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 چكيده

به عنوان يكـي از   Pyrusايران با نزديكي به مراكز تنوع گلابي و نيز دارا بودن بيش از ده گونه از جنس 
سـطح    هكتـار  17000شده است. از طرف ديگر، كشور ايران بـا   ترين منابع ژنتيكي گلابي در دنيا شناخته مهم

با وجود موقعيت ممتاز جغرافيايي، هنوز اطلاعـات  وليد گلابي محسوب مي شود. يكي از مراكز ت زير كشت،
هاي مختلف گلابي در ايران وجود ندارد و مشخص نيست چـه نسـبت ژنتيكـي     دقيقي از روابط بين ژنوتيپ

يـپ  ژنوت 10بنـدي   بين  ارقام بومي ايراني با ارقام تجارتي وارداتي وجود دارد. در اين تحقيق به منظور گـروه 
 ISSR )Interرقـم وارداتـي، از تكنيـك مبتنـي بـر       13گلابي ايراني و تعيين موقعيت ژنتيكي آن ها در بـين 

Simple Sequence Repeat ( استفاده شد. پانزده آغازگرISSR  باند تكثير نمود  257به كار رفته، در مجموع
م ژنوتيـپ هـاي گلابـي مـورد     درصد) بود. دندروگرا 6/81باند داراي چندشكلي (سطح چندشكلي  213كه 

بـا نـرم    UPGMAبا استفاده از ضريب تشابه دايـس و روش   ISSRاستفاده در اين تحقيق با الگوهاي باندي 
. گلابي هاي مورد بررسي در سه دسته مجزا قـرار گرفتنـد. در گـروه    شدرسم  ، NTSYS V. Pc-2.02eافزار 

كراسـان، دويـن دوكـوميس، آنجـو،      هراسويت، پاساول كنفرنس، محمدعلي، سردرودي، بارتلت، ردبارتلت، 
گزي، در گروه دوم كولي خوج، خوج لب ترش، خوج كته سـر، دم كـج،    بن، دوشس و دره فلسطيني، لوئيس

قرار گرفتند. ارقـام براسـاس خاسـتگاه     SK13و  SK10ميوه و در گروه سوم سبري، خوج مرداب انزلي و شاه
كاملاً از هم جدا شـدند. ارقـام    P. pyrifoliaو  P. communisتعلق به جغرافيايي طبقه بندي گرديد و ارقام م

رسـد از   ها در يك دسته قرار گرفتند كه بـه نظـر مـي    ايراني تجارتي دم كج، شاه ميوه و سبري همراه با خوج
ها منشأ گرفته باشند در حالي كه سه رقم محمدعلي، دره گزي و سردرودي نزديكي بيشتري بـه ارقـام    خوج
ايي نشان دادند و احتمالاً منشأ متفاوتي از خوج ها داشته و با ارقام اروپايي اجداد مشتركي دارنـد. نتـايج   اروپ

 نگاري ارقام گلابي را اثبات مي نمايد. براي انگشت ISSRاين بررسي كارامد بودن نشانگر 
 .ISSR : گلابي، تنوع ژنتيكي،  نشانگركلمات كليدي
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 مقدمه
ع زيستي، به عنوان ماده در دهه هاي اخير تنو

خام و دستمايه اصلي اصلاح گران براي توليد 
فرآورده هاي زيستي، توجه پژوهشگران زيادي را 

به موازات  ،به خود جلب كرده است. بنابراين
گسترش فنون روش هاي زيست فن آوري به 
عنوان سرمايه و ثروتي كه روز به روز ارزش 

ت هاي بيشتري مي يابد، بايد در رأس اولوي
 .(Vejdani,1997) تحقيقات قرار گيرد

درخت گلابي كه از دوران قبل از تاريخ به 
سبب حضور طبيعي در فلات ايران مورد توجه 

از جنس  مردم اين سرزمين قرار گرفته است،
Pyrus عضوي از زيرخانواده ،Pomoideae  و

گونه  22 است. در اين جنس Rosaceaeخانواده 
يا و مناطق كوهستاني شمال اوليه بومي اروپا، آس

