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Abstract 

Objective 

Plant diseases can be a limiting factor in planting in an area. One of the new methods of 

producing disease resistant plants is the use of molecular markers. Molecular markers are 

able to detect and analyze important genes of resistance. Therefore, due to the severity of 

fire blight, the apple tree germplasm evaluation is necessary, so this research was carried 

out with the aim of determining resistance genes in some apple genotypes in Isfahan 

province using SCAR and SSR markers.  

 

Materials and methods 

Fresh and young leaves of 70 samples of apple trees in Isfahan were collected in early 

April and DNA was extracted by CTAB method. Then polymerase chain reaction was 

performed and DNA fragment was detected and DNAs lengths were measured.  

 

Results 

Results indicated that in all populations, none of the primers have a rare band or a typical 

band replication in 25 or less than 25% population, and 50 or less than 50% population. 

Semirom- Hana population had the greatest genetic diversity (Nei diversity index, 

Shannon, effective and different number of alleles) which shows greater genetic diversity 
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in this population rather than other populations.Molecular analysis indicated that diversity 

among populations is not statistically significant and 92% of the diversity is related to 

diversity within the populations. The longest distance was between Semirom-Hana and 

Semirom-Padena populations, and in this disease, the distance between the farthest and 

closest populations is too low and this result was confirmed by analysis of molecular 

variance. 

 

Conclusion 

The six primers, which were used in this study, have been well produced and display the 

distinctions in population. Moreover, results indicate that inter-population diversity was 

very low but by the cross of the farthest and closest populations, then the cross of progeny  

can pyramidize the target genes and produce a stronger and more diverse recombination. 

Keywords: DNA extraction, fire blight, molecule markers, PCR, resistant gene. 
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 اصفهان استان (Malus domestica) سیب درختان آتشک بیماری به مقاوم های ژن ردیابی

 SSR و SCAR نشانگرهای از استفاده با
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 چکیده 

 ولیدت های جدید دریوهتوانند عامل محدود کننده کاشت یک گیاه در یک منطقه باشند. یکی از شهای گیاهی میبیماری هدف:

های مهم کشف و آنالیز ژن قادر به ی مولکولینشانگرهاباشد. نشانگرهای مولکولی میاستفاده از  ها،بیماری مقاوم به گیاهان

دار ی دانهمیوه های خطرناک درختانکه از بیماری آتشک بیماری به شدت خسارت و تنوع ژنتیکیمقاومت هستند. لذا با توجه 

ستفاده ایماری با قاومت به بهای مردیابی ژن باشد. از این رو پژوهشی با هدفسیب ضروری میپلاسـم درخت ارزیـابی ژرماست، 

 های سیب استان اصفهان انجام شد.در برخی ژنوتیپ SSRو  SCARنشانگر  6از 

به روش  DNAو  بردارینمونهماه نمونه سیب استان اصفهان، در اوایل اردیبهشت 70جوان هایاز برگ ها:مواد و روش

CTAB  .جفت آغازگر انجام شد. 6طعات ژنومیتکثیر قجهت واکنش زنجیره ای پلیمراز استخراج گردید  

یا کمتر از  50و  درصد جمعیت 25ز ایا کمتر  25معمولی تکثیر شده در  ها، آغازگرها باند نادر ودر جمعیت نتایج نشان داد نتایج:

ثر و ود آلل مون، تعداهای تنوع ژنتیکی نی، شانحنا بیشترین مقدار شاخص -جمعیت سمیرم .تکثیر نکردند درصد جمعیت 50

کولی نشان اریانس مولها است. تجزیه واین جمعیت نسبت به سایر جمعیتبیشتر در متفاوت را داشت که نشان دهنده تنوع ژنتیکی 

ه ژنتیکی بین صلبیشترین فا ها بود.تنوع مربوط به درون جمعیت %92باشد و دار نمیداد تنوع بین جمعیتی از لحاظ آماری معنی

سیله تجزیه تیجه به ون این هها کم بود کفاصله بین دورترین و نزدیکترین جمعیت پادنا بود و -و سمیرمحنا -های سمیرمجمعیت

 واریانس مولکولی نیز تایید گشت. 
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 اند. نتخاب شدهه درستی انشانگرها ب لذا آغازگر به خوبی تکثیر شده و تمایز بین جمعیت ها را نشان دادند 6 گیری:نتیجه

اج بدست آمده، و سپس تلاقی نت تبا تلاقی دورترین و نزدیکترین جمعیاما  بودتنوع بین جمعیتی بسیار کم  از نتایج حاکیهمچنین 

 بهره جست.تر تر و متنوعقویهای مورد نظر و تولید نوترکیبی توان جهت هرمی شدن ژنمی

 DNA ،PCR، استخراج مولکولی نشانگر ت،، مقاومسیب آتشک کلمات کلیدی:

 

 قدمهم

ها پاتوژن جهشهای محیطی و در طولانی مدت با محرک کهب مهمترین میوه معتدله و یک محصول چند ساله است سی

های مهم و ، یکی از بیماری(Ervinia amylovora) آتشک .(Dolati Baneh and Majdi, 2009) استمواجه شده 

 برخی در اگر حتی بیماری اینجهان و نیز ایران است.  در سیب باکتریایی بیماری مهمترین ودار انهی ددرختان میوهخطرناک 

 مانند مستقیم خسارت بر علاوه بیماری این. کندمی تحمیل درختان به را سنگینی خسارات باشد، داشته هم کمی انتشار مناطق،

 بعد سال در که یهایجوانه کاهش و آلوده هایبرگ هنگام زود ریزش مثل مستقیم غیر بصورت ها،میوه کیفیت و کمیت کاهش

 سایر و به گلابی، به سیب بر علاوه آتشک بیماری. کندمی وارد خسارت هم درخت کل مرگ و شدن خشک حتی و شودمی تولید

 برنامه است لازم بیماری، این توسط سیب باغات به شده وارد خسارات به توجه با. زندمی خسارت و کرده حمله نیز داردانه هایمیوه

