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زا، شناخت ساختارهاي ژنتيكي مقاومت گياه در مقابل اين عوامل            به دليل پيچيدگي روابط گياه با عوامل بيماري       

تحقيـق بـا هـدف    ايـن  .  از اهميت بـالايي برخـوردار اسـت   (PR Genes) زايي تبط با بيماريهاي مر ژناز جمله 
 Pyrus)، گلابـي معمـولي   (Malus×domestica)سـيب  هـاي   ژنوتيـپ در هـا   جداسازي و ارزيابي تنوع ايـن ژن 

communis)،  بيـدي    گلابي بـرگ(P. salicifolia)  و بـه (Cydonia oblonga)   هـاي  طراحـي آغازگر . انجـام شـد
-PR1a  ،PR3-Ch1  ،PR3-Ch2  ،PR3-Ch3  ،PR3هـاي     روي نواحي حفاظت شده ژن      و نيمه اختصاصي   اختصاصي

Ch5 ،PR5و PR8 هاي نزديك انجام و روي  هاي دولپه  از گونهDNA   استخراج شده با اسـتفاده از روش تلفيقـي 
CTAB-SDS  بيـدي و بـه       يي، گلابـي بـرگ    تعداد ژنوتيپ مورد بررسي در گونه سيب، گلابي اروپا        .  ارزيابي شد

 مربـوط بـه هـر جفـت         PCR و غلظتـي واكـنش       ييسازي شرايط دمـا     پس از بهينه  .  عدد بود  12 و   1،  7،  7ترتيب  
دار در مـورد      پذيري جفت آغازگرهاي طراحي شده به درختان ميوه دانـه           آغازگر، مشخص شد كه امكان انتقال     

هـاي     ج بررسـي هومولـوژي بـراي اولـين بـار ژن           بـر اسـاس نتـاي     .  مورد نظر وجـود داشـت      PRهاي    اغلب ژن 
PR1a،PR3-Ch1  ،PR3-Ch3 ،PR3-Ch5  ،PR5 و PR8   در برخي ارقام بومي و يا وارداتي سيب، ارقـام گلابـي و 

.  در سيب و گلابي جداسازي و پس از تعيين توالي در بانك اطلاعاتي به وديعه گذاشته شـدند  PR3-Ch4به و ژن
هاي حاصل با وجود      يابي نشان داد كه ژن      توالي هاي جداسازي شده با استفاده از        ژن بررسي ميزان تنوع ژنتيكي   

  .دار برخوردارند هاي درختان ميوه دانه اي، از هومولوژي نسبتاً بالايي در بين گونه هاي نقطه موتاسيون
  

  . بهيابي، سيب، گلابي، ، تنوع ژنتيكي، تواليزايي هاي مرتبط با بيماري ژن: هاي كليدي واژه
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  مقدمه

در اثـر متقابـل فعـال بـا         گياهان به طور مداوم     
زاي موجــود در محــيط اطــراف  عوامــل بيمــاري

واكـنش  نحـوه   با وجـود تفـاوت در       . خود هستند 
ــان و  ــاييگياه ــا   آنتوان ــه ه ــل ب ــواع در تحم  ان

هـا انـواع      ، بعـضي از آن    (Biotic)هاي زنده     تنش
ــن    ــالايي در جهــت محــدودكردن اي ــت ب مقاوم

موضـوع  . دهند  نشان مي زا از خود      عوامل بيماري 
هاي درگيـر در مقاومـت بـه انـواع            مقاومت و ژن  

ــنش ــده   تـ ــده و غيرزنـ ــاي زنـ ، در (Abiotic)هـ
هـاي مـؤثر      هاي اخير به عنوان يكي از روش        سال

ا به خود جلب    مبارزه، توجه بسياري از محققين ر     
 ميزان موفقيت در .(Brown, 2002)كرده است 

  زايــي بــستگي   برابــر هــر نــوع عامــل بيمــاري    
  هـــاي مختلـــف  بـــه همـــاهنگي بـــين اســـتراتژي

ــاعي آن  ــرعت پاســـخ دفـ ــزان سـ ــا دارد  و ميـ هـ
(Morassutti et al., 2002) . 

  اي   بــه عنــوان مجموعــهPRهــاي مختلــف  ژن
هاي زنـده     ش در مقابل تن   دفاعيخ  ي پاس ها  از ژن 

 گيـــاه اكتـــسابي نظـــام دفـــاعبـــا فعـــال شـــدن 
(Systemic Acquired Resistance: SAR) ،

ــروتئين ــاي  پ ــه  ه ــي از جمل ــروتئينمختلف ــاي  پ ه
ايـن  . كننـد   ميرا كد   و ضد قارچي    ضدميكروبي  

هـاي   مولكولو مواجه شدن بـا مـاكر      پس از  ها  ژن
و  شـده  بـرداري فعـال    نـسخه سـطح در  ميكروبـي 
ــث ــر  باعـ ــع فـ ــود  دهورآتجمـ ــاي خـ ــي هـ  يعنـ
ــروتئين ــاي  پ ــتPRه ــي   در باف ــوده م ــوند آل  ش

(Hopkins, 1999) .بـه   همچنـين  هـا  اين پروتئين
 دخيــل در اثــر (Signal)دريافــت علائــم  مجــرد

هـاي    بـا سـلول    قارچ    ويروس و يا    باكتري، متقابل
يندهاي گياهي  آهم ريختن فر   باعث بر ميزبان كه   

را هــا  آن، شــوند و پيــشرفت چرخــه بيمــاري مــي
 را بــه طــرق مختلفــي و مقاومــت گيــاه شناســايي

 توليـد  .(Martin et al., 2003)دهند  افزايش مي
ها    به دنبال تحريك فيتوهورمون    PRهاي    پروتئين

و همچنين تركيبات سيگنالي دفاعي ماننـد اسـيد         
، اســيد (Salycilic Acid: SA)ساليــسيليك 

، زخــم،  (Jasmonic Acid-JA)جاســمونيك 
  نش اكـــــــسيداتيوفـــــــشار اســـــــمزي، تـــــــ

(Oxidative Stress)  ــرابنفش ــور ف  و (UV)، ن
 القـاء   SARزا بـر روي       آلودگي با عوامل بيماري   

ــي ــود  مــ   ؛Jacobsen et al., 1992(شــ

  Collinge et al., 1993.(  
 گـردد  ميبـاز  1970بـه دهـه     ها     اين ژن  پيشينه

ــه ــار   كـ ــين بـ ــراي اولـ ــون و ون ونبـ ــامن لـ   كـ
(van Loon and van Kammen, 1970) در 

را پـس    ي جديـد  هاي   تراكم پروتئين  گياه توتون 
ــودگي  ــروس از آلـ ــا ويـ ــون  بـ ــك توتـ  موزاييـ

(Tobacco mosaic virus-TMV) مــشاهده و 
در مقاومت   PRهاي    ژناهميت   .شناسايي كردند 
 برداشـتن اولـين قـدم بـراي         بـراي گياهان، راه را    

اثـر  ر   د ها  آنشناسايي، جداسازي و بررسي رفتار      
. كـرد امـل بيمـاري و گيـاه همـوار          متقابل بـين ع   

بنـدي     بر اساس پيشنهاد مجمـع طبقـه       PRهاي    ژن
 نشان داده شـده و      yprهاي گياهي به صورت       ژن

ــانواده از    ــده خـ ــر در هفـ ــال حاضـ  PR1در حـ
هــاي مختلــف گيــاهي مــورد   درگونــه PR17تــا

