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آوري شـده اسـت كـه اطلاعـات مورفولوژيـك و             در كلكسيون ملي كشور جمع    به   ژنوتيپ و رقم     50بيش از   

در مرحلـه اول اقـدام بـه        پلاسـم    به منظور بررسي تنوع ژنتيكي ايـن ژرم       . ها در اختيار است    ژنتيكي كمي از آن   
. هـاي بـه كـشور شـد      به شماري از ژنوتيـپ    ، ساده مربوط به گونه سيب     يهاي تكرار  پذيري توالي  ارزيابي انتقال 

 CTABهـاي    بـا روش  » اصـفهان « ژنوتيپ به استان اصفهان همراه با رقم تجـارتي           سيزده DNA اين منظور    براي
 از روش اخيـر  DNA اسـتخراج و بهتـرين كيفيـت    SDS و CTAB تغيير يافته و ادغـام دو روش   SDSتغيير يافته،
، CH05d04  ،CH02b10 سـيب شـامل      SSR ايـن مـواد بـا اسـتفاده از هـشت جفـت آغـازگر                 DNA. حاصل شد 
CH02d08  ،CH03g06  ،CH02h11a  ،CH04e03  ،CH04a12   و NZ02b01  جفت از آغازگرهـاي     هفت.  تكثير شد 

پلاسم به مورد ارزيابي بودند، كـه از ايـن            ساده ژرم  يهاي تكرار   توالي  مكان ژني  33مورد استفاده قادر به تكثير      
بـود و  آلـل   قادر به تكثير بيـشترين  CH03g06 جفت آغازگر.  جفت آغازگر تنوع ژنتيكي نشان دادندششتعداد 

ثير اي را تك     هيچ قطعه  NZ02b01 را نشان داد، در حالي كه جفت آغازگر          مورفيسم شاخص اطلاعاتي پلي  بالاترين  
 ،2،  1 كلاستر به ترتيب دربردارنـده       هشت اصفهان در     استان هاي به   براساس الگوي باندي توليدي، ژنوتيپ     .نكرد

  . يكسان باشندSVS2 و SHA1رسد دو ژنوتيپ   به نظر ميبندي شدند و  ژنوتيپ طبقه1و  1، 2 ، 2، 3 ،1
  

  .مورفيسم يري، سيب، پليپذ ، انتقالSSR ، نشانگر Cydonia oblongaبه، : هاي كليدي واژه
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  مقدمه

  درخــــــت بــــــه بــــــا نــــــام علمــــــي    
Cydonia oblonga Mill.   و تعـداد كرومـوزوم 

، (Rosaceae)، متعلق بـه تيـره وردسـانان         17پايه  
ميــوه بــه . اســت Pomoideae)(يبيان زيرتيــره ســ

ــاني، آرايــشي و   ــراي مــصارف خــوراكي، درم ب
هـاي آن بـه      بهداشتي داشـته و از برخـي ژنوتيـپ        

ايـن  . شـود  عنوان پايه بـراي گلابـي اسـتفاده مـي         
گونــه بــومي نــواحي شــمال ايــران و تركمنــستان 

درخـت بـه در ايـران بـه     . (Sabeti, 1996) است
كـشور از   هـاي شـمال      صورت وحشي در جنگل   

آســتارا تــا كتــول گرگــان پــراكنش داشــته و بــه 
  ي نظيـر  يهـا   به طور عمده در اسـتان      يصورت باغ 

اصــفهان، خراســان، قــزوين، تهــران و اردبيــل     
اولين برنامـه احـداث كلكـسيون       . شود كاشته مي 

بــه كــشور توســط عبــداللهي و همكــاران  جــامع 
)Abdollahi et al., 2008 (  تـاكنون  اجرا شـد و

 رقـم و ژنوتيـپ از       50سيون بـيش از     در اين كلك  
ــشور    ــف ك ــاطق مختل ــهمن ــتاناز جمل ــاي   اس ه

اصــفهان، خراســان، اردبيــل، گــيلان و تهــران     
  .آوري شده است جمع

ــشانگر مولكــولي  ــواليSSRن ــامل ت ــاي   ش ه
 نوكلئوتيـدي   5 تـا    1تكراري ساده بـا واحـدهاي       

است كه به دليـل مزايـاي ويـژه نـسبت بـه ديگـر             
يــشتر مــورد توجــه قــرار نــشانگرهاي مولكــولي ب

تـوان بـه     از جملـه محاسـن آن مـي       . گرفته اسـت  
كاربرد ساده و تفسير نتـايج آسـان، ميـزان بـالاي       

هـاي   مورفيسم حتي در سطح ارقام و ژنوتيپ       پلي
 SSRهـاي    يك گونه، فراواني و تنوع زيـاد آلـل        

ــوم يوكــاريوت هــا، وجــود الگــوي  در ســطح ژن
ــايج    ــودن نت ــذير ب ــارز، تكرارپ ــاهر همب  و در تظ

  نهايــــت قابــــل انتقــــال بــــودن آن در ســــطح  
ــه   ــا ديگــر گون ــا جــنس و ي ــاره  يه  نزديــك اش

 ايـن محاسـن    (Naghavi et al., 2005).كـرد 
   در رســـيدن بـــهنـــشانگرســـبب شـــده تـــا ايـــن 