 بیماری این کنترل. (Dolati Baneh and Majdi, 2009) درآید اجرا به آن انتشار مناطق در بیماری مهار برای دقیقیپایشی 

 هایواریته البته و بوده بیوکنترل عوامل و رشد هایکننده تنظیم و بیوتیکیآنتی عوامل کنی، ریشه آلودگی، از جلوگیری توسط

های مولکولی روش (.McManus et al. 2002) دنباشمی بیماری این مدیریت در هاراه ترینهزینه و از کم اساسی کلید مقاوم

 یک DNAلکولی وم نشانگرهایدر واقع  (.Agrios 2010باشند )میها با مقاومت پایدار به بیماری لید ارقامتوهای راهکاریکی از 

 هستند. تفرق حال در هایجمعیت در مشخص هایژن با هاییژنوتیپ انتخاب های مقاومت و کمک بهردیابی ژن برای مفید ابزار

هزینه برای ارزیابی روابط ، سریع، قابل اعتماد و کمPCRباشد. این نشانگر یک روش مبتنی بر می SSRیکی از این نشانگرها 

اطلاعات قبلی در مورد مکانی بودن، چندشکلی نسبتاً بالا و عدم نیاز به هایی از قبیل چندخویشاوندی گیاهان است و دارای ویژگی

توالی ژنومی جهت طراحی آغازگر است و در موجودات مختلف، از جمله گاو، گوسفند، بز و زنبور عسل برای تعیین تنوع ژنتیکی 

 Askari et al., 2010; Ghasemi et al., 2010; Askari et al., 2011; Zamani etمورد استفاده قرار گرفته است )

al., 2011; Zamani et al., 2015; Bahador et al., 2016; Mohammadabadi et al., 2017 از دیگر .)

این نشانگر به دلیل افزایش اختصاصی بودن عموماً یک باند فوق العاده تکرار  باشد.می SCARنشانگرهای مورد استفاده نشانگر 

توسط  تنها یک جایگاه ژنیها آنیط سختی در به علت افزایش شرا این است که SCARپذیر را ایجاد می کند. مزیت نشانگرهای 

بیشتر  RAPDها نیز نسبت به نشانگرهای تر بودن آغازگرها، تکرارپذیری آنشود. از طرف دیگر به دلیل طویلشناسایی می هاآن
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ی گیرها از دورگبرای آشکار کردن قطعهو به صورت همبارز است  SCARاست. همچنین نحوه توارث پذیری نشانگرهای 

 ژن توانمی های مقاومتژن با پیوسته نشانگرهای به مربوط آغازگرهای کمک با .(Naghavi et al. 2005)شوداستفاده می

 . (Kumar and Gupta 2008)تعیین نمود  را بررسی مورد ژنوتیپ مقاومت یا حساسیت و کرده تکثیر را هدف

ها تاکنون در نشانگر . از ایناندکاربرد زیادی داشتهسیب  های مولکولی در مطالعات بر روینشانگرهای اخیر در سال

 Kenis and Keulemans 2004; Haley and Knottای، تعیین قرابت ژنتیکی و ترسیم نقشه ژنتیکی )مطالعات شجره

1992; Conner et al. 1998های مقاوم به آفات و بیماری ها )(، تهیه ژنDurel et al .2003; Patocchi et al. 2005; 

Calenge et al. 2004; Evans and James 2003ها های مقاوم به بیماریهای ژن( جداسازی و تعیین توالی آنالوگ

(Calenge et al. 2005( و شناسایی ارقام سیب )Hokanson et al. 1997; Gianfranceschi et al. 1998; 

Liebhard et al. 2003 )در پژوهشی شده است. استفادهOmidvar  et al. (2006)  با استفاده از نشانگر مولکولیRAPD 

 Maleki Balajoo et al. (2011)همچنین  .کردندبررسی  را Ervinia amylovoraباکتری های استرینتنوع ژنتیکی 

 به منظور مشخص .را مورد مطالعه قرار دادند E. amylovoraبه های کلکسیون سیب بومی ایران واکنش تعدادی از ژنوتیپ

مرتبط با بیماری باکتریایی آتشک در هلو و سیب، تحقیقات گوناگونی صورت گرفته  (QTLs)های ژنی صفات کمی ننمودن مکا

رقم سیب فیستا در موقعیت ژنتیکی مشابه در دو پیش زمینه به متصل  7های اصلی روی گروه QTL یکدر تحقیقی است. 

. اگر چه دباشنمی Prima(P) × Fiesta(F)و   Fiesta(F) × Discovery(D)ژنتیکی متفاوت مشخص شده است که شامل 

مناسب  (MAS)قرار داشتند ولی به عنوان نشانگر انتخابی  RAPDو  AFLPنشانگرهای ، QTLدر طرفین این نشانگرهای 

دو ع نشانگرها دارد. بستگی به مقاومت و نو MASثبات در پیش زمینه های ژنتیکی گوناگون، کارایی و قابلیت استفاده از نبودند. 

ویژه برای این منطقه تبدیل  SSRو یک نشانگر  SCARطبقه بندی شدند که به یک نشانگر  QTLبرای  RAPDنشانگر 

برای ردیابی ، Przybylkowicz et al. (2009) که توسطدر مطالعه دیگری  .(Khan et al. 2006 and 2007)شدند 

 Fahrentrappهمچنین  .داده شدبرای این منطقه نشان  CH-F7-FB1نشانگر  های مقاومت به بیماری آتشک انجام شد،ژن

et al.  (2012) نشانگر نزدیکترین در مطالعه برای شناسایی ژن منتخب مقاوم به بیماری آتشکSSR  برای اینQTL  را معرفی

های ژنتیکی متفاوت زمینهپیش پایدار در نظر گرفت زیرا در QTLتوان بعنوان یک فیستا را می LG7بر روی   QTL کردند.

 Khan et al. 2006گردد )مشاهده می Erwinia amylovoraباکتری سویه متفاوت  20مشخص گردیده و پس از تلقیح با 

and 2007.) 

