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)1397(226تا 213هاي صفحه2شماره 19مجله علوم و فنون باغبانی ایران جلد 

هاي تجاريهاي سیب محلی ایران و رقمنژادگانبرخیمیان یکیژنتتنوعبررسی 
SRAP1وSSRمولکولیيبا استفاده از نشانگرها

Assessment of Genetic Diversity Among Some Iranian Native Apple
Genotypes and Commercial Cultivars Using SSR and SRAP Molecular

Markers

نجاري2 حاج و حسن طباطبایی سید ابراهیم بدرالدین طالبی*، مجید خاك، بوته علی

دهیچک
ها چندان مشخص آنیکیروابط ژنتبنابراینو اندشدهيگذارنامیمحلهاينامران با یب ایسيهارقمبیشتر

سه یز مقایران و نیاهايسیبمختلف هاينژادگانبرخی یکین شناسنامه ژنتییتعمنظوربهن پژوهش یست. در این
SSRزماهوارهینشانگر رسیستم از دو یخارجيتجاريهارقمها با آنیکیروابط ژنت

)Simple sequence repeats ( وSRAP)Sequence-related amplified polymorphism (از شداستفاده .
ص یارآمد تشخمناسب، کیجاد چند شکلیادلیلبهجفت آغازگر 9رفته، کاربهزماهواره یجفت آغازگر ر14ن یب

دستبه81/0برابرمشاهده شده یتیگوسیزان هتروزیو م22/6یدر هر مکان ژنهاآللتعداد میانگینداده شدند. 
بیسیگشنو دگرخودناسازگاريماهیتازناشیکهرسیبرموردگیاهیهايمادهدربالاژنتیکیتنوعو آمد
ب چند یکتر13استفاده شده، تعداد يب آغازگریترک56، از مجموع SRAP. در نشانگر د کردییرا تأباشدمی

ده مشاهده شیتیگوسیهتروزمیانگیند نمودند. ی) تول85%/9نوار چند شکل (194و دادندنشان یمناسبیشکل
. مطابقت نداشتسیبیو دگرگشنيخودناسازگارتیکه با ماهمحاسبه شد 34/0يغازگرآهايترکیبيبرا

میزان ودر نشان دادن اطلاعات چند شکلی SSRنشان داد که توانایی نشانگر پژوهشحاصل از این هاينتیجه
اي هنامگذاري منطقبرخلافبیشتر است و SRAPسیب نسبت به نشانگر هاينژادگانهتروزیگوسیتی در 

ژنتیکی کینزدیها مطابقت ندارد. با نام جغرافیایی آنهانژادگانبومی ایران، خاستگاه اصلی این هايسیب
ها دارد.خارجی نشان از شجره مشترك احتمالی آنهايسیب

.سیب ایران، نشانگرهاي مولکولی، هتروزیگوسیتیچند شکلی ژنتیکی، :واژه هاي کلیدي
مقدمه

تاریخ و شروع دوران کشت شناخته و مورد پیش ازاست که بشر از دوران هاییمیوهولین سیب از جمله ا
از به هم چنینهممختلف و هايگونهاز اختلاط هاقرنبودن، در طول دگرگشنعلتبهاستفاده قرار داده است. 

ها براي دانشمندان اد آنکه تشخیص اجداندآمدهوجود هجدیدي بيهارقم، ايگونهدرونهايتلاقیآمیختن و 
مرکزي و قرقیزستان) يکه ایران نزدیک منشأ و خاستگاه سیب (ناحیه آسیاجایی). از آن4اي است (مسئله پیچیده

و شناسایی آوريجمعرو ایند. از نباشمندبهرهسیب از تنوع ژنتیکی زیادي يهارقمرود گمان می،)15قرار دارد (

1/7/97تاریخ پذیرش: 22/6/96تاریخ دریافت:-1
تکنولوژي ودانش آموخته کارشناسی ارشد، دانشیار و استاد دانشگاه صنعتی اصفهان، دانشکده کشاورزي، گروه بیورتیبتبه-2

یج آموزش و ترو،، سازمان تحقیقاتانیباغبمعتدله و سردسیري، موسسه تحقیقات علوم هايمیوهدانشیار پژوهش، پژوهشکده 
، کرج، ایران.کشاورزي

).mtalebi@cc.iut.ac.ir* نویسنده مسئول، پست الکترونیک: (
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هايپژوهشعنوان قدم اول در بههانژادگاننتیکی کشور و به همراه آن ارزیابی این ژهايذخیرهدقیق و صحیح 
اب بیسيهارقمبرخیمشابه، تقریببهيظاهرهايویژگیبرخلاف. داردايویژهت یاهمنژاديبهوژنتیک

. )11(نیستها چندان مشخص آنیکیروابط ژنتبنابراین، اندشدهينامگذارمختلفیمحلهاينام
استوار علتبه، یمولکوليهاروشاهان بر اساس یص تنوع گیتشخهايروشاستفاده از پیشینيهادر دهه

،شناسیریختهايدادهسه با ی، در مقاهاپروتئینک و ینوکلئيدهایها بر تنوع موجود در سطح اسن روشیبودن ا
یمعرف) Deoxyribonucleic acid(DNAيشانگرهااز نيادی. تاکنون تعداد ز)6(افته است یيترعیکاربرد وس

ها یژگیاز ويارین نشانگرها از نظر بسیاند. امورد استفاده قرار گرفتهجاندارانک یژنتيهاهیاند و در تجزشده
ع در سطح یش، توزیشده در هر آزمایبررسيهاگاهیبارز بودن، تعداد جاا همی، بارز یمانند درجه چند شکل

ند. انتخاب تگر متفاویدیکاز باینه مورد نیالگو و هزDNAیابیتوالیبه نداشتنازیا نیاز ی، نيریرپذژنوم، تکرا
) و سطح یت و روابط تکاملیک جمعی، ژنتیوستگیپهه نقشی، تهينگار(انگشتبررسین نشانگر به هدف یبهتر
تشخیص نقشه ژنتیکی در گیاهان ايبرRAPD1فناوريدر ابتدا ).6(دارد یبستگبررسیموجود مورد يدیپلوئ

