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)1390(164تا149صفحه هاي 2شماره 12مجله علوم و فنون باغبانی ایران جلد 

ينشانگرهاب با استفاده ازیسدو رقمینتاج حاصل از تلاقینیوالدهیتجز
1زماهوارهیریمولکول

PARENTAGE ANALYSIS IN THE PROGENY OF TWO APPLE
CULTIVARS USING MICROSATELLITE MOLECULAR

MARKERS

2يمردمحسن وییرضا طلایمقدم، علی، محمدرضا فتاحیح اله زمانیرضا فرخزاد، ذبیعل

دهیچک
حاصل از یاحتمالص نتاج یکنترل شده، تشخیتلاقک یجاد شده از یت ایجمعن یوالددرستین ییتعجهت 

یدانهال از نتاج تلاق30تعداد ،يو مادريمورد استفاده به عنوان والد پدردرختان یابیناخواسته و ارزگرده
‘گلاب کهنز’، ‘تیاسمیگران’، ‘یگلدن اسموت’، ‘رد اسپار’رقم هايدر کنار ‘گلاب کهنز’و ‘رد اسپار’رقم هاي

13تعداد . شدندیابیارززماهواره یريبا استفاده از نشانگرهان نتاج یاین احتمالیبه عنوان والد‘يع آبادیشف’و 
CH01d08 ،CH03d07  ،CH02g01يها جفت آغازگرهاان آنیز ماهواره استفاده شد که از میجفت آغازگر ر

ن ی، توانستند والدیین بر اساس درست نماین و هم به روش انتساب والدین والدییتعی، هم به روش حذفColو 
زماهواره در نتاج نشان داد که توارث یريع آلل هایتوز. ز کنندیگر متمایدرقم هايرا از ینتاج حاصل از تلاق

.  اسکور نداشتنديبر اساس آزمون کایلمنديبا نسبت هايداریها به صورت همبارز بوده و اختلاف معنآن
. دیمشخص نما،بودناخواسته گرده حاصل از را که نتاج ازیکین پژوهش توانستیدست آمده از اه ج بینتا

مورد زماهواره یريمکان هانژادگاندر یتفاوتيا مادریو يوالد پدرن درخت از هر رقم ین چندیبن یهمچن
.مشاهده نشدمطالعه 

.زماهوارهیري، نشانگر هاناخواستهیافشانگردهکنترل شده،یافشانگردهب، یس:يدیکلواژه هاي

مقدمه
ن و ی، اولشدهکنترل يهایحاصل از تلاقيهانژادگاندرستیص یو تشخنتاجو ن یوالدروابط یابیارز

یکیمورفولوژيانگرهانش. )7(باشدیمیاصلاح مولکولویژهبه بهنژاديير کارهابیشتن مرحله در یتریاساس
تاثیر زیری که ویژگی هایداشته و به علت وجود خطا در مورد یکه زمان بر بوده، تنوع و فراوانی کمنیل ایبه دل

د استفاده ا حذف نتاج ناخواسته موریو یلاقن تیوالدیقطعن ییتعيبرانان بالا یبا اطمند نتواینممحیط هستند، 
ق ین دقییتعامکان ، رقم هااد یل شباهت زیبه دلمانند هلودرختانیگر در برخیاز طرف د.)10، 2(رندیقرار گ

به علت کمبود ).19(وجود نداردیکیمورفولوژویژگی هاين و نتاج با استفاده از یو روابط والدیکیمنشاء ژنت

7/10/89:یرشتاریخ پذ18/2/89:  تاریخ دریافت-1
و استاد گروه علوم و مهندسی باغبانی و فضاي سبز، پردیس (zzamani@ut.ac.ir)به ترتیب دانشجوي دکتري، دانشیاران-2

کرج،،کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران، کرج و استادیار بخش بیوتکنولوژي موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر، کرج
.انجمهوري اسلامی ایر
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1نامیزیدناز اهان حاصل یص گیتشخب، یسيه رشد دانهال هایدر مراحل اولویژهبه یکیژمورفولويهاشاخص

استفاده از به باعث توجه پژوهشگران ییت هاین محدودیوجود چن.)4(ستیر نیامکان پذهار دانهالیاز سا
ها که از والدین به نتاج کروموزومDNAبازي يهاد بین ردیفوتفاوت موج.شده استیمولکولينشانگرها
يلل هاآهمچون روش هایاز برخ.)11(رودبه کاریمولکولتواند به عنوان نشانگر می،شودمنتقل می
ن ییجهت تعیدر درختان گلاب) 3(RAPDو )  24(RFLPيمارکرهاای) S)14يمربوط به مکان هايناسازگار

ک نتاج و یدر تفکيمحدودییکاراز ینن نشانگر ها ین حال ایبا ا.ها استفاده شده استنژادگانین برخیوالد
).10(نده ان داشتیوالد

و قابل استفاده بودن در گونه هاي DNAل تنوع بالا، نیاز به میزان کم یدله بزماهوارهیرينشانگر ها
انگشت نگاري ژنتیکی، تعیین روابط فیلوژنیک، شناسایی در برتر يهامختلف، در حال حاضر به عنوان نشانگر

.)23، 15، 6، 5(شوندیفاده ماست2ژن پیوستگی، تعیین روابط والدین و نتاج و تهیه نقشه هاي رقم ها
ان نتاج در هر مکک ازیهر نیبنابرا،رسندیبه ارث میمندليبه صورت همبارز و طبق نسبت هازماهواره هایر

- نیوالدروابطییشناسايبرایژگیون یخواهند بود که از ايا پدریيوالد مادرياز آلل هایکیفقط حامل یژن
شش ينحوه توارث آلل ها) 1(مقدم و همکاران یفتاح.)21(شود یاستفاده میاحتمالنتاج و حذف نتاج ناخواسته

کرده یدانه قرمز و موسکات هامبورگ بررسیبرقم هايانگور ینتاج حاصل از تلاق46ز ماهواره را در یمکان ر
با داشتن هر دو ه یده و بقکنترل شیک آلل از هر والد، حاصل گرده افشانیاز نتاج با داشتن %94و نشان دادند که 

