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روش ها به  استفاده از تکثیر اختصاصی آللخود ناسازگاري در سیب رقم گلاب کهنز با  sهاي  بررسی آلل
  اي پلیمراز واکنش زنجیره

  3، محمد رضا فتاحی مقدم2، ذبیح اله زمانی*1روح اله علی

  ر گروه علوم باغبانی دانشگاه تهراناستاد و دانشیا 3و 2 دانشجوي کارشناسی ارشد فیزیولوژي و اصلاح درختان میوه دانشگاه تهران-1
  کرج پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران

  
  چکیده
 وسـیله  بـه  و دارد وجود رزاسه خانواده میوه درختان سایر و سیب در که است طبیعی مکانیسم یک گامتوفیتیک ناسازگاري خود

بـا توجـه بـه     )S24و S1،7 S ،S18 S23(هـاي  ویـژه آلـل   هـاي این مطالعه آغازگردر  .شود می کنترل آللی فرم چندین با ژنی مکان یک
در سـیب رقـم گـلاب کهنـز       S1با این روش  آلـل  . مطالعات قبلی انتخاب شدند تا آلل ناسازگاري دوم سیب گلاب کهنز پیداشود

هـا بـه روش واکـنش     اختصاصـی آلـل   گرچـه بـا اسـتفاده از تکثیـر    . . هیج بانـدي تشـکیل ندادنـد    آغازگر دیگر ۴ شناسایی شد ولی
اي پلیمراز آلل خود ناسازگاري مشخص نشد ولی  این یک روش سریع و مـوثر بـراي تعیـین ژنوتیـپ ناسـازگاري در ارقـام        زنجیره

 .باشد سیب می

  اي پلیمراز، خود ناسازگاري گلاب کهنز، واکنش زنجیره: کلامات کلیدي
   مقدمه

شود  معروف است کنترل می S-alleباشد که توسط یک مکان چند آللی که به نام  یتیک میخودناسازگاري در سیب از نوع گامتوف
: هـاي زیـادي ماننـد    تـرین سیسـتم خـود ناسـازگاري بـوده و در خـانواده       این نـوع خـود ناسـازگاري گسـترده    ). 2003،  1بروت ارتز(

Rosaceae ،Solanaceae و Papaveraceae  در ) 1390(نصـــر آبـــادي و همکـــاران ). 1990و همکـــاران،  2هارینـــگ(وجـــود دارد
 S26هاي  آغازگر ویژه آلل 12اي پلیمراز و با استفاده از  هاي خودناسازگاري در نه رقم سیب را بوسیله واکنش زنجیره اي آلل مطالعه

،S24 ،S23 S20 ،S19 ،S18 ،S9 ،S5 ،S4، S3 ،S2، S1 مل گـلاب اصـفهان   در پنج رقم هر دو آلـل شناسـایی شـدکه شـا    . مطالعه نمودند
)S24، S18( گلاب نوري مراغه ،)S23 ،S4( قاسم شاهی ،)S23، S1( گلمکانی ،)S23 ،S3( و ملکه لبنان ،)S24 ،S23(   بود ولی در چهـار

، S2 ،S3 (با استفاده از واکنش زنجیره اي پلیمـراز و بـا اسـتفاده از آغـاز گرهـاي       ،)1381(ارشادي . رقم فقط یک آلل شناسایی شد
S4،S5  ،S9 ،S10، S24،S26  ،S27 ،SF ،Sd ،Se (هاي ناسـازگاري   طراحی شده براي آلل هاي خودناسازگاري سیب، اقدام به بررسی آلل

لـل خـود   رقـم فقـط یـک آ    16رقم هر دو آلل خودناسـازگاري و در   11با استفاده از این روش در  ،کهرقم سیب ایرانی نمود 32در 
 PCR S-RNaseرایج سیب، بـا اسـتفاده از روش    Sآلل  23با استفاده از ) 2006(و همکاران  3کیم       .ناسازگاري را شناسایی کرد
نمودند و نتایج به  )ASPR3+ASPF3(رقم سیب و والدین آنها با استفاده از آغازگرهاي جدید  14در  Sاقدام به شناسایی آلل هاي 
 Hongro' (S1S3), 'Gamhong' (S1S9), 'Saenara' (S1S3), 'Hwahong' (S3S9), Seokwang' (S3S5)' .صورت زیر بدست آمد

 ،'Chukwang' (S3S9)  آنها همچنین ... وS  رقم سیب کره اي را هم به روش  8ژنوتیپPCR و همکـاران   4کنجـی  .شناسایی کردند
نظـر تجـاري و یـا بـراي      واریته سـیب ژاپنـی مهـم از    15در  Sهاي  براي تعیین آلل  PCRبه روش  ها از تکثیر اختصاصی آل) 1997(

). S9, S3, S5, S7, S2(مختلـف سـیب راتعیـین نمایـد      Sآلـل   5با این سیستم توانسـت  . هاي اصلاحی استفاده کردند استفاده در برنامه

                                                           
1 Broothaerts 
2 Haring 
3 Kim 
4 Kengi 
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ه واریت ـ 4را در  Sواریتـه تریپلوئیـد و یـک آلـل      3را در  Sواریتـه دیپلوئیـد و دو آلـل     8را در  Sکنجی و همکاران توانستند دو آلل 
  .شد، داشتند بینی می متفاوت با آنچه در والدین آنها پیش Sهاي  واریته هم آلل 4. تریپلوئید باقیمانده شناسایی کنند