ــه   ــرار گرفت ــايي ق ــد شناس ــن ژن. ان ــامل   اي ــا ش ه
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هـاي    يهـا بـا ويژگ ـ      هاي مختلفـي از آنـزيم       گروه
هــاي پروتئينــاز  بازدارنــدهمنحــصر بــه فــرد، نظيــر 

 بيمــارگريهــاي  جهــت از كــار انــداختن آنــزيم
ــه ــروتئين و تجزي ــده پ ــين كنن ــزيم همچن ــاي  آن ه
 و β-glucanase,1,3 اي ماننـــد كننـــده تجزيـــه

Chitinase   ــلول ــواره ســ ــه ديــ جهــــت تجزيــ
  .(van Loon et al., 2006) هستند ها ميكروب
شـمار در رابطـه    بي اتاطلاع رغم وجود علي

ــار  ــا رفت ــاعي گياهـ ـ ب ــخ دف ــه  پاس ان در دو گون
 مـدل بـه عنـوان گياهـان       آرابيدوپسيس و توتـون     

(Jacobs et al., 1999)،    اطلاعـات چنـداني در
هـا در درختـان ميـوه وجـود           مورد تظاهر ايـن ژن    

البته مطالعات اخير حاكي از افزايش بيـان        . ندارد
 در گلابــي (TLP) از خـانواده تومــاتين  PR5ژن 

ــه ــا گون در شــرايط  pyrifolia Pyrus آســيايي ي
ــه هــاي  قــارچ  مهــار دردرون شيــشه اي و گلخان

Sclerotinia sclerotiorum ،Phomopsis sp. ، 

Phytophthora parasitica و Alternaria sp. 
 PpGlu  پـروتئين  فعاليت ضد قـارچي    .بوده است 

 نيــز در گونــه β-glucanase,1,3 مربــوط بــه ژن
pyrifolia P.  ــده اســـــــت ــزارش شـــــ    گـــــ

(Liu et al.,2012) .   همچنـين در گونـهMalus 

hupehensis  ــاز كــلاس ــه 1، ژن كيتين ــوان ب  عن
 ارتقـاء  طريـق  از دفاعي استراتژي بخش مهمي از  

 غير زنـده، بيـان و    و زنده عوامل تنش به مقاومت
ــرد ــر عملكـ ــود را در برابـ ــارچ خـ ــودگي قـ  آلـ

Botryosphaeria berengeriana ــشان  داده ن
به منظور بررسي . )Zhang et al, 2012b(است 

ــشك    ــاري آتـ ــه بيمـ ــت بـ ــاختارهاي مقاومـ   سـ

ــاران   ــرا و همكــــ ــز بوناســــ ــيب نيــــ   در ســــ
(Bonasera et al., 2006)   بـه بررسـي تظــاهر 

 در گونه سـيب در پاسـخ        PRهاي    شماري از ژن  
هــا رفتــار  آن. بــه حملــه عامــل بيمــاري پرداختنــد

د بررسي در ارقام     مور PRهاي    متفاوتي را در ژن   
  .هاي نابالغ سيب گزارش كردند بالغ با دانهال

ها و همچنين گـستره       با توجه به شباهت پاسخ    
ــسياري از عوامــل بيمــاري  زاي قــارچي و  تــأثير ب

باكتريايي در گياهان مختلف، اين سـؤال مطـرح         
دار رفتـار ايـن       شود كه در درختان ميـوه دانـه         مي
هـاي   مـل بـه تـنش   ها تا چه اندازه با ميـزان تح       ژن

شدت خسارت بيمـاري    . محيطي در ارتباط است   
ــه   ــيدگي طوقـ  و (.Phytophthora spp)پوسـ

ــاري آتـــــــــــشك  ــين بيمـــــــــ    همچنـــــــــ
(Erwinia amylovora)  و پس از آن لكه سـياه 
(Venturai inequalis)   در برخي منـاطق ايـران 
هـاي وابـسته بـه عوامـل          اهميت شناخت رفتار ژن   

در اين ميان   . كند  تر مشخص مي    زا را بيش    بيماري
تــرين  تــرين و خطرنــاك بيمــاري آتــشك، مهــم

ــشورهاي     ــب ك ــان در اغل ــن درخت ــضلات اي مع
آيـد   توليدكننده اين محـصولات بـه حـساب مـي         

(Johnson et al., 2004) فقدان روش و به دليل 
در كنتــرل ايــن بيمــاري، هــر گونــه ثر ؤ مــيقطعــ

ــت      ــاد مقاوم ــث ايج ــد باع ــه بتوان ــاري ك   راهك
اري شـود مـورد توجـه خواهـد بـود           بر عليـه بيم ـ   

(van der Zwet and Bonn, 1999).  
 در PR هاي پروتئين حفاظت گسترده به دليل   
ي گيـاهي   زا بيمـاري  عوامل    از  وسيعي برابر طيف 

(Jacobs et al., 1999)  در اين تحقيق شناسـايي 
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هاي   ترين گونه   مهمدر   PRهاي   ژنو جداسازي   
ــسرخيان  ســيب،  شــامل (Rosasea)خــانواده گل

  و بـــهPCRبـــا اســـتفاده از روش گلابـــي و بـــه 
ــارگيري  ــه  كـ ــصاصي و نيمـ ــاي اختـ آغازگرهـ

اختصاصي طراحـي شـده روي نـواحي حفاظـت          
همچنـين  . هـا مـد نظـر قـرار گرفـت           شده اين ژن  

پــذيري  انتقــالامكــان  و ييآكــاربررســي ميــزان 
آغازگرها در سه گونه گياهي مورد نظر بررسـي         

اي و داخـل       گونـه  بـين  ارزيابي ميـزان تنـوع    . شد
هـاي     پـس از تعيـين تـوالي ژن        ها ژناي اين     گونه

  .جداسازي شده از ديگر اهداف اين تحقيق بود
  

  ها مواد و روش
  DNAمواد گياهي و استخراج 

تحقيـق   ايـن  در مطالعـه  مـورد  يـاهي  گمـواد 
و ژنوتيپ   مرق و دوازده    گلابي هشت رقم    شامل

يـه  اصـلاح و ته  سـسه  مؤ كلكسيون باغ ملي، ازبه
) شـهر  ايستگاه تحقيقاتي كمـال   (كرج  نهال و بذر    

و هفت رقـم سـيب از كلكـسيون سـيب ايـستگاه        
آوري  جمـع تحقيقات گلمكان خراسـان رضـوي       

هاي  و ژنوتيپم ارقا سالمو جوان  هاي برگ. شد
، تـا  هاآزمايـشگ انتقـال بـه     از   پـس مورد بررسـي،    

ــان ــتخراج زمـ ــزر DNA اسـ ــومي درون فريـ   ژنـ
 مختلف هر   هاي  ژنوتيپاز   .شدندنگهداري   -80

ــه  ــه گون ــاهي  س ــتفاده از گي ــا اس ــقب   روش تلفي
CTAB-SDS هــضم و حــذف ديــواره ، پــس از

ــي  ــلولي و چرب ــشاء  س ــاي غ ــضم و حــذف  ، ه ه
هـاي متـصل     و پروتئين  هاي سيتوپلاسمي  پروتئين

 و ســـاير RNA، هـــضم و حـــذف  DNAبـــه 

 و در   هـاي بازدارنـده نظيـر مـواد فنـولي          آلودگي
 تخلـيص شـده و      DNAقـاد   رسـوب و انع   نهايت  
ــق ــازي رقي ــتخراج ،س ــد DNA اس ــل آم ــه عم   ب

(KhorramDel Azad et al., 2008) .  بررسـي
 ژنـومي   DNA استخراج   كيفيت و صحت فرآيند   

 بــا اســتفاده از دو بــه دو صــورت كيفــي و كمــي
ــارز روش  ــورز ژل آگــ ــد1 الكتروفــ و   درصــ