از فیستا و یک مورد روی لینکاژ  3نیز مشخص شده است که یک مورد روی لینکاژ گروه  کوچک اثر QTLمورد از  چهار 

)به ترتیب( مشخص گردیده است. همچنین یک مورد برای هرکدام از لینکاژ  P × Fو  F × Dریما با استفاده از تلاقی از پ 3گروه 

. در هر دو مجموعه از والدین، موقعیت حداکثر حاصل شده است F × Dدیسکاوری در یک تلاقی  13و لینکاژ گروه  12گروه 

ترین نشانگر توالی تکراری ساده بوده است. نزدیک RAPD ،GE80-19-0550نزدیک به نشانگر  F7روی  QTLاحتمال 
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(SSR)  بهGE80-19-0550 ،CH04e05  25می باشد که cM  از نشانگرRAPD  در تلاقیP × F  31وcM  از نشانگر

RAPD  در تلاقیF × D  است(Khan et al. 2006 and 2007). زمینه در گرفته صورت گسترده تحقیقات رغمعلی 

در  آتشک بیماری به مقاومت هایژن ردیابی مبنی بر تلاش چندانی هنوز مختلف، محققین توسط مقاومت هایژن شناسایی

 این انجام از هدفرو از ایناست.  نگرفته صورت ها و تولید گیاهان مقاوم به این بیماریبه منظور اصلاح پایههای سیب پایه

آمیز های موفقیتو تلاقیبرای اصلاحات ژنی بتوان های مقاومت تجمع ژن بهبا توجه یافتن ارقام و جمعیت هایی بود که  تحقیق،

 .ها بهره جستبیماری از آن مقاوم به اینجدید های پایهتولید و  معرفیمقاومت پایدار و  ایجاد به منظور

 

 هاواد و روشم

، ویفرانسلدن لدن دلیشز، گدلیشز، گ مالینگ پاکوتاه، مالینگ رد، مالینگ گلدن، رد) رقم کشت شده12نمونه از  70تعداد

های بخششامل میرم سبخش شهرستان  6در باغات  ، سیب سلطانی، سیب زرد مرداد، سیب گلاب، سیب سبز، سیب پائیز(4سیب 

 دهاقانهای رستانو شه (Se-pa) و پادنا (Se-bi) ، بیده(Se-me) ، مهرگرد(Se-h) ، حنا(Se-ha) آباد، حاجی(Se)مرکزی 

(De) ،شهرضا (Sh)اصفهان ، (Es) شهرو خمینی (Kh) هاآن از که مناطقی. ن برای انجام آزمایش انتخاب شدنداستان اصفها 

. شدند انتخاب تحقیقات انجام اصفهان برای استان در سیب کشت زیر سطح بیشترین داشتن دلیل به آمد عمل به برداری نمونه

دقیقه عرض جغرافیایی خط  27درجه و  34دقیقه تا  43درجه و  30مربع، بین  کیلومتر 107044مساحتی حدود استان اصفهان با 

و هوای  . این استان دارای آبدالنهار گرینویچ قرار دارز نصفدقیقه طول شرقی ا 31درجه و  55دقیقه تا  36درجه و  49استوا و 

 (. فهاناستان اص شناسیسایت هوا) ن تر استنیمه خشک بوده و میزان بارندگی در این استان از میانگین جهانی بسیار پایی

آتشک سیب  بیماری های مقاوم بههای تازه و جوان این ارقام به منظور شناسایی ژنروردین و اوایل اردیبهشت برگدر اواخر ف

ازت  استفاده از ی برگی باهانمونهآوری و به آزمایشگاه علمی تحقیقاتی دانشکده کشاورزی دانشگاه آزاد شیراز منتقل شدند. جمع

 و در ه( استخراج گردیدMurray and Thompson 1980تغییر یافته ) CTABبه روش ها موجود در آن DNAمایع پودر و 

 جفت آغازگر 6توسط تکثیر قطعات ژنومی  پس از آن.شدند نگهداری درجه سانتیگراد -20فریزر  در شده آماده هایDNAآخر، 

 CHO3E03 (Fahrentrapp et al. 2012)، CHO3G12 شامل( 1)جدول  آلمان کشور Metabionاز شرکت تهیه شده 

(Przybylkowicz et al. 2009) ،AE10، GE-8019 ،CH-F7-Fb1 وCH-SD1 (Khan et al. 2007)  استفاده باو 

که از  buffer PCRو  mix dNTP ،polymerase Tag DNA ،2Mgclشامل  PCRژنومی، مواد  DNAمیکرولیتر  2 از

، شرکت Q Server -Auto)مدل )PCR ( 1دستگاه ترمال سایکلر در استریل و آب دوبار تقطیر ندت سیناژن تهیه گردیدشرک

                                                           
1. polymerase chain reaction (Termal cyclre) 
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Quanta Biotech )آغازگر، واکنش  هر برای مناسب دمای تنظیم جهت انجام شد. کشور انگلستانPCR  با دماهای مختلفی

 .است شده آورده 2دول ج در آغازگر هر برای مناسب و نهایی برنامه .انجام شد

 

 حاضر در تحقیق استفاده مورد آغازگرهای توالی .1 جدول

Table 1.The Primer sequences used in this research 

 آغازگر

Primer 

 نوع نشانگر

Marker type 

 (bp) اندازه قطعات

Amplicon size 

 توالی آغازگر

Primer sequence 

AE10 SCAR 375 
F: CTGAAGCGCACGTTCTCC 

R: 

CTGAAGCGCATCATTTCTGATAG 

GE-8019 SCAR 397 
F: TTGAGACCGATTTTCGTGTG 

R: TCTCTCCCAGAGCTTCATTGT 

CH-F7-Fb1 SSR 174-210 
F: AGCCAGATCACATGTTTTCATC 

R: ACAACGGCCACCAGTTTATC 

CH-Sd1 SSR 242 
F: TGCGTATCCAACTCATTCTCC 

R: 

GCCATAAAGGAGGTCGAATTTAC 

CH03e03 SSR 186 
F: AAAACCCACAAATAGCGCC 

R: GCACATTCTGCCTTATCTTGG 

CH03g12z SSR 220 

F: CAAGGATGCGCATGTATTTG 

R: GCGCTGAAAAAGGTCAGTTT 
R: 