منتشر شد و از آن 1994در سال RAPDفنبرده شد. اولین نقشه ژنتیکی سیب با کاربهویژه سیب همختلف ب
هاي سیب رقمنیز براي تشخیص AFLP2فناوري. )1(رفت کاربهسیب يهارقمپس این روش در شناسایی 

ه به خاطر پیچیدگی روش و هزینه زیاد، در هر آزمایشگاهی میسر نیست. . اما استفاده از این شیو)17(رفت کاربه
پذیري آن ها است، ولی قابلیت انتقالژنی در گونهپیوستگیهاينقشهروش مناسبی براي تهیه AFLPهر چند 

.)17(باشدمیها ماهوارهکمتر از ریز
در شناسیریختهايویژگیولکولیمونشانگرهايازاستفادهباایرانسیبژنتیکیتنوعارزیابی

. )23،  5،9،10، 1،3ایران است (وارداتیوبومیيهارقمدربالاژنتیکیحاکی از تنوع، مختلفهايبررسی
بیشتر به سیب ایرانیيهارقمنشان داد که اهلی و وحشی از نقاط مختلف دنیا هايسیبذخایر ژنتیکیبررسی

Malusهايگونه sieversiiومرکزيآسیايازM. orientalisهستند طمرتبقفقازوروسیه، ترکیه، ایرانبومی
بنابراین رند. قدیمی کشورهاي غربی نیز ارتباط ژنتیکی دايهارقمسیب ایرانی با يهارقمبر این، افزون). 5(

نابع ژنتیکی ان از این متووحشی باشند و میهايگونههاي اهلی و رقمسیب ایرانی ممکن است بینابین يهارقم
اهلی استفاده نمود.هايسیببراي گسترش تنوع ژنتیکی

نژاديبهتکامل گیاهان و هايبررسیکاربرد بیشتري براي SSR3در میان نشانگرهاي مولکولی، نشانگرهاي 
سرتاسري ژنوم است بارز و پوشش همویژگیها، طبیعت چند آللی، قابل تکرار بودن آندلیلها دارد و این بهآن

. )27، 24، 5(اندشدهییب شناسایها در سزماهوارهیاز ریمتفاوتیاختصاصيتاکنون جفت آغازگرها.)26، 20(
انجام هاسیبدوگاناز گانسهيهارقمص ینه تشخیدر زميمتعددهايبررسیهاریزماهوارهن یبا استفاده از ا

حجم کار و تواند میSSRيدر مورد جفت آغازگرهایقبليهاهش. استفاده از اطلاعات و پژو)16(شده است 
ن ییتعيبراطراحی شد و SSRنشانگر14تعداد بررسیک ی. در )2(کاهش دهديادیار زیبسرا تا حدها هزینه

ره نشان داد که استفاده از حتی سه نشانگر ریزماهواهانتیجه. برده شدکاربهب یسيرقم تجار21ينگارانگشت
با SSRنشانگر 48از يگریدی. در بررس)13(نمایدتفکیکرابررسیرقم مورد 21است طراحی شده قادر 

شتر از یبییتاهاي دوتوالین نشانگرها نشان داد که یسه ای. مقاشداستفاده ییتاو سهییدوتايتکرارهايتوالی
و ییشناسايزماهواره برایر250ش از یاکنون ب. ت)14(دهند ینشان میشکلچندب، یدر سییتاسههايتوالی
يروSSRد یجفت آغازگر جد140، تعداد یک بررسی. در )16(است شدهب مشخص یسهاينژادگانیبررس

ب موثر شناخته شدندیسيهارقميجداسازياد برایزیداشتن چندشکلعلتبهکه ،ب استفاده شدیسيهارقم

1-Random Amplified Polymorphic DNA2-Amplified Fragment Length Polymorphism

3-Simple Sequence Repeat
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مختلف سیبهارقمشناسایی جهت طراحی شده SSRنشانگر 16از )12(دیگريبررسیدر . )16(
(M. domestica) برمبتنینشانگرهايگریداز. شداستفادهPCRتوسط2001سالدرباراولینکهLiو

Quirosنشانگرشد،معرفیSRAP1 81تا 71آغازگردوتوسطافزایشاساسبرنشانگراین.)18(است
توالیدارايآن5´سمتازاولنوکلئوتید11تا 10که، نوکلئوتیدي14تا13مرکزيالیداراي تونوکلئوتیدي
پیداادامه،برگشتآغازگرهايدرAATTورفتآغازگرهايدرCCGGتوالیتوسطونیستنداختصاصی

درCCGGتوالیهاستفادازهدف. شوندمیتکمیل3´انتهايدرتصادفینوکلئوتیدسهباآغازگرهااین. کنندمی
گیريهدفراژنوماگزونقسمتاز)ORF2چارچوب قرائت باز (ناحیهکهاستدلیلاینبهرفتآغازگرتوالی

نشانگر.)18است (فراوانیGCدارايطور معمولبهاگزونناحیهکهاستایناساسبرموضوعاینوکند
SRAPهايگونهژنتیکیمقایسهوژنتیکیتنوعآنالیزنتیکی،ژپیوستگیهاينقشهتهیهدرايگستردهطوربه
استشدهاستفادهژنتیکیتنوعبرايکهیهایبررسیاینجملهاز.)13، 1(شودمیبردهکاربهگیاهیمختلف

.بردنامرا)29(موزو)7(مرکبات، )25(زردآلوژنتیکیتنوعتعیینتوانمی
این نژاديبهبومی سیب ایران در جهت يهارقمویژهبهسیب يهارقمتر با توجه به لزوم شناسایی دقیق

کاربرد رسدمینظربهی، شناسریختهاي ویژگیبندي سیب براساس قابل اعتماد نبودن طبقهچنینهممحصول و 
لدلیبهچنینهمسیب ضروري باشد. يهانژادگانبندي و تعیین شناسنامه دقیق نشانگرهاي مولکولی در طبقه