  اهــداف مهمــي نظيــر تهيــه نقــشه ژنتيكــي در      
درختــــان ميــــوه همچــــون هلــــو و ســــيب     

(Dirlewanger et al., 2004) ــي  و گلابـ
(Yamamoto et al., 2004) و يــا در بررســي 

  تنـــوع ژنتيكـــي و روابـــط خويـــشاوندي ارقـــام  
ــيب   ؛ Gianfranceschi et al., 1998(سـ

Liebhard et al., 2002 ؛Hokanson et al., 2001(، 
 و همچنـين  (Yamamoto et al., 2001)گلابي 

  نــژادي و در رابطــه بــا    هــاي بــه  در برنامــه
  بررســـــي مقاومـــــت درختـــــان ســـــيب بـــــه 

 (Venturia inaequalis)اري لكــه ســياه  بيمــ
(Gygax et al., 2004) از جملـه  .  استفاده شـود

گير  معايب اين ماركر پيچيدگي، هزينه بر و وقت    
 ساده و   يهاي تكرار  بودن فرآيند شناسايي توالي   

ها كه مقدمـه كـار بـا ايـن           تعيين رديف بازي آن   
ــت   ــشانگر اســ ــينــ ــرد   را مــ ــام بــ ــوان نــ   تــ

(Naghavi et al., 2005).  
ارقام مهم شناخته شده تجـارتي بـه در سـطح           

، وان دمـان    (Orange)جهان شامل ارقـام اورنـج       
(Van Deman) پاين اپل ،(Pineapple) ليمون ،

(Limon)    و اسميرنا (Smyrna) در ايران  . هستند
ارقام مهم به شامل بـه گورتـون، بـه اصـفهان، بـه         
ــستند  ــان هــ ــه تــــرش آذربايجــ ــشابور و بــ   نيــ
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)Manee, 1994 (   كه از نظر شكل ظـاهري ميـوه
هاي قابل توجهي با ارقـام       در برخي موارد تفاوت   

با توجه به قدمت كـم      . دارندشناخته شده جهاني    
هـاي   كلكسيون به ملـي كـشور تـاكنون ارزيـابي         

ــي  ــاملي روي ويژگ ــشي    ك ــشي و زاي ــاي روي ه
 اسـت   نشده انجامها و ارقام اين مجموعه       ژنوتيپ

كــسان و بــا نــام هــاي ي و امكــان وجــود ژنوتيــپ
ــشان  . هــستمتفــاوت  ــابع ن از طرفــي بررســي من
است كه تحقيقات محدودي در زمينـه        دهنده اين 

جداســازي، شناســايي و تعيــين رديــف بــازي     
 شـده  سـاده گونـه بـه انجـام          يهـاي تكـرار    توالي
به منظور رفع كمبود اطلاعات موجـود در        . است

يابي  توان اقدام به جداسازي و توالي      اين زمينه مي  
 و يـا نـسبت بـه بررسـي          كـرد هاي ژني    اين مكان 

 يهـاي تكـرار    پـذيري آغازگرهـاي تـوالي      انتقال
هـاي نزديـك شـامل     ساده به دست آمده از گونه    

با توجـه   . سيب و گلابي روي اين گونه پرداخت      
تـر بـودن، سـادگي و سـرعت روش           هزينـه  به كم 

هـاي   هـاي تـوالي    طـور تعـدد مكـان      اخير و همين  
ه شده در دو گونـه نزديـك         ساده شناخت  يتكرار

ــي، در ايــن تحقيــق انتقــال  پــذيري  ســيب و گلاب
ــا احتمــال    شــماري از آغازگرهــاي ســيب كــه ب
بيـــشتري قـــادر بـــه بيـــان تنـــوع ژنتيكـــي روي  

  . بررسي شدهستند،هاي به كشور  ژنوتيپ
  

  ها مواد و روش

 ژنــــومي از ســــر DNA بــــراي اســــتخراج
 ژنوتيــپ بــه اســتان 13هــاي تــازه و جــوان  بــرگ
با كـد   » اصفهان«هان همراه با رقم تجارتي به       اصف

KVD3  فصل بهـار سـال   درها   نمونه.  استفاده شد 
ــات    1386 ــه بخــش تحقيق ــي ب ــسيون مل  از كلك

باغباني مؤسسه اصلاح و تهيه نهـال و بـذر كـرج            
برداشت شـدند و بلافاصـله پـس از برداشـت در            
ظــروف حــاوي يــخ بــه آزمايــشگاه منتقــل و در  

گـراد تـا زمـان اسـتخراج       درجه سانتي  -80دماي  
DNA  استخراج  .  نگهداري شدندDNA   ژنـومي 

ــا دو روش   ــام ب ــن ارق ــه   CTABاز اي ــر يافت  تغيي
(Yamamoto et al., 2001)و SDS  تغيير يافته 

 (Dellaporta et al., 1983)  تكــرار ســه در 
هاي فنلـي و     به دليل بالا بودن آلودگي    . انجام شد 

روش سـوم بـا     پروتئيني در هر دو روش مذكور،       
ــام دو روش  ــيم  SDS و CTABادغ ــه و تنظ  تهي

