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 SSR نشانگر  توسط سیب ارقام و پایه های تعدادی از ملکولی ناساییش
 2زهراوی ، مهدی2دامیار ، سیما8نقوی ، محمد رضا2زیکشاور ، منصوره1جهرمی شیرازی رومینا

 
 کارشناسی ارشد بيوتکنولوژی کشاورزی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقيقات سابق دانشجوی7
 و تهيه نهال و بذر، کرج موسسه تحقيقات اصلاح2
 دانشکده کشاورزی دانشگاه تهران3

 چکیده

تکرار و ی است که دقيق های دسترسی به روش نيازمندپایه های گياهی  ارقام و شناسایی

 ریزماهوارهکارایی نشانگر ملکولی  پژوهشدر این  .وندشمتأثر ناز شرایط محيطی  و بوده پذیر

(SSRدر شناسایی ارقام و پایه ها )جفت 5 بدین منظور از مورد بررسی قرار گرفت. ،ی سيب 

 سيب استفاده شد.  بومی و خارجی پایه 5 و ژنوتيپ 22برای شناسایی  ریزماهوارهنشانگر منتخب 

آلل در  2/71ریزماهواره )ميانگين  مکان ژنی 5در  چند شکل آلل 52بر اساس نتایج، در مجموع 

. بود 01/1 آنها (PIC)توی اطلاعات چند شکلی و ميانگين مح ( شناسایی شدمکان ژنیهر 

و  0 لبنانی تابستانه، گلاب دماوند، گلاب اصفهان، ملایر ژنوتيپ های نشانگرهای مورد استفاده در

، 1Bبهاره اراک، شميرانی، لبنانی تابستانه، دماوند  ژنوتيپ هاینوارهای اختصاصی و در  9 ملایر

بادی چالوس و آ، شفيع 9، ملایر 0، ملایر 6ملایر گلاب رسمی، گلاب دماوند، گلاب صحنه، 

آلل  72نشانگرها، این گلاب پائيزه الگوی نواربندی اختصاصی ایجاد کردند. با استفاده از 

کارایی بالای  بيانگر ،تایجشناسایی شد. ن ،پایه مورد بررسی 5واضح و تکرار پذیر در اختصاصی 

 سيب است.ه های و پایدر شناسایی ارقام  ریزماهوارهنشانگر 

 ، شناسایی رقم و پایهریزماهوارهسيب، نشانگر : کلمات کلیدی 
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 مقدمه