آفريقا، شش هيبريد بين گونه اي طبيعي و حداقل 
. (Bell, 1990)سه هيبريد مصنوعي قرار دارند 

 17ديپلوييدهايي با  Pyrusهاي  تقريباً همه گونه
) هستند و به دليل آن =342nجفت كروموزوم (

2Fكه به طور گامتوفيتي خودناسازگار

مي باشند،  1
 ين جنس وجود داردتنوع بالايي در ا

 (Bell & Hought, 1986). 
3Fارقام گلابي را به دو تيپ شرقي

(شرق دور)  2
و اروپايي تقسيم مي كنند. ارقام شرقي كه با نام 

شناخته  nashiگلابي آسيايي يا با اسم ژاپني 
گردند و در اند، در چين و ژاپن كشت ميشده

شوند. مشخصه بيرون از آسيا به ندرت ديده مي
ه آنها بافت ترد و مزه شيرين است و مانند عمد

                                                
1 Self-Incompatible 
2 Oriental pear 

سيب روي شاخه مي رسند. گونه مهم اقتصادي 
 .(Bell, 1990) باشدمي P. pyrifoliaاين دسته 

هاي اروپايي هستند. تركيب بافت  تيپ دوم گلابي
كره مانند با مزه و عطر خوشايند از خصوصيات 

 باشد. گونه مهم اقتصادي اين گروه اين دسته مي
P. communis واريته هاي  90باشد كه تقريباً %مي

 شود گلابي كشت شده در دنيا را شامل مي
)Atar, 2001(  

كمبود جمعيت هاي وحشي اجدادي به 
خصوص در گونه هاي بسيار كشت شده امروزي، 
محدود بودن تنوع مورفولوژيكي بين ارقام و 

ها، نبود خصوصيات متمايز كننده بين گونه  گونه
4Fتلاقي وسيع بين گونه اي ها و نيز

كه سبب  3
بوجود آمدن ارقام و حتي گونه هاي وحشي با 
خصوصيات بينابيني شده است، عواملي هستند كه 

 اند دسته بندي گلابي ها را مشكل ساخته
 (Iketani et al., 1998).  گرچه خصوصيات

هاي آيزوزايمي دو  مورفولوژيكي و تجزيه تحليل
ژنتيكي داخل جنس روش مهم براي بررسي تنوع 

Pyrus  بوده است، ولي به دليل محدوديت
نشانگرهاي مورفولوژيكي و آيزوزايمي، اعتبار 

هايي مورد  دسته بندي ارقام گلابي با چنين روش
هاي اخير  باشد. به همين جهت در سالترديد مي

هاي ملكولي براي تعيين  استفاده از روش
مشخصات ژنتيكي گونه و ارقام گلابي توجه 
 بيشتري را جلب كرده است

 )Yamamoto et al., 2001 a,b; Wünsch & 

Hormaza, 2007(  در ارزيابي تنوع ژنتيكي گلابي

                                                
3 Introgression 
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 RAPD )JianXin etبه طور وسيعي نشانگرهاي 

al., 2004; Sharifani & Jackson, 2000; Ye et 
al, 1996 ;Wang & Dolatowski et al 2004.( ،

AFLP )Monta–Corvo et al., 2000 ،(SSR 
)Inoue et al., 2007; Ghosh et al., 2006; 

Fernández-Fernandez et al., 2006; Bassil, 
et al,. 2005 & 2004 (و ISSR )Monte-Corro 

et al., 2002 &2001( مورد استفاده قرار گرفته-

اند. در ميان اين نشانگرها، استفاده از نشانگر 
ISSR تكنيك شودبه چندين دليل توصيه مي .
ISSR  برخلافSSR به اطلاعات قبلي از توالي ،
DNA  نياز ندارد و آغازگرهاي طراحي شده