روابط یبررسسیب، يهارقم، تعیین شناسنامه ژنتیکی هارقمدر تفکیک SSRو SRAPکارایی زیاد نشانگرهاي 
ها و استفاده از آنمختلف دارندهايناممحلی صورتبهکه ییهارقمسیب و شناسایی يهارقمفیلوژنتیکی بین 

ن ین بهترییبا هدف تعپژوهشن یرو انیز ا. ادارداي هاي بومی ایران اهمیت ویژهدر شناسایی دقیق سیب
طه ن رابییز تعیران و نیب مورد کاشت در ایسيهارقمک یتفکيبراSRAPو SSRيازماهوارهیرينشانگرها

انجام شد.یو خارجیب داخلیسيهارقمیکیژنت
هاروشو مواد

گیاهیهايماده
تجاري ایرانی هايسیبانواع از سیبنژادگان رقم و 68مورد بررسی در این پژوهش شامل هاينمونه

از یبرگهاينمونه. شدنداستفاده هاآنبرگ هاينمونه) بودند که1(جدول رقم سیب خارجی شماري و 
ب واقع در یسمجموعهموجود در يهارقماز 1390ل مرداد ماه یب در اوایانواع سو جوان تازه هايسرشاخه

م علوتحقیقاتموسسه معتدله و سردسیري هايمیوهپژوهشکده ر نظر یکرج زکمال آباد تحقیقاتستگاه یا
روي یخ به سرعتبهمختلف و نژادگانهارقمجوان هايسرشاخهبرگ از هاينمونهد. یگردتهیه باغبانی 

درجه-80در فریزر DNAو تا زمان استخراج شدندمایع منجمد نیتروژندر درنگبیآزمایشگاه منتقل شده و 
.نگهداري شدندسلسیوس
DNAاستخراج 

و استفاده از 1980در سال ThompsonوMurryسیب مورد بررسی با روشيهااز رقمDNAاستخراج 
CTAB%2) کمیت 22انجام گرفت .(DNA استخراج شده با مقایسه ضخامت باندهايDNA ژنومی با باند اول

تخمین زده شد و به روش آگارزالکتروفورز در ژلروشبه)Fermentas(شرکتIIIنشانگر اندازه 
هاي استخراج شده تلقی . عدم وجود کشیدگی باندي دلیل بر کیفیت مناسب نمونهاسپکتروفتومتري تایید گردید

رقیق µlng25-1تا حدود هانمونههمه DNAآب مقطر دو بار استریل به میزان لازم، افزودنگردید. در انتها، با 
.شد

1-Sequence-related Amplified Polymorphism2 -Open reading frame
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.هاآنمنشاو پژوهشن یب مورد استفاده در ایسهايرقمو نژادگانهاينام-1ولجد
Table 1. Names and origin of apple cultivars and genotypes used in this study.

آوريجمعمنطقه
Collected area

هانژادگان
Genotypes

کد
Code

آوريجمعمنطقه
Collected area

یهاي بومرقم
Native cultivars

کد
Code

آوريمنطقه جمع
Collected area

هاي وارداتیرقم
Imported cultivar

کد
Code

AlborzIRI137AlborzSharbati50AustraliaGranny Smith112
AlborzIRI238AlborzGolBahar29AustraliaGranny Smith 214
AlborzIRI339KhorasanMashhad51USAGolden Smoothee13
AlborzIRI540KhorasanMashhad Nouri52USAGolden Smoothee210

AlborzIRI641KhorasanDirras Mashhad53RussiaYellow Transparent18

AlborzIRI742KhorasanPaeyzeh Mashad47RussiaYellow Transparent219

AlborzIRI843AzerbaijanBoshghabi Balkhy48USAStarking111

AlborzGolden Karaj44KhorasanGolshahi49USAStarking 223

AlborzSpart Holand4KhorasanMorabaei  Mashad46USAJonathan15

AlborzShirin wealthy36KhorasanPaeyzeh Zard Mashad54USAJonathan221

AlborzHolandGolden2KhorasanNarsib Mashhad55USAYellow Spur115
AlborzKompooti68KhorasanAkhlamed Mashhad56USAYellow Spur220
FarsEnglisi Shiraz27AzerbaijanSoltani Shabestar57USAYellow Spur322

KermanshahGolab Sahne58RussiaIdared18

AzerbaijanShishehei Tabriz 159USATop Red Delicious21
AzerbaijanShishehei Tabriz 267USATop Red Delicious217
AzerbaijanAhar 160USAEmpire All Red17
AzerbaijanAhar 266USAEmpire All Red213

ArdabilArdabil 164USAJonagold6

ArdabilArdabil 265USAPrime Gold216

IsfahanGolab Esfahan45USAGolden Pearmain9
AzerbaijanHeidarzade62Isfahankhorsijan28

AzerbaijanZonooz Marand61TehranShafiyi30

AzerbaijanSheikh Ahmad63IsfahanAzayesh31

AlborzDeraz24TehranGolab Kohanz32

AlborzAssali25AlborzNayan Arange33

IsfahanGhandak Kashan26AlborzHaji Karaj34

AzerbaijanGharaGhach35

بوته خاك و همکاران
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SSRنشانگربا استفاده از PCR1واکنش 

ن ی). ا2دولد (جیب استفاده گردیسSSRیجفت آغازگر اختصاص14از تعداد PCRانجام واکنش براي
نشان داده یقبلهايبررسیب در یسيهارقمن یدر بییبالایزان چند شکلیمناسب و میت آللیفیآغازگرها ک

تر یکرولیم5/1که شامل ،انجام گرفتيتریکرولیم15در حجم هانمونهيبراPCR. واکنش )27، 24، 23(بودند 
Taqم یاحد آنزک وی، mM50میزید منیتر کلریکرولیک می، X10بافر  DNA Polymerase ،10ر کومول از هیپ

واکنش دماییاز هر نمونه بود. برنامه یژنومDNAنانوگرم 20مولار ویلیمdNTPs10تر یکرولیم4/0آغازگر، 
PCRچرخه 35وس تعداد یدرجه سلس94يه در دمایاوليقه واسرشت سازیدق5که پس از شدم یتنظيطور
رجه د72يه دمایثان90) و 2نه (جدولیاتصال بهيه در دمایثان45وس، یدرجه سلس94هیثان30شامل دمایی
برايد. قه انجام شیدق10وس به مدت یدرجه سلس72يز در دماینهاقطعهیینهاافزایشد. یوس اعمال گردیسلس

ه ترات نقره استفادینآمیزيرنگر واسرشته و ید غیل آمیاکریافته از الکتروفورز ژل پلیافزایشهايقطعهمشاهده 
شد.