مربوط به SSRيلل هاآتطابقبا )25(و همکاراننیتستول.بودندیخود گرده افشانحاصليآلل والد مادر
همکاران مورا و یک. د کردندییهلو را تايهانژادگانیبرخدر مورد انجام شده يهایتلاقدرستین و نتاج یوالد

،یژاپنرقم هايیتلاقحاصل ازیگلابرقم14یواقعنیوالد،ز ماهوارهیريستفاده از نشانگرهااز با ین)10(
ين و نتاج در مکان هایوالديسه آلل هایبا مقا) 27(اماموتو و همکاران ی.را مشخص کردندینیو چییاروپا

و نیسوگنیب.هلو در ژاپن را مشخص کردنديمهم و تجاررقم9ین واقعیماهواره مورد مطالعه، والدزیر
یحاصل از تلاقيدانهال ها3چندگانیسطح ،زماهوارهیریمولکوليبا استفاده از مارکرها) 4(همکاران 

Malus× sieboldiiوMalus×domesticaحاصل از يسه آلل هایبا مقان یشان همچنیا. ن کردندییتعرا
در را نامیزهو یجنسهاياز بذرحاصل ي، دانهال هاین و نتاج حاصل از تلاقیزماهواره در والدیريهامکان

.مشخص کردندب یس
ممکن است در اثر رها شدن دانه گرده ،هااخته کردن گلخلافبر) 1(اهان از جمله انگوریگیدر برخ

هنگام باز نمودن پوشش گرانش،يروینزش دانه گرده از سطوح بالاتر بوته در اثریا ریقبل از باز شدن گل 
لازم است که شودیآغشته شده و منجر به خود گرده افشانيکلاله به دانه گرده خوداخته شده، سطحيهاگل
اهان یگیدر برخنامیزیدنحاصل از يد بذرهایتولکهنیبا توجه به ا.حذف شونددورگهت یاز جمعین نتاجیچن

نیبا اب یسدرختان ردنیو همچن) 18(ب وجود داردیسچندگانيدر گونه هاویژهبه وردسانانه تیراز جمله 
يموارد در اثر سهل انگاریر برخدن حالیبا ا،افتدیار کم اتفاق میبسيل ناسازگاریبه دلیخود گرده افشانکه

کنترل شده يهایانجام تلاق، ردیممکن است صورت گیخارج از برنامه تلاقيهای، تلاقیشیآزماهايو اشتباه
ه یهمچون تهیمولکوليبرنامه هایدر برخگریاز طرف د.)1،4(کند یمن نیبه نتاج را تضمينان صد درصدیاطم

انجام ن یبنابرا). 12(میهستین واقعیرصد و با والدصد دنانیاطمازمند استفاده از نتاج با ینیکیژنتينقشه ها

1-Apomixis2-Linkage3-Polyploidy

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

تجزیه والدینی نتاج حاصل از تلاقی دو رقم سیب با استفاده از نشانگرهاي مولکولی ریزماهواره

151

به از پرهیزيبراه و حذف نتاج ناخواسته یاوليدر سال هایتلاقحاصل ازيهادورگه يرویهایشین آزمایچن
.استر ی، اجتناب ناپذیآتيهایابیشتر در ارزیوجود آمدن مشکلات ب
گلاب ’، ‘تیاسمیگران’، ‘یگلدن اسموت’، ‘رد اسپار’رقم هايهایتلاقکه در محل انجام نیبا توجه به ا

ن یانابراینبها صورت گرفته بود، ن آنیز در بینيگریديهایوجود داشتند و تلاق‘يع آبادیشف’و ‘کهنز
و‘رد اسپار’بیسرقم هاين یبکنترل شده یحاصل از تلاقF1تین جمعیوالددرستین ییتعپژوهش جهت 

درختانیابین پژوهش ارزیگر اهداف ایاز د.صورت گرفتینتاج ناخواسته احتمالییو شناسا‘گلاب کهنز’
.زماهواره بودیرنشانگرستفاده از ابا ها آنیکیژنتیکسانینان از یاطمجهتهر رقم يبرامختلف مورد استفاده 

مواد و روش ها
DNAمواد گیاهی و استخراج 

گلاب ’و‘رد اسپار’رقم هاينیبکنترل شده یاز تلاقحاصلF1دانهال30ن پژوهش از یانجام ايبرا
و ‘گلدن اسموتی’،‘پاررد اس’یخارجرقم هايو‘شفیع آبادي’و‘گلاب کهنز’یرانیارقم هايهمراه با ،‘کهنز

ت در تعداد یبه علت محدودنیهمچن.ب استفاده شدین ترکیاید احتمالیکاندن یبه عنوان والد‘تیاسمیگران’
و ‘رد اسپار’، ‘يع آبادیشف’، ‘گلاب کهنز’رقم هاياز یانجام تلاقيبرايا مادریيتک درخت والد پدريگل ها

ز  نمونه ین درختان نیاستفاده شده بود که از ادرخت 2از یم گلدن اسموترقيدرخت و برا3از ‘تیاسمیگران’
DNAزر منتقل شده و استخراج یپس از برداشت به فریدرنگاهان مورد نظر بیجوان گيبرگ ها.ه شدیهتیبرگ

.گرفتانجام )16(تامسونو يموربا روش 

PCRو واکنش یمولکولنشانگرهاي 

،CH01f02 ،CH01h02 ،CH04f10،H05d02زماهواره یآغازگر رت جف13در این آزمایش از 
CH01d08،CH02g01،CH03d07 ،ColوCH05e0313(بهارد و همکارانیلشده توسط یمعرف(،

CH-Vf226(ناتزر و همکاران یوشده توسط یمعرف( ،GD100وGD96هاك انسون و شده توسطیمعرف
جفت 4ت یکه در نهااستفاده شد،)22(لف برگ و همکارانیسشده توسطیمعرفZ71981و ) 8(همکاران
.ندش انتخاب شدیادامه آزمايبراآغازگر

، )تریکرولینانوگرم در م5تر با غلظت یکرولیم3(نمونه هاDNAمیکرولیتر شامل 15حجم کل واکنش 
آنزیم ،، نوکلئوتیدها)تریکرولینانوگرم در م10تر با غلظت یکرولیم75/0هر کدام (آغازگر ، دو PCR ،MgCl2بافر

