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 دهكيچ

هاي گياهي بوده كه هايي براي كنترل بيماريشناسي گياهي، يافتن شيوههاي جديد در بيماريهدف پژوهش
باشد. در ها، توليد گياهان مقاوم به بيماري ميترين اين شيوهبخشآسيب كمتري به محيط زيست برسانند. اميد

شناسي مولكولي صورت گرفته كه ابزار قدرتمندي براي هاي زيادي در زمينه زيستهاي اخير، پيشرفتسال
بوده كه موجب  DNAو مفيدترين اين ابزارها، نشانگرهاي  ترينباشد. يكي از اساسيپژوهش گياهان عالي مي

كه به ها، عصر جديدي را در علم ژنتيك گشوده، بطوريها شده و توسعه اين نشانگرتر ارقام و پايهشناسايي دقيق
ترين بيماري آتشك از مخربهاي كنترل كننده صفات كمي و كيفي ميسر گرديده است. ها، شناسايي ژنكمك آن

كند. با كمك نشانگرهاي دار بوده كه سالانه خسارات فراواني به محصول وارد ميهاي درختان ميوه دانهريبيما
هاي مقاوم به رو، ژنتوان ارقام مقاوم به اين بيماري را كنترل نمود. در پژوهش پيشمولكولي اختصاصي، مي

هاي سيب موجود در استان اصفهان با استفاده از نشانگرهاي مولكولي بيماري آتشك در برخي از ژنوتيپ
هاي برگي تازه آوري نمونهپس از جمعاختصاصي بررسي و نشانگرها از لحاظ تنوع ژنتيكي با هم مقايسه گرديدند. 

ها نمرازي بر روي آاستخراج و واكنش زنجيره پلي CTABها به روش آن DNAو جوان از ارقام سيب كشت شده، 
تكثير شده تشخيص داده شد. نتايج نشان داد كه تمامي آغازگرها توانستند پلي DNAانجام گرفته و طول قطعه 

-CHبود. آغازگر متصل به ژن  100ها برابر براي تمامي آن چندشكليها را نشان دهند و درصد مورفيسم بين نمونه

SD1 و تعداد آلل متفاوت)  مؤثرون، تعداد آلل نني، شاهاي تنوع ژنتيكي (شاخص تنوع داراي بيشترين شاخص
و بيشترين ميزان فراواني آللي بود.  چندشكليداراي بيشترين ميزان محتواي اطلاعات  GE8019بوده و آغازگر 

  ها را نمايان سازد.نسبت به ساير آغازگرها بهتر توانست فاصله بين جمعيت CH-SD1بنابراين، آغازگر 
  DNA ،PCRآتشك سيب، ژن مقاوم، نشانگرهاي مولكولي، استخراج  كلمات كليدي:

 
 مقدمه

 از است. يكي آورده همفرا گياهان پژوهش يبرا را قدرتمندي ابزار مولكولي، شناسيزيست زمينه در اخير يهاپيشرفت

 كمك به كهطوريبه ده،گشو ژنتيك علم در را يعصر جديد كه باشدمي DNA ينشانگرها ابزارها، اين مفيدترين و تريناساسي

 سريم كيفي و كمي صفات كننده كنترل يهاژن شناسايي نيز و زنده موجودات در و ژنتيكي فيزيكي يهانقشه ايجاد نآ
 لكوليمو يباشد. نشانگرهايكي از پركاربردترين اين نشانگرها، نشانگرهاي مولكولي مي ).1384 همكاران، و ي(نقو است دهيگرد

 طوربهو  شده هاپلاسمرمژ ارتباط و ژنتيكي تنوع تخمين و ،انتقال رديابي،، هاژن اطمينانقابل و آسان شناسايي سبب
ولوژنتيكي، هاي فنبررسي هاي ژنتيكي،و مديريت مجموعه پلاسمژرمدهي هاي تنوع ژنتيكي و سازمانبررسي در ايگسترده