شده ينه سازیال بهاتصيهمراه دمابهپژوهشب مورد استفاده در یسSSRينشانگرهاهايویژگی-2جدول 
.هاآن

Table 2. Characteristics of apple SSR markers and their optimized annealing temperatures
used in this study.

منبع
Reference

توالی آغازگر
Primer sequence

اندازه قابل 
انتظار

Expected size
(bp)

دماي اتصال
Annealing

temperature
(°C)

نام 
آغازگر
Primer
name

شماره
No.

8F: AAA CTG AAG CCA TGA GGG C
R: TTC CAA TTC ACA TGA GGC TG

278 -24656.3CH01E121

14F: GAG AAG CAA ATG CAA AAC CC
R: CTC CCC GGC TCC TAT TCT AC

183 -13958CH01F03b2

14F: AGT GGC TGA TGA GGA TGA GG
R: GCT AGT TGC ACC AAG  TTC ACA

186 -17060CH04G043

14F: GCC ATC TGA ACA GAA TGT GC
R: CCC TTG ATT CAC ATT TCC AG

172 -13460.5CH01D094

14F: CGA ATA TTT TCA CTC TGA CTG GG
R: CAA GTT GTT GTA CTG CTC CGA C

190 -15857.4CH05E035

8F: ACC ACA TTG GAG CAG TTG AGG
R: CTG GTT TGT TTT CCT CCA GC

222 -16860CH01F026

8F: CGC ATG CTG ACA TGT TGA AT
R: CGG TGA GCC CTC TTA TGT GA

178 -12559.3CH01B127

14F: CCA CTT GGC AAT GAC TCC TC
R: ACC TTA CCG CCA ATG TGA AG

160 -13657CH01D038

14F: CCC TCT TCA GAC CTG CAT ATG
R: ACT GTT TCC AAG CGA TCA GG

158 -13856CH02F069

14F: GTT GCA AGA GTT GCA TGT TAG C
R: TTT TGA CCC CAT AAA ACC CAC

135 -11157CH05A0210

8F: GAA AGA CTT GCA GTG GGA GC
R: GGA GTG GGT TTG AGA AGG TT

141 -10757.3CH01H0111

8F: CCG TGA TGA CAA AGT GCA TGA
R: ATG AGT TTG ATG CCC TTG GA

238 -21260.502b112

8F: CGG CCA TCG ATT ATC TTA CTC TT
R: GGA TCA ATG CAC TGA AAT AAA CG

147 -11557.305g813

14F: TTG AGG TGT TTC CCA TTG GA
R: CTA ACG AAG CCG CCA TTT CTT T

191 -14156GD1214

1-Polymerase Chain Reaction

محلی ...وخارجیسیبهاينژادگانوهارقمبرخیژنتیکیتنوعبررسی
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SRAPدر نشانگر PCRواکنش 

ترکیب آغازگري ممکن روي چهار رقم 49یش مقدماتی از تعداد در یک آزماSRAPهايآزمایشبراي انجام 
13عدادشرایط واکنش و انتخاب آغازگرها، تسازيبهینهایرانی و چهار رقم خارجی استفاده گردید. پس از 

هاي مورد بررسی استفاده شد. شرایط واکنش، برنامه دمایی و توالیشکل بودند، روي تمامی رقمآغازگر که چند 
انجام شد.SSRهاي افزایش یافته همانند نشانگر ) و الکتروفورز قطعهQuiros)18وLiرها همانند بررسی آغازگ

داده هاواکاوي
اي صورت آللی کدگذاري شد و تجزیه خوشهبهSSRدر نشانگر PCRالگوهاي نواري حاصل از واکنش 

Power Markerتفاده از نرم افزار و با اسUPGMAبه روش )Nei)1987ها بر اساس ضریب تشابه داده

3.25) Vhttp://www.powermarker.net(.منظور ارزیابی کارآیی نشانگرهاي ریزماهواره بهصورت گرفت
ند شکل ، معیارهاي مختلفی مانند هتروزیگوسیتی مشاهده شده و مورد انتظار، میزان اطلاعات چمورد استفاده

1)PICدست آمده در الگوي باندي به). 10، 9، 1هاي افزایش یافته توسط هر آغازگر محاسبه شد () و تعداد آلل
نیز بر اساس حضور یا عدم حضور باندها با اعداد یک و صفر براي هر رقم مشخص شد. SRAPواکنش 

NTSYSpcهاي حاصل با استفاده از نرم افزار داده 2.02e.واکاوي شد
و بحثنتایج

SSRنشانگر حاصل از هاينتیجه

68ن یبیکین روابط ژنتییتعيب برایشده از ژنوم سیطراحریزماهوارهجفت آغازگر 14پژوهشن یدر ا
ها و گونهیکیژنتينگارانگشتين جفت آغازگرها برای). ا2(جدول در نظر گرفته شد اه ین گیاو رقمنژادگان

يهارقمدر یوبخافزایشجفت آغازگر توانستند 9، ن تعداد آغازگریااز ). 16، 13(انددهشپیشنهاد ب یسيهارقم
، CH0B12را نشان دادند. پنج جفت آغازگر شامل یمناسبیش داشته باشند و چند شکلیب مورد آزمایس

GD12 ،CH01H01 ،CH02F06وCH04G04ایو اضافه ياد باندهاید تعداد زیا تولیافزایشعدم علتبه
فت آغازگرها ن جیایتمامدند.یحذف گردهاآزمایش، از ادامه هارقمتک شکل در همه یک مکان ژنیتنها افزایش