 280 و   230،  260اسپكتروفتومتري در طول موج     
  .دشنانومترانجام 

  
   PCR  طراحي آغازگرها و واكنش

، PCR بـه وسـيله      DNAبراي تكثيـر قطعـات      
 جفـت بـاز    21 تـا    19طول  هايي به   گرزجفت آغا 

بـه ايـن ترتيـب كـه ابتـدا اطلاعـات            . طراحي شد 
هـاي   هاي نوكلئوتيـدي انـواع ژن      كاملي از توالي  

PR     متعلق به جنس Malus  ،Pyrus )  در صورت
   تـــر ديـــكنزاي  دولپـــههـــاي  گونـــه و) وجـــود
ــه آن ــا  ب ــسيس   ه ــا آرابيدوپ ــون و ي ــر توت   از نظي

ــست   ــات زيــ ــي اطلاعــ ــز ملــ ــاوري مركــ   فنــ
(National Center for Biotechnology Information: 

NCBI)  ــد ــت شـ ــافتن  . دريافـ ــراي يـ ــپس بـ سـ
  بـــا  هـــايي بـــا بـــالاترين درصـــد تـــشابه  تـــوالي
ــوالي  ــ تـ ــورد نظـ ــاي مـ ــرمر هـ ــزار از نـ ــستاافـ    فـ

(EMBL-EBI, FASTA)ده شــــد اســــتفا .
ــوالي ــرم   ت ــذكور در ن ــاي م ــت وب  ه ــزار تح  اف

ــالاين   (INRA-France, MultAlin)مالتــــ
در نهايـت از نتـايج حاصـل از          .شـدند  رديف هم
رديفي در طراحي هر آغازگر بهره گرفته شد          هم

 نـواحي  نوكلئوتيدي توالي اساسو آغازگرها بر 
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 گزينش شدند PR مختلف هاي ژن شده حفاظت
 با استفاده از واكنش     DNA و براي تكثير قطعات   

 ترموســايكلرمــرازي در دســتگاه  اي پلــي زنجيــره
Corbett ــدل ــرار  CG1-96 م ــتفاده ق ــورد اس ، م
يكروليتر ا م ـ 25 در حجـم     PCRواكنش  . گرفتند

 الگـو،   DNA نـانوگرم    50 تا   10 با اجزاء واكنش  
ــ5/2 ــافرا م ــرPCR  10يكروليتر ب ــاوي(  براب   ح

ــولار  ميلـــي100 ــريس مـ ــيدكلريدريك تـ    واسـ
، )3/8   برابـر   pH مولار كلريدپتاسيم بـا     ميلي 500

   ميلـي مـولار،    50 كلريد منيزيم     مايكروليتر 75/0
و   از هر يك از آغازگرهاي پيـشرو       ليتريكروام 1
ــ ــا غلظــت روسپ ــايكروليتر 10 ب ــر م   ، پيكومــول ب
ــزيم  واحــد1   و Taq DNA polymerase آن
 .انجام شدمولار   ميليdNTP 10  مايكروليتر5/0
 واسرشـت   امه حرارتي واكنش نيـز در مرحلـه       برن

 درجـــه 94 واسرشـــت ســـازي اوليـــه و ســـازي
، اتصال و جفت   دقيقه 1 و   3گراد به ترتيب      سانتي

شدن آغازگرهـا بـه تـوالي مـورد نظـر در دمـاي              
گراديان دمايي و PCR دست آمده از  مناسب به

   درجــه72در دمــاي همچنــين مرحلــه توســعه   
جهت اتصال پليمراز     دقيقه 1گراد به مدت      سانتي

  طــــــي (Polymerization) و پليمريزاســــــيون
 نهـايي  توسعه سپس مرحله .  سيكل تكرار شد   35

 دقيقه  10گراد به مدت       درجه سانتي  72در دماي   
به منظـور تكميـل طـول قطعـات تكثيـر شـده در              

  محـصولات واكـنش جهـت   .واكنش انجام شد

 هـاي  آزمـون ر د شـده  تكثيـر  بانـد  صـحت  تأييد

، بـا اسـتفاده از الكتروفـورز    منفـي  و تمثب كنترل
 يـك   TBE درصـد در بـافر       2/1افقي ژل آگارز    

بـا  آميزي در اتيديوم برومايد       برابر غلظت و رنگ   
ليتـر مـورد ارزيـابي        گرم بر ميلـي      ميلي 10غلظت  

  .قرار گرفتند
  

ــتفاده از    ــا اس ــوع ژنتيكــي ب ــزان تن بررســي مي

  ها يابي و تجزيه و تحليل داده توالي

ول اطمينــان از امكــان يــا عــدم  پــس از حــص
ــر ژن  ــان تكثي ــام و    امك ــر در ارق ــورد نظ ــاي م ه

ــپ ــول    ژنوتي ــسه ط ــايش و مقاي ــورد آزم ــاي م ه
رولـــر  افـــزار ژن بانـــدهاي حاصـــل توســـط نـــرم

(GeneRuler DNA Ladder Mix)هاي  ، توالي
  تكثيــــر شــــده در تعــــدادي از ارقــــام جهــــت 

ــوالي   ــين تـ ــنگر تعيـ   سونلـــ و كوبـــا روش سـ
)1975, oulsonSanger and C( ــط  توسـ

 كانـادا و  (Bio Basic)هـاي بيوبيـسيك    شـركت 
. يابي شدند  كره جنوبي توالي(Bio Neer)بيونير 

يـابي از آغازگرهـاي       براي صـحت انجـام تـوالي      
پيــشرو و پــسرو بهــره گرفتــه شــد و دو تــوالي بــا 

نتــايج تعيــين . يكــديگر مقايــسه و منطبــق شــدند
 (Mega5) 5-افـزار مگـا     توالي با اسـتفاده از نـرم      

 با  يابا توجه به نتايج تجزيه خوشه     بندي و     خوشه
ــذور  UPGMAروش  ــبه مجـــــــ    و محاســـــــ

  هـاي    ژن ، ميـزان تنـوع ژنتيكـي      فاصله اقليدوسـي  
PR   ــابي ــورد ارزيـ ــده مـ ــازي شـ ــرار  جداسـ   قـ

ي هـــا هـــر يـــك از تـــواليدر نهايـــت . گرفـــت
 آمينـه مربـوط بـه       هاياسيدبه همراه    نوكلئوتيدي

 از طريق سـايت     (Bankit) به روش بانكيت     خود
NCBI  بـــــه وديعـــــه در بانـــــك اطلاعـــــاتي  

  .شدندگذاشته 
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  نتايج و بحث
نام ارقام درختان ميوه دانه دار مـورد اسـتفاده          

  . نشان داده شده است1در اين بررسي در جدول 
كـــردن تـــوالي  بـــا اســـتفاده از روش خطـــي

هـاي مختلـف       در گونـه   PRهاي    محدودي از ژن  
، Arabidopsis  ،Nicotianaهـاي     گياهي جـنس  

Malus و Pyrus   موجــود در بانــك اطلاعــاتي 
NCBI            مشخص شـد كـه نـواحي حفاظـت شـده 

اي بــراي طراحــي آغازگرهــاي    قابــل اســتفاده 
هـاي   اختصاصي و يا عمومي براي جداسـازي ژن   

. هــاي گيــاهي جديــد وجــود دارد فــوق از گونــه
 مربـوط بـه سـيب       PRهـاي     هـاي ژن    تعداد توالي 

بي نيز ضـمن محـدوديت      بسيار محدود و در گلا    
هـاي    تـر در اغلـب مـوارد متعلـق بـه گلابـي              بيش