 Malus × domestica)سيب 

Borkh)  از تيره گياهشناسیRosaceae،  یکی

ميوه  اناز مهمترین و اقتصادی ترین درخت

سيری است که توليد دمعتدله و سر مناطق

 69 بيش از 2110 سال جهانی آن در 

کشور  .(FAO, 2008)است  بوده ميليون تن

هزار هکتار و  761ایران با سطح زیر کشت 

یکی از مناطق  ،ميليون تن 2توليد بيش از 

سيب دنيا است که با در اختيار  توليد  مهم

، جهان درصد سطح زیر کشت 0/2داشتن 

 هبجهان را سطح کشت سيب مقام چهارم 

دليل ه بسيب . خود اختصاص داده است

طبيعی  جهش های رویشیی باز، گرده افشان

های کنترل شده دارای دورگه گيریو همچنين 

م تجاری تنوع بسيار چشمگيری در سطح ارقا

 (Goulao et al., 2001). استیا غير تجاری 

درختان ميوه تا چند سال اخير تمایز ارقام 

درخت فولوژیک رمو ویژگی هایبر پایه تنها 

نتایج آن که  (Sansavini, 1998) بود و ميوه 

پذیری ثير أتدليل ه بدر بسياری از موارد، 

 ،نشانگرهای مورفولوژیک از شرایط محيطی

. (Vinatzer et al., 1999) غير قطعی است

 ویژگی هایبسياری از  همچنين،

مورفولوژیک فقط در مرحله بلوغ درخت یا 

 هستند رویتپس از ميوه دهی قابل 

(Weeden and Lamb, 1985) . به همين

نشانگرهای ملکولی در کنار ل، استفاده از دلي

نشانگرهای مورفولوژیک می تواند موجب 

در هر ارقام و پایه ها  تر شناسایی دقيق

برای ی قابل استنادشناسه  ،رشدمرحله ای از 

کند. شناسه های ملکولی می توانند ایجاد آنها 

، حمایت از حقوق بهنژادگران ،ثبت رقمدر 

کنترل ژادی و انتخاب رقم صحيح در بهن

در ی مورد استفاده و پایه هاارقام هویت 

تا  .شونداستفاده  ها احداث و توسعه باغ

 کنون نشانگرهای ملکولی متعددی مانند

RGA ،RAPD ،AFLP ،RFLP  وSSR  در

اند. این ورد استفاده قرار گرفتهمسيب 

جنس مالوس مانند در کاوش ژنوم نشانگرها 

 و بت ژنتيکیتعيين قرا ،مطالعات شجره ای

 Kenis and) ترسيم نقشه ژنتيکی

Keulemans, 2004; Haley and Knott, 

1992; Conner et al., 1998 ،) تهيه نقشه

 Durel) های مقاومت به آفات و بيماریها ژن

et al., 2003; Patocchi et al., 2005; 

Calenge et al., 2004; Evans and James, 

 ی، جداسازی و تعيين توال(2003

 ها های مقاومت به بيماری های ژن آنالوگ

(Calenge et al., 2005)  و شناسایی ارقام

 ,.Hokanson et al) اندسيب بکار برده شده

1997; Gianfranceschi et al., 1998; 

Liebhard et al., 2002)از این ميان .، 

عنوان معتبرترین و ه ب ریزماهوارهنشانگر 

در کاوش بسرعت  کاربردی ترین نشانگر

در حال گسترش است و  سيبجنس  ژنومی

نشانگر  211تاکنون توالی بيش از 

به  شده ودر این جنس شناسایی  ریزماهواره

 ;Guilford et al., 1997)استرسيده ثبت 

Gianfranceschi et al., 1998; Liebhard 
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et al., 2002; Galli et al., 2005).  با توجه

د گياهی، موابه اهميت شناسه دار کردن 

 امکان شناسایی بررسی پژوهشهدف از این 

 توسطسيب و پایه های  ، ژنوتيپ هاارقام

 . بود ریزماهوارهنشانگر 

 ها مواد و روش

 مواد گیاهی

 سدديبو رقددم  ژنوتيددپ 22 تعددداد

رقم خدارجی(   3بومی و  ژنوتيپ 27)شامل 

پایده بدومی(    7و  پایده خدارجی   2) پایه 5و 

 درایددن مددواد مددورد بررسددی قددرار گرفتنددد. 

تحقيقددات مؤسسدده  سدديبارقددام کلکسدديون 

ایستگاه تحقيقات در واقع و بذر  اصلاح نهال

  نگهداری می شوندکرج در کمالشهر باغبانی 

  (.7)جدول 

  PCRو  DNAاستخراج 

زمدان  ان در تاز برگ های جوان درخ

رشد در اواسط بهار )اردیبهشدت( یدا اواخدر    

بدرای   نمونده بدرداری شدد.    پائيز )شدهریور( 

و  از روش هددای دلاپورتددا  DNAاسددتخراج 

CTAB  .استفاده شد 

 
 

 

 .و پایه های سیب مورد استفاده ژنوتیپ ها -1 جدول

 کد

Code  

 ژنوتیپ/پایه

Genotype/rootstock 

 کد

Code 

 ژنوتیپ/پایه

Genotype/rootstock 

 Golab (Dr Esmaili) دکتراسماعيلیگلاب 106MM MM106 rootstock 16 پایه 1

 Golab (Damavand) گلاب دماوند 9M rootstock 9M 17 پایه 2

 Golab (paize) گلاب پایيزه 111MM rooztock 111MM 18 پایه 3

 Golab (kohanz) گلاب کهنز 9B rootstock 9B 19 پایه 4

 Golab (sahne) گلاب صحنه Asian golden 20  گلدن آسيایی 5

 Golab (Isfahan) گلاب اصفهان Canadian golden 21 گلدن کانادایی 6

 Azayesh rootstock پایه آزایش Golden delicious 22 گلدن دليشز 7

 Shemirani شميرانی تابستانه 8

(tabestane) 