هاي چهار دقیقه چرخهبا Touch downاز روش PCRيبرا. بودزهیونیو آب د) ناژنیشرکت س(1تک پلیمراز
94قه در یدق1ترتیب همتوالی بچرخه10سازي اولیه و سپس جهت مرحله واسرشتسلسیوسدرجه94در

105و چرخههر يبه ازاسلسیوسدرجه 5/0- 1با کاهش )آغازگربسته به نوع (ثانیه در دماي اتصال 45،درجه
بسته به نوع (ثانیه در دماي اتصال 45درجه 94قه در یدق1متوالی با ترتیب چرخه25سپس درجه و 72در هیثان

.استفاده شدسلسیوسدرجه 72دقیقه در 7به مدت در نهایت چرخه پایان و درجه 72در ه یثان105و ) آغازگر
ين دمایبهترزماهواره یرمکانهر ياستفاده شد و براییب دمایشاز روش ،اتصالنه یبهين دماییتعيبرا

.)1جدول(مشخص شداتصال

1-Taq polymerase
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توالی نظرهاي ریزماهواره مورد استفاده در تجزیه والدینی از آغازگرمربوط به جفت ویژگی هاي- 1جدول 
.دهاي تولیديو محدوده بانآغازگرآغازگرها، دماي اتصال 

Table 1. Charactrestics of studied microsatellite primer pairs in parent analysis and  primers
sequence, annealing temperature and band ranges.

PCRمحصول 1الکتروفورز

،باندهاه یاولت یفین کیین تعیو همچنباندهاریا عدم تکثیر یتکثنظراز PCRمحصول شیآزمابراي 
قهیقد100به مدت 75ولتاژدرTBEبافر در% 35/1ژل آگارز درPCRتر از محصول یکرولیم4مقدار 

قهیدق15تر به مدت یدر لگرمکرویم5به غلظتاتیدیم برومایدآگارز توسط رنگ آمیزي ژل.الکتروفورز شد
از آن ها و هده مشاUVنور طیدر شرااندهاب،قهیدق10آب مقطر به مدتبايتشوسشصورت گرفت و پس از

.شديبردارعکس
ومتر یلیم4/0به ضخامت %6د یل آمیآکریپلژل در PCRمحصول ،DNAر یاز تکثنان یز اطمپس ا

يواسرشت سازيبرا. شدالکتروفورز) Squi-Gen GTمدل- 2داوریب(يز عمودستگاه الکتروفوردتوسط 
95يوط شده و در دمالمخدیفرماميداتر یکرولیم4با PCRتر محصول یکرولیم8ابتدانمونه ها

گرم سلسیوسدرجه55يتا دماهنمونه ها دستگايقبل از بارگذار. قرار گرفتقه یدق5به مدت سلسیوسدرجه 
يهمراه با داPCRمحصول مخلوطازتر یکرولیم8تا 6به مقدار هانمونه ها در داخل چاهکيبار گذار. شد

درجه به 55يوات در دما90توان ثابت الکتروفورز يبرا،دستگاهيدفترچه راهنمابر اساس . د انجام شدیفرمام
تر همراه یگرم در ل1ترات نقره یمحلول ن،تیتثبيبرا%10اسید ک یمحلول استاز . انتخاب شدقه یقد70تا 60مدت 

د همراه یهفرمالد%15/0با م همراهیتر کربنات سدیگرم در ل30و از محلول يزیرنگ آميد برایهفرمالد%15/0با 
.استفاده شددیل آمیآکریژل پلدرونيباندهايظاهر سازيم برایوسولفات سدیتر تیگرم در لیلیم5/2با 

1-Electrophoresis2-BioRad

مکان هاي
ریزماهواره
SSR loci

Forward primerآغازگر پیش رو

Reverse primerآغازگر پس رو   

دماي اتصال
)سلسیوسدرجه (

Annealing
temperature (° C)

محدوده باندها 
)جفت باز(

Band ranges (bp)

CH01d085′-CTCCGCCGCTATAACAACACTTC-3′
5′-TACTCTGGAGGGTATGTCAAAG-3′58287-310

CH02g015′-GATGACGTCGGCAGGTAAAG-3′
5′-CAACCAACAGCTCTGCAATC-3′61.5227-260

CH03d075′-CAAATCAATGCAAAACTGTC-3′
5′-GGCTTCTGGCCATGATTTTA-3′58198-245

Col5′-AGGAGAAAGGCGTTTACCTG-3′
5′-GACTCATTCTTCGTCGTCCTG-3′60.5200-233
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ل داده هایتحلو ه یتجز
. حضور و عدم حضور باند صورت گرفتيبراو صفر ک یصورت ه بچند شکليباندهايازبندیامت

مربوط به يشاخص هاگر از یدیو برخی، چند شکلیتگویزماهواره، هتروزیرينشانگرهايان سودمندزیم
مورد محاسبه ،نشان داده بودندیکه چندشکلن پژوهشیمورد استفاده در ايمکان هايبراز ماهوارهیريآلل ها

با ییادرست نميبر مبنانیتساب والدنو روش ان ین والدییتعین از روش حذفیوالدد ییتايبرا.قرار گرفت
با استفاده از 1(PIC)یاطلاعات چند شکليمحاسبه محتوا.، استفاده شد)Cervus (3.0ُُ)9(راستفاده از نرم افزا

زان یمi ،Pijمانند یمکان مشخصياستفاده شد که در آن برازیررابطه ق یو از طرCervus(3.o)نرم افزار
.باشدیهر آلل در مکان مورد مطالعه میفراوان





n

j
i PijPIC

1

21

جینتا
زماهوارهیرير مکان هایتکث

، CH01d08 ،CH02g01(مکان4ش مورد استفاده قرار گرفت، ین آزمایکه در اماهوارهزیرمکان 13از 
CH03d07 ،Col ( روابط یابیارزين و نتاج مورد استفاده نشان داده بودند برایدر والدیخوبیچندشکلکه

اتصال مورد ي، دمایتوالنظراز مکان 4ن یمربوط به اویژگی هاي.نتاج مورد استفاده قرار گرفتندن و یوالد
شده هیارا) 1(در جدولن مطالعه نشان دادند، یمورد استفاده در ارقم هايکه در يبانداندازه استفاده و محدوده 