بت به نسژنگاه ي تکثیر یافته در هر هاآللتعداد ). 3جدول آلل نشان دادند (9تا4از یمناسبیچند شکل
د به تعداد و توانمی، ژنگاهدر هر هاآلللاف در تعداد . این اخت)19، 10کمتر است (،قبلی صورت گرفتههايبررسی

مختلف مربوط باشد. هايپژوهشمورد بررسی در هاينمونهتنوع 
ولی هتروزیگوسیتی مشاهده ،بود74/0جفت آغازگر، 9) براي این Heمیانگین هتروزیگوسیتی مورد انتظار (

بود. 81/0ها که میانگین آندیده شد،شتر جفت آغازگرها در مکان ژنی بی92/0تا 58/0) در دامنه بین Hoشده (
مقدار بالاي هتروزیگوسیتی مشاهده شده نشان دهنده میزان بالاي خودناسازگاري و دگرگرده افشانی در 

هاي ژنی مختلف سیب مورد بررسی است. میزان هتروزیگوسیتی مورد انتظار و مشاهده شده در مکانيهارقم
هم بود. میزان هاي ژنی مختلف، نزدیک بهولی میانگین این دو شاخص براي مکان،ن دادهایی را نشاتفاوت

هاي ژنی نشان داد که آلل براي کلیه مکان22/6هاي مشاهده شده با میانگین هتروزیگوسیتی بالا و تعداد زیاد آلل
ي تنوع ژنتیکی سیب سودمند هاتوانند در بررسیاي سیب بسیار چند شکل بوده و مینشانگرهاي ریزماهواره

آللتعداد، SSRنشانگرششباگلابیرقم62وSSRنشانگرهشتباسیبرقم66رويبررسیدرباشند.
44/0و43/3وسیبدر69/0و22/5برابرترتیببهشدهمشاهدههتروزیگوسیتیمقداروژنیمکانهردرمؤثر

).28(است گلابیازبیشتربرابر5/1سیبدرژنتیکیتنوعمیزانهکنمودمشخصهانتیجهاین. بودگلابیدر
اینبررسی. )28(استگلابیازبیشسیبدرژنتیکیتنوعکهدهدمینشانحاصلهاينتیجهنسبیطوربه

1-Polymorphic Information Content
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هددمینشانگلابیوگیلاسانندمRosaceaeتیرهازخودناسازگاردیگر گیاهانازحاصلهايدادهباهانتیجه
). 28(داردوجودسیبدربالاتريژنتیکیتنوعکه

.بیسهاي نژادگاندر SSRيجفت آغازگرهامربوط بههاي آللیدادهچکیده-3جدول
Table 3. Summary of SSR allele data revealed in apple genotypes.

P-value محتواي
اطلاعات 
چندشکل

PIC

هتروزیگوسیتی 
مورد انتظار

He

زیگوسیتی هترو
مشاهده شده

Ho

فراوانی آلل عمده
Major Allele
Frequency

هاتعداد آلل
No. of
alleles

نام لوکوس
Locus
name

0.43700.82130.85480.84160.19359CH01D09
0.02330.68440.90160.72440.42625CH01E12
0.36570.80180.62260.82520.23588CH05E03
0.11000.59770.58460.66950.36924CH01F03b
0.51430.79380.92190.81920.23447CH01D03
0.02920.61050.87880.67550.39394CH05A02
0.12710.62270.86150.67480.46156CH01F02
0.48670.66770.85250.70950.4426605g8
0.62280.74070.80000.77620.2846702b1
0.30170.70450.80870.74620.33806.22Mean

اطلاعات چندشکل ي، محتوايازماهوارهیريحاصل از نشانگرهاهايدادهیمهم در بررسيهااز شاخصیکی
گاه یبه جاPICن یبود. بالاتر70/0آمده دستبهPICنیانگیمپژوهشن یهر آغازگر است. در اPICا ی

CH01D09 ن ین تریی. پااستمربوط 82/0آلل برابر با 9با تعدادPICر در نشانگCH01F03bده شد که تنها ید
نمود. افزایشآلل را 4
اساسبر. گردیدتشکیل1983نیضریبازاستفادهباهادادهتشابهماتریس،هانژادگانبنديگروهمنظوربه

فاصلهبیشترین. داشتقرار82/0تاصفردامنهدربررسیموردسیبهايرقمژنتیکیفاصلهشدهارائهضرایب
رقمدواینبینجغرافیاییفاصلهعلتبهتواندمیکهبود،) 82/0(کاشانقندكو1گناستارکیهايرقمبینژنتیکی

بر شباهت گردید کهبرآورد1-گلدپرایمو1-جاناتانسیبيهارقمبینصفربرابرژنتیکیفاصلهکمترین. باشد
دارند، تایید یکدیگرازکهجغرافیاییفاصلهچنینمهوهاآنمشتركشجرهاحتمالبهشناسی در این دو رقم ریخت

روشو1983نیتشابهضریبازاستفادهبا،SSRآغازگرهايجفتازحاصلهايآللفراوانیاساسبرکند.می
UPGMA،موردسیبهاينژادگانشده،ترسیمدندروگراممطابق. شدترسیمسیبهاينژادگانفیلوژنیدرخت

).1شکل(گرفتندقرارگروهپنجدربررسی
قرار 2و 1،  در گروه 2-هاي سیب خارجی به جز ولثی شیرین و استارکینگبر اساس این دندروگرام، رقم

هاي بومی نشان هاي خارجی از دیگر رقمشدن رقمبندي شدند. جداهاي ایرانی تقسیمگرفتند و متفاوت از سیب
شوند و از نظر ژنتیکی با یکدیگر متفاوت ی است که در ایران کشت میها مدت زمان کوتاهدهد که این رقممی