 Malayer 4 2ملایر  23

 Malayer 6 6ملایر Shemirani 24 شميرانی 9

 Lobnani لبنانی تابستانه 10

(tabestane) 

 Malayer 7 1ملایر 25

 Malayer 8 0ملایر  1B Damavand B1 26دماوند    11

 Malayer 9 9ملایر  2B  Damavand B2 27دماوند  12

 Shafiabadi (chalus) شفيع آبادی چالوس 3B  Damavand B3 28دماوند  13

  Shafiabadi یغمرخانآبادیشفيع Golab (nemati) 29 گلاب نعمتی 14

 Golab (rasmi)   (yaghmarkhan) گلاب رسمی 15

Table 1.  Apple genotypes and rootstocks used in this study. 
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 5 توسدط واکنش زنجيره ای پليمراز 

جفت آغازگر منتخب چند شکل ریز ماهواره 

 ,.05G8, 02B1 (Guilford et alشددامل 

 ,CH02B10, CH01H01و  (1997

CH02D12 (Gianfransechi et al., 1998) 
بدا  مخلدو  واکدنش    (. 2)جددول   انجام شد

ميکرو ليتر حاوی مدواد زیدر    21حجم نهایی 

 ی الگدو،   DNAنانوگرم  51)سيناژن( بود: 

10 mM Tris-HCl pH 9.0, 200 µM 

, 50 mM KCl, 1 2dNTPs, 5 mM MgCl

µM each primer, 1U Taq DNA 

polymerase    چرخه های حرارتدی شدامل   .

دقيقه  3دت مه ب Cº 95واسرشتگی اوليه در 

چرخده شدامل: واسرشدتگی در     25بود که با 

Cº 95 دقيقه، اتصدال و طویدل    5/1مدت ه ب

 انجام شدد دقيقه  7مدت ه ب Cº 12 شدن در 

دقيقه  71مدت ه ب Cº 12و با بسط نهایی در 

دمدای بهينده اتصدال بدرای هدر      خاتمه یافت. 

 آغازگر از روش شديب دمدایی تعيدين شدد.     

( %2آگددارز ) ژلدر محصدولات پدی سدی آر    

و با اتيدیم بروماید رند  آميدزی   الکتروفورز 

شدند و پدس از اطميندان از موفقيدت تک يدر     

DNA  بدددا دسدددتگاه تدددوالی یددداب ،DNA 

×  311×  301ابعداد  الکتروفورز عمودی با )

 %6 پلدی آکریدل آميدد    و ژل ميلی متدر(  2/1

و توسط نيترات نقدره رند    شده الکتروفورز 

باند ها با اسدتفاده  آميزی شدند. سپس اندازه 

 و ( تعيدددينbp711) نشدددانگر ملکدددولی از

ماتریس صفر و یک بر اساس وجود یا عددم  

 هدا  کليده آزمدایش    وجود باندد تنظديم شدد.   

 بار تکرار شدند.  3حداقل 

 نتایج و بحث

ی استخراج شده DNAمقایسه کيفيت 

نشان داد کده   CTAB های دلاپورتا و روشاز 

، PCR نتایج سبر اسابود.  بهتر CTABروش 

دمدددای بهينددده اتصدددال بدددرای آغازگرهدددای  

CH01H01 ،02B1 ،CH02D12 ،CH02B10 

 Cº 56 ،Cº 5/63 ،Cºترتيدددب ه بددد 05G8و 

5/61 ،Cº 5/59  وCº 5/56  .کليه تعيين شد

 کهکردند تک ير را واضحیآلل های  ،نشانگرها

تکرارهدا یکسدان    همده   در نهااندازه آتعداد و 

مکدان   5شدکل در   آلل چند 52 سرانجام بود.