GGAAAGAAAGACCAAAATAAACG 

 

محصولات  مدنظر، DNAقطعه  تکثیر از اطمینان و پلیمراز هایزنجیره واکنش بررسی جهت: الکتروفورز ژل آگارز

 Power Pac)دستگاه الکتروفورز مدل  2دقیقه الکتروفورز  45و به مدت  95بارگذاری و با ولتاژ  درصد 2 آگارز ژل روی واکنش

Basic شرکت ،rad -Bio  مدل  3دستگاه تصویربرداری از ژل از استفاده باکشور انگلستان( انجام و(.XD08DOC.CF  ،

 شد. داده تشخیص شده تکثیر DNAو طول قطعه  ژل عکسبرداری از و مشاهده کشور آمریکا( باندها UV1 TECHشرکت 

                                                           
2 . Electrophoresis 
3. Gel documentation (Gene Flash, Syngene Bio Imaging)  
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فر و افزار اکسل به صورت صتکثیر شده، حضور ژن مورد نظر و یا عدم حضور ژن در نرم DNAپس از تعیین طول قطعه 

 NTSYS-PC(2.02)  (Rohlf,1998)، PopGene(1.32) (Yah etافزارهای تخصصییک امتیازدهی و با استفاده از نرم

al., 1999) ، GenAlex(6.501) (Peakall and Smouse, 2012)  وMega4(4.02) (Tamura et al., 2007) 

 ترسیم شدند.  Excel 2007 افزارآنالیز شد. نمودارهای مورد نیاز با استفاده از نرم

 

 آغازگرهای بیماری آتشکبا استفاده از سیکل گرمایی استفاده شده در واکنش زنجیره ای پلیمراز  .2جدول 

Table 2. The Termal cyclre used in polymerase chain reaction using fire blight primers  

 آغازگر

Primer 

واسرشت سازی 

  اولیه

Primary 

separation  

اسرشت و

 سازی

Separation 

 اتصال

Bond 
 بسط

Expansion 

 بسط نهایی

Ultimate 

expansion 

 تعداد چرخه

Cycle 

number 

CHO3E03 
94 ºC 

(5 min) 
94 ºC 

(30 sec) 
58 - 53ºC 
(45 sec) 

72 ºC 
(1:40 min) 

72 ºC 
(15 min) 

35 سیکل   

CHO3G12Z 
95 ºC 

(5 min) 
96 ºC 

(30 sec) 
60 ºC 

(90 sec) 
72 ºC 

(2 min) 
72 ºC 

(5 min) 
35 سیکل   

AE10 95 ºC 
(5 min) 

96 ºC 
(45 sec) 

60 ºC 
(60 sec) 

72 ºC 
(2 min) 

72 ºC 
(5 min) 

35 سیکل   

GE-8019 
95 ºC 

(5 min) 
96 ºC 

(45 sec) 
60 ºC 

(60 sec) 
72 ºC 

(2 min) 
72 ºC 

(5 min) 
35 سیکل   

CH-F7-FB1 95 ºC 
(5 min) 

96 ºC 
(45 sec) 

58 ºC 
(60 sec) 

72 ºC 
(2 min) 

72 ºC 
(5 min) 

 
35 سیکل   

 

CH-SD1 95 ºC 
(5 min) 

96 ºC 
(45 sec) 

63 ºC 
(60 sec) 

72 ºC 
(2 min) 

72 ºC 
(5 min) 

35 سیکل   

 

 نتایج و بحث

که بیشترین تعداد  ندجفت باز بود 397تا  174قطعه و در محدوده  278آغازگر برابر  6تعداد کل نوارهای تکثیر شده توسط 

بود. متوسط  GE-8019قطعه( متعلق به آغازگر  35و کمترین تعداد ) CH-F7-FB1قطعه( مربوط به آغازگر  64ار تکثیر شده )نو

تکثیر شده و به خوبی  دشش آغازگر استفاده شده توانست قطعه بود. 33/46تعداد قطعه تولیدی با اندازه مختلف توسط هر آغازگر، 

باند معمولی و  درصد جمعیت 25یا کمتر از  25باند معمولی تکثیر شده در و باند نادر،  ا نشان دهندها رها و نمونهتمایز بین جمعیت

تعداد مکان ژنی تکثیر شده و  . همچنینمشاهده نگردیدها در هیچکدام از جمعیت درصد جمعیت 50یا کمتر از  50تکثیر شده در 

 مکان ژنی بود 6مکان تکثیری(  5ها به جز جمعیت خمینی شهر )م جمعیتدر تما %5فراوانی بالاتر از تعداد باندهای تکثیری با 
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و  ها باشدآنتاییدی بر اختصاصی بودن آغازگرهای متصل به ژن و عدم تکثیر غیر اختصاصی تواند میاین نتیجه  .(1)شکل 

 کمک بامقاومت ارقام امکان تکثیر ژن هدف و تعیین حساسیت یا ند کرد گزارشKumar and Gupta (2008 ) همانطور که

 بطور کامل وجود دارد.های مقاومت ژن با پیوسته نشانگرهای

0.000

0.200

0.400

0.600

0

2

4

6

8

Se-h Sh Se-ha Se Es Kh De Se-me Se-pa Se-bi

 
   

  
  

  
  

   
  

        

                           

                  

                                  5%

                 

                         25         25          

                         50         50          

 

 اسکوئر مشاهده شده در مقابل تصادفییزان واریانس تایید شده درون جمعیتی بر اساس کای. م1شکل 

Figure 1. Inter-population validated variance based on chi-square observed compared to 

random order  

 

، شاخص شانون، تعداد آلل های تنوع ژنتیکی نیدارای بیشترین مقدار شاخصحنا  -سمیرمنتایج نشان داد که جمعیت 

جمعیت همچنین ها است. این جمعیت نسبت به سایر جمعیتبیشتر که این نتیجه نشان دهنده تنوع ژنتیکی  بود و متفاوت موثر