به ایو گوت یزا هترویگوت یهموزشکلک یبه صورت ا ین پژوهش یتفاده در امورد اسيهاآغازگرریسا. است
ین نداشتند و با توجه به روشین والدییدر انتخاب و تعيریبودند که تاثییآلل هايا دارایویمکانصورت چند

.حذف شدنديبعديهاهیتجزدر ن مورد استفاده قرار گرفت، ین والدییتعين مطالعه برایکه در ا

نیوالدیه از روش حذفن و نتاج با استفادیوالدهیتجز
و CH02g01زماهواره یمکان ر2از ،نیوالدین نتاج مورد نظر به روش حذفیوالددرستین ییتعجهت 

CH03d07مورد رقم هايگر یرا از دین نتاج مورد تلاقیوالدیقطعرطوه بآغازگر جفت دو نیا. استفاده شد
و ینتاج حاصل از تلاق30در مورد استفادهمکانارچهمربوط به يآلل ها2جدولدر .ش مشخص نمودندیآزما

ن یکه به عنوان والد‘یگلدن اسموت’و ‘يع آبادیشف’، ‘تیاسمیگران’، ‘رد اسپار’، ‘گلاب کهنز’رقم هاييآلل ها
و نتاج در ین احتمالیوالديبانديتوجه به الگو.نشان داده شده است،ندتوانستند محسوب شویمیتلاقیاحتمال

وجود ‘يع آبادیشف’و ‘تیاسمیگران’رقم هايجفت باز که در 205ز یبا ساآللنشان داد که CH03d07انمک
رد ’در رقم ، یاحتمالوالد5ن یدر بمربوط به نتاجيجفت باز245آلل .ده نشدیچ کدام از نتاج دیدر هداشت، 

و ‘یگلدن اسموت’،‘گلاب کهنز’یعنیگر یدیوالد احتمالسهداشت و در وجود ‘تیاسمیگران’و ‘اسپار

1-Polymorphism Information Content
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رد ’موجود در دو والد يمورد انتظار از باندهاآللگر چهار یاز طرف د.)1شکل (مشاهده نشد‘يع آبادیشف’
CH02g01مکان يآلل هابهمربوط) 2(جدوليداده هاتوجه به . در نتاج مشاهده شد‘گلاب کهنز’و ‘اسپار

ر یتکثچ کدام از نتاج یدر ه‘يع آبادیشف’و ‘تیاسمیگران’رقم هايموجود در يجفت باز227آلل نشان داد که 
‘گلاب کهنز’و ‘رد اسپار’رقم هايفقط درنتاج از یمربوط به برخيجفت باز244و 230يآلل هاو نشده است

دند که یر گردیثن دو مکان تکیدر ادوبارهن ی، نتاج و والدیشیآزمايجهت حذف احتمال خطا. ه استمشاهده شد
.دست آمده بیج مشابهینتا

Fig. 1. Banding pattern of CH03d07 primer pair in 5 apple cultivars and their replications as
well as some of the studied progeny. 1- Lader, 2- ‘Golab-e Kohanz’, 3- ‘Red Spur’,
4- Some of studied progeny, 5- ‘Granny Smith’, 6-‘Shafi Abadi’, 7-‘Golden
Smoothee’.

رقم سیب و تکرارهاي آن ها و برخی از 5در CH03d07الگوي باندي حاصل از جفت آغازگرهاي -1شکل 
برخی نتاج مورد مطالعه، -4، ‘رد اسپار’-3، ‘گلاب کهنز’- 2سایز نشانگر، -1.  نتاج مورد مطالعه

.‘گلدن اسموتی’- 7، ‘شفیع آبادي’-6، ‘میتگرانی اس’-5

نتایج آزمون کاي اسکور
دانهال 29مورد استفاده در این آزمایش براي SSRنتایج آزمون کاي اسکور براي آلل هاي مکان هاي

با توجه به نتایج . نشان داده شده است3در جدول ‘گلاب کهنز’و ‘رد اسپار’سیب رقم هايحاصل از تلاقی 
مکان مورد استفاده، با نسبت هاي مورد 4خص شد که بین نسبت هاي مشاهده شده در توارث آلل ها براي مش

SSRتفاوت معنی دار وجود ندارد که نشان دهنده تبعیت توارث آلل هاي مکان هاي )1:1:1:1نسبت مندلی (انتظار 

.از قوانین مندلی می باشد

1     2  2  2  2  2  3  3  3  3  3  4  4  4  4  4  4  4  4  4  4  4 5  5   5  6  6  6 7 7  1

250 bp

200 bp

150 bp
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گرانی ’، ‘رد اسپار’، ‘شفیع آبادي’،‘گلاب کهنز’سیب رقم هايدر مکان ریزماهواره 4آلل هاي - 2جدول
.‘رد اسپار’و ‘گلاب کهنز’رقم هاينتاج حاصل از تلاقی 30و ‘گلدن اسموتی’، ‘اسمیت

Table 2. Alleles detected for four microsatellite loci in ‘Golab-e Kohanz’, ‘Shafi Abadi’, ‘Red
Spur’, ‘Granny Smith’ , ‘Golden Smoothee’ and 30 seedlings obtained from the cross
‘Golab-e- Kohans’ × ‘Red Spur’.