بندي شانگر، هرمنهاي ژني، گزينش به كمك هاي خاص بر اساس نقشهسازي ژنهمسانه ،QTLهاي ژنتيكي،  تجزية تهيه نقشه
هاي اهان تراريخته به واريتههاي خارجي از گيهاي دور، انتقال ژنها از گونهبندي گياهان زراعي اليت، انتقال ژنها، طبقهژن

 گيرد.مطلوب و همچنين در قرنطينه نباتي و غيره مورد استفاده قرار مي



 

 ٢

 يبرا مولكولي ينشانگرها يسودمند بوده كه اين در زمينه شناسايي ارقام مقاوم به بيماري سودمند مولكولي ينشانگرها 
 بين نشانگر چندشكلي ميزان عامل و نشانگر آسان شناسايي مقاومت، با ژن نشانگر پيوستگي عامل سه توسط ،مقاومت يهاژن

 ژن تا كندمي ايجاد را امكان اين نشانگر كمك به انتخاب شود.مي مشخص وحشي ارقام و ژن مقاومت يحاو يهاژنوتيپ

 ,.Naik et al(شود  انتخاب محقق توسط گياه، در آن ژن فنوتيپي بيان زمان فرارسيدن زمان جهت صرفبه نياز بدون مقاومت

   .دباشمي نشانگر كمك به اصلاح و گزينش مولكولي، يكاربرد نشانگرها هدف تريناصلي حالبااين. )1998
 ترينمخربآيد و يكي از شديدترين و مي به وجود Ervinia amylovora Burrillدر اثر آلودگي به باكتري  بيماري آتشك

شود. تحقيقات ) محسوب ميpyrus Communis) و گلابي (Malus domesticaدر سيب ( خصوصبهدار هاي ميوه دانهبيماري
 QTL. تشخيص شددر هلو و سيب  آتشك) مرتبط با مقاومت به QTLموقعيت ويژگي كمي ( صورت گرفته، سبب شناسايي

 هاي حاصل از تلاقي فيستا و ديسكاوري كشفدر دومين مجموعه گياهچه F7در  مستقل صورتبه آتشكمتصل به مقاومت 
)Khan et al., 2006(  و با موارد كشت شده در سوئيس و تلقيح شده با سويه سوئيسE. amylovora  محدوده گرديدبررسي .

بنابراين مشخص  ).Khan et al., 2007(باشد مي %6/38تا  5/37برابر با  QTL F7فنوتيپي توضيح داده شده توسط  هايتفاوت
. اين گرددميفنوتيپي را سبب  هايتفاوت %6/46تا  3/34اصلي متصل به مقاومت به سوختگي آتشي، بين  QTLشد يك 

QTL ژنتيكي متفاوت مشخص شده  زمينهپيشمتصل رقم سيب فيستا در موقعيت ژنتيكي مشابه در دو  7هاي روي گروه
ويژه براي اين  SSRو يك نشانگر  SCAR. يك نشانگر باشدمي Prima × Fiestaو   Fiesta × Discoveryاست كه شامل 

 Cox Orangeرا به رقم  F7 QTLبا اين نشانگر امكان رديابي (مشتق) آلل  Fiestaاي منطقه ايجاد شده است. آناليز شجره

Pippin  پايداري اثر آلل سازدميفراهم .QTL  مختلف آناليز شده با القاء نتاج در تلاقي بين  هايزمينهدرMilwa  يك رقم)
پايدار در  QTLيك  عنوانبهتوان يفيستا را م LG7بر روي  QTLابد. ي(يك رقم نيمه مقاوم) تداوم مي 1217حساس) و رقم 

 Ervinia باكتريسويه متفاوت  20ژنتيكي متفاوت مشخص گرديده و پس از تلقيح با  هايزمينهپيشنظر گرفت زيرا در 

amylovora گردد مشاهده مي)Khan et al., 2007،( F7 QTL  ترينمهم عنوانبهامروزه QTL  براي  بيماري آتشكمقاوم به
مورد از  چهاراطق جوامع ديگر مشاهده نشده است. ديگري در من QTLهيچ  كهدرحالي، شودخوانده مي MASاستفاده در 