ــد  ــيايي بودن ــشت    . آس ــايج ه ــن نت ــاس اي ــر اس   ب
  جفــت آغــازگر اختــصاصي يــا نيمــه اختــصاصي 

، PR1aهـاي     با هدف شناسـايي و جداسـازي ژن       
PR3-Ch1         ،PR3-Ch2         ،PR3-Ch3،  
PR3-Ch4 ،PR3-Ch5 ،PR5 و PR8 ــي  طراحـ

دماتي هشت جفـت    ارزيابي مق ). 2جدول  (شدند  
ــان      ــه امك ــشان داد ك ــده ن ــي ش ــازگر طراح آغ

هـاي    پذيري اغلب اين آغازگرها در گونـه        انتقال
بـر  . دارهـا وجـود دارد   مختلـف زيرخـانواده دانـه   

ــه  ــايج بهين ــاس نت ــره  اس ــازي واكــنش زنجي اي  س
پليمرازي توسط گراديانت دمايي و تغيير غلظـت     
اجزاء واكنش، كليه آغازگرهـاي طراحـي شـده         

ستند قطعاتي منطبق با طول قطعه مورد انتظـار         توان
تكثير كنند، لـيكن برخـي از آغازگرهـا تنهـا در            

هـاي مـورد      هاي گونـه    شماري از ارقام و ژنوتيپ    

بررسي داراي كارآيي بودند كـه در بـين آن هـا            
تــــــرين ميــــــزان   داراي كــــــمPR3-Ch2ژن 

همچنـين  ). 4 و   3هـاي     جـدول (پذيري بود     انتقال
ابه طول قطعات تكثير شده مربوط    دامنه تقريباً مش  

، بـــر صـــحت انجـــام طراحـــي PRبـــه هـــر ژن 
آغازگرهاي پيشرو و   آغازگرها و اتصال صحيح     

  .داشتدلالت   الگوDNAبه پسرو 
 قادر به تكثير قطعـه      PR1aجفت آغازگر ژن    

 بازي در چهار گونه سيب، گلابي معمـولي،     467
بيدي و به شد كه با طول قطعه مورد           گلابي برگ 

 در  PR1aبر اين اساس ژن     . ظار در انطباق بود   انت
ــه ــي    گون ــي گلاب ــومي و واردات ــام ب ــه و ارق   ي ب

(P. communis)همچنين ايـن قطعـه   .  تكثير شد
از ژن براي اولين بار در ارقام بـومي گونـه سـيب       

ــد  ــازي ش ــات   .جداس ــوژي قطع ــي هومول  بررس
افـزار    يـابي شـده ايـن ژن بـا نـرم            تكثيري و توالي  

ــستا حــاكي از صـ ـ  . حت قطعــه تكثيــري بــود  ف
يـابي ايـن ژن در سـه گونـه سـيب، گلابـي                توالي

معمولي و به شباهت بالاي اين ژن را در اين سـه            
مقايـسه تـوالي ايـن ژن در        . گونه مـشخص كـرد    

سيب رقم بـومي گـلاب كهنـز بـا رقـم وارداتـي              
اي و  هــاي نقطــه رددليــشز بيــانگر وجــود جهــش

 درصـد بـين دو رقـم        7/1وجود تفـاوت در حـد       
اين درحالي است كه مقايسه تـوالي ايـن ژن    . ودب

در سيب رقم بومي گلاب كهنز با گونه گلابي و          
تجزيــه ). 4جـدول  ( درصـد بــود  3بـه در حــدود  

 ايـن ژن در سـه گونـه مـورد بررسـي و              اي  خوشه
هاي گياهي به وديعه گذاشته شده در         اغلب گونه 

بانك اطلاعاتي، حاكي از شباهت توالي ايـن ژن        
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  PRهاي مختلف  هاي خانواده استفاده به منظور جداسازي ژنمورد درختان ميوه سيب، گلابي و به ارقام  -1جدول 

Table 1. Cultivars of apple, pear and quince trees used for isolation of PR gene families 
 

Species گونه  Foreign cultivars ارقام خارجي Foreign cultivars ارقام خارجي 
Golab Kohanz گلاب كهنز Gala گالا 
Shafi Abadi شفيع آبادي Red Delicious رد دليشز 

Malus×domestica سيب 

Morabbaei مربايي Golden Delicious گلدن دليشز 

Dargazi يدرگز Fuji فوجي 
Beyrouti بيروتي Spadona اسپادونا 
Shah Miveh شاه ميوه Louise Bonne نلوئيزبو 

Pyrus communis گلابي  

Khooj خوج Coscia كوشيا 

Pyrus salicifolia گلابي برگ بيدي Wild species گونه وحشي   

ASP1     
ASP2     
AS2     
PH2     
KVD2     
KVD3     
Sahel Borje Moghavem(SBM) ساحل برج مقاوم   
Khosro(KH) خسرو   
Moghavem2(MV2)  2مقاوم   
Torsh ترش   
Quince A كوئينس آ   

Cydonia oblonga به  

Quince Adams كوئينس آدامز   
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  PRهاي  هاي جداسازي ژن  واكنشبراي طراحي شده توالي نوكلئوتيدي آغازگرهاي -2 جدول
Table 2. Nucleotide sequences of designed primers for isolation of PR genes 

 
 نام آغازگر

Primer name 
  آغازگر´5→´3توالي نوكلئوتيدي 

Primer  5´→3´ nucleutid sequence  
  نوع آغازگر

Primer type 
PR1a-F 
PR1a-R 

GCTCAGTCCTTATCCAATCC 
GAGTGGTTGTTGATTCTTCC 

Specific 
Specific 

PR3-Ch1-F 
PR3-Ch1-R 

CAAATGGGCTGTGTTGTAGC 
CAGTACCTTCTGTAGAACCC 

Specific 
Specific 

PR3-Ch2-F 
PR3-Ch2-R 

CTGCTTTTCTCAATGGCAGC 
CCTCAAGAAGACGAAGACGA 

Specific 
Specific 

PR3-Ch3-F 
PR3-Ch3-R 

GCAACTCAGGCAACTACCAG 
GCTGTCCTTAATGGATGCAC 

Specific 
Specific 

PR3-Ch4-F 
PR3-Ch4-R 

GTGACATGAGCAGAGTACG 
CAGGTGAGATTGTCACCAGG 

Specific 
Specific 

PR3-Ch5-F 
PR3-Ch5-R 

CTCATCCACCTCAACTTCTC 
CCATTGGAGATGCTCTTAGC 

Specific 
Specific 

PR5-F 
PR5-R 

GAACTAGCAWCCAAAGCTAGC 
CACTGCAGGTAAATGTGCTG 

Semi-Specific 
Specific 

PR8-F 
PR8-R 

CTAGCAGAAGCTTGCAACTCG 
GCTGTCCTTAATGGATGCAC 

Specific 
Specific 

 

  
  
  

هاي  سازي شده آغازگرها و طول قطعات مورد انتظار تكثير شده ژن بهينه) Tm( دماي اتصال -3جدول 
PRمختلف   

Table 3. Optimimized annealing temperature (Tm) of primers and previsted fragment length of 
various PR genes 

