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يابي مولكولي ژن مقاومت ژنوتيپهاي گوجه فرنگي نسبت به بيماري شانكر ساقه ناشي رد
 alternata Alternaria  از قارچ

  2و سعيده پيرايش *1محمد علي ابراهيمي، 1خديجه پيري فرد
  گروه بيوتكنولوژي كشاورزيدانشگاه پيام نور، تهران،  1

 تهران، وزارت جهاد كشاورزي، معاونت زراعت ٢

  28/9/95: تاريخ پذيرش    2/5/95 :تاريخ دريافت

  چكيده

 مهم و ،در بحث كنترل آفات و بيماريهاي گياهيرا انجام مطالعات دقيق با گسترش فعاليت قارچهاي بيمارگر در گياهان زراعي، 

ايجاد   Alternaria alternata f. sp. lycopersici فرنگي كه در اثر فعاليت قارچشانكر ساقه گوجه. رسدبه نظر مي ضروري
د كه بازدارنده كنتوليد مي AAL-toxinsبنام  فيتوتوكسينياين قارچ . در ايران است فرنگيترين بيماريهاي گوجهاز مهم ،شودمي

 ،مقاومت در برابر پاتوژن و عدم حساسيت به توكسين .شودبيوسنتز اسفنگوليپد در گياه ميزبان بوده و باعث شانكر ساقه مي
 .است AAL-Toxin، قادر به سم زدايي اين ژن پروتئين حاصل از بيان .شودكنترل ميدر گياه ميزبان   ASC1توسط جايگاه ژني 

ساخت آغازگر مناسب براي  از پس .در ايران انجام شد مورد استفاده مهمژنوتيپ  34ژن دراين  رديابيبا هدف اين تحقيق 
در ارقام مورد آزمايش رديابي PCR  طي واكنشاين ژن به بيماري شانكر ساقه و  رديابي ژن دخيل در مقاومت گوجه فرنگي

از كه باشد ژن مورد نظر مي مربوط بهيابي شده و نتيجه سكوئنس نشان داد كه باند ايجاد شده توالي PCRمحصول سپس . گرديد
فلات، متين،  ps515 ،CHاوان، هيبريد،  VF Early urbana، اكسير فلات،N3كال جي مورد آزمايش ارقامژنوتيپهاي  بين

Bonny Bostداراي ژن، ، هيبريد ايون ASC-1داراي ژنوتيپهاي براي اولين بار در ايران با روشهاي مولكولي به عنوان  بودند و
  .شدند ژن مقاوم به شانكر ساقه براي مطالعات بعدي معرفي

  شانكرساقه،گوجه فرنگي ،Alternaria alternata ارقام مقاوم، : واژه هاي كليدي

 ma_ebrahimi@pnu.ac.ir :، پست الكترونيكي 02122442041: نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

، فرنگي در كشوربا توجه به افزايش ميزان كاشت گوجه
 انجام مطالعات دقيق در بحث كنترل آفات و بيماريهاي

-گياهي مهم و ضروري است، از بيماريهاي مهم گوجه

شانكر ساقه گوجه فرنگي كه اولين بار در فرنگي بيماري 
 عامل. گزارش شده است كاليفرنياي آمريكاي جنوبي

  Alternaria alternata f. sp. lycopersici  بيماري قارچ

كه علائم آن به صورت زخمهاي روي ساقه و  باشدمي
هاي ساقه و شاخه هاي بيضوي مايل به سياه درطوقه،لكه
هاي نكروز ديده ها به صورت لكهدر برگها و ميوه گياه

به وضوح هاي مختلف قارچ جدايه )12( بررسي .شودمي
اين و در  باشدپاتوژن اوليه مي   A. alternataنشان داد كه
باز كه  شودتوليد مي  AAL-toxins نامه قارچ سمي ب

باعث دارنده بيوسنتز اسفنگوليپد در گياه ميزبان  بوده و 
هاي حساس گوجه فرنگي رفتن گونهو از بين شانكر ساقه 

اولين بار توسط بوتيني  AAL-toxinsتوكسين فيتو .شودمي
 lycopersici  alternataاز قارچ 1981و همكاران در سال 

f. sp. Alternaria  بخش دو داراي توكسين اين. جدا شد 

TB و TAسمي بخش است كه TAاستر از دو عنوانه آن ب 
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 شده شناخته كربوكسيلات وتري و كربن 19 يك آمينوفنيل