نژادگان
Genotype

(SSR marker (bp)))               جفت باز(SSRنشانگر 
CH01d08CH02g01CH03d07Col

-Golab-e‘)‘گلاب کهنز’ Kohanz’)310:287244:230220:198233:218

’Shafi Abadi‘)‘شفیع آبادي’ )287:287227:227220:205230:208

297:287260:244245:223220:200(’Red Spur‘)‘رد اسپار’

300:300260:227245:205228:208(’Granny Smith‘)‘گرانی اسمیت’

310:310260:260223:198218:200(’Golden Smoothee‘)‘اسموتیگلدن’

(Seedling 1) 1310:287260:230245:198233:200دانهال

Seedling287:287244:244223:198233:200)2(2دانهال

Seedling297:287244:230223:198233:220)(33دانهال

Seedling310:287244:230223:198233:220)(44دانهال

Seedling310:297244:230245:220233:220)(55دانهال

Seedling297:287244:244223:198233:200)(66دانهال

Seedling297:287244:230223:220220:218)(77دانهال

310:287244:244223:198218:200(Seedling 8)8دانهال 

287:287244:230245:198218:200(Seedling 9)9دانهال 

Seedling310:297244:230223:220233:200)(1010دانهال

Seedling287:287260:244245:220233:200)(1111دانهال

310:297244:244223:220233:200(Seedling 12)12دانهال

297:287260:244223:220218:200(Seedling 13)13دانهال

310:297244:244245:220233:200(Seedling 14)14دانهال

Seedling310:297260:230223:198220:218)(1515دانهال

Seedling310:297260:230245:220233:220)(1616دانهال

Seedling310:287244:244245:198233:200)(1717دانهال

Seedling310:287260:244223:220233:200)18(18دانهال

Seedling287:287260:244245:220233:220)19(19دانهال

Seedling310:287244:244223:220233:200)(2020دانهال

Seedling297:287244:230245:198218:200)21(21دانهال 

Seedling310:287260:244223:220218:200)(2222دانهال

Seedling297:287260:244245:220220:218)(2323نهالدا

Seedling310:287260:244245:220220:218)(2424دانهال

Seedling297:287244:230223:220233:200)25(25دانهال

Seedling300:287260:244245:245228:200)(26†26دانهال

Seedling310:287260:230218:200)(27††27دانهال

Seedling310:297244:230245:198218:200)(2828دانهال

310:287244:230245:198220:218(Seedling 29)29دانهال

310:287244:244245:198220:218(Seedling 30)30دانهال

† Seedling no. 26 obtained from unwanted pollen.
.حاصل از گرده ناخواسته26دانهال †

†† There was missing data for CH03d07 locus in the seedling 27.
.داده گمشده وجود داشتCH03d07در مکان 27در دانهال ††

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

نفرخزاد و همکارا

156

مکان ریزماهواره در دانهال هاي حاصل از تلاقی 4نتایج آزمون کاي اسکور مربوط به توارث آلل هاي- 3جدول
.‘گلاب کهنز’و ‘رد اسپار’هاي سیب رقم

Table 3. Results of chi- square test of the inheritance of four microsatellite alleles among the
progeny obtaned from crossing ‘Red Spur’ × ‘Golab-e-Kohanz’.

مکان ریزماهواره
SSR loci

درجه آزادي
(df)

χ2
p

CH01d0833.4†ns0.33

CH02g0132.5ns0.46

CH03d0730.08ns0.94

Col32.8ns0.41
ns Non- significant.†

†nsا غیر معنی دار.

ییدرست نماين بر مبناین و نتاج و انتساب والدیوالده یتجز
چهار يآلل هااز،ییادرست نمين بر مبناین و نتاج و انتساب والدیروابط والدهیتجزمطالعه و يبرا

یها چندشکلو نتاج در آنیاحتمالنیکه والد) ColوCH01d08 ،CH03d07 ،CH02g01(زماهوارهیمکان ر
رن بیلداانتساب ون برنامه یا.، استفاده شد)Cervus (3.0))9با استفاده از نرم افزار ،نشان دادندیمناسب و خوب

.دهدیانجام مینیوالدهیتجزو يه سازیآلل ها، مرحله شبیه فراوانیتجزرا در سه مرحلهییدرست نمايمبنا

آلل هایه فراوانیتجز
نشان 4در جدول مورد مطالعههزماهواریچهار مکان رمربوط به يآلل هایبه فراواناطلاعات مربوط 

مشاهده یتیگوسی، هتروزشامل تعداد آلل هر مکانيآماره هاياز محاسبيان مرحله دامنهیدر ا.داده شده است
مورد استفاده بر يدر صورت مناسب بودن مکان هاکهانجام شدرهیو غآلل نولیفراوانظار، شده و مورد انت

نشان داده 4در جدولکهطورهمان. کندیآماده مهیتجزيمرحله بعدينه را برایشاره شده زمااساس موارد 
مورد و نتاجرقم هاين ین آلل در بیکمتريداراCH02g01مکان ن آلل و یشتریبيداراColمکان شده است،

ن یبالاتر.مورد انتظار بودیسگویشتر از هتروزیمشاهده شده در همه مکان ها بیسگویزان هتروزیم.بودمطالعه 
مکانيبرا58/0زان ین آن به میو کمترColدر مکان 74/0زان یبه مPICا ییاطلاعات چندشکليمحتوا

CH02g01ن مورد ین والدیین پژوهش امکان تعیمشاهده شده در ایو چندشکلیسگویزان هتروزیم. مشاهده شد
.را فراهم آوردیتلاق
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مکان 4مربوط به ویژگی هايتجزیه فراوانی آلل ها، میزان هتروزیگوسیتی و برخی دیگر از - 4جدول
.ریزماهواره مورد مطالعه

Table 4. Allele frequency, heterozygosity and some other parameters of studied microsatellite
loci.

مکان ریزماهواره
Microsatellite

loci

تعداد آلل
Alleles
number

هتروزیگوسیتی 
مورد انتظار
Expected

heterozygosity

هتروزیگوسیتی 
مشاهده شده
Observed

heterozygosity

فراوانی آلل 
نول

Null allele
frequency

PIC1

CH01d0850.770.91-0.090.72

CH02g0140.640.71-0.060.58

CH03d0750.770.97-0.120.72

Col70.781-0.130.74

میانگین 
(Average)

5.250.740.89-0.10.69

نیوالدهیتجزيه سازیشب
که توسط نرم افزار %95و 80نان یسطح اطمهر دويبراLODمربوط به یمقدار بحرانن بخش یدر ا

، باشدیمادر واقع،يوالد مادردین کاندیه تریکه شبیزمانيبراLODن یانگیم. دیحاسبه گردمگردد، ین مییعت
ی، پدر واقعيکه والد پدریزمانLODن یانگیم. برخوردار بود96/0که از انحراف استاندارد محاسبه شد61/1