 
 نام ژن

Gene name 
 دماي اتصال

Annealing temperature
 طول قطعه مورد انتظار

Prevested fragment length
 طول قطعه تكثير شده

Amplified fragment length 
PR1a 56°c 467bp 467bp (Apple, Pear, Quince) 
PR3-Ch1 60°c 796bp 796bp (Apple, Pear, Quince) 
PR3-Ch2 58°c 953bp 953bp (Apple) 
PR3-Ch3 59°c 759bp 759bp (Apple, Pear, Quince) 
PR3-Ch4 56°c 867bp 867bp (Apple, Pear) 
PR3-Ch5 58°c 1163bp 1163bp (Apple, Pear, Quince) 
PR5 58°c 541bp 541bp (Apple, Pear, Quince) 
PR8 61°c 771bp 771bp (Apple, Pear, Quince) 
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  دار مورد بررسي هاي مختلف درختان ميوه دانه  در گونهPR هاي مختلف ژن) اي موتاسيون نقطه( مقايسه درصد تفاوت -4جدول 
Table 4. Comparison of diversity percentage (point mutation) in sequence of PR genes among tested pome species 

 
 PR1a PR3-Ch1 گونه
Species Malus×domestica Pyrus communis Cydonia oblonga Pyrus salicifolia Malus×domestica Pyrus communis Cydonia oblonga Pyrus salicifolia 
M.×domestica 1.68 3.21 2.70 - - 5.15 3.51 5.65 
P. communis  - 4.49 -  - 2.63 1.00 
C. oblonga   1.92 -   - 2.63 
 PR3-Ch2 PR3-Ch3 
 Malus×domestica Pyrus communis Cydonia oblonga Pyrus salicifolia Malus×domestica Pyrus communis Cydonia oblonga Pyrus salicifolia 
M.×domestica - - - - - 4.34 4.21 - 
P. communis  - - -  - 5.13 - 
C. oblonga   - -   1.44 - 
 PR3-Ch4 PR3-Ch5 
 Malus×domestica Pyrus communis Cydonia oblonga Pyrus salicifolia Malus×domestica Pyrus communis Cydonia oblonga Pyrus salicifolia 
M.×domestica 1.96 1.38 - - - 1.89 3.35 - 
P. communis  - - -  - 3.09 - 
C. oblonga   - -   1.11 - 
 PR5 PR8 
 Malus×domestica Pyrus communis Cydonia oblonga Pyrus salicifolia Malus×domestica Pyrus communis Cydonia oblonga Pyrus salicifolia 
M.×domestica 0 14.6 5.17 1.29 0 8.56 23.08 - 
P. communis  - 17.37 13.49  - 24.25 - 
C. oblonga   0 4.25   2.59 - 
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ــه انگــور  ــا (Vitis pseudoreticulta)در گون  ب
ســاير ). 1شــكل (هــاي مــورد بررســي بــود  گونــه
 قـرار   ئـي هـاي مجزا    هـاي علفـي، در خوشـه        گونه

اي از ژن فـوق در ارقـام          در نهايت قطعـه   . گرفتند
بــومي و وارداتــي ســيب، گلابــي و بــه در بانــك 
اطلاعاتي به وديعه گذاشته شد كـه در مـورد دو           

مــولي و بــه اولــين گــزارش    گونــه گلابــي مع 
مقايـسه  ). 5جدول  (جداسازي و تعيين توالي بود      

هـاي    هاي حاصـل از بررسـي ژن        اين نتايج با داده   
PR1a ،PR1b و PR1c ــون و  در توتــــــــــــــ

آرابيدوپسيس حـاكي از حفاظـت شـدگي قابـل          
هاي گياهي و همچنين      توجه اين ژن در بين گونه     

ــروه  ــين زيرگـ ــت    در بـ ــف آن اسـ ــاي مختلـ هـ
(Niderman et al., 1995) .  ــن ــر اســاس اي ب

  هـاي انـدك      رغـم وجـود تفـاوت       گزارش، علـي  
ــيدي    ــب آمينواسـ ــه تركيـ ــوالي و در نتيجـ   در تـ

ــروه از ژن  ــن گ ــاي  اي ــاوتي  PRه ــاي متف   ، اثره
ــراي آن ــل    ب ــه عوام ــا مقاومــت ب ــه ب ــا در مقابل   ه

  .قارچي مختلف ارائه شده است
 يــكPR3-Ch1جفــت آغــازگر مربــوط بــه ژن 

  
 بانك  به وديعه گذاشته شده در PRهاي هاي ژني مربوط به ژن هاي جداسازي شده و توالي ژن -5جدول 

  اطلاعاتي
Table 5. Isolated genes and deposited sequences of PR genes in data bank 

 
 نام ژن

Gene name 
 نام گونه

Species name 
  نام رقم و ژنوتيپ

Cultivar and genotype name 
NCBI   ثبت در شماره

NCBI accession number 
 ويژگي توالي

Feature sequence 

PR1a 
C. oblonga 
P. communis 
M. domestica 

ASP1, PH2 
Shah Miveh 
Golab Kohanz, Red Delicious 

JQ794874, JQ917106 
JQ965001 
JN384017, JQ965002 

Partial cds 

PR3-Ch1 
C. oblonga 
P. communis 
M. domestica 

KVD3 
Shah Miveh, Pyrus salicifolia 
Shafi Abadi 

KC619534 
KC619532, KC619533 
KC619531 

Partial cds 

PR3-Ch2 M. domestica Shafi Abadi KC778403 Partial cds 

PR3-Ch3 
C. oblonga 
P. communis 
M. domestica 

AS2, KVD3 
Shah Miveh 
Morabbaei 

JQ965008, JQ965009 
JQ965010 
JQ965011 

Partial cds 

PR3-Ch4 
P. communis 
M. domestica 

Shah Miveh 
Golab Kohanz, Shafi Abadi, 
Golden Delicious 

JX566895 
JX566896, JX566897,  
JX566898 

Partial cds 

PR3-Ch5 
C. oblonga 
P. communis 
M. domestica 

ASP2, PH2 
Louise Bonne 
Shafi Abadi 

JX524193, JX524194 
JX524195 
JX524192 

Partial cds 

PR5 
C. oblonga 
P. communis 
M. domestica 

ASP2, Khosro 
Shah Miveh, Pyrus salicifolia 
Golab Kohanz, Shafi Abadi 

JQ965004, JQ965007 
JX104647, JQ965006 
JQ965003, JQ965005 

Partial cds 

PR8 
C. oblonga 
P. communis 
M. domestica 

ASP2, Khosro 
Shah Miveh 
Shafi Abadi, Morabbaei 

JX174172, JX174174 
JX195719 
JX174173, JX174175 

Partial cds 

  
 جفــت بــاز در تمــام ارقــام 796بانــد بــا طــول 

بيـدي و     دوگونه گلابي معمولي و گلابـي بـرگ       
گونه سيب تكثير كرد كه با الگوي مـورد انتظـار           

در مورد گونه به فقط در رقـم بـه          . در انطباق بود  

يك باند با وزن مشابه باند      ) KVD3كد(اصفهان  
رويت شده در سيب و گلابي تكثير شد، بنابراين         

  در دو گونـه سـيب     ايـن ژن    حـضور   ه بـه    با توج ـ 
M. hupehensis و pyrifolia  P. ،ــازي جداس
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و تعدادي از ارقام مورد هاي گياهي مختلف   در گونهPR1aاي تنوع ژنتيكي ژن  تجزيه خوشه -1شكل 

  دار بررسي درختان ميوه دانه
 .اند ه تفكيك شدهيابي شده در اين تحقيق با زمينه خاكستري از بقي هاي توالي ژن

Fig. 1. Cluster analysis of genetic diversity in PR1a gene in some plant species and 
tested cultivars of pome fruits. 