داراي حقوق انحصاري نيستند. به همين دليل 
 ISSRهزينه اوليه براي تعيين توالي آغازگرهاي 

). Chenneaui-Kourda et al., 2007( پايين است
آسان و سريع مي باشد و چندشكلي  ISSRكار با 

 Wünsch & Hormaza( دهدمينشان بالايي 

تا  200محصولات تكثير شده معمولاً ). 2002
وش جفت باز طول دارند و با دو ر 2000

يد قابل بررسي آم الكتروفورز آگاروز و اكريل
 راديواكتيو نداردمواد هستند و نياز به استفاده از 

)(Branchard & Bornat, 2001.  به سبب استفاده
مري) در مقايسه با  25تا  16اي بلند (از آغازگره

مري)، تكرارپذيري  RAPD )10آغازگرهاي 
ISSR بسيار بالا است )Wünsch & Hormaza, 

2007.( 
هاي نسبت به برخي تكنيك  ISSRبرتري 

هاي مولكولي ديگر در دامنه وسيعي از گونه
5Fگياهي مانند برنج، گندم و سيب زميني شيرين

1 

                                                
1 Sweet Potato 

در  et al., 2002) .(Reddyگزارش شده است 
  Poncirus trifoliataبررسي تنوع ژرم پلاسم 

مشخص  RAPDو  RFLPنسبت به  ISSRمزيت 
كيفيت و  Eleusineشد و همچنين در جنس 

 RFLPبه  ISSRكميت داده هاي بدست آمده از 
 ,.Reddy et al( ارجحيت داشت RAPDو 

2002.(  
توسط  Eucalyptus grandisشناسايي ارقام 

ISSR  نشان داد كه اين نشانگر يك روش ارزان و
سريع براي دسته بندي مناسب ارقام است 

(Mezzena et al., 2001) كارايي نشانگر .ISSR 
 (,.Jianming et al ژنوتيب هاي مهم سپيدار در

و  Goulão & Oliveira, 2001) ( سيب ،) 2006
Bitter gourd )Momordica charantia( 

(Singh et al., 2007) نيز نشان داده شده است. 
واريته توت فرنگي از  30كه با  پژوهشيدر 

ه مناطق جغرافيايي مختلف انجام شد، نشان داد
با كيفيت بالا  DNAاين تكنيك نياز به شد كه 

، AFLPندارد و در مقايسه با نتايج حاصل از 
 باشدتر و قابل اعتمادتر ميتر، سريعارزان

)Arnaud et al., 2000.( 
 Pyrusدر گونه هاي  ISSRفاده از نشانگر است

هم گزارش شده است. در يك تحقيق كه از نتايج 
RAPD ،AFLP  وISSR   در شناسايي ارقامP. 

communis 6استفاده شده بود، شاخص مرغوبيتF

2 
) 06/2( RAPD) خيلي بالاتر از ISSR )81/8در 

بود و بيست و چهار رقم مورد آزمون را به خوبي 
 ).Monte-Corro et al., 2002( رددسته بندي ك

                                                
2 Index Value 
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براي شناسايي ارقام  ISSRهشت آغازگر 
باند  337گلابي اروپايي به كار رفته است. از 

-Monteچندشكلي داشت  5/79توليد شده %

Corro et al., 2001) در تحقيقي براي شناسايي .(
استفاده  ISSRآغازگر  16ارقام گلابي آسيايي از 

صل شد كه ارقام مورد شد. چهل و چهار قطعه حا
نظر را به خوبي از هم جدا مي كرد. نتايج اين 

در مقايسه با  ISSRتحقيق نشان داد، نشانگر 
 كندچندشكلي بالاتري ايجاد مي RAPDنشانگر 

.(Wang & Shih 2004) 
پلاسم گلابي با آگاهي از اين كه  مطالعه ژرم

اين ميوه از نظر اقتصادي سومين ميوه مهم منطقه 
له پس از سيب و انگور است، ضروري به معتد

نظر مي رسد. در سال هاي گذشته ميراث ژنتيكي 
اين جنس به سبب نابودي ارقام محلي، رو به 