 گردد کهپیشنهاد می بر اساس نتایج به دست آمده در این تحقیق .(3 )جدول بوداین شاخص ها دارای کمترین مقدار  پادنا -سمیرم

ها پس از بیمار کردن نتاج حاصل از تلاقی در هر نسل جهت هرمی ها و انتخاب بهترینازگیاهان دگرگشن منتخب در این جمعیت

 .دارای هتروسیس و قدرت مقاومت بالاتری باشند بهره برد های مقاوم کهنوترکیبی جدیدی بین ژن و تولیدهای مقاوم کردن ژن

تلاقی ت برای های مقاومردیابی و انتخاب ژن اقدام بهانجام و   Przybylkowicz et al. (2009) را مشابه این پژوهش

برای آن که  هی استراتنوع ژنتیکی دانیم همانگونه که می. ندنموددر برابر بیماری آتشک  نتاج مقاومبه منظور ایجاد گیاهان 

هرچه میزان این تنوع بیشتر باشد، احتمال بیشتری وجود دارد که  و های محیط طبیعی وفق پیدا کندجمعیت یک گونه به دگرگونی

 که اعضای. از این روی احتمال آنبه دست بیاورندرا  ندشووام در محیط میکه باعث د  هاللآ آن تعداد از ،بعضی از اعضای جمعیت

 .(Romesburg 1990) بیشتر است ها هستندلآلدارای فرزندانی شوند که حامل آن و  سندبربه بلوغ بیشتری 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%84%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%84%D9%84
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و نی، شانون، تعداد آلل موثر  هایمورد مطالعه با استفاده از شاخص هایجمعیتتنوع ژنتیکی  .3جدول 

 متفاوت

Table 3. Genetic diversity of the studied populations using Nei, Shannon, effective and 

different allele numbers  

 متفاوت آلل تعداد

Different allele 

numbers 

 موثر آلل تعداد

Effective allele 

numbers 

 شانون شاخص

Shannon Index 

 نی ژنتیکی تنوع

Nei genetic 

diversity 

 جمعیت

Population 

 حنا -سمیرم 0/29 0/42 1/55 1/67

 شهرضا 0/23 0/35 1/35 1/67

 آبادحاجی -سمیرم 0/46 0/65 1/87 2/00

 سمیرم 0/38 0/54 1/71 1/83

 اصفهان 0/35 0/50 1/64 1/83

 شهرخمینی 0/31 0/44 1/59 1/50

 دهاقان 0/45 0/64 1/83 2/00

 مهرگرد -سمیرم 0/19 0/28 1/35 1/50

 پادنا -سمیرم 0/16 0/23 1/32 1/33

 بیده -سمیرم 0/24 0/34 1/48 1/50

 

نشان داد که  نیز xelGenAر افزاهای سیب با استفاده از نرمهای مقاومت به بیماری آتشک در ژنوتیپبررسی فراوانی ژن

، 8GD ،7GD ،25GD ،20DG) گلدنم ارقهمه از اها ژنوتیپباشند. این مکان ژنی مقاوم به این بیماری می 6ژنوتیپ دارای  7

GD14 ، GD12 وGD11 )زرد مرداد اصفهانسیب ین دو ژنوتیپ نباشند. همچمی (Zm1)  رگلدن دلیشز سمیو( مGD17 ) با

 با هایپتژنو این ا تلاقیب که ها شناسایی گردیدندترین ژنوتیپبه بیماری به عنوان حساس تداشتن فقط یک مکان ژنی مقاوم

ر چه فراوانی ژن هکه  موضوع این ند.تر از والدین باشتوان جمعیتی تولید کرد که در آن نتاج مقاومهای مقاوم به بیماری میژنوتیپ

در Hemmat et al. (2002 ) توسط باشدمقاومت در رقم بیشتر باشد، آن نمونه دارای سطح تحمل بالاتری نسبت به بیماری می

ژن  وجود ،et al.  Stankovich (2002)همچنین نتایج حاصل از آزمایش .گزارش گردیده استه سیاه سیب مورد بیماری لک

-اری در نمونهمت به بیمبا مقاو بین فراوانی این ژن وجود رابطه مستقیم وهای سیب در کلیه ژنوتیپ لکه سیاهمقاومت به بیماری 

ب، مقاومت به سفیدک در سی D-PLنشانگرهای مولکولی مرتبط با ژن  در تحقیقی در خصوص تعیین .دکنمییید تأرا های سیب 

های مقاوم به وجود ژنمشابه تحقیقی در  Patzak et al. (2011). همچنین شدگزارش  James et al. (2004)پودری توسط

در  .نمودند ب را گزارشی سیهااومت به بیماری در نمونهبا مق هااین ژنرابطه مستقیم بین فراوانی  وبیماری سفیدک پودری سیب 

مقاومت با های رابطه فراوانی ژن استان فارس سیب هایبر روی نمونه )Salmanian et al )2014. توسط دیگری تحقیق

 . یید گردیدمقاومت به بیماری آتشک تأ
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یکی های ژنوتیپی یکی از اجزای تنوع است که منجر به تنوع ژنتتفاوت: (AMOVA)تجزیه واریانس مولکولی 

 Loos)باشد نژادگران میشود و یکی از مهمترین نیازهای بههای یک گونه میمیان افراد درون یک جمعیت یا بین جمعیت

برداری را از پدیده هتروزیس به عمل آورد، ابتدا لازم است میزان تنوع موجود بین  نژادگر بتواند حداکثر بهرهبرای آنکه به (.1993

ای با یکدیگر دارند تفاوت عمده هایی که از نظر تنوع،گیری بین ژنوتیپرا ارزیابی نماید و سپس با دورگ های مورد مطالعهژنوتیپ

به منظور ارزیابی درصد و سهم  لذا در این تحقیق،  (.Romesburg 1990)و با صفات مطلوب دست یابد  مقاومبه هیبریدهای 

تجزیه واریانس مولکولی انجام گردید. بر  GenAlexافزار استفاده از نرم بادرون و بین جمعیتی در سطح مولکولی،  یتنوع ژنتیک