 گروه يك در و بودهTA سمي بخش به شبيه TB بخش و

در واقع اين . باشدمي متفاوت آمينوفنيل روي كربوكسيل
 ).8( باشداختصاصي مي ميزبان توكسينهاي جزء توكسين

مطالعات انجام شده بر روي جمعيتهاي در حال تفرق براي 
رديابي ژنهاي مقاومت به اين بيماري نشان داده كه بيماري 

فرنگي در نسلهاي در حال تفرق انجام شانكر ساقه گوجه
شده است همچنين نشان داده كه يك ژن غالب كنترل 

نام بارون با ه كه توسط دانشمندي ب كننده اين بيماري بوده
ه يابي شد بشناسايي و توالي ASC1 بنام MASكمك ماركر 

قرار  3طوري كه اين ژن بر روي بازوي بلند كروموزوم 
مقاومت در برابر پاتوژن و عدم حساسيت به توكسين  .دارد

در ساير  .)9 و 3( شودكنترل مي ASC1توسط جايگاه ژني 
وراثت پذيري مقاومت به عامل مطالعات انجام شده 

و  قرار گرفته بررسي مورد A. alternataبيماريزاي 
روي ارقام خاصي از گوجه  اين بيماري كه مشخص شده

زا است و ژنوتيپهاي مختلف داراي طيف فرنگي خسارت
تا  .)1( باشدوسيعي از واكنش نسبت به اين بيماري مي

 بين داروجود اختلاف معني ،هيمشاب آنجا در تحقيق

ساقه  شانكر بيماري به نسبت فرنگيژنوتيپهاي گوجه
بيماري برخي  صفات نظر از شد كه مشخص فرنگيگوجه

از  تعدادي ،حساس و برخي ژنوتيپها مقاوم كاملاً ژنوتيپها
همچنين ). 16( دارند بيماري به نسبي مقاومت ژنوتيپها

- گوجه با هجده رقم  A. alternataدرجه پاسخ متفاوت به 

براي ارزيابي احتمال دخالت فعاليت پروتئاز و فرنگي، 
بررسي و نيز ) 6( اياز نتايج قابل ملاحظهپراكسيداز 

فرنگي واكنش مقاومت و يا حساسيت شش رقم گوجه
 .A. alternata f. spنسبت به بيماري شانكر ساقه با عامل 

Lycopersici )8( حال با توجه به . مورد بررسي قرار گرفت
با روشهاي تست بيماريزايي انجام  اينكه اين بررسيها عمدتاً

با بررسي تنوع ژنتيكي عامل بيماري  )14و  5( شده است
از PCR استفاده از تكنيكهاي مولكولي و ماركرهاي مبتني بر

مطالعات مولكولي و بيوشيميايي انجام  )RAPD )15جمله 

 DNAشده اخير روي عامل اين بيماري نشان داد حضور 
با حضور  ITSآلترناريا و شناسايي آن بر اساس منطقه 

مايكوتوكسين قارچ در مواد مختلف ارتباط مستقيم دارد 
هاي مولكولي و هاي مختلف آلترناريا با تكنيكگونه). 13(

راحتي در حد گونه و زيرگونه  مورفولوژيكي متفاوت به
لذا شناسايي پاتوژن و تفكيك آن  ).7(قابل تفكيك هستند

اما در ادامه . پذير است در شرايط مناسب با دقت بالا امكان
اين مطالعات تعيين دامنه ميزباني و شناسايي ارقام مقاوم، 

ررسي رابطه ب. )11(نيازمند مطالعات تكميلي و جديد است 
نيز  PCR با روشهاي مبتني بر نيز ل بيماريفيلوژنتيكي عام

نشان داد كه شناسايي ارقام مقاوم با  )13 و RAPD )11با 
روشهاي جديد مولكولي اغلب داراي دقت بالاتر و نيازمند 

شود شناسايي زمان كمتري است، در اين تحقيق تلاش مي
 رقم مهم گوجه فرنگي در ايران و 34 در سطح ارقام مقاوم

شناسايي توالي ژن دخيل . به روش مولكولي انجام پذيرد
 در مقاومت گوجه فرنگي به بيماري شانكر ساقه اخيراً

انجام شده است و براي اولين بار در اين تحقيق از نگاه 
كاربردي از نتايج حاصل از پژوهش فوق در راستاي 