ــوص   .شــد ــزان خل ــابي غلظــت و مي  DNAارزي
ــط     ــه روش، توسـ ــر سـ ــده در هـ ــتخراج شـ اسـ
الكتروفورز افقي و مشاهده بر روي ژل آگـاروز         

و نيـــــــــز بـــــــــا اســـــــــتفاده از روش % 8/0
ك، بــه صــورت ارزيــابي ميــزان ياســپكتروفتومتر

 280 و 260، 230هــاي    جــذب در طــول مــوج  
 بـا فرمـول     DNAنانومتر ارزيابي و سپس غلظت      

 ضـريب ثابـت كـه       C كه در آن     شدزير محاسبه   
 ضـــريب رقيـــق .D.F، 50 معـــادل DNAبـــراي 

ــول   مقــدار جــذب در λ260 و DNAســازي محل
  : نانومتر است260طول موج 

nm DNA(mg/µl)= C x D.F. x λ260  

   جفـــت آغـــازگر شناســـايي   170از ميـــان 
ــيب    ــان ســــــ ــراي درختــــــ ــده بــــــ   شــــــ

)Gianfranceschi et al., 1998؛ Liebhard et 

al., 2002 ؛Hokanson et al., 2001(    هـشت جفـت
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 20ها كـه توانـسته بودنـد در ارقـام گلابـي و               آن
ــه  ــپ از ب ــات     ژنوتي ــز قطع ــن ني ــومي ژاپ ــاي ب ه

اختصاصي وبا ميزان هتروزيگوسيتي بالا تكثير و       
در بررسي تنوع مواد بـومي ايـن كـشور بـه كـار              

ــد   انتخــاب (Yamamoto et al., 2004)رون
هــاي انتخــابي شــامل     جفــت آغــازگر .شــدند

CH05d04        ،CH02b10        ،CH02d08 ،
CH03g06       ،CH02h11a       ،CH04e03 ،
CH04a12 و NZ02b01واكـــــنش .  بودنـــــد
ــره ــراز  زنجيــ ــتفاده از (PCR)اي پليمــ ــا اســ    بــ

ــايكلر  ــتگاه ترموســ مــــدل Eppendorf دســ
MasterCycler-Gradient             روي DNA 

دمـاي بهينـه اتـصال      . شـد هـاي بـه انجـام        ژنوتيپ
هرجفت آغازگر ابتدا طي هفـت مرحلـه، شـامل          

ــاربرد ــايي، ب شـــيب) الـــف: كـ ) گراديـــان دمـ
ــا شــيب غلظــت   شــيب ــان دمــايي همــراه ب گرادي

MgCl2 گراديان دمايي همراه با شيب      شيب) ، پ
گراديـان دمـايي همـراه       شيب) ، ت DNAغلظت  
ريجي فت تد اُ) غلظت جفت آغازگر، ث    با شيب 

 (Touch Down PCR)دماي اتصال آغازگرهـا  
فت اُ) گراد بالاي دماي بهينه، ج      درجه سانتي  3با  

ــا    درجــه 6تــدريجي دمــاي اتــصال آغازگرهــا ب
) گـراد بـالاي دمـاي بهينـه و در نهايـت چ             سانتي

 درجـه   9فت تدريجي دماي اتصال آغازگرها با       اُ
  گـــراد بـــالاي دمـــاي بهينـــه بـــه منظـــور  ســـانتي

.  بهينــه شــدند،هاي غيــر اختــصاصيحــذف بانــد
دماي ابتدايي اتصال آغازگرها بـر اسـاس دمـاي          
گــــزارش شــــده در مــــورد ارقــــام ســــيب     

)Gianfranceschi et al., 1998؛  

Liebhard et al., 2002؛  
Hokanson et al., 2001 ( ــدند ــاب ش . انتخ

 درجـه   ± 10گراديان دمايي حداكثر بين    محدوده
گراديـان   حـدوده گراد دماي توصيه شده، م     سانتي

 پيكومـــول، 100 الـــي 25 بـــين MgCl2غلظـــت 
 نانوگرم 150 الي 75 بين  DNAمحدوده غلظت 

 10 الـــي 5و محـــدوده غلظـــت آغـــازگر بـــين  
پيكومول براي هر يك از آغازگرهـا بـه ازاء هـر            

سـاير  .  ميكروليتري در نظر گرفته شد     25واكنش  
 5/0، بـــه ميـــزان PCRاجـــزاء ثابـــت واكـــنش 

، (10X) برابـر غلظـت      10 واكنش   ميكروليتر بافر 
ــزيم   ــد آنـ ــيDNAيـــك واحـ ــراز و   پلـ  5/0مـ

 بـا غلظـت   dNTPsميكروليتر از محلـول مـادري       
ــزاء واكـــنش    ميلـــي10 ــر اســـاس اجـ ــولار بـ   مـ

ــاران    ــاموتو و همكــ ــط يامــ ــشنهادي توســ پيــ
(Yamamoto et al., 2004)بود .  