ن جفت پدر و مادر همان جفت یه تریکه شبیزمانLODن یانگیم. بود30/1استانداردازنحرافاو با 03/2باشد
ه یشبيطبق برآورد ها. بود56/1برابر باآنکه انحراف از استانداردمحاسبه شد17/4، ن مورد نظر باشدیوالد
يوالد مادرپژوهشن یجود در اکار رفته و تعداد افراد موه بSSRمکانن زده شد که با تعدادیشده تخميساز
،نتاجيدرصدصدنیتخميدر مورد والد پدر. دیمشخص گردیبه طور قطع%80نان یاز نتاج با سطح اطم100%

شدنديه سازینتاج شب%100ین واقعیوالدشده،يه سازیشبيطبق برآوردها.بود%80ن تر از سطح احتمال ییپا
.)نشان داده نشده استداده ها(

ینیه والدیتجز
والد بودن در مورد تک تک يد براین کاندیک از والدیهر ییدرست نماCervusبا استفاده از نرم افزار 

هر یین نهایمحاسبه و والدLODید با توجه به سطح بحرانین کاندیه ترینان از والد بودن شبینتاج و مقدار اطم
همه يبرایاشتباهیتعداد جور شدگ،ان داده شده استنش5طور که در جدول همان. دیگردمشخص ک از نتاجی

ن ییپاکه نشان دهنده باشدیمصفر مشخص شده يو پدريوالد مادرنظراز ر از دانهال شماره چهار یغنتاج 
نشان داده 5در جدول ینیوالدهیتجزيهالفه ؤمریسايمقدار عدد. باشدیمن ین والدییتعخطا در احتمال بودن 

١ -Polymorphism Information content
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در. باشدیشده مید معرفیوالد بودن کاندينشان دهنده احتمال بالاLODيو بالار مثبتیقادم.شده است
ن بر اساس یکه انتخاب والدنیخاطر ان حال به یشود، با ایکمتر ماحتمال والد بودنکه نیابایمنفLODر یمقاد

ر ین ساین احتمال در بیرد نظر بالاترنتاج مويد برایکانداحتمال والد بودن آن رد، یگیصورت مLODن یبالاتر
يد برایکاندین احتمالیجفت والديبراLODسه یاز مقاج به دست آمدهیبا توجه به نتا.باشدیمن یجفت والد
رقم هاي،26ر از دانهال شماره یغنتاج مورد مطالعهن یمشخص شد که والد،بررسیمورد يدانهال ها

که است‘تیاسمیگران’يوالد پدرکهمشخص شد26شمارهدانهال يبرا. ندباشیم‘رد اسپار’و ‘گلاب کهنز’
.صورت گرفته است‘رداسپار’يبه قطعه والد مادریکیو به علت نزدناخواستهیدر اثر گرده افشان

يو مادريدرختان مورد استفاده به عنوان والد پدریابیارز
يبرايا مادریيتک درخت والد پدريت گل هایمحدودها به علت ین تلاقیادرشد اشارهطور که همان

ا اخته کردن گل ماده استفاده شده یدانه گرده يجمع آوريدرخت برا3از رقم هایو در برخ2، از یانجام تلاق
يالگواستخراج و DNAنمونهدرختانن یها، از اآنن یبا تفاوت موجود یشباهت و جهت مشخص شدن . بود
يبه همراه تکرارهارقم هايه خوشه ایتجز. قرار گرفتسهیمقاموردمورد مطالعه، يکان هاها در مآنیآلل

شکل (اردندوجود یتفاوت،ک رقمیاز ن درختان مورد استفادهیبکه نشان دادUPGMAبه روش مورد استفاده 
ش نشان داد که ین آزمایج اینتا.نشان دادندیکسانیيبانديشده از هر رقم الگويبردارهمه درختان نمونه .)2
رقم هاياز یک همگروهن یبنابراو ه هم بودهیشب%100، یزماهواره مورد بررسیريهادر مکانن درختانیا
.ر شده اندیتکثیشیرويهاورد نظر هستند که به روشم

Fig. 2. Dendrogram of the cluster analysis of 5 apple genotypes and their replications based
on UPGMA method.

به همراه تکرارهاي مورد استفاده براي هر رقم نژادگان سیب5دندروگرام حاصل از تجزیه کلاستر-2شکل
.UPGMAبه روش 
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.نتایج مربوط به تجزیه جفت والدینی-5جدول 
Tabale 5. Results of parent pair analysis.

بالاترین 
سطح 
LOD
Top
LOD

LODامتیاز 

جفتی
Pair LOD

score

تعداد جفت شدگی 
ناجور
Locus

mismatching

تعداد مکان 
مقایسه شده

No. of
locus

compared

والد پدري
Candidate father

بالاترین 
LODسطح 

Top LOD

امتیاز 
LOD
جفتی
Pair
LOD
score

تعداد جفت 
شدگی ناجور

Locus
mismatchin

g

تعداد مکان 
مقایسه شده

Locus
compared

والد مادري
Candidat
e mother

احتمال حذف 
نشدن والد 

دوم
Second

parent non-
exclusion

probability

احتمال حذف 
نشدن والد اول
First parent

non-exclusion
probability

شماره نتاج

Offspring
number

0.12 0.12 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ -0.11 -0.11 0 4
‘Red
Spur’ 0.017 0.31 1

0.34 0.34 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ -0.12 -0.12 0 4
‘Red
Spur’ 0.022 0.29 2

0.86 0.86 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ -0.12 -0.12 0 4
‘Red
Spur’ 0.011 0.28 3

1.2 1.2 1 4 ‘Golab-e-Kohanz’ -4.5 -4.5 1 4
‘Red
Spur’ 0.022 0.36 4

0.34 0.34 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ -0.78 -0.78 0 4
‘Red
Spur’ 0.031 0.42 5

0.34 0.34 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ 0.001 0.001 0 4
‘Red
Spur’ 0.020 0.27 6

0.86 0.86 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ -0.11 -0.11 0 4
‘Red
Spur’ 0.011 0.27 7

0.068 0.068 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ -0.11 -0.11 0 4
‘Red
Spur’ 0.028 0.32 8

0.98 0.98 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ -0.9 -0.9 0 4
‘Red
Spur’ 0.020 0.35 9

0.34 0.34 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ -0.11 -0.11 0 4
‘Red
Spur’ 0.018 0.34 10

