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  )F-box(باكس-شناسائي آللهاي ناسازگاري در زردآلو بر مبناي پروتئينهاي اف
 

  )3( انساوينيسيلويرو س ،)2( لوكا دنديني ،)1( قره شيخ بيات، رحيم
 كرج-قات اصلاح و تهيه نهال و بذرمحقق و عضو هيئت علمي بخش تحقيقات باغباني موسسه تحقي -1

  .استاد تمام گروه باغباني دانشكده كشاورزي دانشگاه بولونيا، ايتاليا -3محقق و  -2 
از ايـن روشـها انجـام آزمايشـهاي      يكي. روشهاي متعددي براي شناسائي آللهاي خودناسازگاري در درختان ميوه وجود دارند

هر كدام از ارقام و كـاربرد آغازگرهـاي عمـومي و     DNAواكنشهاي زنجيره اي پليمراز است كه طي آن مي توان با استفاده از
كرده و با الكتروفـورز محصـولات   ) S-locus(سازگاري )نا(اختصاصي اقدام به انتخاب قطعاتي از جايگاه ژني مرتبط با خود

را شناسائي كرد و به اين ترتيب ژنوتيپ ارقام درختـان مـورد نظـر     Sده و مراجعه به الگوهاي منتشر شده، آللهاي به دست آم
مسئول شناسائي ( S-Rnaseبا توجه به اينكه دو ژن كاملا پيوسته در جايگاه ژني ياد شده يكي به نام . مشخص خواهد گرديد

در كنترل اين صفت نقش دارند، امكان استفاده از هر كدام از ايـن دو در   )مسئول شناسائي دانه گرده( SFBو ديگري ) مادگي
S-genotyping با اينحال به نظر مي رسد آللهاي ژن . درختان ميوه وجود داردSFB     داراي پلي مورفيسـم كـافي در انـدازه

 Singleتكنيـك  . ر اسـت آرنيستند و به اين ترتيب امكان تفكيك آنها به كمك الكتروفـورز رايـج دشـوا   .سي.محصولات پي
Strand Conformation Polymorphism(SSCP)      با توجه با اينكه باعث تفكيك باندها بـر اسـاس تفـاوت سـرعت

حركت آنها در ژل متناسب با توالي نوكلئوتيدي آنها مي گرد اين مزيت را دارد كه چند شكلي موجود را براي انتخاب قطعات 
-Sدر تحقيـق حاضـر كـه بـه منظـور      . آن آزمايشـهاي تـوالي يـابي فـراهم مـي كنـد       مناسب براي انجام كلونينگ ومتعاقـب 

genotyping   رقم زردآلو انجام شد، كارآئي تكنيك ياد شده براي اولين بار در اين موضوع تجربه شده است 22تعداد. 
S-locus ،SFB زردآلو، خودناسازگاري، : كلمات كليدي  

  :مقدمه
تمامي اين گونه ها ديپلوئيد . تعلق دارد و شامل شش گونه است .Prunus Lجنس  و Rosaceaeزردآلو به خانواده 

 ,.Janick et al(و تمامي آنهائي كه تا بحال مورد مطالعه قرار گرفته اند سازگاري درون گونه اي دارند) 2n=16, x=8(بوده

واريته هاي زردآلوي معمولي همانند ساير  با اينحال به نظر مي رسد برنامه هاي بهنژادي در تعداد قابل توجهي از). 1996
اكثر ارقام . ، به غير از هلو كه اساسا خودسازگار است، تحت كنترل سيستم خودناسازگاري استPrunusگونه هاي جنس 

ه اين سيستم از انجام تلاقي موفق بين ارقامي كه داراي آللهاي مشاب. رايج در كشت و كار زردآلوي ايراني خودناسازگار هستند
به اين ترتيب با وجود ارقام با ژنوتيپ يكسان در باغ انتظار تلقيح . هستند جلوگيري مي كند) S-locus(در جايگاه ژني اس

لذا قبل از احداث باغهاي زردآلو همانند ساير اعضاي . گل ها نمي رود و بنابر اين ميزان تشكيل ميوه به شدت كاهش مي يابد
امروزه روشهاي ملكولي قابل كاربرد . عيت سازگاري ارقام با يكديگر ضروري استداشتن اطلاعات از وض Prunusجنس 

در حال حاضر تعيين . در اين زمينه به راحتي در دسترس مي باشند و بسيار دقيق و سريع پاسخ هاي لازم را ارائه مي دهند
  SFBو نيز ژن  S-RNaseبناي ژن ژنوتيپ ارقام مي تواند به وسيله آناليز محصولات واكنش زنجيره اي پليمراز بر م