ها بود در حالی که از کل تنوع مربوط به بین جمعیت درصد 8ها مشاهده نگردید. فقط داری در بین جمعیتاساس نتایج، تنوع معنی

که به دلیل دگرگشنی جمعیت شود ن برداشت میاز این موضوع چنی. (2)شکل  ها بودجمعیتدرصد از تنوع کل مربوط به درون  92

جریان ژنی سبب شده است تنوع  اند وها صورت گرفته و با گذشت زمان با هم اختلاط یافتهسیب، انتقال دانه گرده درون جمعیت

 Salmanian et al. (2014)این نتیجه مشابه نتایج به دست آمده توسط  ها زیاد شود.ها کم و تنوع درون جمعیتبین جمعیت

درصد تنوع درون  96ن تحقیق را مورد بررسی قرار داده که در ایهای سیب استان فارس ها میزان تنوع در جمعیتباشد. آنمی

مقابل ارزش  تصادفی در PhiPTتوزیع فراوانی ارزش جایگشت  ها بود.درصد تنوع مربوط به بین جمعیت 4جمعیتی و تنها 

PhiPT کرددرصد بدست آمد را تایید  8ها که از طریق تجزیه واریانس مولکولی ریانس بین جمعیتنتیجه وا نیز مشاهده شده 

 .(3)شکل 

          

  

           

   

                    

 

 آتشکبررسی در بیماری  های موردمیزان واریانس مولکولی بین و درون جمعیتی سیب .2شکل 

Figure 2. The amount of molecular variance between and within the population of apples 

studied for fire blight 

 



 1399، منشکاملو  ربانی

32 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

0

5

10

15

20

-0
.2

5
0

-0
.2

3
0

-0
.2

1
0

-0
.1

9
0

-0
.1

7
0

-0
.1

5
0

-0
.1

3
0

-0
.1

1
0

-0
.0

9
0

-0
.0

7
0

-0
.0

5
0

-0
.0

3
0

-0
.0

1
0

0
.0

1
0

0
.0

3
0

0
.0

5
0

0
.0

7
0

0
.0

9
0

0
.1

1
0

0
.1

3
0

0
.1

5
0

0
.1

7
0

0
.1

9
0

0
.2

1
0

0
.2

3
0

0
.2

5
0

Fr
e

q
u

e
n

cy

PhiPT

 

 اسکوئر مشاهده شده در مقابل تصادفیمیزان واریانس تایید شده درون جمعیتی بر اساس کای .3شکل 

Figure 3. Inter-population validated variance based on chi-square observed compare to 

random order  

 

گیری شد. بر اساس ماتریس اندازه GenAlexضریب فاصله نی و با نرم افزار ها بر اساس فاصله ژنتیکی بین جمعیت

و  حنا -سمیرم هاییتمتفاوت بود. بیشترین فاصله ژنتیکی بین جمع 479/0و  021/0فاصله به دست آمده، این فاصله بین 

مانطور که نتایج نشان ه .(4ول )جد وجود داشت خمینی شهرو  اصفهانهای و کمترین فاصله ژنتیکی بین جمعیت پادنا -سمیرم

مورد کولی اریانس مولوسیله روش تجزیه وکه این نتیجه به باشدها خیلی کم میدهد فاصله بین دورترین و نزدیکترین جمعیتمی

-ها میها و نمونهمعیتجنتیکی ژها در اصلاح نباتات اهمیت زیادی دارد. از فاصله . تعیین فاصله ژنتیکی جمعیتقرار گرفتیید تأ

دین منظور هر چه بده نمود. ن استفاگیری به منظور تولید نتاج برتر مقاوم به بیماری آتشک سیب از والدیهای دورگتوان در برنامه

برتر افزایش  هاینوتیپیجاد ژا، امکان تولید هتروزیس بیشتر شده و احتمال موفقیت در باشد بیشترفاصله ژنتیکی والدین از هم 

و با هم  جمعیتین نزدیکتر ودورترین با تلاقی  باشد اماکم می هاجمعیتهر چند فاصله ژنتیکی بین این تحقیق  درخواهد یافت. 

توان بهره جدید می کیبینوتر های مورد نظر و تولیدهای مختلف، جهت هرمی شدن ژنلاقیسپس تلاقی بین نتاج بدست آمده از ت

درختان سیب و  لوده سازیجهت آ وجه به هزینه بالا و زمان طولانیبا ت تر وجود دارد.تر و متنوعاحتمال تولید نتاج قوی جست که

ا توجه به بوده و ب ت سیبتر جهت ارزیابی باغاهای مولکولی راهی سریعبررسی علائم ظاهری بیماری و ارزیابی فنوتیپی، روش

سازی ژنی را  توان هرم رند میرا در مقاومت به بیماری دا ها بیشترین تاثیرنظر و اینکه کدام ژن های موردها در جمعیتسهم ژن

وش راصله نی و اده از ضریب فبا استف های سیب مورد بررسی در بیماری آتشکای )کلاستر( جمعیتخوشهنتایج تجزیه  .انجام داد

های ین اساس جمعیتر ابندی کرد. بها را به دو گروه تقسیم، جمعیتMega4افزار با استفاده از نرم UPGMAبندی خوشه

های سمیرم، تجمعی وبیده در یک گروه -حاجی آباد، دهاقان و سمیرم -حنا، شهرضا، اصفهان، خمینی شهر، سمیرم -سمیرم

 (.4پادنا در گروه دیگر قرار گرفتند )شکل  -مهرگرد و سمیرم -سمیرم
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شک  بر اساس ضریب فاصله های سیب مورد بررسی در بیماری آتماتریس فاصله ژنتیکی جمعیت .4 جدول