QTL از پريما با استفاده از  3از فيستا و يك مورد روي لينكاژ گروه  3كه يك مورد روي لينكاژ گروه  جزئي نيز مشخص شده
و لينكاژ گروه  12(به ترتيب) مشخص گرديده است. همچنين يك مورد براي هركدام از لينكاژ گروه  P × Fو  F × Dتلاقي 

در سيب مشخص نشده و اغلب آناليزهاي  آتشكمقاومت مونوژنيك به  حاصل شده است. F × Dديسكاوري در يك تلاقي  13
  ).Folta and Gardiner, 2009(بر روي نتاج حاصل از ارقام تجاري صورت گرفته است  QTLبا استفاده از رويكرد  مولكولي

 
  هامواد و روش

ين و اوايل اواخر فرورددر استان اصفهان منطقه  5در باغات  رقم كشت شده12نمونه از  70هاي جوان و تازه برگ
 شدهآوريجمعهاي جوان ي شد. سپس برگآورجمعبيماري آتشك سيب هاي مقاومت به شناسايي ژن منظوربه ماهارديبهشت
مناطق نمونه ..نگهداري شد  -80يخ به آزمايشگاه منتقل و در فريزر با دماي  وسيلهبههاي آلومينيومي پيچيده و در فويل

مهرگرد، ، حنا، آبادحاجيهاي مركزي سميرم، به ترتيب سطح زير كشت: سميرم (شامل بخش برداري شده، شامل پنج منطقه
ج و با توجه به استخرا CTABبه روش  هانمونه DNAپس از آن  .بود بيده و پادنا)، دهاقان، شهرضا، خميني شهر و اصفهان

ند (جدول ده شبرگزيد SSRو  SCARميزان پيوستگي و فاصله نشانگرهاي گزارش شده براي مورد نظر، نشانگرها از دو گروه 
ده لي بدست آمم و توااز آغازگرهاي انتخابي و در دستگاه ترمال سايكلر انجا استفادهت ژنومي با ) پس از آن تكثير قطعا1

 تجزيه و تحليل و مقايسه گرديد.
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 توالي آغازگرهاي مورد استفاده .1جدول 

  توالي آغازگر نوع نشانگر (bp)واحد  اندازه قطعات ژن پرايمر رديف  بيماري

 آتشك

1 AE10 QTL 375 SCAR 
F: CTGAAGCGCACGTTCTCC 

R: CTGAAGCGCATCATTTCTGATAG 

2 GE-8019 QTL 397 SCAR 
F: TTGAGACCGATTTTCGTGTG 

R: TCTCTCCCAGAGCTTCATTGT 

3 CH-F7-
Fb1 

QTL 174-210 SSR 
F: AGCCAGATCACATGTTTTCATC 

R: ACAACGGCCACCAGTTTATC 

4 CH-Sd1 QTL 242 SSR 
F: TGCGTATCCAACTCATTCTCC 

R: GCCATAAAGGAGGTCGAATTTAC 

5 CH03e03 QTL 186 SSR 
F: AAAACCCACAAATAGCGCC 

R: GCACATTCTGCCTTATCTTGG 

6 CH03g12z QTL 220 SSR 
F: CAAGGATGCGCATGTATTTG 
R: GCGCTGAAAAAGGTCAGTTT 

R: GGAAAGAAAGACCAAAATAAACG 

 
  نتايج 

ه ها را نشان دهند. تعداد كل نوارهاي تكثير شدها و نمونهتمايز بين جمعيت خوبيبهد شش آغازگر استفاده شده توانست
قطعه) مربوط  64شده ( جفت باز بود كه بيشترين تعداد نوار تكثير 397تا  174قطعه و در محدوده  278آغازگر برابر  6توسط 