تركيب ايندو روش مي تواند منجر به نتايج مطمئن . صورت پذيرد و سپس با انجام توالي يابي قطعات تكثيري كامل گردد
از آنجا كه . براي تشخيص گوناگوني آللها كاربرد تكنيك هاي مناسب تفكيك باندها بر روي ژل ضروري است. تري گردد

-ژنوتايپينگ ارقام زردآلو براي پروتئينهاي اف-مبناي چندشكلي اندازه قطعات تكثيري در حين انجام استفكيك باندها بر 
 SSCP(Single Strand Conformation باكس نتاج مشكوكي را ارائه مي دهد، در اين تحقيق سعي شد از تكنيك

Polymorphism) ر براي انجام كلونينگ و توالي يابي كاربرد اين تكنيك باعث شد تا قطعات مورد نظ. استفاده شود
در تعريف اين . انتخاب شوند و اين در حالي بود كه با روش معمول الكتروفورز بر روي ژل آگار تفكيك باندها ممكن نبود

تكنيك مي توان گفت كه بعد از دناتوره شدن ملكول دو رشته اي دي ان ا، فرم تك رشته اي بر اساس تركيب نوكلئوتيدها 
ژه اي به خود مي گيرند و به اين ترتيب هر ملكول تك رشته اي با ملكول ديگر با همان تعداد نوكلئوتيد وقتي در شكل وي

محيط الكتروفورز قرار مي گيرند با سرعتهاي متفاوت به طرف قطب مخالف حركت مي كنند و اين مبناي استفاده از اين 
ترتيب اين تكنيك قادر خواهد بود تفاوت هاي تك نوكلئوتيدي را در به اين . تكنيك در جداسازي ملكولهاي هم اندازه است
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در واقع اولين مورد استفاده از اين تكنيك براي تشخيص سريع موتاسيون ها . جريان جهش هاي ژني تشخيص دهد

است و قادر اين تكنيك به طور گسترده اي در  شاخه ژنتيك انساني مورد استفاده قرار گرفته ). Orita et al., 1989(بود
و آناليزهاي مبتني بر آن بسيار حساس، ارزان و سريع ) Hayashi, 1992(بود تا جهش هاي نقطه اي را تشخيص دهد

از آنجا كه بنابر گزارشهاي تحقيقاتي ). Sekiya, 1993; Slabaugh et al., 1997(تفاوتهاي توالي ها را نشان مي داد
مي باشد، لذا در تحقيق اصلي به  SFBمي رسد جهش روي داده در ژن  موجود منشاء خودسازگاري در زردآلو به نظر

  .توانائي اين تكنيك در تشخيص اين موضوع نيز پرداخته شده است
  :مواد و روش ها

، بورا، كورنيا، كيوتو، ليلي BO92639095, BO93622312قيسي، نادري، آلترا، بيست و دو رقم زردآلو به نا مهاي 
را، پييو، پييو تارديوا، پينك كوت، پورتيچي، رئال دي ايمولا، روبادا، سن كاسترز، تارديف دي كوت، مايا، نينفا، پت

از منشاءهاي مختلف مورد استفاده قرار گرفتند تا وضعيت آنها از نظر تركيب آللهاي ناسازگاري به ،  3- والنچه و ياماگاتا
از برگهاي جوان استخراج شد و به وسيله دستگاه CTAB  ا ژنومي مطابق پروتكل. ان. دي. درستي مورد آزمون قرار گيرد

  :واكنش هاي زنجيره اي پليمراز با استفاده از آغازگرهاي زير به عمل آمد. اسپكتروفتومتر مورد سنجش كيفيت قرار گرفت
SFBc-F(5'-TCGACATCCTAGTAAGACTACCTGC-3'), [Vilanova,2006] 

SFBc-R(5‘-ATTTCTTCACTGCCTGAATCG-3'), [Vilanova, 2006] 

SFB-1R(5‘-TAAACCTCAACCGCCAAGAC-3'), [Romero 2004] 

SFB-5F(5‘-TAGGACCCCTCCAATGAGC-3'), [Romero 2004] 

SFB-6F(5'-TGGGTTCTGCAAGAGAAACG-3'), [Romero 2004]   
:  چرخه شامل 30ت سازي ابتدائي و به دنبال آن درجه سانتيگراد براي واسرش 94دقيقه در دماي  2: برنامه واكنش به صورت

