.41 Vh2
0.52 0.73 2.00 1.71 0.60 0.41 Vh3
0.07 0.99 0.67 1.05 0.08 0.04 Vh4

بررسی وضعیت فراوانی تکثیر آغازگرهاي متصل به ژن بیماري لکه سیاه سیب-6جدول 

Ka Ka-h Ka-m Ka-mn Si Tn ژنبهمتصلآغازگر

0.13 1.00 0.29 0.29 0.21 0.37 Vh1
0.57 0.50 0.50 1.00 0.65 0.45 Vh2
0.25 0.29 0.29 0.29 0.44 0.23 Vh3
0.06 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00 Vh4
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Abstract

From the view of economic importance we can say apple scab is the most damageous apple disease in
all over the world and on the whole its damage in growth time is more than the other apple diseases. The
most suitable technique to fight this disease is using resistant numbers. To produce resistant numbers at
first we should know resistant gens in genetic resources. This investigation was done to know the presence
of resistance gens to apple scabs Vh1,Vh2,Vh3,Vh4 in 55 different apple genotype in Kohgiluyeh and
Boyrahmad provinc, by using molecular markers SSR SCAR STS. Leaf samples of used genotype was
gathered at the last of May and after DNA exploitation, PCR was done. The results show from 4 initiator
which was used, on the whole 100 scoreable parts was registered. The length of parts from cH02b10 ,
S22,CH03d01 , OPL19 ,initiators were 121,1300, 124 , 433.The most production part is related to
OPL19 initiator and the least number is related to SS22 initiator. The percentage of multimorphism for all
of the initiators were 100. On the whole, even if parents were far from each other, the possibility of
hetrozis production was increased and the possibility of success in creation of the best genotypes will
increase.

Key words: apple scab, resistant gen, molecular marker, DNA exploitation, PCR