آلدل در هدر    2/71ژنی ریزمداهواره )ميدانگين   

این مقدادیر بسديار   . مکان ژنی( شناسایی شدند

و  Goulaoمقادیر گزارش شده توسط  از بالاتر

 73 اسددت کدده توسددط  (  2117همکدداران )

 چندد شدکل  آلدل   02 تنهدا آغازگر ریزماهواره 

 27آلل در هر مکدان ژندی( در    5/6)ميانگين 

تعداد آلدل   نبالاتریایی کردند. رقم سيب شناس

و  شدد ایجداد   02B1نشانگر  توسط چند شکل

شدکلی   ميزان محتوای اطلاعات چندد بيشترین 

(PIC)  همين نشانگر است. مقادیر نيز متعلق به

PIC  15/1-06/1 بين پژوهشحاصل از این 

مقدادیر گدزارش شدده    که نزدیک به  متغير بود

 لعددهدر مطا (2005) و همکدداران Galli توسددط

جفددت آغددازگر   6 توسددطسدديب  رقددم 66

هدر   .اسدت  12/1است که معدادل   ریزماهواره

وجدود تعدداد    مبدين بزرگتر باشد،  PICچقدر 
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های چندد شدکل    للآهای زیاد و فراوانی  آلل

های ژنی مورد مطالعه در آن جمعيت  در مکان

 است. 

 در ارقاام اختصاصای  هاای   آللناسایی ش

 سیب

و  CH02B10 ،02B1 نشدددانگرهای

CH01H01 ژنوتيدپ  باند اختصاصی در  پنج

لبنانی تابستانه، گدلاب دماوندد، گدلاب     های

 ردندد ایجداد ک  9و ملایدر   0اصفهان، ملایدر  

.  کليده ایدن بانددها از    (7 شدکل  ، 3 )جدول

وضددوح و تکددرار پددذیری بددالایی برخددوردار 

  بودند.

ژنوتیاپ   الگوی نواربنادی اختصاصای در  

 سیب های

ی مددورد بددا اسددتفاده از نشددانگرها  

 بدرای اختصاصدی  نواربنددی  الگوی  استفاده،

بهداره اراک، شدميرانی، لبندانی     ژنوتيپ هدای 

، گدلاب رسدمی، گدلاب    B1تابستانه، دماوند 

، 0، ملایدر  6دماوند، گدلاب صدحنه، ملایدر    

، شفيع ابادی چالوس و گلاب پدائيزه  9ملایر 

که همگدی   (2، شکل 2)جدول  دست آمده ب

 قابل تکرار بودند.واضح و 

  
 .در هر جایگاه ریزماهواره (PIC)تعداد آلل های تکثیر شده و میزان محتوای اطلاعات چند شکلی  -2جدول 

PIC 

 
 تعداد آلل

No of alleles 

 آغازگر توالی 

Primer sequence (5′-3′) 

 نشانگر

 Marker 
0.757 9 : CGGCCATCGATTATCTTACTCT1F 

R:  RGGATCAATGCACTGAAATAAACG 05G8 
0.865 14 F: CCGTGATGACAAAGTGCATGA 

R: ATGAGTTTGATGCCCTTGGA 
02B1 

0.845 10 F: CAAGGAAATCATCAAAGATTCAA 

R: CAAGTGGCTTCGGATAGTTG CHO2B10 
0.765 8 F: AACCAGATTTGCTTGCCATC 

R: GCTGGTGGTAAACGTGGTG CHO2D12 
0.785 11 F: GAAAGACTTGCAGTGGGAGC 

R: GGAGTGGGTTTGAGAAGGTT- CHO1HO1 
R: reverse,  F: forward 

Table 2- Number of amplified alleles and the polymorphism information content 

(PIC) in each SSR locus. 