 .(Olivera et al., 1999)فرسايش گذاشته است 
توليد گلابي دنياي امروز به تعداد محدودي از 
ارقام مانند ويليامز، آنجو، بوره بوسك، كنفرنس و 

 18سان وابسته است، كه همگي در قرن پاس كرا
انتخاب شده اند. به همين دليل نياز مبرمي  19و 

هاي پلاسم و شناسايي واريته به مديريت ژرم
حفاظت شده گلابي براي بدست آوردن سطح 

هاي اصلاحي  كافي سرمايه ژنتيكي در برنامه
 ).(Wünsch & Hormaza 2007وجود دارد 

هكتار  17000 كشور ما با سطح كشتي معادل
كيلوگرم در هكتار يكي از  114706و با عملكرد 

شود. ضمنا اين  مراكز توليد گلابي محسوب مي
كشور به سبب نزديكي به مراكز تنوع گلابي و 

، به Pyrusدارا بودن بيش از ده گونه از جنس 
ترين منابع ژنتيكي گلابي دنيا  عنوان يكي از مهم

هاي  گونه (Maniee, 1995).شناخته شده است 
متعدد گلابي در دامنه هاي البرز و زاگرس، 

هاي پست ساحلي كنار درياي خزر، در  جلگه
استان هاي آذربايجان شرقي و غربي، كردستان، 
لرستان، كوه هاي بختياري، منطقه طواليش گيلان، 
مازندران، گرگان و همچنين در كوهستان هاي 

. (Sabeti, 2002)استان فارس پراكنده هستند 
رغم اين موقعيت ممتاز جغرافيايي براي علي

گلابي در ايران، هنوز اطلاعات دقيقي از روابط 
هاي مختلف گلابي در ايران  ژنتيكي بين ژنوتيپ

وجود ندارد و مشخص نيست ارقام بومي ايراني 
اي با ارقام تجارتي وارداتي  چه نسبت شجره

تواند  دارند. كسب اطلاعات كافي در اين زمينه مي
مديريت صحيح اين منابع ارزشمند ژنتيكي  به

ها و  پلاسم براي جلوگيري از انقراض ژرم
هاي محلي براي  برداري مناسب از ژنوتيپ بهره

 اهداف اصلاحي گلابي كمك نمايد.
تواند  كسب اطلاعات كافي در اين زمينه مي

هاي محلي براي  برداري مناسب از ژنوتيپ به بهره
شود. به علاوه، اين اهداف اصلاحي گلابي منجر 

اطلاعات به يافتن منشأ جغرافيايي برخي ارقام 
تجاري كشور كه نياي ژنتيكي آنها مشخص نيست، 
كمك مي كند. در هر حال براي برنامه ريزي در 

هاي گلابي، داشتن اطلاعات كافي از  اصلاح ژنوتيپ
زمينه ژنتيكي هر رقم و تعيين موقعيت فيلوژنتيكي 

. ضمنا گر اهميت اساسي داردارقام نسبت به يكدي
هاي محلي متفاوت خوانده گاهي ارقامي مشابه با نام

ند. مقايسه ارقام ايراني با ارقام خارجي مي شو
امكان شناسايي چنين اشتباهاتي را فراهم مي كند. 
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ارقام ايراني چه  كندضمن اين كه مشخص مي
نسبت ژنتيكي با ارقام تجارتي وارداتي دارند و آيا 

زمينه ژنتيكي متفاوتي دارند كه ارزش بررسي  آنقدر
ها براي ژن هاي جديد (ژن هاي مقاومت به بيماري

ها) در برنامه هاي اصلاحي را داشته و يا تنش
 باشند. 

چون در مطالعات ژنتيكي انجام شده روي 
 گران ديگر، گلابي و ساير گياهان توسط پژوهش

، لذا به اثبات رسيده بود ISSRكارايي نشانگرهاي 
براي تأمين اهداف اين پژوهش،  هااين نشانگر

تعيين روابط فيلوژنتيكي ارقام گلابي ايران و 
 مقايسه آنها با ارقام خارجي، انتخاب گرديدند. 