هاي بومی استفاده می شوند، بنابراین امکان صورت پیوند روي رقمهاي خارجی بههستند. افزون بر این، اغلب رقم
ی نزدیکی هاي خارجدهد. نکته قابل توجه در رقمهاي خارجی و نژادگان بومی را کاهش میتبادل ژنی بین رقم

و پرایم 2-1هاي نشأت گرفته از گلدن دلیشس مانند گلدن هلند، گلدن جون، گلدن اسموتیبا رقم1-رقم جاناتان
هاي زیاد، در تلاقی با علت داشتن شباهتبه1-هاي قبلی نیز تأیید شده است که جاناتانباشد. در بررسیگلد می

هاي ). در بین رقم21شود (استفاده میاوم سیب مثل جوناگلدگلدن دلیشس جهت ایجاد واریته هاي جدید و مق
، 2-به جز استارکینگداشت و مابقی-بود که نزدیکی زیادي با گرانی اسمیت1-نام، تنها گرانی اسمیتخارجی هم
داري را با هم نشان ندادند. ،  در یک گروه قرار گرفتند ولی قرابت معنی2-و جاناتان2-یلو اسپور
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Fig. 1. UPGMA dendrogram of apple genotypes using SSR markers based on the Nei’s coefficient.
The codes refer to the abbreviations of genotypes as shown in Table 1.

، با استفاده از ضریب تشابه نی و روش SSRسیب بر اساس الگوهاي باندي هايرقمو هانژادگانبندي گروه-1شکل 
UPGMA انتخاب شده است.1بر اساس جدول هانمونه. کد

و پراکنش اقرار گرفتند که با منش5و 4، 3دندروگرام در سه گروه بنديگروهران بر اساس یایبوميهارقم
) و کهنزکرمانشاه(اصفهان، صحنهگلابهايسیب. ندچندان تطابق نداشتیب مورد بررسیسيهارقمییایجغراف

گلاب را به خود هايسیبر کشت یسطح ز%90ش از یهستند که بيمهم تجارهايسیب(تهران) از گروه 
یوه و زودرسیوه، اندازه میمين، آبداریری، طعم شيمانند شکل کرویشناسریختهايویژگیاند. اختصاص داده

ها آنیکیژنتبنديگروهبا شناسیریختهايویژگین یبین همبستگیابنابراینمشابه است و هارقمن یدر ا
سه ین مقایکه از ايریست. تعبیها قابل توجه نآنییایجغرافاءدر مورد منشین همبستگیمطابقت دارد، هرچند ا
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نام يامنطقهينامگذاربرخلافب که ین ترتیبه ا،استاءمنشصحت در گزارش نبودتوان استنباط کرد، یم
گلاب کهنز و گلاب صحنه ز،یتبرياشیشهررس مشهد، یمشهد، زنوز مرند، دییمانند گلاب اصفهان، مرباهاسیب

گرفته و سپس به مناطق اءمنشايویژهک مکان مشترك ین مناطق نبوده و از یها اآنیاصلستگاه اخدر واقع
. اندشدهمختلف پراکنده 

هاي سیب ایرانی با استفاده ارشادي و همکاران در زمینه بررسی رقمهايهنتیجاین پژوهش مشابه هاينتیجه
ب مربوط به استان یسيهارقماز یدر برخیکیتنوع ژنتبر اساس این نتایج،. )1(باشد از نشانگرهاي مولکولی می

دیگراز هارقمن یایالن امر را انتقال احتمیکه علت ایست، نییایاز تنوع جغرافیتابعيمرکزيهااستانتهران و 
ب یسيهارقمیکیرسد تنوع ژنتیمنظربهحاضر هر چند پژوهش. در ندان منطقه از کشور دانستهیمناطق به ا

ب با مراکز پراکنش متفاوت در یسیبوميهارقميریقرارگولییست،نییایاز تنوع جغرافیطور کامل تابعبه
است.هانژادگانن یک در اینزدیکید رابطه ژنتدهنده وجونشانهم بهکنارييهاگروه

از کل %45/43نشان داد که سه مؤلفه اول در مجموع یاصليهامؤلفهه به یآمده از تجزدستبههاينتیجه
در سطح طورکاملبهن پژوهش یاستفاده شده در ايتوان گفت آغازگرهاین میبنابرا.ندینمایه میرا توجهارییتغ

ن بودن سهم سه مؤلفه اول، ییپادلیل. به)28(اندشدهک قسمت از ژنوم متمرکز نیه بوده و در ژنوم پراکند
و ترسیم ندارديادیزیحاصل از دندروگرام همخوانيم بندیبا تقسيبعدسهو يبعددوينمودارهايبنددسته

بهتر است.بندي بر اساس چند مولفه اول درخت خوشه اي نسبت به گروه
SRAPنشانگرحاصل از هاينتیجه

ب از آغازگرها توانستند یترک13، تعداد پژوهشن یاستفاده شده در اSRAPيب آغازگریترک56از مجموع 
.)4(جدول نشان دهندهانژادگاندر یمناسبیچند شکل

.ژنومی سیبDNAدر تکثیر SRAPيآغازگرهايترکیبچندشکلی-4جدول
Table 4. Polymorphism number and rate for SRAP primer combinations used to amplify
genomic DNA templates of apple.

ن ین بید کردند که در ایتوليب آغازگریهر ترکينوار به ازا17ن یانگینوار با م221در کل ن آغازگرهایا
شده افزایشيچند شکل بودند. دامنه تعداد نوارهايب آغازگریهر ترکيبه ازا9/14ن یانگیبا منوار194تعداد 