تفكيـــك بانـــدهاي حاصـــله ابتـــدا روي ژل 
 20و شدت جريـان      ولت   80با ولتاژ   % 3آگاروز  

آمپر حركت داده شد و با اتيـديوم برومايـد           ميلي
ــگ ــزي  رن ــا اســتفاده از  . شــدآمي ــه عكــس ب تهي

ــتگاه ژل ــوج  (Gel-Doc)داك -دس ــول م  در ط
تـر   بـراي تفكيـك دقيـق     .  نانومتر انجـام شـد     312

  بانـــــدها از تانـــــك الكتروفـــــورز عمـــــودي 
(DNA Sequencer)  آكريـل آميـد   ، بـا ژل پلـي  

ــاژ  % 6 ــا ولتـ ــان  1500بـ ــدت جريـ ــت و شـ    ولـ
ــي30 ــت     ميلـ ــر در دمـــاي ثابـ  درجـــه 45آمپـ

آميـزي ژل    متعاقباً رنـگ  . گراد استفاده شد   سانتي
  نيتـرات نقـره و سـپس ظهـور      بـا آكريل آميد    پلي

وسـيله كربنـات سـديم انجـام شـد كـه            ه  باندها ب ـ 
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 نوكلئوتيد را 2 تا   1امكان تفكيك باندها به دقت      
هــاي  ات آلــلبــا اســتفاده از اطلاعــ. فــراهم آورد

مورف  تكثير شده توسط هر جفت آغازگر،         پلي
ــات پلـــــي  ــواي اطلاعـــ ــسم محتـــ  مورفيـــ

(Polymorphism Information Content)   بـا 
  اســتفاده از فرمــول زيــر محاســبه شــد كــه در آن

Pآلل   فراوانيi  است ام(Nei, 1973):  
H = 1 - ∑ Pi

2 

  

  نتايج و بحث

اده بـراي   ها و ارقام به مـورد اسـتف         اسامي ژنوتيپ 
  .اند  نشان داده شده1 در جدول DNAاستخراج 

) 2جـدول  (هـاي بـه     ژنوتيپ DNAاستخراج
 تغييــر يافتــه انجــام شــد بــا CTABكــه بــا روش 

هـاي فنلـي همـراه       آلودگي پروتئيني و ناخالـصي    
 در اكثـر    DNAاز طرفي غلظـت مناسـبي از        . بود

ها به اين روش حاصل شد كه بـه دليـل            استخراج
ــودگ ــراي اســتفاده در   يوجــود آل هــاي متعــدد ب

 مناسـب تـشخيص داده نـشد        PCRهـاي    واكنش
ــين ). 1شــكل ( ــا  DNAهمچن ــتخراج شــده ب  اس

 فاقد هرگونه آلودگي بودنـد،  تقريباً SDS روش
هـاي بـه دسـت آمـده          در نمونه  DNAاما غلظت   

 در نتيجه با ادغام مراحلـي از هـر          ،بسيار پائين بود  
ــب دو روش   و CTABدو روش، در تركيـــ

SDS،DNA  خـــالص و مناســـب اســـتفاده در 
ــه دســت آمــد PCRهــاي  واكــنش ). 1شــكل ( ب

 اسـتخراجي بـا     DNAارزيابي شـاخص خلـوص      
استفاده از روش تلفيقـي از چهـارده ژنوتيـپ بـه            

 حاصـله   DNA و غلظـت     8/1 تا   7/1اصفهان بين   

 نـانوگرم بـر ميكروليتـر بـود،         300 تا   250نيز بين   
 بـار رقيـق     پنج ،PCRهاي   كه براي انجام واكنش   

  .شدند
ــه   ــصال بهين ــاي ات ــدول (دم ــت  ) 3ج ــار جف چه

 و  CH05d04  ،CH02d08  ،CH03g06آغازگر  
CH04e03   ــه اول ــار مرحلـ ــي چهـ ــس از طـ  پـ

گراديان دمايي، گراديان دمايي با شيب غلظـت        (
MgCl2          گراديان دمايي همراه بـا شـيب غلظـت ،

DNA            گراديان دمـايي همـراه بـا شـيب غلظـت ،
ن و يـــك يـــا دو بانـــد تعيـــي) جفـــت آغـــازگر

ــي   ــزا و پلـ ــاملاً مجـ ــصاصي كـ ــورف در  اختـ مـ
، 3 و   2 هـاي   شـكل (هاي به مـشاهده شـد        ژنوتيپ
دماي اتصال بهينه سـه جفـت آغـازگر         ). 4جدول

CH02b10 ،CH02h11a و CH04a12 پــس از 
ــي  ــارط ــه اُ چه ــدايي و دو مرحل ــه ابت ــت  مرحل ف

 و 3تدريجي دماي اتصال آغازگرها به ترتيب بـا         
گراد بـالاي دمـاي اتـصال توصـيه          تي درجه سان  6

تعيين و يك يـا   (Liebhard et al., 2002)شده 
مـورف در   دو باند اختصاصي كاملاً مجـزا و پلـي      

ــپ ــابي ملاحظــه شــد   ژنوتي ــورد ارزي ــه م ــاي ب  ه
  NZ02b01جفـت آغـازگر  . )5 و 4هـاي   شكل(

  مرحله تعيين دماي بهينـه     هفتپس از انجام كليه     
كثيـر هـيچ بانـدي در       اتصال آغازگرها قادر بـه ت     

دمـاي بهينـه    . هاي به نـشدند    اين گروه از ژنوتيپ   
 نمـايش داده شـده      4اتصال آغازگرها در جدول     

  .است
 جفت آغـازگر مـورد آزمـايش        هشتاز بين   
ــت ــستند  هفـ ــر توانـ ــت پرايمـ ــل33 جفـ   در آلـ

 و از بـين    كننـد پلاسم به مورد ارزيابي تكثير       ژرم
455
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  DNA استفاده براي استخراج ها و ارقام به مورد  ژنوتيپ-1جدول 

Table 1. Quince genotypes and cultivars used for DNA extraction 
 

  تاريخ پيوند جوانه
Budding date 

  پايه
Rootstock 

  منشاء
Origin 

  ژنوتيپ
Genotypes 

  شماره
No. 