 ميزانASC1 ژن  .شناسايي ارقام مقاوم در ايران استفاده شد
. كندگياه را نسبت توكسين تعيين مي مقاومت و حساسيت

كه با شده   ASC-1Pپروتئين باعث توليد ASC1 بيان ژن
 آنزيم سرآميد سنتاز در مسير اسفنگولپيد بوده كه با حضور

ASC1 بررسي نتايج . شودباعث مقاومت گياه مي پروتئين
 حاصل از تكثير نشان داد كه اين پرايمر قدرت تمايز ميان

 و ارقام هتروزيگوس  (Asc/Asc)ارقام هموزيگوس غالب
(Asc/asc)  با ارقام هموزيگوس مغلوب(asc/asc) را دارد. 

شده است با  بانك ژن ثبتدر  ASC1ژن به توالي مربوط 
هاي معمول براي روشهاي محققان و اينكه توجه به يافته

به بر است و بسته بر و هزينهكنترل بيماري زمانشناسايي و 
كشت و پرورش متفاوت بوده و  نوع آب و هوا شرايط

ترين و احتمال مقاومت به قارچ كشها وجود دارد، مطمئن
موثرترين روش كنترل، شناسايي ارقام مقاوم و كاشت آنها 

كه براي اولين بار در اين تحقيق در ايران  )17 و 9( است
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از روشهاي مولكولي به اين در ارقام مهم گوجه فرنگي 
  .منظور بهره گرفته شده است

  واد و روشهام
 تا   L1رقم بذر اصلاح شده 5كاشت ارقام گوجه فرنگي 

L5  سسه تحقيقاتي و اصلاح  نهال و بذر ؤاز م 4در جدول
  شركت فلات واز   L27 تا  L6رقم  بذر از  21كرج، 

از شركت گل سم كه از ارقام گوجه  L22 ماباقي بذرها و
رقم مختلف  34كاشت . فرنگي رايج در كشور تهيه شد

در گلدان و   peat mossفرنگي در فضاي آزاد با خاكگوجه
گراد درجه سانتي 29تا  19ماه ارديبهشت در دماي بين 

ارقام مورد آزمايش، در شرايط مناسب  .صورت گرفت
  .كدگذاري گرديد )1جدول(و ) 1شكل(كاشته شده و طبق

  
  كاشت ارقام گوجه فرنگي - 1شكل

ها، س از آماده سازي نمونهپ: DNAاستخراج 
به  )10( انجام گرفت  CTABبه روش  DNAاستخراج

ها بافت برگ گياهچه DNAيند استخراج آمنظور انجام فر
گذاري كرده و براي  را با ازت مايع خرد نموده و سپس كد

 CTAB بافر. منتقل گرديد - 80تا  -20نگهداري به دماي 
استخراج شده   DNAهاي  نمونه. تنظيم شد pH= 8تهيه و 

درصد بارگذاري گرديد و بعد از  8/0بر روي ژل آگارز 
اندازه  انجام الكتروفورز و رنگ آميزي با اتيديوم برومايد

خام استخراج شده با مقايسه غلظت  DNA باند هر 
 Gen Ruler DNA( مشخصي از نشانگر وزن مولكولي

Ladder Mix 10kb (  شركتFermentas تخمين زده شد .
و گرفت  تكرار انجام  4براي هر رقم در   DNA  استخراج

از  PCR هاي تميز و با غلظت مناسب براي  DNAسپس
  .همه ارقام انتخاب شد

 مورد استفاده در اين تحقيق و كد مربوطهارقام  -1جدول 

ارقام گوجه  كد 
 فرنگي

 ارقام گوجه فرنگي كد

1L Walter 20L هيبريد پي اس  

2L Early ur bana21L  2270سوپر 

3L Mana pd 22L متين 

4L Pate early ch 23L هيبريدفيزنزه 

5L Bonny Best 24L هيبركومودورو 

6L  شف فلات L25 پريمو فلات 

7L 26 86پتوL 2هيبريدپتوپرايد 

8L  27 اكسير فلاتL تسي اچ فلا 

9L  28 كينگ استونL روژين 

10L  29 كنيگ استارL  3كال جي ان  

11L  ارلي اوربانا وي
 اف

30L هرمز 

12L 31 كيميا فلاتL  هنگام 

13L 32 واي فلاتL رها 

14L  33 هيبريدايونL زيومرد 

15L اوان L34 كيان 

16L كارون فلات   

17L هيبريد سوپرست   

L18 111فلات   

19L سوپر شف   

 25براي تهيه : اي پليمرازيند واكنش زنجيرهآانجام فر
اي پليمراز به  ميكروليتر مخلوط اجزاي واكنش زنجيره