ا اندازه مختلف بود. متوسط تعداد قطعه توليدي ب GE8019قطعه) متعلق به آغازگر  35و كمترين تعداد ( F7FB1به آغازگر 
با  GE8019وسط آغازگر قطعه بود. بلندترين باند تكثيري ثبت شده در بين آغازگرهاي مورد مطالعه ت 33/46توسط هر آغازگر، 

در  كهآغازگر نشان داد  6نتايج تكثير  ت باز بود.جف 174با  F7FB1ترين قطعه تكثيري توسط آغازگر جفت باز و كوتاه 397
 25ر از يا كمت 25ده در شباند نادر، باند معمولي تكثير  آتشك،متصل به ژن بيماري  آغازگرهاياز  كدامهيچها كل جمعيت

د مكان ژني تكثير درصد جمعيت تكثير نكردند. همچنين تعدا 50يا كمتر از  50درصد جمعيت و باند معمولي تكثير شده در 
مكان  6كان تكثيري)، م 5( جمعيت خميني شهر جزبهها در تمام جمعيت %5شده و تعداد باندهاي تكثيري با فراواني بالاتر از 

  .)1(شكل  ژني تكثير شده بود
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كميابباندهايتعداد
جمعيتدرصد 25ازكمتريا 25درشدهتكثيرمعموليباندتعداد
جمعيتدرصد 50ازكمتريا 50درشدهتكثيرمعموليباندتعداد

  
  ها آغازگر مربوط به  بيماري سوختگي آتشي سيب در كل جمعيت 6الگوي باندي حاصل از  .1شكل 

 
شان دهند. همچنين كل ها نمورفيسم را بين نمونهآغازگر توانستند پلي 6تمامي  ،آغازگر متصل به مكان ژني بيماري 6از 
)، شاخص 44/0داراي بيشترين ميزان تنوع ژنتيكي ني ( CH-SD1نند. آغازگر ها توانستند باندهاي واضحي را توليد كآغازگر

زان محتوي اطلاعات داراي بيشترين مي GE8019) بود. همچنين 2)، تعداد آلل متفاوت (81/1( مؤثر)، تعداد آلل 63/0شانون (
ميزان تنوع  داراي كمترين F7FB1) داراي بيشترين ميزان فراواني آللي بود. آغازگر 93/0( F7FB1) و 74/0( چندشكلي

 چندشكلياطلاعات  ) و محتوي33/1)، تعداد آلل متفاوت (30/1( مؤثر)، تعداد آلل 22/0)، شاخص شانون (16/0ژنتيكي ني (
 .)2(جدول  ) تعلق گرفت51/0( GE8019) بود و كمترين ميزان فراواني آللي به آغازگر 14/0(

 
  



 

 ٤

  و متفاوت مؤثرهاي ني، شانون، تعداد آلل مورد استفاده با استفاده از شاخص ينشانگرها چندشكلي .2جدول 

 آللي فراواني
 اطلاعات محتوي

 چندشكلي
  آغازگر ني ژنتيكي تنوع شانون شاخص مؤثر آلل تعداد متفاوت آلل تعداد

0/51 0/74 2/00 1/75 0/61 0/42 GE8019 
0/93 0/14 1/33 1/30 0/22 0/16 F7FB1 
0/60 0/64 2/00 1/81 0/63 0/44 CH-SD1 
0/54 0/70 1/50 1/43 0/37 0/25 AE10 
0/88 0/22 1/67 1/62 0/45 0/32 CHO3G12z 
0/60 0/64 2/00 1/79 0/62 0/43 CHO3E03 

  
  بحث

بر  تأييدينتيجه  ها مشاهده نگرديد كه اينكه باند نادري بين جمعيتبررسي الگوي باندي در بيماري آتشك نشان داد 
داراي بيشترين  CH-SD1نتايج نشان داد كه آغازگر  بود. غيراختصاصياختصاصي بودن آغازگرهاي متصل به ژن و عدم تكثير 