2006-07 Quince seedling Isfahan-Isfahan ET1 1 

2006-07 Quince seedling Isfahan-Kelishd KM1 2 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Kashan KVD1 3 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Kashan KVD2 4 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Kashan KVD3 5 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Kashan KVD4 6 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Natanz NB1 7 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Natanz NB3 8 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Natanz NB4 9 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Falavarjan PH2 10 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Falavarjan PK2 11 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Shahreza SHA1 12 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Semirom SVS1 13 
2006-07 Quince seedling Isfahan-Semirom SVS2 14 

 

  
   DNAهاي استخراج  روش – 2جدول 

Table 2. DNA extraction protocols 
 

  روش تلفيقي
Combined protocol  

 SDSروش مبتني بر 
SDS-based protocol  

 CTABروش مبتني بر 
CTAB-based protocol  

  كليدياجزاء 
Key elements  

PVP 1% & 
ammonium acetate 
washing 

PVP 1% --- Phenol 
elimination 

ß-mercaptoethanol 
(20µl) & Chloroform-
isoamylalcohol 2 time 

ß-mercaptoethanol 
(10µl) & Chloroform-
isoamylalcohol 1 time 

ß-mercaptoethanol (5µl) 
& Chloroform-
isoamylalcohol 1 time  

Protein 
elimination 

EDTA & 
proteinase K in 55°C 

EDTA &  
proteinase K in 65°C EDTA Prevention of  

DNA degradation 
1 times with pure 
ethanol 

1 times with 70% 
ethanol 2 times with 70% ethanol DNA wash 
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و ) وسط( تغيير يافته SDS، )چپ( تغيير يافته CTAB روش سههاي به، استخراج شده به   از ژنوتيپ استخراجي شماريDNAمقايسه كيفي  -1شكل 
  )راست( تغيير يافته SDS تغيير يافته و CTABهاي  تلفيق روش

Fig. 1. Comparing the quality of extracted genomic DNA from some quince genotypes, using three protocols, modified CTAB (left), 

modified SDS (middle) and combined modified CTAB and modified SDS protocols (right) 
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   اسامي و توالي بازي جفت آغازگرهاي سيب مورد استفاده -3جدول 
Table 3. Name and sequence of apple primer sets used  

 

  دماي توصيه شده Sequences (´3-´5) ها   توالي
   اتصال آغازگر

Recommended  
annealing temp. 

  رو آغازگرهاي پي
Reveres primers 

  رو آغازگرهاي پيش
Forward primers 

  نام جفت آغازگر
Primer set 

names  

  شماره
No.  

55°C tcc gaa ggt atg ctt cga tt act tgt gag ccg tga gag gt CH05d04 1 
55°C  atg agt ttg atg ccc ttg ga ccg tga tga caa agt gca tga NZ02b01 2 
55°C atc cat ggt ccc ata aac ca cag cct gca act gca ctt at CH04a12 3 
55°C tgc atg tct gtc tcc tcc at ttg aag atg ttt ggc tgt gc CH04e03 4 
55°C ctg ttt gaa ccg ctt cct tc   cgt ggc atg cct atc att tg  CH02h11a 5 
55°C tca cag aga atc aca agg tgg a  atc cca cag ctt ctg ttt ttg CH03g06 6 
55°C caa gtg gct tcg gat agt tg caa gga aat cat caa aga ttc aag  CH02b10 7 
55°C gca gac act cac tca cta tct ctc tcc aaa atg gcg tac ctc tc  CH02d08 8 

 جفـت تنـوع     شـش  جفت آغازگر،    هفتاين  
هاي به مورد ارزيـابي      ژنتيكي موجود در ژنوتيپ   
ــد   ــشان دادن ــوبي ن ــه خ ــب . را ب ــايج لي ــارد و  نت ه

جفــت بيــانگر ايــن اســت كــه ) 2002(همكــاران 
 آلـل تكثيـر شـده،    يـازده بـا  CH04e03 آغـازگر 

 و  CH04a12  ،CH02h11aجفت آغازگرهـاي    
CH02b10    ه و   آلـل تكثيـر شـد      هشت هريك با

   آلـــل هفـــت تـــا شـــشســـايرآغازگرها بـــا  
ــي در       ــوع ژنتيك ــان تن ــه بي ــادر ب ــده ق ــر ش   تكثي

ــام ســيب  ــين ارق يامــاموتو و همكــاران . هــستندب
(Yamomoto et al., 2002) از آغازگرهــاي 

فوق با موفقيت به منظور ارزيـابي تنـوع ژنتيكـي           
نتـايج ايـن تحقيـق      . كردنـد ارقام گلابي اسـتفاده     