ميكروليتر  PCR buffer ،75/0ميكروليتر  5/2ترتيب از 
ميكروليتر آغازگر  dNTP ،2/1 ميكروليتر7/0كلريدمنيزيم، 

،  Taq DNA polymeraseميكروليتر  3/0رفت و برگشت، 
جهت انجام اين واكنش . استفاده شد DNA ميكروليتر  2

 ساخت شركت متابيون آلمان ASC1آغازگر اختصاصي 
آغازگر مورد استفاده در  توالي .مورد استفاده قرار گرفت

است  عبارت Asc1fاي پليمراز براي واكنش زنجيره
 Asc1rو براي ATCACATCGCTGCTTCGGTTG:از

  .ATCCCAGTCCGTTCCTTCT:  است از عبارت
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اجرا شده عبارت  اي پليمراز حرارتي واكنش زنجيره برنامه
درجه  95چرخه نخست، دو دقيقه در دماي : است از
گراد  درجه سانتي 95چرخه بعدي شامل،  35گراد،  سانتي

گراد به مدت يك دقيقه  درجه سانتي 56به مدت يك دقيقه، 
گراد به مدت دو دقيقه و چرخه نهايي  درجه سانتي 72و 
 گراد به مدت دو دقيقه در دستگاه درجه سانتي 72

انجام  MycyclerTMمدل  Bio radترموسايكلرگراديانت 
بار تكرار  5ها اين واكنش براي هر يك از نمونه. گرفت
 DNA Ladderبراي تعيين وزن باند از  تحقيقدر اين  شد و

 mix 10000  براي بررسي تكثير قطعه . ه استاستفاده شد
در ژل آگارز   PCRژن مورد نظر، از الكتروفورز محصول 

  . استفاده گرديد TBEدرصد با بافر  2/1

پس از الكتروفورز محصول :   (sequence)يابيتوالي
و تكثير قطعه ژن در برخي ارقام،  اي پليمراز واكنش زنجيره

 جهت اطمينان از صحت كار، قطعه تكثير شده تعيين توالي

  .شد

 نتايج و بحث

الگوي . انجام شد CTABبه روش  DNAستخراج ا
در ارقام مختلف گوجه  DNAالكتروفورزي استخراج 

. آمده است 2درصد در شكل  8/0فرنگي در ژل آگارز 
طبق شرايط ذكر شده انجام و  اي پليمراز واكنش زنجيره

درصد  2/1در ژل آگارز  اي پليمراز واكنش زنجيرهمحصول 
به  ينژبرخي از ارقام قطعه . الكتروفورز شد TBEبا بافر 

از بين ارقام مورد ) 3شكل. (تكثير كردند  bp  1200وزن
 VF Early، اكسير فلات،N3آزمايش، ارقام كال جي

urbanaاوان، هيبريد ،ps515 ،CH ،فلات، متينBonny 

Bost هيبريد ايون داراي قطعه ژن ،ASC1  بودند كه
 AAL‐Toxinپروتئين حاصل از بيان آن، قادر به سم زدايي 

بررسيها نشان داده است كه وجود اين ژن در گياه بوده و 
تك . شودمانع بروز علائم بيماري شانكر ساقه مي ميزبان

همراه با پرايمر  ،اي پليمراز واكنش زنجيرهباند ديده شده در 
  .يابي به شركت پيشگام ارسال شدمربوطه براي توالي

 نشان داد كه باند ايجاد شده همان ژن موردنتيجه سكوئنس 
كه نتيجه اين توالي در پيوست نمايه شده . باشدنظر مي

. اين نتايج با مطالعات برخي از محققين همسو بود. است
 VF Earlyكمترين ميزان شاخص بيماري به رقمهاي 

urbana و هيبريدps نتايج اين تحقيق وجود  ).1( تعلق دارد
نتايج نشان  .را در اين ارقام تأييد كرد  ASC1ژن مقاومت

دهنده وجود اختلاف معني دار بين ژنوتيپها از نظر صفات 
  .كه اين امر در نتايج اين تحقيق تأييد شد) 16(بيماري 

كه بر اساس آن  )2002( براندواج با توجه به تحقيقات
قارچ  در برابر ASC-1مقاومت به وسيله ژن غالب 