شاخص 
اطلاعات شانون

Shannon's
information

index

هتروزیگوسیتی 
مورد انتظار
Expected

heterozygosity

محتواي 
اطلاعات 
چندشکل

PIC

ي نوارهادرصد 
چندشکل

%
Polymorphic

bands

داد نوارهاي تع
چند شکل

No.
polymorphic

bands

تعداد کل 
نوارها

No. total
bands

ترکیب آغازگري
Primer

combination

0.48910.32960.249087.52124EM2-ME1
0.56550.37860.41058045EM3-ME3
0.39040.26200.281310055EM3-ME4
0.51730.34310.375994.41718EM3-ME5
0.56400.38740.36531001313EM4-ME1
0.43670.26760.315161.5813EM4-ME4
0.54770.35210.32551002626EM4-ME6
0.56380.43520.401781.8911EM6-ME4
0.40880.27320.331035.2617EM18-ME8
0.60470.33750.320610044EM5-ME5
0.51330.33300.285396.62930EM17-ME5
0.49040.32520.297891.32123EM17-ME4
0.47530.30980.300288.53135EM4-ME5
0.50510.33900.331485.9014.917Mean
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يب آغازگرینوار مربوط به ترکچهارتاEM4-ME5ب ینوار مربوط به ترک35ازيآغازگرهايترکیبدر 
EM5-ME5تا 31ن یبيآغازگرهايترکیبوسط شده تافزایشچند شکل يدامنه نوارهاچنینهمر بود. یمتغ

ن تعداد نوار یو کمترEM4-ME5يب آغازگرین تعداد نوار چند شکل توسط ترکیشتریر بود که بیعدد متغچهار
شد.تکثیرEM3-ME3و EM5-ME5يب آغازگریچند شکل توسط ترک

33/0آن برابر با میانگینر بود ویمتغ41/0تا 25/0نیبيآغازگرهايترکیبيمحاسبه شده براPICدامنه 
همانند جفت ندنتوانستSRAPنشانگر ين است که آغازگرهایانگر ایآمده بدستبهPICزان ین میآمد. ادستبه

ن یبیکیتنوع ژنتيبرایو مناسبمیانگینیچند شکلپژوهشن یاستفاده شده در اSSRنشانگر يآغازگرها
مورد بررسی ایجاد کنند.يهانژادگان

میزان چنینهممتغیر است. 44/0و 26/0آغازگري بین هايترکیبزان هتروزیگوسیتی محاسبه شده براي می
محاسبه شد. هتروزیگوسیتی با سیستم 34/0آغازگري برابر با هايترکیبهتروزیگوسیتی براي میانگین

و دگرگشن باشد، میانگین اینمستقیم دارد. به این صورت که اگر گیاهی خودناسازگارافشانی گیاه ارتباط گرده
، زیرا سیب یک گیاه رسدمیننظربهاین میزان هتروزیگوسیتی منطقی بنابراین. شودمیشاخص به یک نزدیک 

SSRکه این میزان هتروزیگوسیتی در جفت آغازگرهاي نشانگر خودناسازگار و دگرگشن است. در صورتی

کند. در میخودناسازگاري و دگر گشنی سیب را تأیید رو ز اینابود و 81/0برابر پژوهشاستفاده شده در این 
در نشان دادن اطلاعات چند شکلی و میزان هتروزیگوسیتی در SSRتوان گفت توانایی نشانگر میواقع 

باشند همبارز میSSRنشانگرهاي کهاینبهبیشتر است. با توجه SRAPنشانگر در مقایسه با سیبهاينژادگان
قادر به تفکیک SSR، بنابراین نشانگرهاي شوندمیبارز بررسی صورتبهبیشترSRAPگرهاي و نشان
هاي ژنی مختلف در مکانافزایشدلیلبهSRAPهتروزیگوت و هموزیگوت هستند، اما در نشانگرهاينژادگان

طور دقیق بههموزیگوت هتروزیگوت وهاينژادگانها با اعداد صفر و یک قابلیت تفکیک دادهژنوم و کدگذاري 
امکان پذیر نیست. 

با UPGMAبا استفاده ماتریس تشابه جاکارد و روش SRAPحاصل از نشانگر هايدادهايخوشهتجزیه 
و 92/0با میزان شباهت 2-گلدن کرج و اهرنژادگانانجام گردید. بیشترین شباهت بین دو 81/0ضریب کوفنتیک 

آمد.دستبه31/0اسپارتان هلند و عسلی با میزان شباهت ايهنژادگانکمترین شباهت بین 
). بر اساس این 2را در سه گروه قرار داد (شکل بررسیهاي مورد نژادگانSRAPهايدادهايخوشهتجزیه 

شد. رقم را شامل میهانژادگاناز کل %1/94روه اول قرار گرفتند که سیب در گهاينژادگانبیشتردندروگرام، 
ایرانی، عسلی، گل بهار و مربایی مشهد نیز جدا از نژادگانقرار گرفت و سه 2مپایرآل رد در کلاستر شماره آ

طور که در نشانگر همان2و1گرانی اسمیت نژادگانقرار گرفتند. دو 3ایرانی در کلاستر شماره يهارقمدیگر 
SSR .نیز2و1گلدن اسموتیهاينژادگانندروگرام در این دچنینهممشاهده شد درکنار یکدیگر قرار گرفتند

ایرانی جدا يهارقمخارجی از يهارقمکه تا حدودي شودمیها مشاهده گروهکنار یکدیگر قرار گرفتند. در زیر 
در هر دسته زیاد است SRAPهاي حاصل از نشانگردر این دندروگرام تعداد زیر گروهرسدمینظربهشده است. 

سیب در يهارقمبیشتررا در کنار یکدیگر قرار دهد. هر چند هانژادگانکمتر توانسته SSRنگرو نسبت به نشا
سطح پایین تشابه ژنتیکی و نیز اختلافات موجود در انشعابات دندروگرام، دلیلبهاما ،اندگروه اول قرار گرفته

که آغازگرهاي اینبرخلافدهد شان مینهاپژوهش. این شودمیدیده هارقمگوناگونی ژنتیکی بالایی در این 
SRAPسیب به يهارقمسازي ولی در جدا،حدودي موفق نبوده استخارجی از ایرانی تا يهارقمسازي در جدا

است. هارقمحاکی از تنوع بالاي این ،هاي حاصلگروهمیزان زیادي موفق بوده و تعداد زیاد زیر 
ژنتیکیمنابعاین. شده استواقعابریشمجادهمسیرامتداددرایرانسیبژنتیکیمنابعداشت کهتوجهدبای