 نی

Table 4. The matrix of the genetic distance of the apple populations studied for fire blight 

based on Nei distance  

Se-h Sh Se-ha Se Es Kh De Se-me Se-pa Se-bi 

 جمعیت

Papulatio

n 

0/000          Se-h 

0/025 0/000         Sh 

0/230 0/228 0/000        Se-ha 

0/239 0/310 0/177 0/000       Se 

0/123 0/100 0/136 0/277 0/000      Es 

0/087 0/055 0/137 0/360 0/021 0/000     Kh 

0/107 0/119 0/089 0/142 0/167 0/149 0/000    De 

0/133 0/185 0/339 0/086 0/268 0/318 0/223 0/000   Se-me 

0/166 0/312 0/479 0/191 0/324 0/394 0/299 0/111 0/000  Se-pa 
0/164 0/181 0/236 0/274 0/144 0/170 0/285 0/145 0/233 0/000 Se-bi 

 

درصد در بیماری بود  8ها بر اساس نتایج تجزیه واریانس مولکولی که حاکی از تنوع کمتر از تعیین خط برش جمعیت

شود و نشان دهنده عدم تفکیک مده در نتیجه خط برش، از هر نمونه جمعیتی مشاهده میهای به وجود آدر گروه .تعیین شد

ها اختلاف کمی وجود نقطه برش جایی تعیین شده که بین جمعیت. یعنی های جمعیتی با یکدیگر استنمونه ها و شباهتنمونه

نس مولکولی و فاصله ژنتیکی مبنی بر تنوع کم بین تجزیه واریایید تأکه گویا  باشدها داشته باشد و اختلاف در درون جمعیت

نتیجه تجزیه کلاستر نشان از تنوع بین جمعیتی خیلی کم و یید تأچرا که نتایج تجزیه واریانس مولکولی نیز در  باشد.میها جمعیت

ها و تنوع کم بین جمعیت درتوان از عوامل موثر می ها می باشد.موجود در درون جمعیتهای ها و تفاوتشباهت بسیار بین جمعیت

ها با افشانی جمعیتتداخل گرده های سیب از مناطق نزدیک به هم در یک استان دانست که موجب، انتخاب پایههاشباهت زیاد آن

ی نتایج تجزیه به محورهای اصل تواند از دلایل دیگر این موضوع باشد.همچنین تعداد کم آغازگرها می .گرددمی هم به مرور زمان

وسیله هر مولفه و واریانس تجمعی سه مولفه اول حاصل از جمعیت های سیب مورد مطالعه شامل واریانس توجیه شده به

(. همچنین نمودار 5کند )جدول درصد تغییرات را توجیه می 09/87دهد سه محور اول در مجموع آغازگرهای استفاده شده نشان می

که این نتیجه با تجزیه کلاستر و نتایج فاصله ژنتیکی  گروه تقسیم کرد 4ها را به پلات تجزیه به مختصات اصلی، جمعیتبای

پلات تجزیه به ها می تواند به این دلیل باشد که بای(. علت این عدم تطابق و تنوع کاذب بین جمعیت5تطابق نداشت )شکل 

درصد اطلاعات  100اطلاعات را استفاده کرده و از درصد  51/71نماید و این دو مولفه، مختصات اصلی از دو مولفه استفاده می

درصد اطلاعات جهت  100استفاده نکرده است. در صورتی که در تجزیه به مختصات اصلی، تجزیه کلاستر و فاصله ژنتیکی از 

آمده  . با توجه به نتیجه به دست(Tamura et al.,2007) (Peakall and Smouse, 2012)شود ها استفاده میانجام تجزیه



 1399، منشکاملو  ربانی

34 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 

های های مورد نظر در بیماری وجود دارد و احتمالا ژنتوان گفت همبستگی نسبتاً خوبی بین ژناز تجزیه به مختصات اصلی می

  اند.مورد بررسی در بیماری بر روی یک کروموزوم بوده

 

 pop1

 pop2

 pop5

 pop6

 pop3

 pop7

 pop10

 pop4

 pop8

 pop9

2 

، حنا(-)سمیرم pop1=Se-hهای مورد بررسی سیب در بیماری آتشک ای جمعیتتجزیه خوشه .4شکل 

pop2=Sh  ،)شهرضا(pop3=Se-ha حاجی آباد(، -)سمیرمpop4=Se  ،)سمیرم(pop5=Es  ،)اصفهان(

pop6= Kh ،)خمینی شهر(pop7=De  ،)دهاقان(pop8= Se-me مهرگرد(، -)سمیرمpop9=Se-pa 

 .بیده(-)سمیرم pop10= Se-biپادنا(، -)سمیرم

Figure 4. The cluster analysis of apple population studied under fire blight disease. Se-h= 

pop 1 (Semirom-hana), sh= pop 2 (Shahrezaa), Se-ha= pop3 (Semirom hajiabad), Se= pop 

4 (Semirom), Es= pop 5 (Esfahan), Kh= pop 6 (Khomeynishahr), De= pop 7 (Dehghanan), 

Se-me= pop 8 (Semirom-mehrgard), Se-pa= pop9 (Semirom-Padena), Se-bi= pop 10 

(Semirom-bideh). 
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 تجزیه به مختصات اصلیدر واریانس نسبی و تجمعی سه محور اول  .5جدول 

Table 5. The relative and cumulative variance of the first three axes in principle 

coordinate analysis 

3 2 1 
 محور

Axe 

15/58 26/94 44/57 
 نسبی سواریان

Relative Variance 

87/09 71/51 44/57 
 تجمعی واریانس

Cumulative Variance 

 

 

Se-h Sh

Se-haSe

Es
Kh

De

Se-me

Se-pa
Se-bi

C
o

o
rd

. 2

Coord. 1

 

 آتشکهای سیب مورد بررسی در بیماری پلات حاصل از تجزیه به مختصات اصلی جمعیتبای .5شکل 

Figure 5. Obtained result of principle coordinate analysis in the apple population studied 

under fire blight disease  

  

ثی ایر تواروعه ذخای اصولی ترین روش برآورد شباهت بین افراد در یک مجمدر بررسی تنوع ژنتیکی، تجزیه خوشه

دی بیشتر و خویشاون های دارای شباهتها است به طوری که ژنوتیپها به گروهای، انتساب ژنوتیپباشد. هدف از تجزیه خوشهمی