 

 .مختلف سیب ژنوتیپ های در های اختصاصی آلل (bp)اندازه  -8جدول 

   Genotype   ژنوتیپ 

 نشانگر

Marker 

 لبنانی تابستانه

Lobnani (tabestane) 
 گلاب دماوند

Golab (damavand) 
 گلاب اصفهان

Golab (Isfahan) 
  0ملایر

Malayer8 
 9ملایر 

Malayer9 

CH02B10 156 - - - - 

02B1 - - 298 - - 

CH01H01 - 135 - 139 183 

Table 3- The size (bp) of specific alleles in different apple genotypes. 
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 سیبدر اختصاصی های  آللشناسایی 

واضح و آلل اختصاصی  72 عدادت

پایه مورد بررسی شناسایی  5تکرار پذیر در 

دقيق پایه ها  می توانند در شناساییکه شد 

 شکلو  5)جدول  تفاده قرار گيرندمورد اس

توانسته  نشانگرهر نتایج،  به با توجه(. 3

 ها پایهدر است حداقل یک باند اختصاصی 

توانایی نشانگر ریزماهواره در  .ایجاد کند

شناسایی و تفکيک پایه های سيب توسط 

Oraguzie نيز گزارش  (2005) و همکاران

وجود باندها و الگوی نواربندی  شده است.

 پژوهشدست آمده در این ه اختصاصی ب

مبين کارایی نشانگر ریزماهواره در شناسایی 

های سيب است. کارایی این  ارقام و پایه

نشانگر در شناسایی ارقام سيب توسط 

Goulao (2001)و همکاران ، Galli  و

و همکاران  Liebhard(، 2005همکاران )

(2002 ،)Ginfranceschi  و همکاران

( نيز 1997و همکاران ) Guilford( و 1998)

گزارش شده است. در بررسی کارایی چندین 

نشانگر ملکولی در شناسایی ارقام سيب 

Goulao ( 2001و همکاران)،  به این نتيجه

بر سایر ریزماهواره رسيدند که نشانگر 

 برتری RAPDو  AFLPاز جمله  ،نشانگرها

همچنين نشان داد که  پژوهشدارد. نتایج این 

 ن با تعداد اندکی نشانگر ریز ماهوارهمی توا

شناسایی قطعی و قابل تکرار ارقام و برای 

بر خلاف مطالعات  اقدام کرد.پایه های سيب 

شجره ای که هر چه تعداد نشانگر بيشتر 

نومی کاملتری ایجاد می کند، ژباشد، پوشش 

تر است که توانانشانگری در شناسایی ارقام 

ایجاد ک لازم را با تعداد کمتری بتواند تفکي

و  Gianfransechi ،در مطالعه ای .کند

جفت  2تنها با توانستند ( 1998) همکاران

را آغازگر ریزماهواره چندین رقم سيب 

و همکاران  Oraguzie. شناسایی کنند

پایه تجاری و  66 شناساییدر نيز ( 2005)

جفت آغازگر  1از  فقط ،سيب گروه هم

تایج نشان این ن .بهره جستند ریزماهواره

دهنده توانایی بالای ریزماهواره ها در 

انگشت اطلاعات شناسایی ارقام سيب است. 

می  ،نگاری ارقام توسط نشانگر ریزماهواره

/ژنوتيپ حفاظت ارقامتواند نقش بسزایی در 

با توجه به  سيب داشته باشد.بومی  های

بر پایه  تنهادشواری شناسایی ارقام 

ستان ها و نهال ،خصوصيات مورفولوژیک

باغداران مواجه با خطر اختلا  و اشتباه ارقام 

.  همچنين بدليل طولانی بودن فاصله هستند

زمانی بين کاشت نهال تا باردهی و تعيين 

باغداران در معرض خسارت قطعی نوع رقم، 

جبران ناپذیری در اثر کاشت ارقام ناخواسته 

کارگيری روش های ه ببنابراین، قرار دارند. 