-0.45 -0.45 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ 0.24 0.24 0 4
‘Red
Spur’ 0.026 0.38 11

-0.17 -0.17 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ 0.001 0.001 0 4
‘Red
Spur’ 0.031 0.39 12

-0.33 -0.33 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ 0.43 0.43 0 4
‘Red
Spur’ 0.019 0.34 13

-0.17 -0.17 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ -0.11 -0.11 0 4
‘Red
Spur’ 0.034 0.35 14

0.24 0.24 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ 0.66 0.66 0 4
‘Red
Spur’ 0.001 0.23 15

0.013 0.013 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ 0.55 0.55 0 4
‘Red
Spur’ 0.011 0.26 16

0.054 0.054 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ -0.23 -0.23 0 4
‘Red
Spur’ 0.034 0.35 17

-0.85 -0.85 0 4

‘Golab-e-Kohanz’

0.35 0.35 0 4
‘Red
Spur’ 0.033 0.42 18
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Table 5 continued..5ادامه جدول

-0.45 -0.45 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ 0.79 0.79 0 4
‘Red
Spur’ 0.016 0.32 19

-0.17 -0.17 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ -0.11 -0.11 0 4
‘Red
Spur’ 0.034 0.35 20

0.98 0.98 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ -0.78 -0.78 0 4
‘Red
Spur’ 0.018 0.34 21

-0.72 -0.72 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ 0.35 0.35 0 4
‘Red
Spur’ 0.030 0.41 22

-0.33 -0.33 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ 0.91 0.91 0 4
‘Red
Spur’ 0.013 0.29 23

-0.72 -0.72 0 4 ‘Golab-e- Kohanz’ 0.79 0.79 0 4
‘Red
Spur’ 0.021 0.35 24

0.74 0.74 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ -0.66 -0.66 0 4
‘Red
Spur’ 0.020 0.35 25

5.3 5.3 0 4
‘Granny
Smith’ 1 0.92 0 4

‘Red
Spur’ 0.004 0.11 26

-30.9 -30.9 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ 0.93 0.93 0 4
‘Red
Spur’ 0.038 0.39 27

0.59 0.59 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ -0.78 -0.78 0 4
‘Red
Spur’ 0.025 0.39 28

0.59 0.59 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ -0.35 -0.35 0 4
‘Red
Spur’ 0.018 0.33 29

0.068 0.068 0 4 ‘Golab-e-Kohanz’ 0.31 0.31 0 4
‘Red
Spur’ 0.019 0.27 30
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بحث
ن روابط ییتعيمورد استفاده براين روش هایرتآسانن و یاز ساده ترنین والدییتعیروش حذف

و با به ارث برده اندن ین نتاج از والدیکه ایینتاج و آلل هايبانديالگوهابا توجه به .باشدین و نتاج میوالد
توان انتظار ی، م)21(شوند ین به نتاج منتقل میاز والدیمندلينسبت هاطبق SSRينکه مکان هایتوجه به ا

ن، ین والدیایکه نتاج حاصل از  تلاقباشند ییآلل هاين در مجموع دارایقیبه طور ین احتمالیداشت که والد
نتاج ناخواسته، بر اساس ییا شناسایین و نتاج حاصل از تلاقیروابط والدیابیارز.ها را به ارث برده اندآن
چ یکه هنین پژوهش به خاطر ایدر ا).7(ردیگیصورت مF1نتاج يو آلل هايو پدريمادريسه آلل هایمقا

موجود در CH02g01مکان يجفت باز227و آلل CH03d07مکان يجفت باز205يکدام از نتاج آلل ها
نتاج مورد نظر ین واقعیتوانستند والدینمن ین والدیا،بودندافت نکرده یرا در‘يع آبادیشف’و ‘تیاسمیگران’

د یمسئله تاکن ینتاج بر ایموجود در برخيجفت باز245گر وجود آلل یاز طرف د. حذف شدندنیبنابراوباشند
جه یمشاهده شد، نت‘رد اسپار’ن آلل فقط در رقم ینکه ایابه با توجه . ن آلل باشدیاين دارایاز والدیکیکند که یم
نشان داد CH02g01مربوط به مکان يهاه داد. باشدیمن نتاج مورد مطالعه یاز والدیکین رقم یشد که ايریگ

ید حالت آللیدر نتاج مورد مطالعه باین مندلیشود، طبق قوانوالد دوم فرض‘یگلدن اسموت’اگر رقم که 
‘گلاب کهنز’و‘رد اسپار’رقم هاين یبنابرا.ده نشدهمشاین حالتیوجود داشته باشد که چن260:260

احتمال وجوددست آمده،ه ج بیو تکرار نتان مکان یش در ایباشند که انجام دوباره آزمایتلاقن یتوانستند والدیم
.را حذف نمودیشیآزمايخطا

، یشیمختلف مانند اشتباه آزمايبه علت هایکه احتمال خطا در روش حذفنیبا توجه به ا
ن توسط نرم افزار یروابط نتاج و والد،)9(وجود داردرهیغم و یآنزيا خطاینادرست و يهاياشت برداردادی

Cervusانتساب روش بهن یروابط نتاج و والدیابیارزازآمده دست ه ج بینتاقرار گرفت کهیابیز مورد ارزین
ن نرم یداده ها توسط اهیتجزمراحل . د کردیین را تاین والدییتعیج روش حذفی، نتاییدرست نماين بر مبنایوالد

،افراد انجام گرفتبودن دوگاندر مکان ها و پیوستگیعدم وجود ،گریکدیاستقلال خطا ها از فرضبا کهافزار
به روش انتساب ینیوالدهیتجز. نشان دادینیوالدهیتجزيبرارایقابل قبولیسگویو هتروزیود چند شکلوج
هیتجزن نرم افزار را در یاییو کاراکردهنتاج را مشخص یتمامن یتوانست والد،ییدرست نماين بر مبنایوالد

نیکه انیبه خاطر ا،ن حالیابا .ا مشخص کندن نتاج رین والدییزماهواره در تعیريحاصل از مکان هايداده ها
ردیداده ها صورت گهیتجزدر ید دقت کافیبا، باشدیت مید در جمعین کاندیداشتن تعداد کل والدازمندیروش ن