Sequenced genes in this resrach have been demonstrated in grayscale bacround 

  
آن بــراي اولــين بــار در ارقــام بــومي و وارداتــي  

، سـيب  P. salicifolia و P. communisگلابي 
M. domestica  و نيز يك رقم تجاري به انجـام 

ــه گذاشــته شــد    ــه وديع ــاتي ب و در بانــك اطلاع
اي كه پس از تعيين تـوالي   در مقايسه ).5جدول (

تعدادي از ارقام هر گونه به عمـل آمـد، شـباهت            
همچنــين ايــن ژن، .  ژن آشــكار شــدبــالاي ايــن

تفاوت انـدكي در سـطح تـوالي نوكلئوتيـدي در           
اي   هاي مورد بررسي نشان داد، به گونـه         بين گونه 

آبادي با رقم گلابي شاه ميوه        رقم سيب شفيع  كه  
ــه اصــفهان حــدود  5حــدود  ــم ب ــا رق    درصــد، ب

بيـدي در حـدود      درصد و گونه گلابي برگ     5/3
  ). 4ل جــــدو( درصــــد اخــــتلاف داشــــت 7/5

  اي ايــــن ژن  نتــــايج بررســــي تجزيــــه خوشــــه
ــروه  ــاكي از گ ــه   ح ــوه دان ــان مي ــدي درخت   دار  بن

ــور    ــه انگ ــار گون ــك V. viniferaدر كن    در ي
  خوشــــه و جــــدا شــــدن آن هــــا از دو گونــــه 

 و كاج گونـه  (Medicago sativa)علفي يونجه 
Casuarina glauca ديگــر ).2شــكل ( بــود 

ــده در انگــور    بررســي ــاي انجــام ش ــاكي از ه ح
ــروه    ــه زيرگ ــل توج ــدگي قاب ــت ش ــاي  حفاظ ه

خـــانواده كيتينـــاز در ايـــن گونـــه بـــوده اســـت 
(Roubelakis-Angelakis, 2001)  كه با نتـايج 

ارائه شده در اين تحقيق مبني بـر شـباهت بـالاي            
ــه  PR3-Ch1ژن  ــوه دانـ ــان ميـ دار در   در درختـ

  .انطباق است
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و تعدادي از ارقام هاي گياهي مختلف   در گونهPR3-Ch1ن اي تنوع ژنتيكي ژ تجزيه خوشه -2شكل 
  دار مورد بررسي درختان ميوه دانه

 .اند يابي شده در اين تحقيق با زمينه خاكستري از بقيه تفكيك شده هاي توالي ژن
Fig. 2. Cluster analysis of genetic diversity in PR3-Ch1 gene in some plant species and 

tested cultivars of pome fruits 
Sequenced genes in this resrach have been demonstrated in grayscale bacround 

  
رغــم   علــيPR3-Ch2جفــت آغــازگر ژن  

 براي طراحي P. pyrifoliaاستفاده از ژنوم گونه 
 جفت باز در گونه     953آن، تنها يك باند با طول       

 مـورد   سيب تكثير كرد كه از نظر طـول بـا قطعـه           
. انتظار در هنگام طراحي آغازگر مطابقت داشت      

هاي به و همچنين ارقـام        در مورد ارقام و ژنوتيپ    
رغـم    گلابي مـورد بررسـي، تكثيـر ايـن ژن علـي           

تغييرات اعمـال شـده در برنامـه حرارتـي، دمـاي            
 مشاهده نشد   PCRاتصال و غلظت مواد واكنش      

رســد تفــاوت ژنتيكــي ايــن ژن در  و بــه نظــر مــي
دار مــانع از اتــصال   هــاي مختلــف دانــه   گونــه

ــه گلابــي      ــي شــده در گون ــاي طراح آغازگره
هـاي درختـان      ها و جنس    آسيايي براي ساير گونه   

بــه دليــل عــدم امكــان . دار شــده باشــد ميــوه دانــه
دارهـا مقايـسه      هـاي دانـه     يابي در ساير گونه     توالي

اي مقـدور نـشد    ميزان هومولوژي و تجزيه خوشه   

  ).4جدول (
ــا اســتفاده از جفــت  PCR كــنش انجــام وا ب

 و  ارقـام  استخراجي   DNAبا   PR3-Ch3 آغازگر
هـاي مـورد بررسـي، نـشان داد        هاي گونه   ژنوتيپ
  ژن قابليـــت تكثيـــر آغـــازگرجفـــت   ايـــنكـــه

PR3-Ch3  طــول . هــا داراســت آنرا در تمــامي
طـول  اين واكـنش بـا      تمامي باندهاي تكثيري در     

ــار   ــورد انتظـ ــازگر   مـ ــي آغـ ــام طراحـ   در هنگـ
 قطعه مورد انتظار ژن   . منطبق بود ) باز   جفت 759(

 ،ارزيـابي صـحت بانـد تكثيـر شـده         پـس از    اخير  
هاي گونه بـه      براي بار نخست در ارقام و ژنوتيپ      

). 5جـدول   (و گلابي شناسايي و جداسازي شـد        
در ارقام بومي سيب نيز ايـن ژن بـراي اولـين بـار              

پس از تعيين تـوالي قطعـات تكثيـر         . گزارش شد 
ل از واكـنش ايـن جفـت آغـازگر، بـا            شده حاص 

هـاي    اي در توالي    هاي نقطه   وجود مشاهده جهش  
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نـواحي فعـال ايـن كيتينازهـا        ،  3كيتينازي كـلاس  
  ايـن جهـش بـا تفـاوت       . قوياً حفاظت شده بودند   

 درصدي در گونه سيب در مقايسه با دو گونـه           4
 در  ).4جـدول   (گلابي معمولي و بـه همـراه بـود          

بـا    اين كيتيناز گيـاهي    اي  مطالعه و بررسي خوشه   
ــتفاده از روش نزديـــك  ــرين   اسـ ــرين و دورتـ تـ

 در تمـام    PR3-Ch3هـاي     پوشـش ژن  ها،    همسايه
ارقام، حاكي از شباهت بـالاي ايـن ژن و تعمـيم            
ــه گلابــي   آغــازگر مربــوط از گلابــي آســيايي ب

دار   هاي درختـان ميـوه دانـه        اروپايي و ساير گونه   
از ژن در   اي اين قطعـه       بررسي روابط خوشه  . بود

گياهان مختلف نيز حاكي از تفاوت قابـل توجـه          
اي   هـاي دولپـه     لپـه از گونـه      هاي تك   آن در گونه  

ــود ــه . بـ ــب گونـ ــين اغلـ ــه  همچنـ ــاي دانـ   دار  هـ
مورد بررسي شباهت قابل توجهي با يك ديگر و   
  گونــــه گلابــــي آســــيايي در ايــــن ژن نــــشان 

ــالي ــد، در حـ ــي   دادنـ ــوت فرنگـ ــه تـ ــه گونـ كـ
(Fragaraia ananassa)  كه متعلق به خـانواده 

گلسرخيان است و همچنين جنس انگـور كـه در          
 قرابــت PR1aهــاي قبلــي نظيــر  مــورد برخــي ژن

دار نشان داده بـود، در        زيادي با درختان ميوه دانه    
ترين شباهت را با گونه توتون نـشان          اين جا بيش  

نتايج ارائـه شـده در مـورد دو ژن          ). 3شكل  (داد  
PR3-Ch2   و PR3-Ch3  ايج ارائـه شـده در       با نت ـ

مورد زيرخـانواده كيتينازهـاي انگـور در انطبـاق          
  .(Roubelakis-Angelakis, 2001)است 

الكتروفورز ژل آگـارز محـصولات واكـنش        
 طراحـي شـده بـر       PR3-Ch4 ژن   آغـازگر جفت  

، نيز قادر P. pyrifoliaروي ناحيه حفاظتي گونه 

به تكثير اين ژن در تمامي ارقـام سـيب و گلابـي             
 براي  جفت آغازگر محصولات واكنش اين    . بود

ــدي   ــي داراي وزن بان ــام ســيب و گلاب ــام ارق   تم
در .  جفت باز و در محدوده مورد انتظار بود        867