افزار از نرم  های سیب مورد بررسی با استفادهجزیه کلاستر ژنوتیپت .((Romesburg 1990گروه قرار گیرند  در یک

GenAlEx بندی ای نی و روش خوشهبا کمک ماتریس فاصلهUPGMA ب کوفنتیک نشان داد که این دو روش با هم ضری

 ردد.گمشاهده می 6 قسیم کرد که در شکلگروه ت 8را به ها ژنوتیپ را تولید کردند. نتایج خط برش، 69/0
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بر اساس آغازگرهای مولکولی  آتشکهای سیب مورد بررسی در بیماری ای ژنوتیپتجزیه خوشه .6شکل 

SCAR  وSSR استفاده شده دراین آزمایش 

Figure 6. Cluster analysis of apple genotypes studied in a fire blight disease based on 

SCAR and SSR molecular primers used in this study  
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های تنوع ژنتیکی )شاخص تنوع نی، شانون، تعداد دارای بیشترین شاخص CH-SD1آغازگر از آنجا که  :نتیجه گیری

خوبی توانسته  و بهند ها را نمایان کهای دیگر بهتر توانسته فاصله بین جمعیتدر نتیجه این آغازگر نسبت به آغازگر دآلل موثر( بو

شود در اد میپیشنه لذاها را از لحاظ ژن مورد بررسی نشان دهد های جمعیتی سیب را از هم تفکیک و تنوع بین نمونهنمونه

نشان داد که  آتشکهای سیب مورد بررسی در بیماری نتایج تجریه واریانس مولکولی در جمعیت بهره جست. کارهای آتی از آن

باشد در نتیجه جهت انجام ها میباشد که این نتیجه نشان دهنده تنوع درون جمعیتدار نمیلحاظ آماری معنیتنوع بین جمعیتی از 

ها کار شود. لازم به ذکر است که هر چند فاصله ژنتیکی بین دورترین و های اصلاحی آتی باید بیشتر در درون جمعیتبرنامه

-و سپس تلاقی بین نتاج بدست آمده از تلاقیها با هم ما با تلاقی این جمعیتباشد انزدیکترین جمعیت ها در این بیماری کم می

های به وجود آمده در در گروه .توان بهره جستهای مورد نظر و تولید نوترکیبی جدید میهای مختلف، جهت هرمی شدن ژن

های نمونه ها و شباهتعدم تفکیک نمونهنشان دهنده که شود از هر نمونه جمعیتی مشاهده می تجزیه کلاستر،در  نتیجه خط برش

باشد و میها تجزیه واریانس مولکولی و فاصله ژنتیکی مبنی بر تنوع کم بین جمعیتیید تأو این موضوع  جمعیتی با یکدیگر است

هم به مرور زمان، ها با افشانی جمعیت، به دلیل شارش ژنی، تداخل گردههاها و شباهت زیاد آنرود تنوع کم بین جمعیتاحتمال می

و با فاصله مکانی دورتر از هم نمونه های بیشتر از جمعیتگردد در تحقیقات آتی لذا پیشنهاد می استفاده کم آغازگر و غیره باشد.

در جهت تکمیل  ESTو  STSاستفاده کرد. همچنین استفاده از آغازگرهای بیشتر تنوع بین جمعیتی برداری انجام شود تا بتوان از 

 تواند مثمر ثمر باشد.تحقیقات آتی می بهتر

 

 نابعم

 یان وان ح؛ میناس؛ اشکان م؛ بنی هاشمی ض؛ رحیمیبیماری شناسی گیاهی. ترجمه ایزدپناه ک.(1389)  جرج انآگریوس 

 .انتشارات آییژ نجم، چاپ اول، تهران،ویرایش پ

 Ervinia های ایرانی باکتریات و تفکیک استرین( تعیین خصوصی1384) شمت ا...رحیمیان ح ؛مسعودبخش ؛ شمسرضا امیدوار

amylovora  ایران، کرمانهای بیوشیمیایی و مولکولی. چهارمین همایش بیوتکنولوژی ایرانبا استفاده از روش ،  

زی و کز تحقیقات کشاورژنتیک مقاومت در مقابل بیماری های سیب. مجموعه گزارش مر (1388) حیدمجدی و ؛حمیددولتی بانه 

 صفحه23 ،ابع طبیعی استان آذربایجان غربیمن

های زنبور عسل یکی جمعیتمطالعه تنوع ژنت (1395) یلامدحتی ل ؛هدیه؛ اسدی ممینی اخضر ؛حمدرضا؛ محمدآبادی ماسربهادر ی

 .       192-186 ،13های تولیدات دامی، سال هفتم، شماره پژوهش ISSR.استان کرمان با استفاده از نشانگرهای 

 WWW.esfahanmet.irاداره کل هواشناسی استان اصفهان  سایت

های سیب جهت بررسی ژنوتیپ SCARو  SSRهای مولکولی کاربرد نشانگر) 1393( هرزاد؛ هنرور منیتا؛ نماینده آهراسلمانیان ز
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تهران، مرکز  ، ایران،1393، مرداد های نوین در علوم مهندسی و پایهمقاوم به آتشک. همایش ملی الکترونیکی دستاورد

 های زمین کاو.پژوهش

ی رائینی با استفاده از بررسی ژنتیکی در چهار جمعیت بز کرک  (1389)ضارحمدمحمدآبادی م ؛میناباقی زاده  ؛اهیدعسکری ن

 .56-49، 2ژنتیک نوین، دوره پنجم، شماره . (ISSR)ای های بین ریزماهوارهلوکوس

های عدادی از ژنوتیپتواکنش  (1390) رادجعفری م ؛یما؛ دامیار سونسیی دانش یرضا؛ نصورهکشاورزی م ؛میدجو املکی بالا

 .36-23: 27-1نژادی نهال و بذر، مجله به ..E. amylovoraکلکسیون سیب بومی ایران به 

شگاه انتشارات دان ران،نشانگرهای مولکولی. چاپ اول، ته  (1384). اسم. حسینی سالکده قهزاد. قره یاضی بحمدرضانقوی م

 تهران.
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