ثانيه براي اتصال و در  90درجه به مدت  72درجه  به مدت يك دقيقه ، دماي  55ثانيه، دماي  30درجه به مدت  94دماي 
پلي % 14معادل ژل  MDEژل . درجه سانتيگراد تنظيم گرديد 72دقيقه دماي  10پايان براي ساخت نهائي زنجيره به مدت 

براي الكتروفورز داخل چاهك ها تزريق شد و با جريان ثابت . آر. سي. ميكروليتر از محصولات پي 4. اكريل آميد آماده گرديد
ژل با محلول نقره رنگ آميزي شد و نوارها به وضوح .  ساعت الكتروفورز در دماي ثابت اطاق انجام شد 15وات به مدت  2

محصولات انتخابي طي .نوار قابل تفكيك جهت كلونينگ مورد انتخاب قرار گرفتند 34به اين ترتيب تعداد . قابل رويت شدند
آر جهت .سي.پي- آزمايش كلوني. ، منتقل شده و كلوني آنها تهيه گرديدpGEM-T(Promega)واكنش ليگاز درون ناقل 

ها پس از آماده سازي جهت  پلاسميدي استخراج گرديد و نمونه .ا.ان.دي. حصول اطمينان از موفقيت كلونينگ به عمل آمد
تجزيه و تحليل توالي هاي به دست آمده به كمك نرم افزارهاي برخط زير انجام . توالي يابي به آزمايشگاه ارسال گرديدند

  :شد
FASTA, Homology Analysis: http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.html,  
CLUSTALW WWW System: http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-e.html,  
Sequence Alignment: http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html,  
Chromas LITE version 2.01: www.technelysium.com.au  
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:نتايج و بحث  

آزمايشي كه بر روي ارقام زردآلوي مورد استفاده در اين تحقيق به عمل آمد نشان داد كه آغازگر رايج اشاره شده در منابع 
اين ). 1شكل (قادر به نشان دادن چندشكلي موجود بين آللهاي اين ژن نيست SFB براي تكثير قطعات مربوط به ژن 

قادر است تا اين محدوديت را از   SSCPقطعات تكثيري است و نشان داده شد كه تكنيك محدوديت ناشي از اندازه مشابه 
همانگونه كه قبلا نيز اشاره شد مبناي اين تفكيك تفاوت در توالي نوكلئوتيدهاي قطعات تكثيري بود و ). 2شكل(ميان بردارد

ترتيب به كمك اين تكنيك مي توان به رفع چنين  به اين. يكساني اندازه آنها ديده مي شود 1نه در اندازه آنها كه در شكل
بر اساس ميزان تشابه . البته در هر صورت نياز به انجام آناليزهاي توالي اسيدنوكلئيكي وجود دارد. محدوديت هائي اميدوار بود

ده است ، اقدام به منتشر شEMBL و يا عدم تشابه توالي هاي به دست آمده با آنچه قبلا در بانك داده هاي بين المللي نظير 
  ). 3شكل (تهيه  ارقام مورد مطالعه در اين تحقيقي گرديد

        
  
  
  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ــرورو(1شــكل  ــر روي ژل    -)ب ــده  ب ــاهر ش ــدازه ظ ــم ان ــدهاي ه بان
آگارنشاندهنده محدوديت در امكـان تفكيـك قطعـات تكثيـر شـده بـا       

  .روشهاي متداول
قطعـات   بازهـاي  چند شكلي ناشي از تفاوت در تـوالي   -)بالا( 2شكل

  .تكثير شده عليرغم اندازه يكسان قطعات
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. حاصل شده است neighbour-joiningز روش زردآلوكه با استفاده ا SFBبندي فيلوژنتيك آللهاي  گروه - 3شكل 
  .نمونه هائي كه با ستاره مشخص شده اند احتمال دارد آللهاي جديد باشند كه نياز به بررسي بيشتر دارد
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Abstract: 
S-genotyping in self-incompatible fruit tree species is essential to plan crossing programs and 
design orchards. There are several approaches to determine the alleles contributed to control 
this trait. Molecular approaches are the best methods to determine the exact S-allele 
combination of varieties either by identifying S-RNase (the female determinant) or SFB (the 
male determinant). In apricot, PCR amplification of SFB often produces DNA fragments 
similar in length therefore it is very difficult to identify polymorphisms on agar gels. To 
overcome this bottleneck the SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) technique 
was applied to discriminate the allelic variants of this gene and to select the different related 
fragments which led to clone and sequence them. Combining the use of PCR and single-
strand conformation polymorphisms (SSCP), S-genotyping of 22 apricot cultivars were done 
and the efficiency of this technique was approved.  