 
 ها مواد و روش

رقم خارجي  13نمونه هاي برگ گلابي شامل 
)، از مؤسسه اصـلاح و  1رقم ايراني (جدول  10و 

-وري شـدند. نمونـه  تهيه نهال و بذر كرج جمع آ

هاي انتخابي از ميان ژنوتيپ هايي بود كـه كشـت   
آنها مرسوم است. به علاوه چند ژنوتيـپ وحشـي   
جهت بررسي منشا ارقام تجاري اسـتفاده گرديـد.   
نمونه هاي برگي بعد از انجماد سريع بـا نيتـروژن   

ژنـومي در   DNAمايع، تا زمـان انجـام اسـتخراج    
 . شدندهداري درجه سانتي گراد نگ -80 فريزر

از برگ هاي جوان گلابـي بـا    DNAاستخراج 
انجام  ) (Murray and Thompson, 1980  روش

از  DNAگرفــت. بــراي تعيــين كميــت و كيفيــت 
ــر از  ــنج ميكروليت ــه  DNA روش الكتروفــورز پ ب

TAE در بـافر  7/0دست آمـده در ژل آگـاروز %   7F

1 

                                                
1 Triss-Acetate-EDTA 

ميلـي مـولار    5/0ميلي مولار تـريس،   10(حاوي 
ميلـي مـولار    5آمين تترا استيك اسيد و  اتيلن دي

استات سديم) و مقايسه تراكم بانـد آن بـا مقـدار    
برش يافتـه   III )λDNAاستاندارد قطعات نشانگر 

اسـتفاده   )Hind IIIو  EcoRIهاي برشـي    با آنزيم
 شد.

مورد استفاده در اين تحقيق  ISSRآغازگرهاي 
ــركت   Metabion Internationalتوســــط شــ

(Germany)    تـوالي ايـن    2سنتز شـد. در جـدول
آغازگرها به همراه دماي اتصال مناسب بـراي هـر   
آغازگر آورده شده است. آغازگرهـا طبـق دسـتور    

رقيـق   pmol/µL10شركت توليدكننده تـا غلظـت   
ــتفاده از   ــا اس ــد. ب ــر   PCRگردي ــت تكثي گراديان

آغازگرها در سـه دمـاي اتصـال مختلـف بررسـي      
شد كه در جـدول   گرديد و دماي مناسب انتخاب

 شود. مشاهده مي 2
ــه PCRواكــنش  ــراي نمون  15هــا در حجــم  ب

(حـاوي   X10ميكروليتر بافر  5/1ميكروليتر شامل 
 ميكروليتـر   3/0ميلـي مـولار)،    5/1كلريدمنيزيم 

Taq DNA Polymerase )1  ،(ــد  5/1واحــ
)، pmol/µL10(با غلظت  ميكروليتر از هر آغازگر

 75ميلـي مــولار) و   dNTPs )2/0ميكروليتـر   3/0
 ژنومي از هر نمونه تهيه شد. DNAنانوگرم 
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ارقام گلابي مورد استفاده در تحقيق (ارقام خوج كته سر، خوج مرداب انزلي، كولي خوج  -1جدول 

 .وخوج لب ترش جزو ارقام وحشي مي باشند. ساير ارقام تجاري هستند)
Table 1- Pear varieties used in study (Khuj katesar, KoliKhuj, Khuj mordab anzali and 
Khuj labtorsh accessions are Wild genotypes and other cultivars are commercial). 