ــCH04e03ر نــشان داد، جفــت آغــازگ طــور ه  ب
مورفيـسم بـين     قابل قبولي قادر به نشان دادن پلـي       

هــا بــود در حــالي كــه تعــداد بانــد   ايــن ژنوتيــپ
هـا   كمتري نسبت به ساير آغازگرهـا در ژنـوم بـه          

سـه جفـت آغـازگر      ). 4 جدول(توليد كرده بود    
CH04a12     ،CH02h11a         و CH02b10 

 آلـل در سـيب، در       هـشت رغم تعداد تكثيـر      علي
سم به مورد نظر توانايي كمتري در تكثيـر         پلا ژرم
 يهـاي تكـرار    هـاي ژنـي تـوالي      هاي جايگاه  آلل

 آلل بـا شـاخص      5 و   2،  6ساده داشته و به ترتيب      
 كردنـد مورفيسم قابل توجـه تكثيـر        اطلاعات پلي 

نكتــــه جالــــب توجــــه در بــــين ). 4 جــــدول(
 كـه    بـود  آغازگرهاي سـيب مـورد اسـتفاده ايـن        

رغــم گــزارش   علــيCH03g06جفــت آغــازگر 
 مبنـي بـر حـداقل       )2002(هـارد و همكـاران       ليب

شـاخص  و  )  آلـل  شـش (تعداد آلـل تكثيـر شـده        
 كــم در ســيب قــادر بــه مورفيــسم اطلاعــاتي پلــي
 يهـاي تكـرار    جايگاه ژني تـوالي   تكثير بيشترين   

)  آلـل هفـت (هـاي بـه اصـفهان      در ژنوتيـپ  ساده  
 مورفيـسم  شاخص اطلاعاتي پلـي   بوده و بالاترين    

ــشان داد) 83/0( ــذيري ايــن  امكــان انتقــال. را ن پ
 هـاي بـه بـا نتـايج     جفت آغازگرها روي ژنوتيـپ   

 كــــه از ايــــن )2004(ن امــــاموتو و همكــــاراي
آغازگرهــــا بــــراي ارزيــــابي تنــــوع ژنتيكــــي 

  انطباق كردندهاي به كشور ژاپن استفاده       ژنوتيپ
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مرحله اول محدوده . ي ژنوم به روCH02d08 دو مرحله تعيين دماي بهينه اتصال جفت آغازگر -2شكل
گراد   درجه سانتي59 الي 5/55؛ مرحله دوم محدوده دمايي )چپ(گراد   درجه سانتي55 الي 5/52دمايي 

  )راست(
Fig. 2. Two step optimization of annealing temperature for CH02d08 primers on quince 
genome. First step temperature range from 52.5 to 55°C (left); second step temperature 

range from 55.5 to 59°C (right) 
 
 

  
  

 DNAهاي به مورد ارزيابي حاصل شده از تكثير  مورفيسم ژنوتيپ  پلي-3شكل 
  CH02d08توسط جفت آغازگر 

Fig. 3. Polymorphism of quince genotypes, obtained from DNA 
amplification by CH02d08 primers 
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   سيبهاي به استان اصفهان و استفاده شده در ژنوتيپ ساده توسط جفت آغازگرهاي يهاي تكرار هاي ژني توالي  مقايسه نتايج تكثير مكان-4جدول 
 (Liebhard et al., 2002)   

Table 4. Comparison of results obtained from SSR allele amplification by primers used in quince genotypes of Isfahan province and apple 
(Liebhard et al., 2002) 

 
  )اصفهان(درخت به 

Quince (Isfahan) 
 سيب 

Apple 
  

 دماي اتصال   اندازه قطعات ها تعداد آلل    دماي اتصال مناسب  اندازه قطعات  ها تعداد آلل  

اسامي 
 شماره آغازگرها

PIC* No. of  
alleles 

Fragment size  
(bp) 

Annealing temp. 
 (°C) 

PIC* No. of  alleles Fragment size 
(bp) 

Annealing temp. 
(°C) 

Primers 
name 

No. 

0.75 5  185-195  53.0 0.82  7  174-214 55 CH05d04  1 
0.00 0  0  56.0 0.75  7  238  55 NZ02b01  2  
0.80 6  186-198  56.5 0.86  8  158-196  55 CH04a12  3  
0.77 4  193-200  57.0 0.88  11  179-222  55 CH04e03  4  
0.50 2  120-123  57.5 0.83  8  104-132  55 CH02h11a  5  
0.83 7  137-152  54.0 0.78  6  139-171  55 CH03g06  6  
0.73 5  172-200  58.0 0.86  8 121-159  55 CH02b10  7  
0.70 4 149-160 58.0 0.82  7  210-254  55 CH02d08  8  

  مورفيسم  ات پليمحتواي اطلاع* 
 Polymorphism Information Content*  
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   .دارد
ــسينگ و همكــاران   ــر اســاس تحقيقــات وي ب

(Weising et al., 1996) و همچنــين رودر و 
پـذيري    انتقـال (Roder et al., 1995)همكـاران  

 ســاده هماننــد يهــاي تكــرار بــين جنــسي تــوالي
ــال اي، در همــه مــوارد   پــذيري بــين گونــه   انتق