هـا و ارقـام       يـك از ژنوتيـپ      كـه در هـيچ      صورتي
مورد آزمايش گونه به، بانـدي بـه ايـن وزن كـه             

را توجيه كند، مشاهده     PR3-Ch4بتواند حضور   
ژن بـراي اولـين بـار از گونـه          ايـن قطعـه از      . نشد

ســيب و همچنــين گلابــي معمــولي جداســازي و 
نتايج تعيين توالي ضمن    ). 5جدول  (گزارش شد   

  هـاي كدكننـده     مشخص كـردن تـشابه بـالاي ژن       
 بــين PR3 ژن 4هــاي كيتينــازي كــلاس پــروتئين

دليـشز   آبـادي وگلـدن    ارقام گـلاب كهنـز، شـفيع      
ــاوتي  ــيب، داراي تفـ  درصـــدي و 2ازگونـــه سـ

 درصدي بـين گونـه سـيب و گلابـي           4/1اوت  تف
اي قطعـه     تجزيـه خوشـه   ). 4جدول  (معمولي بود   

مورد بررسي ژن فوق بيـانگر شـباهت بـالاي آن           
دار بوده و گونـه انگـور         هاي دانه   در همگي گونه  

ــه كــاهو   ــار گون ــرار (Latuca sativa)در كن  ق
اي در خوشـه      هاي علفي دولپه    ساير گونه . گرفت
بنـدي شـدند      بـا ايـن ژن طبقـه       در رابطـه     ئيمجزا

  ).4شكل (
ــا جفــت آغــازگر ژن    PR3-Ch5در رابطــه ب

مشخص شد كه اين آغازگرها توانايي تكثيـر در         
. تمامي ارقـام سـيب، گلابـي و بـه را دارا هـستند             

جفــت ايــن  تكثيــري در واكــنش قطعــاتطــول 
 باز پـيش بينـي شـده         جفت 1163 با وزن    آغازگر

ــيايي مطا mRNAروي  ــي آس ــه گلاب ــت  گون بق
داشــت و بــراي اولــين بــار ايــن ژن از ســه گونــه
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و تعدادي از ارقام هاي گياهي مختلف   در گونهPR3-Ch3اي تنوع ژنتيكي ژن  تجزيه خوشه -3شكل 
  دار مورد بررسي درختان ميوه دانه

  اند يابي شده در اين تحقيق با زمينه خاكستري از بقيه تفكيك شده هاي توالي ژن
Fig. 3. Cluster analysis of genetic diversity in PR3-Ch3 gene in some plant species and 

tested cultivars of pome fruits 
Sequenced genes in this resrach have been demonstrated in grayscale bacround 
 

ــازي شــد    ــه، جداس ــولي و ب ــي معم ــيب، گلاب س
ــدول ( ــوالي). 5جـ ــه ت تـ ــابي قطعـ ــري ژنيـ   كثيـ

PR3-Ch5       مؤيد اين موضوع بود كه كيتينازهاي
 ارقــام ســيب، گلابــي معمــولي و بــه از 5كــلاس 

حفاظــــت شــــدگي بــــالا و تــــشابه شــــديدي 
اي حاصـل     هاي نقطـه    مقايسه جهش . برخوردارند

آبـادي از     از تفاوت نوكلئوتيدي بـين رقـم شـفيع        
 درصـد و بـا      4/3گونه سيب با گونـه بـه در حـد           

درصــد بــود 9/1لي در حــد گونــه گلابــي معمــو
اي ايــن  تجزيــه و تحليــل خوشــهدر ). 4جــدول (

 مشخص شد كه ايـن ژن       PR3-Ch5قطعه از ژن    
هاي گيـاهي محـدودتري نـسبت بـه           تنها در گونه  

.  مورد بررسي قرار گرفته است     PRهاي    ساير ژن 
هـاي    بررسي اين روابط خويشاوندي، كليه گونـه      

يگـر و در    دار را در كنار يك د       درختان ميوه دانه  
اگرچـه دو   . مجاور گونه گلابي آسيايي قرار داد     

ــيش   ــت ب ــه قراب ــي و ب ــه گلاب ــين   گون ــري در ب ت
 دارهـا نـشان دادنـد، سـاير         هاي مختلف دانه    گونه

هـــا در خوشـــه مجزائـــي  اي هـــاي دولپـــه گونـــه
  ).5شكل (بندي شدند  طبقه
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و تعدادي از ارقام اي گياهي مختلف ه  در گونهPR3-Ch4اي تنوع ژنتيكي ژن  تجزيه خوشه -4شكل 
  دار مورد بررسي درختان ميوه دانه

 .اند يابي شده در اين تحقيق با زمينه خاكستري از بقيه تفكيك شده هاي توالي ژن
Fig. 4. Cluster analysis of genetic diversity in PR3-Ch4 gene in some plant species and 

tested cultivars of pome fruits 
Sequenced genes in this resrach have been demonstrated in grayscale bacround 

  
در بررسي صحت باند تكثير شـده حاصـل از          

، تكثيــر يــك بانــد PR5جفــت آغازگرهــاي ژن 
در محصول واكنش،  باز  جفت541منفرد با وزن 

 رقم مـورد مطالعـه      27گوياي حضور اين ژن در      
. رد انتظار مطابقـت داشـت     بود و با طول قطعه مو     

گفتني است كه جفت آغازگر مربوط به اين ژن         
كه بر روي نواحي حفاظت شده دو گونـه سـيب           

طراحي شده بود، توانـست ايـن        و گلابي آسيايي  
ژن را در دو گونه گلابي معمولي و گلابي برگ         
بيدي تكثير كند، بنابراين قطعـه مـورد انتظـار ژن           

و گونـه گلابـي و      فوق بـراي اولـين بـار از ايـن د          
همچنـين ايـن    ). 5جدول  (گونه به جداسازي شد     

جفت آغازگر قـادر بـه تكثيـر ايـن ژن در ارقـام              
 و  يابي از توالي اي كه     نتيجه. بومي گونه سيب بود   

 بـه   PR5هـا در مـورد ژن         تجزيه و تحليـل تـوالي     

دست آمد مشخص كـرد كـه ايـن ژن بـا وجـود              
ــام مختلــف   هــاي نقطــه جهــش ــوالي ارق اي در ت
هــاي گيــاهي مــورد آزمــايش، از شــباهت   گونــه

ــالايي برخــوردار اســت  ــل توجــه در  . ب ــه قاب نكت
بررسي روابط خويشاوندي ايـن ژن فاصـله نـسبتاً          

 گونه گلابـي آسـيائي      PR5قابل توجه توالي ژن     
. دار بــود هــاي درختــان ميــوه دانــه بــا ســاير گونــه

همچنين ارقام خارجي سيب در خوشـه مجزائـي         
كـه دو     بندي شـدند، درحـالي      قهاز گلابي و به طب    

 آبـادي در    رقم سيب بومي گلاب كهنـز و شـفيع        
  همچنــين شــباهت قابــل تــوجهي بــين     . اســت

بيـدي مـشاهده      دو گونه گلابي معمـولي و بـرگ       
همكـاران   اين نتايج بـا گـزارش پراسـات و          . شد

(Prasath et al., 2011)    كـه هومولـوژي بـسيار 
 دو گونــــــــهPR5زيــــــــادي را بــــــــين ژن 
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و تعدادي از ارقام هاي گياهي مختلف   در گونهPR3-Ch5اي تنوع ژنتيكي ژن  تجزيه خوشه -5شكل 
  دار مورد بررسي درختان ميوه دانه