ديگر بهتر  هايغازگرآاين آغازگر نسبت به  درنتيجه. ) بودمؤثرهاي تنوع ژنتيكي (شاخص تنوع ني، شانون، تعداد آلل شاخص
م تفكيك كرده و تنوع بين هاي جمعيتي سيب را از هتوانسته نمونه خوبيبه و ها را نمايان كندتوانسته فاصله بين جمعيت

نوتركيبي جديد  توليد وها با همديگر توان در جهت تلاقي نمونهدهد و از اين تنوع مي ها را از لحاظ ژن مورد بررسي قرارنمونه
ماري مورد نظر هاي دستخوش تغييرات مفيد جهت مقاومت به بيبين ژن مورد نظر استفاده كرد تا اين اميد باشد كه ژن

ن، ژن مفيد تغيير ژهاي مولكولي همانند جداسازي توان با روشهايي مياستفاده شوند. همچنين بعد از شناسايي چنين ژن
  تقويت كرد.  هاهاي فاقد چنين ژني منتقل كرد تا بتوان مقاومت را در اين نمونهنهيافته جداسازي شده را به نمو

ن تمايز كردمد كه اين نشان دهنده ضعيف بودن اين آغازگر در اي كمترين ميزان اين سه شاخص بودار F7FB1آغازگر 
% در تمام جمعيت5بالاتر از  تعداد مكان ژني تكثير شده و تعداد باندهاي تكثيري با فراواني ازآنجاكه باشد.ميها از هم جمعيت

اندي وجود ندارد و پروفيل بمكان ژني بود لذا ارتباطي بين مقاومت و  6مكان تكثيري)،  5جمعيت خميني شهر ( جزبهها 
QTL .بيماري آغازگر اين در  ها مقاومت را نشان دادندGE8019 كمترين شكلي و چندي بيشترين ميزان محتوي اطلاعات دارا

  ود. ب چندشكليرين محتوي اطلاعات داراي بيشترين ميزان فراواني آللي و كمت F7FB1 ميزان فراواني آللي و 
 آتي براي تحقيقات توانميو  دهندميرا نشان  هاجمعيتتنوع بين  خوبيبهنتايج تحقيقات نشان داد آغازگرهاي مورد استفاده 

  رها بهره برد.از اين آغازگتوان آتشك ساير درختان هم مياز اين آغازگرها استفاده كرد. همچنين در تشخيص بيماري 
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Abstract 
New researches in plant pathology have targeted finding the ways to control plant diseases to have 

less harmful effects on environment. The most promising practices are producing disease-resistant plants. 
In recent years, much progress has been made in the field of molecular biology, which is a powerful tool 
for the study of higher plants.  One of the most useful tools are DNA markers which have facilitated the 
precise identification of cultivars and rootstocks and development of these markers has opened a new era 
in genetics and facilitated the identification of quantity and quality traits. Fire blight is one of the most 
destructive diseases in pome fruits which cause a huge damage annually. The control of this disease is 
feasible through specific molecular markers. This study was conducted to track and determine genes 
which are resistant to fire blight in some apple genotypes present in Isfahan via specific molecular 
markers. Young and fresh leaf samples of apple trees grown in Isfahan were collected, DNA was 
extracted by CTAB, polymerase chain reaction (PCR) was performed and the DNA length were 
measured. The results indicated that all primers could recognize the polymorphism between the samples 
and polymorphism percentage was 100 for all. The primer CH-SD1 gene linked to the fire blight disease 
showed the highest genetic diversity indexes (Nei diversity index, Shannon, number of effective alleles, 
and number of different alleles) and GE8019 primer showed the highest data content polymorphism and 
the highest allelic frequency. Therefore, the CH-SD1 primer was more efficient in identification of 
distances between the populations. 
Keywords: DNA extraction, fire blight, molecule markers, PCR, resistant gene  
 