هـارد و     گزارش ليـب   بر اساس . پذير نيست  انامك
ــاSSRتمــامي ) 2002(همكــاران  ي كــه روي ئه

هــاي  انــد، در ديگــر گونــه ســيب شناســايي شــده
دار مثل گلابي، به و شيرخـشت        درختان ميوه دانه  

از طرفـي   . هـستند قادر به توليـد بانـد اختـصاصي         
 ســاده يهــاي تكــرار پــذيري تــوالي ميــزان انتقــال

گـزارش شـده اسـت      % 100بي  سيب به ارقام گلا   
(Yamamoto et al., 2002) . دسـت  ه نتـايج ب ـ

آمده از ارقام به اصفهان با نتايج مـذكور انـدكي           
به اين صورت كـه جفـت       . دهند تفاوت نشان مي  

پـذيري آن    ، كـه قـبلاً انتقـال      NZ02b01آغازگر  
هـاي   روي به ) 2002(توسط ياماموتو و همكاران     

هـاي   در ژنوتيـپ  بومي ژاپن نشان داده شده بود،       
 ساده  يهاي تكرار  به اصفهان قادر به تكثير توالي     

شـود كـه ظـاهراً       از نتايج چنين استنباط مـي     . نبود
جايگاهي براي اتصال اين آغازگرها روي ژنـوم        

 ني ـا بـر . ها وجود نداشته است  هيچ يك از اين به    
ــاس ــا اس ــاني ت ــه زم ــا  ك ــت آغازگره  SSR جف

تـوان   ، مـي  اختصاصي براي ارقام به طراحي نشده     
دسـت  ه  هـاي ب ـ  SSRبا ضريب اطمينان بالايي از      

ــا جــنس   ــيب ي ــان س ــده ازدرخت ــر   آم ــاي ديگ ه
دارها براي بررسي تنوع ژنتيكي در ارقـام بـه           دانه

 .كرد استفادهبومي كشور 

بــا ي بــه دســت آمــده از ايــن تحقيــق هــا داده
 NTSYS و   POPGENافزارهـاي    استفاده از نرم  

آمده  دست باندي به آناليز شده و براساس الگوي       
هاي بـه اصـفهان      از آغازگرهاي مذكور، ژنوتيپ   

، 1،  2،  1 كلاستر، به ترتيب دربردارنده      هشتدر  
  بنـــدي شـــدند    ژنوتيـــپ طبقـــه 1 و 1، 2، 2، 3
بنـدي   بندي بـا گـروه   مقايسه اين گروه  ). 6شكل  (

 بر اساس صفات مورفولوژيكي توسط      شدهانجام  
ــارا ــداللهي و همكـ هنـــده  نـــشان د)2008(ن عبـ

. بنـدي اسـت    تفاوت قابل ملاحظه اين دو تقـسيم      
بنــدي در  دو تقــسيم هــاي مــوردي ايــن   تطــابق

ــپ  ــي ژنوتيـ ــاي  همگروهـ  KVD2 و KVD1هـ
ــورد   ــاس روش مورفولوژيـــك و روش مـ براسـ

همچنـين دو   . استفاده در اين تحقيق مشاهده شـد      
 در هـر دو روش در يـك         NB4 و   NB3ژنوتيپ  

 نزديكي بسيار   با توجه به  . بندي شدند  خوشه طبقه 
ــان  ــاد مك ــه  زي ــاي نمون ــع  ه ــري و جم آوري  گي

هــاي اســتان اصــفهان    پلاســم از شهرســتان  ژرم
پلاسـم مـورد     كـه ژرم   و به دليـل ايـن     ) 1جدول  (

آوري آن نبـوده و توسـط        نظر بومي محـل جمـع     
اي به منطقه ديگـر      توليدكنندگان محلي از منطقه   
بنـدي مشخـصي بـر     انتقال يافته است هـيچ گـروه    

، بــر روي مــواد جغرافيــاييتقــسيم بنــدي اســاس 
  ).7 و 6 هاي شكل(مورد ارزيابي مقدور نشد 

نتايج اين تحقيق نـشان داد كـه قـسمت قابـل            
 ــ  طــوره تــوجهي از جفــت آغازگرهــاي ســيب ب

آميزي قادر به تكثير نواحي كاملاً يا نيمه         موفقيت
ــوالي  ــده ت ــرار  حفاظــت ش ــاي تك ــاده در يه  س

ه و ايـن نـواحي     هاي بومي به كـشور بـود       ژنوتيپ
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هاي به پس   ژنوتيپDNA روي CH04a12 تعيين شرايط بهينه اتصال جفت آغازگر -4شكل

فت تدريجي دماي اتصال از طي مرحله ابتدايي شيب تغييرات دمايي و سپس استفاده از شيب اُ
 هاي به مورد مورفيسم ژنوتيپ ؛ پلي)چپ(گراد بالاي دماي بهينه   درجه سانتي6آغازگرها با 

  )راست (CH04a12 توسط جفت آغازگر DNAارزيابي حاصل شده از تكثير 
Fig. 4. Optimization of PCR condition for CH04a12 primers annealing on DNA of 

quince after first step gradient temperature range and successive using of touch down 
PCR (left); and polymorphism of quince genotypes, obtained from DNA amplification 

by CH04a12 primers (right) 
  