نگاری می تواند در کاهش خطر انگشت 

ثبت ارقام و پایه  مراحلاختلا  ارقام و در 

 های گياهی بسيار سودمند باشد.
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 .سیب ژنوتیپ های درالگوی نواربندی اختصاصی  در  (bp)ی موجوداندازه نوارها -4جدول 

  Genotype   ژنوتیپ  

 

 آغازگر

Marker 

 بهاره اراک

Bahare 

arak 

 شميرانی

Shemirani 

 لبنانی تابستانه

Lobnani 

(tabestane) 

 1Bدماوند 

Damavand B1 

 گلاب رسمی

Golab (rasmi) 

 گلاب دماوند

Golab 

(damavand) 
05G8 - - - 139, 159, 164 134, 139 - 

CH02B10 136, 169 133, 136, 

153, 159 
 

132, 136 
156, 169 

- - - 

CH02D12 - - - 183, 186, 207 - - 
02B1 - - - - 260, 250 - 

CH01H01 - - - - - 135, 132 

 
 

 گلاب صحنه

Golab 

(sahne) 

 6ملایر

Malayer6 
 0ملایر 

Malayer8 
 9ملایر 

Malayer9 

 شفيع آبادی چالوس

Shafiabadi  

(chalus) 

 ایيزهپگلاب 

Golab (paize) 

05G8 133, 136 - 133, 146, 139 136, 164 139, 164 - 

CH02B10 - 132 135, 145 - - - 
02B1 - - - - - 244, 153, 132,135 

CH01H01 - - 139 142, 183 -  

Table 4- The banding size in specific banding patterns of different apple 

genotypes. 

 

 .ی مختلف سیبپایه هادر های اختصاصی  آلل (pb)اندازه  -5جدول 

  Rootstock پایه نشانگر

Marker 106MM 9M 111MM B9 آزایش Azayesh  

05G8 - - - 177 182 

CH02B10 132 136 - - 139 

CH02D12 - 200, 207  - 198 - 

02B1 - 212 - - - 

CH01H01 - - 107, 405  - 123 

Table 5- The size (bp) of specific alleles in different apple rootstocks. 
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اعداد مربوط به شماره ژنوتیپ ها و  CH01H01ر مکان ژنی آلل های اختصاصی د -1شکل 

 اولین نوار سمت چپ، مارکر وزن ملکولی  است.

Figure 1- Specific alleles in CH01H01 locus. The numbers correspond 

to the genotype codes and the first left lane to the ladder. 

 

 

 
ها  اعداد مربوط به شماره ژنوتیپCH02D12  مکان ژنیدر ی الگوی نواربندی اختصاص -2 شکل 

 .و اولین نوار سمت چپ، مارکر وزن ملکولی است

Figure 2- Specific alleles in CH02D12 locus.  The numbers correspond 

to the genotype codes and the first left lane to the ladder. 

 

               A                                                            B 

  
CH02B10 (B )( و A)  05G8در مکاان ژنای     های سیبدر پایه ها ی اختصاصی  آلل -8شکل 

 .است اعداد بالای ستون ها مربوط به شماره پایه و سمت چپ مارکر وزن ملکولی

Figure 3- Specific alleles of apple rootstocks in 05G8 (left) and CH02B10 

(right) loci. The numbers correspond to the rootstock codes and the first 

left lane to the ladder. 
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Abstract 

Identification of plant cultivars and rootstocks, requires accurate and 

reproducible methods which not affected by environmental conditions. In this 

research, efficacy of SSR markers in identification of some apple genotypes and 

rootstocks was studied. For this purpose, 5 pairs of SSR markers were applied for 

identification of 24 and 5 Iranian and foreign apple genotypes and rootstocks, 

respectively. According to the results, 52 polymorphic alleles were proliferated in 5 

microsatellite loci (mean 10.4 alleles per locus) and polymorphism information 

content (PIC) was 80%. The markers produced specific DNA bands in "Lobnani 

(tabestane)", "Golab (Damavand)", "Golab (Isfahan)", "Malyer 8" and "Malayer 9" 

genotypes and specific band patterns in "Bahare arak", "Shemirani", "Lobnani 

(tabestane) ", "Damavand B1", "Golabn (rasmi) ", "Golab (damavnd) ", "Golab 

(sahne) ", "Malayer 8", "Malayer 6", "Malayer 9", "Shafiabadi (chalus) and "Golab 

(paize) ". In rootstocks, 12 specific and reproducible alleles were identified. The 

results indicate the high efficacy of SSR markers for apple cultivar and rootstock 

identification. 

 

Keywords: Apple, cultivar, identification, microsatellite marker, rootstock. 
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