ن یدر ازماهواره مورد مطالعهین مکان رین و نتاج در چندیوالديسه آلل هایمقادست آمده از ه ج بینتا.)17(
مورا و یک،)27(اماموتو و همکاران یج ینتاطور که در زماهواره همانیریمولکوليد که مارکرهانشان داوهشژپ

ن روابط ییتعيبرايزیتوانند به طور موفقت آمیبود، مدست آمده ه ب)4(ن و همکاران یسوگنیبو )10(همکاران 
.رندیمورد استفاده قرار گشد دانهال ها ه ریحاصل در مراحل اوليدانهال هايدین سطح پلوئییو تعن و نتاجیوالد
.دست آمده ب بیسيدانهال هايرو) 4(ن و همکاران یسوگنیز در مطالعات بینیج مشابهینتا

ن یموجود در نتاج که از والديآلل هاین نسبت فراوانیز نشان داد که بیناسکوريج آزمون کاینتا
عدم . وجود نداشتيداریمورد انتظار تفاوت معنيسبت هابودند و نبرده به ارث ،گلاب کهنز,و ،رداسپار,

دست آمده ه ج بینتا. کندیرا اثبات مین مندلیبر طبق قوانSSRيمکان هاين آزمون توارث آلل هایايداریمعن
با SSRيمکان هايآلل هاتوارث ت یبر تبعیمبن)25، 1(پژوهشگرانر یج سایاسکور نتاياز آزمون کا
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ن و نتاج یروابط والدیدر بررسSSRيمکان هايکه نشان دهنده دقت بالاکندید مییتارا یمندلينسبت ها
.باشدیم

یک مورد حاصل از تلاقیتنها ،یبررسنتاج مورد 30از ج اشاره شدیطور که در بخش نتاهمان
در . ر نتاج جدا کندیرا از ساناخواستهین پژوهش توانست نتاج حاصل از تلاقیج حاصل از اینتا. بودناخواسته

زماهواره و یمکان ردون با استفاده از ین والدییتعیدر روش حذفو نتاج نیروابط والدیابیرزپژوهش حاضر ا
مکان 4با استفاده از نتاج یابیو ارزیین بر اساس درست نماین و نتاج به روش انتساب والدیروابط والد

ها را در ک آنیزماهواره و قدرت تفکیرنشانگرهايییج پژوهش حاضر کاراینتا.دیر گردیامکان پذزماهواره یر
و سالگادو و همکاران ) 27(اماموتو و همکاران یج ینتامطابق بان خلوص نتاج نشان داد که ییو تعرقم هاک یتفک

که کرددیتاکله ن مسئیابر ن نتاج مورد مطالعه،یناخواسته در بیوجود نتاج حاصل از گرده افشان.باشدیم) 20(
مسئله ن یاکهکندین نمیرا تضمدورگهنتاجح بودن یصحبهينان صد در صدیکنترل شده اطميهایانجام تلاق

ه ج بینتا. )7(باشدیا قبل از تلاقیناخواسته بعد يهایا گرده افشانییهنگام تلاقل وجود خطایتواند به دلیم
را کنترل شده يهایدر مورد تلاقیحتها ین تلاقینتاج و والديروش هاییین آزمایدست آمده لزوم انجام چن

.دهدینشان م
مورد استفاده مختلف درختان یآللين الگویداشت، عدم تفاوت بن پژوهش به همراهیکه ايگریجه دینت

و یشیر رویبود که نشان دهنده تکثمورد مطالعهيدر مکان هايمادروالد ا یو يان والد پدروبه عنک رقم یاز 
.باشدیمرقم هان یک از ایهر بودن درختانهمگروه

یکليریجه گینت
نتاج مورد نظر را یعن واقیوالدندتوانستطور کاملبه ز ماهوارهیرنشانگرجفت 4پژوهش حاضر در 

که دیردگن مشخص آيو مادريو والد پدرشدهجدا یبررسدرناخواستهیتلاقتنها نتاج.و جدا کنندییشناسا
.باشدیو نتاج منیوالدییو شناسارقم هاک یتفکز ماهواره دریريهانشانگريتوان و قدرت بالانشان دهنده

هر گونه انجام شده قبل از يهاینان از تلاقیجهت اطمیاصلاحيبرنامه هادرتواند یمهاییشین آزمایچن
ن که در یبا ا.ردیانجام گها و حذف نتاج ناخواسته یقتلادرستین ییتعي، برایو مولکولیکیمورفولوژیابیارز
در که بهتر استن حال یمشاهده نشد با ایهر رقم تفاوتيبران درختان مورد استفادهیهش حاضر بپژو

يدر حد امکان از تک درخت والد مادریندهآيجهت اجتناب از هر گونه مشکل در برنامه هایاصلاحيبرنامه ها
.ها استفاده شودیجام تلاقانيبرايو پدر
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PARENTAGE ANALYSIS IN THE PROGENY OF TWO APPLE
CULTIVARS USING MICROSATELLITE MOLECULAR MARKERS

A. FAROKHZAD, Z. ZAMANI, M.R. FATAHI, A. TALAEI AND M. MARDI1

In order to analysis the parentage of offsprings from a controlled crosses, recognizing

seedlings from unwanted pollination and evaluation of homogeneity of the analyzed trees, 30

seedlings of the cross (‘Red Spur’ × ‘Golab-e- Kohanz’) and the cultivars ‘Red Spur’, ‘Golden

Smoothee’, ‘Gerany smith’, ‘Golab-e-Kohanz’ and ‘Shafi Abadi’ as probable parents were evaluated

with microsatellite markers. From 13 pair of microsatellite primers, CH01d018, CH03d07, CH02g01

and Col pair primers could separate actual parents of these offsprings from the other cultivars using

exclusion method and likelihood based assignment method. Allele distribution among the offsprings

determined their codominant mode of inhertance and no significant differences with Mendelian

codominant ratio were observed using chi-square test. The results of this experiment could recognize a

progeny from an unwanted cross. In each parent cultivar, between several trees used as plant materials

no difference was observed using microsatellite analysis.

Key words: Apple, Controlled pollination, Microstellite primers, Unwanted pollination.
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