 .اند يابي شده در اين تحقيق با زمينه خاكستري از بقيه تفكيك شده هاي توالي ژن
Fig. 5. Cluster analysis of genetic diversity in PR3-Ch5 gene in some plant species and 

tested cultivars of pome fruits 
Sequenced genes in this resrach have been demonstrated in grayscale bacround 

  
Zingiber officinale و Curcuma amada 
اي متفاوت و نشانگر اين       مشاهده كردند تا اندازه   

است كه ميـزان حقاظـت شـدگي در ايـن ژن در            
اي متغير    هاي مختلف تا اندازه     ها و جنس    خانواده
  .است

كـه جفـت آغـازگر      نتايج همچنين نـشان داد      
 تمـامي  DNA بـا  PCRتحت واكنش  ،PR8ژن 

  هـــا محـــصولاتي بـــه وزن   ارقـــام و ژنوتيـــپ 
باز، مطابق با وزن مـورد انتظـار تكثيـر             جفت 771

اين بـراي اولـين بـار ايـن ژن در      كرده است، بنابر 
بيـدي و گونـه بـه          معمـولي و بـرگ     ارقام گلابـي  

توالي ايـن   ). 5جدول  (جداسازي و شناسايي شد     
 تنهــا در گونــه ســيب معمــولي در NCBIژن در 

 PR8 فيلوژنتيكي ژن  پس از بررسي . دسترس بود 
ايــن نتيجــه حاصــل شــد كــه مــشابهت در تــوالي 
آمينواسيدي آن ها منجر به بالاترين درصد تشابه        

ب شده و همين امـر      هاي مختلف سي    در بين گونه  

 را بـه  PR8نيز قابليت انتقال پذيري آغازگرهـاي    
نتايج ). 7شكل  (دو گونه گلابي و به توجيه كرد        

شباهت نسبتاً بالاي مشاهده شده در رابطـه بـا ژن           
PR8      و تعلق اين ژن به گروه كيتينازها مؤيد ايـن 

بنـدي شـده       طبقـه  PRهاي    است كه در گروه ژن    
ز، مشاهده سطح بالائي از     هاي كيتينا   به عنوان ژن  

هاي كيتيناز    هومولوژي همانند آنچه كه براي ژن     
 مشاهده شد چندان دور از انتظـار        PR3مجموعه  

  .(Roubelakis-Angelakis, 2001)نيست 
پـذيري    نتايج تحقيق اخير مؤيد امكـان انتقـال       

ــانواده    ــه خ ــوط ب ــاي مرب ــب آغازگره ــاي  اغل ه
دار   در درختــان ميــوه دانــهPRهــاي  مختلــف ژن

ــود ــاي ژن . ب ــين آغازگره ــاي  در ب ــورد  PRه م
ــا   ــي، تنه ــازگر ژن  بررس ــت آغ ، PR3-Ch2جف

 P. pyrifoliaرغـم اسـتفاده از ژنـوم گونـه      علـي 
براي جداسـازي ايـن ژن از سـاير درختـان ميـوه             

با توجه به نتايج حاصـل     . دار فاقد كاربرد بود     دانه
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و تعدادي از ارقام مورد هاي گياهي مختلف   در گونهPR5 ژن اي تنوع ژنتيكي تجزيه خوشه -6شكل 
  دار بررسي درختان ميوه دانه

 .اند يابي شده در اين تحقيق با زمينه خاكستري از بقيه تفكيك شده هاي توالي ژن
Fig. 6. Cluster analysis of genetic diversity in PR5 gene in some plant species and tested 

cultivars of pome fruits 
Sequenced genes in this resrach have been demonstrated in grayscale bacround 

  
اي از  و بر اسـاس طـول كامـل ژن، بخـش عمـده       

 PRهاي مختلـف      ناحيه كدكننده پروتئين در ژن    
مــورد بررســي تــوالي يــابي و مــشخص شــد كــه 
امكان استفاده بعدي از آن ها به منظـور طراحـي           

ــزان   آغا ــي مي ــراي بررس ــصاصي ب ــاي اخت زگره
زا و  ها در اثر متقابل بين عوامل بيمـاري   تظاهر آن 

هـاي باكتريـايي و       گياه ميزبـان از جملـه بيمـاري       
لازم به ذكر است كـه      . قارچي فراهم آمده است   

 شناسايي  PRهاي    به دليل محدود بودن طيف ژن     

شده در سيب، كليه تحقيقات قبلي انجام شده در         
ــه بر ــار ايـــن ژن زمينـ ــا در پاســـخ  رســـي رفتـ   هـ
ــنش  ــه ت ــازي     ب ــورت جداس ــه ص ــده، ب ــاي زن   ه

اوليــه و بررســي تظــاهر انجــام و مــورد گــزارش  
ــه اســت  ؛ Bonasera et al., 2006(قرارگرفت

Zhang et al., 2012a,b .(  در بررسي بوناسـرا و
 PR1a  ،PR1bهـاي     تظاهر ژن ) 2006(همكاران  

ميزبـان در    مرتبط با نظام دفاع اكتـسابي        PR1cو  
حملــه بيمــاري آتــشك تــشخيص داده نــشد،    
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و تعدادي از ارقام مورد هاي گياهي مختلف   در گونهPR8اي تنوع ژنتيكي ژن  تجزيه خوشه -7شكل 
  دار بررسي درختان ميوه دانه

 .اند يابي شده در اين تحقيق با زمينه خاكستري از بقيه تفكيك شده هاي توالي ژن
Fig. 7. Cluster analysis of genetic diversity in PR8 gene in some plant species and tested 

cultivars of pome fruits 
Sequenced genes in this resrach have been demonstrated in grayscale bacround 

  
هـاي ديگـر مربـوط بـه ديگـر            همچنين آن ها ژن   

. د را مـورد بررسـي قـرار ندادن ـ        PRهـاي     خانواده
در بررسـي   )  الف و ب   2012(زانگ و همكاران    

 در ســـيب PR8 و PR1 ،PR5هـــاي  تظـــاهر ژن
 گزارش كردند كه رفتار M. hupehensisگونه 

ها كاملاً از رفتار گـزارش شـده قبلـي در             اين ژن 
ــه ــسيس و    گون ــر آرابيدوپ ــدل نظي هــاي علفــي م

ــسيليك و اســيد    ــه اســيد سالي توتــون در پاســخ ب
نتايج معدود گزارش   . جاسمونيك متفاوت است  

ــرش      ــام نگ ــزوم انج ــد ل ــده مؤي ــام ش ــاي انج ه
هـاي   تري در زمينـه بررسـي پاسـخ خـانواده       جامع

 در ســيب و همچنــين اســتفاده از    PRمختلــف 
ــوالي ــام    تـ ــراي انجـ ــده بـ ــه دســـت آمـ ــاي بـ هـ
در ايـن   . هاي مشابه در گلابي و به است        آزمايش

تــر ايــن دو  بــين خــصوصاً حــساسيت قابــل توجــه
بيماري آتشك، امكان اسـتفاده از ايـن        ميزبان به   

نتايج را براي شناخت بهتر سـاختارهاي مقـاومتي         
و رفتار سيستم دفاعي گياهي در دو گونه اخير تا          

  .سازد اي مهيا مي اندازه
  

  سپاسگزاري 
از آقايان مهندس مهدي زجاجي،      وسيله  بدين

ــناس ــروه كارشـ ــد  گـ ــذايي و محمـ ــنايع غـ  صـ
 مجتمـع   باغبانيپور، كارشناس گروه علوم  عرفت

كريـــاي رازي دانـــشگاه آزاد  زآزمايـــشگاهي 
دليـل   ، بـه  اسلامي واحد علوم و تحقيقات تهـران      

  .شود مي سپاسگزاري شان هاي ارزنده كمك
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