    
 DNAهاي به مورد ارزيابي حاصل شده از تكثير  مورفيسم ژنوتيپ  پلي-5شكل 

  CH02h11aتوسط جفت آغازگر 
Fig. 5. Polymorphism of quince genotypes obtained from DNA amplification by 

CH02h11a primers  
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Coefficient
0.32 0.45 0.59 0.72 0.85

          

 ET1 
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 SVS1 

 KM1 

 KVD1 

 KVD3 

 KVD2 

 NB3 
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 PK2 

 SHA1 

 SVS2 

 NB1 

 PH2 

 
 

 جفت آغازگر مربوط به هشت ژنوتيپ به استان اصفهان بر اساس اطلاعات الگوهاي باندي تكثير شده توسط 14اي   تجزيه خوشه-6شكل 
  UPGMA و روش (Nei, 1973) ساده سيب با استفاده از ضريب تشابه ني يهاي تكرار توالي

Fig. 6. Clustering of 14 quince genotypes of Isfahan based on banding profile obtained from eight pair SSR primers of apple, 
analyzed by Nei (1973) and using UPGMA method 
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 جفت آغازگر هشتوسط  ژنوتيپ به استان اصفهان بر اساس اطلاعات الگوهاي باندي تكثير شده ت14 نمودار پراكنش -7شكل 
   ساده سيبيهاي تكرار مربوط به توالي

Fig. 7. Scatter plot of 14 quince genotypes of Isfahan based on banding profile obtained from eight pair SSR primers of apple  
 
 

1
0.15 0.17 0.18 0.20 0.22

2

-0.36

-0.28

-0.19

-0.10

-0.02

ET1

KM1

KVD1

KVD2

KVD3 

KVD4

NB1

NB3

NB4

PH2

PK2

SHA1

SVS1

SVS2

46
4 

”
 به
جله

م
  

دي
نژا

 
ذر

و ب
ل 

نها
”

لد 
 ج

1-26
ره 
شما

 ،
4

ال 
، س

13
89

 

 

 

w
w

w
.SID

.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 ...پذيري نشانگرهاي مولكولي تقالان

 465

 .هـستند هـا   هـاي بـين ژنوتيـپ     قادر به بيان تفاوت   
ر دمـاي بهينـه     ملاحظـه د   نكته مهـم تفـاوت قابـل      

اتصال آغازگرها در سيب و به بوده كـه احتمـالاً           
تواند به دليل تفاوت در شـرايط        ها مي  اين تفاوت 

PCR و همچنــــين وجــــود ســــطوح مختلــــف 
هاي فنلي يا قندي آن و يا تفاوت جزئي          آلودگي
هاي محل اتـصال جفـت آغازگرهـا در          در توالي 

 لازم به ذكر است انتقال پـذيري      . سيب و به باشد   
 سـاده سـيب بـه       يهاي تكـرار   آغازگرهاي توالي 

هاي به بومي ژاپن قبلاً توسط يامـاموتو و          ژنوتيپ
نشان داده شـده بـود، لـيكن بـا        ) 2002(همكاران  

توجه به تفاوت شكل ظاهري ارقام به اين نواحي         
هاي نزديك و زينتي نظير      و همچنين وجود گونه   

هـاي طبيعـي يـا       به ژاپني كه سبب ايجـاد دورگ      
پـذيري   وعي در اين مناطق شده است انتقـال       مصن

هـاي   كامل نتايج گزارش شده در مورد ژنوتيـپ       
هاي ايـران مـورد ترديـد قـرار          به ژاپن به ژنوتيپ   

  . داشت
در بين سه گونه مهـم و اقتـصادي مربـوط بـه             

هــاي  دارهــا، ارقــام و ژنوتيــپ زيــر خــانواده دانــه
درخــت بــه بــيش از دو درخــت ســيب و گلابــي 

ات ظاهري نـشان داده و تفكيـك        شباهت در صف  
و تمـــايز ارقـــام آن صـــرفاً بـــر اســـاس صـــفات 

ــشكل ــر از دو درخــت ديگــر   مورفولوژيــك م ت
هـاي   نتايج اين تحقيق نشان داد كه تفـاوت   . است

اندك موجود در شـكل ظـاهري ميـوه يـا بـرگ             
ــپ ــع  ژنوتيـ ــه جمـ ــاي بـ ــه  هـ ــده نتيجـ آوري شـ
هـاي ژنتيكـي ايـن مـواد اسـت و بـا تـاثير                تفاوت
ــل ــرات عوام ــا تغيي ــاطي  ديگــر محيطــي و ي  ارتب
همچنــين بــر اســاس ايــن تحقيــق تنهــا دو . نــدارد

هـاي موجـود در       از بـه   SVS2 و   SHA1ژنوتيپ  
 هستندكلكسيون ملي به كه داراي منشاء اصفهان        

  .بودندتكراري 
  

  سپاسگزاري

آزمايشگاه همكاري كارشناسان    از   بدينوسيله
كــشت بافــت و بيوتكنولــوژي بخــش تحقيقــات  

 اصـلاح و تهيـه نهـال و          تحقيقات غباني موسسه با
خصوص آقاي مهندس مهيار طاووسـي و       ه  بذر ب 

همچنين آقاي مهندس داريوش آتشكار تشكر و       
  .شود ميقدرداني 
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