ودهندمیرا نشان شناختیریختوشناسیریختهايویژگیازوسیعیطیف، انتخابیکمفشارهايبهتوجهبا
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بهنژادينامهبریکدروالدینعنوانبهیادر نظر گرفته شوند وجدیديهارقمصورتبهندتوانمیهاآنازبرخی
).8(شونداستفاده

نواحی SSRگردد. نشانگر میبه ماهیت این دو نشانگر بر SSRو SRAPهاي نشانگرتفاوت دندروگرام
هاي ژنتیکی بسیار زیادي جهشکند. میتکثیرطور اختصاصی بهتکرار شونده ژنوم را در قسمت غیر کد شونده 

ها در تجزیه و تحلیل با این نشانگر باشد. از طرف د علت تنوع بین نژادگانتواندهد میمیکه در این نواحی رخ 
چنین قسمت و هم(ORF)هاي عملکردي ژنوم از جمله چهارچوب قرائت باز قسمتبیشتر SRAPدیگر نشانگر 

نسبت SRAPبندي متفاوت حاصل از نشانگر). بنابراین گروه18کند (میتکثیرهاي کد کننده در سراسر ژنوم را 
بندي حاصل از آن توان به ماهیت این نشانگر و نحوه افزایش آن در ژنوم ربط داد و گروهمیرا SSRبه نشانگر 

شناسی بیشتري در شناسی در دسترس توجیه کرد و نیاز به اطلاعات ریختتوان با اطلاعات محدود ریختنمیرا 
هاي کمتري نسبت به داراي زیر گروهSSRز نشانگر باشد. دندروگرام حاصل اهاي سیب میمورد نژادگان

SRAPافزایش تعداد زیاد مکان ژنی در نشانگر دلیلتواند بهباشد. این امر میمیSRAPدندروگرام نشانگر 

باشد. SSRنسبت به نشانگر

Fig. 2. UPGMA dendrogram of apple genotypes using SRAP markers based on the Jaccard’s
coefficient. The codes refer to the abbreviations as shown in Table 1.

، با استفاده از ماتریس تشابه جاکارد و روش SRAPسیب بر اساس الگوهاي باندي هايرقمو نژادگانبنديگروه-2شکل 
UPGMAانتخاب شده است1ها بر اساس جدول . کد نمونه.

١

٢
٣
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سه مؤلفه اول در مجموع ،SRAPهايدادهدر یاصليهامؤلفهه به یحاصل از تجزهاينتیجهبر اساس 
ن یرات است. بنابراییه تغیمؤلفه اول در توجاد سهیزسهم دهندهکه نشانند ینمایمه یرا توجرهاییاز کل تغ%68/9
ا یک قسمت یخلاف انتظار ممکن است در ستند و بریدر سطح ژنوم پراکنده نکاملطوربهن آغازگرها یا

، SSRن مرحله، برخلاف روش ی. به سبب بالا بودن سهم سه مؤلفه اول، در اباشندشتر یاز ژنوم بییهاقسمت
ايخوشهه یدر روش تجزSRAPحاصل از دندروگرام يبندتقسیمهم با يبعدسهو يبعددونمودار يبندتقسیم

یکی در هاي ژنتو چند شکلیگیري تمامی تغییرهاکاربهدلیلبهاي ده از تجزیه خوشهولی استفا،داردیهماهنگ
.ترجیح داده می شودهاي اصلی مقایسه با تجزیه به مولفه

يریجه گینت
در نشان دادن اطلاعات چند SSRنشانگر ییتواناکه نشان دادبررسین یحاصل از اهاينتیجهدر مجموع 

ينامگذاربرخلافشتر است و یبSRAPب نسبت به نشانگر یسهاينژادگاندر یتیوسگیزان هتروزیو میشکل
ها مطابقت نداشته و ممکن است آنییایبا نام جغرافهانژادگانن یایران، خاستگاه اصلیایبومهايسیبيامنطقه

يهانتیجهشند. مناطق مختلف کشور پراکنده شده بادیگرک مکان مشترك خاص به یپس از منشاء گرفتن از 
وجود فشارهاي اندك انتخابی، دلیلبهنشان داد که منابع ژنتیکی سیب ایران متنوع بوده و بررسیحاصل از این 

هاي نژادگانویژهبهخارجیهايسیبهاي بهنژادي است.ها در برنامهمنبع بسیار ارزشمندي براي استفاده از آن
دهنده شجره ژنتیکی زیادي داشتند که نشاننزدیکیر هر دو نشانگر د) 14و 12(کدهاي 2و 1گرانی اسمیت 
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Assessment of Genetic Diversity Among Some Iranian Native Apple
Genotypes and Commercial Cultivars Using SSR and SRAP Molecular

Markers

A. Bootekhak, M. Talebi*, B.S.E. Tabatabaei, H. Hajnajari11

Most of the Iranian apple cultivars have been named based on their local names,
therefore, their genetic relationships are not clearly specified. In order to determine genetic
diversity of various Iranian apple genotypes and comparison between their genetic relations
with commercial cultivars, we used microsatellite or simple sequence repeats (SSR) and
sequence-related amplified polymorphism (SRAP) markers. Among 14 used microsatellite
primer pairs, nine of them were polymorphic. The average number of alleles and observed
heterozygosity (Ho) for all loci were 6.22 and 0.81, respectively, which confirmed the high
genetic variability among genotypes due to self-incompatibility and cross pollination of apple.
Among 56 SRAP primer combinations, 13 of them were polymorphic and produced 194
polymorphic bands (85.9%). The average of observed heterozygosity was computed as 0.34
that does not seem logicl, because apple is an self-incompatible plant. The results revealed
that the microsatellite marker system is more reliable than SRAP marker system to indicate
information of polymorphic and amount of heterozygosity in apple genotypes and despite
nomenclature of apple cultivars based on local cultivation, the main origins of them do not
match their geographical names. The genetic similarity of commercial apple trees indicates
their common ancestory.
Keywords: Genetic polymorphism, Heterozygosity, Iranian apple،Molecular markers.
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