Alternaria alternata f.sp. lycopersici شود ايجاد مي
 .توان مقاومت ارقام ذكر شده داراي اين ژن را تأييد كردمي

هاي معتبر درج از آنجا كه توالي اين ژن به تازگي در سايت
ها به صورت كاربردي براي اولين گرديده است اين يافته
، كه   ALL toxinفيتوتوكسين .گرددبار در ايران گزارش مي

ميزبان عامل اصلي ايجاد علائم است در تعامل پاتوژن 
داراي مقاومت  QTLشود و صفت مورد بررسي توليد مي

  .عمودي است در ساير ارقام نيز قابل بررسي است

  

  
  درصد8/0در ارقام مختلف گوجه فرنگي در ژل آگارز  DNAالگوي الكتروفورزي استخراج  -2شكل 

١٠kbp 
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  پيوست يك

  
در حالي كه اصلاح نباتات سنتي يك نقش محوري در 

لذا با . فرنگي را ايفا كرده استتوسعه ارقام مقاوم گوجه
 و است اقتصادي ايگونه فرنگيگوجه توجه به اينكه گياه

 مرسوم كشور در ايگلخانه و ايمزرعه آن به صورت توليد

 كه شودمي كشت ايران در گونه اين از مختلفي ارقام .است

 يا و بودن زودرس بودن، پرمحصول دليل به آنها برخي از
 وجود دارند همچنين با ترجيح ديگر ارقام بر كيفيت ميوه

 از تا حدودي است توانسته گياهي بذر ژنتيكي اصلاح اينكه
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 تحت را نامساعد،عملكرد شرايط در زني جوانه بهبود طريق

 نظر از ارقام اين ويژگيهاي ديگر حالاين با دهد قرار تأثير

نيز توسط   تنشي يا شرايط و ايتغذيه كمبودهاي تحمل

 گوجه توليد است تا از گرفته قرار بررسي محققان مورد

 .شود ممانعت مختلف تنشهاي با مزرعه در فرنگي

 

 
  درصد 2/1روي ژل آگارز PCRالگوي الكتروفورزي محصول  -3شكل 

 بيشتر تحمل با رقمي معرفي بر علاوه پژوهشها اين از هدف

 آنها مقاومت افزايش همچنين تنشها و كمبودها و نسبت به

اما  )4و  2(رود مي شمار به نامساعد محيطي شرايط برابر در
تواند يك رديابي مولكولي ژن ثابت كرد كه اين روش مي

ابزار بسيار مفيد براي شناسايي مقاومت به ساير بيماريها در 
با توجه به اينكه برخي ارقام با  .فرنگي باشدگوجه

خصوصيات زراعي مناسب، فاقد ژن مقاوم هستند، با 

توان به اس ميدسترسي به اين ژن و انتقال آن به ارقام حس
آزمونهاي . ارقام مقاوم با صفات زراعي مناسب دست يافت

ييدي بر Ĥتواند تبيماريزايي متعددي قابل طرح است كه مي
تحقيقات انجام شده بوده و نتايج حاصل را به فضاي 

تحقيقات، به اينكه اين  اميدبا . گلخانه و مزرعه تعميم دهد
شناسايي سريع و توليد گشايي براي مطالعات جديد در راه

  .ارقام مقاوم نسبت به بيماريهاي مختلف باشد
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Abstract 

The spread pathogenic fungi activity in crop plants, detailed studies on the control of 
pests and plant diseases, is considered essential. Tomato stem canker caused by 
Alternaria alternata f. sp. lycopersici created the most important diseases of tomato in 
Iran. This pathogen produces phytotoxin called AAL-toxins that is sphingolipid 
biosynthesis inhibitor in host plants, causing stem canker. Resistance against pathogens 
and lack of sensitivity to the toxin, by the gene in the host plant is controlled ASC1. The 
protein product of this gene, is able to detoxify AAL-Toxin. Therefore, this study aimed 
to detect canker disease resistance gene in 34 major genotypes used in Iran. PCR 
products were sequenced the sequencer result showed that the gene is reproduced. That 
the genotype of the cultivars Cal Jay N3, Elixir plateau, VF Early urbana, Evan, hybrid 
ps515, CH Plateau, Matin, Bonny Bost, hybrid ion, had ASC1 gene. Resistant 
genotypes to stem canker were identified by molecular methods for the first time in Iran 
for further study. 
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