 رديف
Row 

 نام فارسي
Farsi name 

 نام انگليسي
English name 

 ها كد نمونه
cod 

 مبدأ
source 

 گونه 
species 

 Pyrus communis فرانسه Anjou Anj آنجو 1

 P. communis انگلستان Williams Wil ويليامز 2

 P. communis فرانسه Doyenneducomice Doy دوين دوكوميس 3
 P. communis كانادا  Harrow Sweet Har هراسوئيت 4
 P. communis انگلستان Conference Con كنفرنس 5
 P. communis فرانسه Duchesse Duc دوشس 6
 P. communis فرانسه  Lies Bonne Lie ليس بن 7
 P. communis فرانسه  Abate Fetel Aba آبت فتل 8
 P. communis فرانسه Palestine Pal فلسطيني 9
 P. communis انگلستان  Red Bartlett Red ردبارتلت 10
 P. communis فرانسه Pass Crassane Pas پاس كراسان 11
12 - SK10 S10 ژاپن P. pyrifolia 

13 - SK13 S13 ژاپن P. pyrifolia 
 P. communis ايران Khuj katesar Kkat خوج كته سر 14

 P. communis ايران  Khuj mordab anzali Kmor خوج مرداب انزلي 15

 P. communis ايران KoliKhuj KolK كولي خوج 16
 - ايران Sebri Seb سبري 17

 P. communis ايران Shah miveh Shah شاه ميوه 18
 P. communis ايران Khuj labtorsh Klab خوج لب ترش 19
 P. communis ايران  Dom Kaj Dom دم كج 20
 P. communis ايران Daregazi Dar دره گزي 21
 P. communis ايران Mohammad Ali Moh محمد علي 22
 P. communis ايران Sardroudi Sar سردرودي 23
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 .در تحقيق استفاده شده ISSRغازگرهاي آ -2جدول 
Table 2- ISSR primers used in study. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Y = T يا C                       D = A يا G يا T                               H = A يا C يا T 
R = A يا G                      B = G يا C يا T                                 V = A يا C يا G 

 
 

پس از اضافه كردن يك قطـره روغـن معـدني    
ــه    ــه، لول ــر نمون ــه ه ــتريل ب ــتگاه   اس ــا در دس ه

ــايكلر (  gradient-Maste cyclerترموســـــ
Eppendorf  قرار گرفتند كه در آن آنجام واكـنش (

PCR    8به صورت يك چرخـه واسرشـت سـازيF

1 
درجه سانتي گراد به مدت دو دقيقـه،   94ه در اولي
 94چرخه شامل واسرشـت سـازي ثانويـه در     33

ثانيــه، اتصــال  30درجــه ســانتي گــراد بــه مــدت 
9Fآغازگرها

در دمـاي بهينـه شـده     DNAبه رشـته   2
ثانيـه و   45) بـه مـدت   2براي هر آغازگر (جدول 

10Fتكثير قطعات

3 DNA درجـه سـانتي     72 در دماي

                                                
1 Denaturing 
2Annealing  
3 Extension 

يه و نيز يـك چرخـه تكثيـر    ثان 100گراد به مدت 
بـه مـدت پـنج     درجـه سـانتي گـراد    72 نهايي در

 دقيقه، برنامه ريزي شد.
 بـا مقـدار   PCRميكروليتر از محصول  6مقدار 

11Fميكروليتر از بافر بارگذاري 2

مخلوط شد. مقـدار   4
 2 زيك چاهـك ژل آگـار   پنج ميكروليتر از آن در

ــافر  ــولار  90(حــاوي  TBEدرصــد در ب ــي م ميل
ميلي مـولار اسـيد بوريـك و دو ميلـي      90س، تري

مولار اتيلن دي آمين تترااستيك اسيد) بار گـذاري  
(از شـركت   50شد. سه ميكروليتر نشانگر انـدازه  

Fermentas   نيز به عنوان نشانگر جهـت تخمـين (
تكثير شده تزريق شـد و بـه    DNAاندازه قطعات 

                                                
4 Loading buffer                                                

 رديف
Row 

 توالي آغازگر
Primer sequence (5’-3’) 

 )oC دماي اتصال (
Annealing temp. 