  ها مواد و روش
جمع آوري شد و به آزمایشگاه منتقل و تا شروع آزمایشـات در فریـزر و    1391در بهار سال  سیب رقم گلاب کهنز هاي جوان برگ

بـا کمـی تغییـر انجـام     )  1980(5از روش مـوري تامسـون   با استفاده DNAاستخراج . داري شدند گراد نگه نتیدرجه سا -80در دماي 
ها به وسیله دسـتگاه نـانودراپ غلظـت سـنجی شـدند و در صـورت لـزوم         استخراج شده، نمونه DNAسپس براي تعیین غلظت .  شد

نانو گرم در میکرولیتر رقیق گردیدند، و آماده بـراي پـی    10هایی بار تقطیر شده به غلظت ن 2استخراج تکرار گردید و سپس با آب 
 Master(میکرولیتر از محلول بـافر آمـاده    8میکرولیتر انجام شد، که حاوي  18مراز در حجم  اي پلی واکنش زنجیره. سی آر شدند

Mix( PCR )میکرولیتـر از   5رو بـه عقـب،    میکرومولار از هر کدام از آغازگرهاي رو بـه جلـو و   1/0، )شرکت سینا ژن ایرانDNA 
تکثیر  قرار داده شدند و  PCRها در دستگاه  سپس نمونه. لیتر آب مقطر دوبار تقطیر بود میکرو 3، و )لیتر نانوگرم در میکرو 10(الگو 

DNA محصول  کیتفک يبراها  بر اساس دماي اختصاصی اتصال آغازگرPCR  ر درصـد اسـتفاده شـد، سـپس ژل د     2از ژل آگارز
 تـر یدر ل کروگـرم یم 5به غلظـت   دیماوبر میدیژل توسط ات يزیرنگ آم. الکتروفورز شد قهیدق 70به مدت  85تحت ولتاژ  TBEبافر 

 UVنـور   طیژل داك در شـرا  اهبانـدها در دسـتگ   قه،یدق 10صورت گرفت و پس از شستشو با آب مقطر به مدت  قهیدق 20به مدت 
 ).1 جدول(جفت پرایمر استفاده شد  5طی این ارزیابی از  .عکس برداري شد مشاهده و از آنها

  هاي ناسگاري سیب هاي آلل خصوصیات پرایمر - 1جدول 
Annealing 
temperature 
(c)  

Size of 
PCR 
product 
(bp)  

Sequence 5-3  primer  S-allele 

     
62  734  TGTAAGGCACCGCCATATCATAC 

CAACCTCAACCAATTCAGTCAATGA  
MdS1SpF 
MdS1SpR  

S1  

63  397  AGTAAATCAACCGTGGATGCTCAG 
TTACAATATCTACCTGTTTCCTGGG  

MdS7SpF 
MdS7SpR  

S7  

62  355  ATCGAACTGATCATGTAGGC 
TATCGTGAACCTTGTGGTGG  

DS2 
DA1  

S18  

63  450  AAGAATACAACCATTACGCCTCAGC 
ATTGTTGGTACTAATGCTTATGGCG  

MdS23SpF 
MdS23SpR  

S23  

61  421  ATGGCTCCTGTGCGTCTTCCC 
CGTCATCCGTGTATAGGGCAACT  

MdS24SpF 
MdS24SpR  

S24  

  
  نتایج و بحث

بـا توجـه بـه مطالعـات      .باندي تشکیل ندادندآغازگر دیگر هیج  4در سیب رقم گلاب کهنز شناسایی شد ولی   S1با این روش  آلل 
، S1(سـیب رقـم گـلاب کهنـز      ل ناسازگاريهر دو آلاز طریق بررسی ایزو آنزیم ریبونوکلناز ها ) 1381(انجام شده توسط ارشادي 

S3a (   گلاب اصفهانو )S9a،3a S( هـا    ولی آلل دوم سیب گلاب کهنز قابل شناسـایی از طریـق تکثیـر اختصاصـی آلـل     .شناسایی شد
ردنـد  معرفـی ک )اS24 ،S18( هاي سیب گلاب اصـفهان  به وسیله واکننش زنجیره اي پلیمراز آلل) 1390(نصر آبادي و همکاران  .نبود

                                                           
5 Murray and Thompson 
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در نتیجـه ایـن آزمـایش    . باشـد  S18 یا S24 دهد که ممکن است که آلل ناشناخته گلاب کهنز که با توجه به نتایج ارشادي نشان می
اي پلیمـراز   ها به روش واکـنش زنجیـره   با استفاده از تکثیر اختصاصی آلل گرچه. براي پیدا کردن آلل دوم سیب گلاب طراحی شد

  .باشد شد ولی  این یک روش سریع و موثر براي تعیین ژنوتیپ ناسازگاري در ارقام سیب میآلل خود ناسازگاري مشخص ن
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Investigation Self-incompatibility S-alleles in appler Golab Kohanz cultivars using allele-specific 
amplification using polymerase chain reaction 
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Abstract  
Gametophytic self-incompatibility is a normal mechanism in apple and other fruit trees Rosacea 
family there and is controlled by a single locus with multiple alleles form. In this study, the allele 
specific primers (S1, S7, S18, S23, and S24) were selected according to previous studies, the 
incompatibility alleles Golab Kohanz apple be found . With this method, S1 allele was detected in 
cultivars Golab kohans apple 4 starter, but no other bands were formed. However, by using allele-
specific amplification of self-incompatibility alleles were detected by polymerase chain reaction, but 
this is a quick and effective way to determine the genotype of apple cultivars are incompatible. 
Key word: Golab kohanz, Polymerase Chain Reaction, Self-incompatibility 
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