1 (AC)8YG 50 
2 (GA)8YC 50 
3 BDB(CAC)5 55 
4 HVH(TGT)5 51 
5 VBV(AC)7 49 
6 (AGTG)4 50 
7 (CA)8GT 54 
8 (AC)8YT 53 
9 (AC)8YA 54 
10 (GT)8YC 54 
11 (GT)8C 52 
12 (GATA)5 49 
13 (TCT)6 49 
14 HBH(CT)7 54 
15 (TC)8RG 54 
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الكتروفـورز گرديـد.    80ساعت بـا ولتـاژ    8مدت 
در ژل، از رنگ  DNAايان كردن قطعات جهت نم

12Fمايــدوآميــزي بــه روش اتيــديوم بر

1 )mg/L 5/0 (
 استفاده شد.

وجود يا عدم وجـود بانـدها بـا اعـداد يـك و      
صفر براي هر رقم مشـخص شـد. داده هـاي گـم     

دهي گرديد. بـه دليـل ماهيـت    رتبه 9شده با عدد 
  V.Pc-2.02e از نرم افزار ISSRغالب نشانگرهاي 

NTSYS راي رسم درخت فيلـوژنتيكي اسـتفاده   ب
 تشـكيل  شـامل  داده هـا  تحليـل  و گرديد. تجزيـه 

با  همچنين. شد خوشه انجام تجزيه ماتريس تشابه،
 اطلاعـات  محتواي استفاده از اين نرم افزاز پارامتر

 بـر   PIC  شد. مقـادير  محاسبه )13F2)PICيچندشكل

PIC = 1-∑n رابطـه  پايـه 
j Pij 2  گرديـد  محاسـبه 

)Roldan-Ruize et al., 2000( ،ــه  pij در آن ك
 nاست كـه بـراي    iبراي نشانگر  jفراواني الگوي 

ــي   ــع زده م ــو جم ــودالگ ــريب . ش ــين ض  همچن
ــل  همبســتگي  كوفنتيــك محاســبه و آزمــون مانت

)Mantel, 1967(    براي ارزيـابي همبسـتگي بـين 

پايـه   بـر  نهـايي،  دنـدروگرام  و تشـابه  ماتريسـهاي 
 انجـام  ساده تطابق و دايس جاكارد، تشابه ضريب

-گـروه  از به دست آمـده  دندروگرام درنهايت. شد

بـر اسـاس روش دايـس و  روش     نمونه ها، بندي
14Fاتصال ميانگين

3 )UPGMA.تهيه شد ( 
 

                                                
1 Ethidium bromide 
2 Polymorphic Information Content (PIC) 
3 Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
Mean (UPGMA) 

 نتايج و بحث 
به كار رفته توانستند در  ISSRپانزده آغازگر 

ها، رقم گلابي مطالعه شده، به جز موتانت 23همه 
 257ته باشند. در كل داش يتكثير قابل تشخيص

 213ها، يعني درصد آن 6/81باند مشاهده شد كه 
به  باند، چند شكلي نشان دادند. درجه چند شكلي

دست آمده بالاتر از درصد چند شكلي حاصل از 
RAPD %)74 و (AFLP %)75 25) در مطالعه 

. et al., 2000)  (Monta–Corvoرقم گلابي بود 
چندشكلي   ISSRرسد نشانگر  چنين به نظر مي

 ،كند. به علاوه بالاتري از اين دو نشانگر ايجاد مي
چندشكلي حاصل طبيعت خود ناسازگار گلابي را 

 نمايد.  نيز اثبات مي
 3نتايج به دست آمده از هر آغازگر در جدول 

خلاصه شده است. تعداد باندهاي چند شكلي از 
باند چندشكل  21) تا GATA(5باند در نشانگر  5

متغير  HBH(CT)7) و 8YA)ACگرهاي در نشان
هاي توليدشده براي  بود. به اين ترتيب متوسط آلل

بود. محدوده  شكلباند چند 2/14هر آغازگر 
جفت باز بود.  1400تا  200قطعات تكثير شده از 

 8GT(CA)و  8YC(GA)الگوي تكثير دو آغازگر 
نشان داده شده  2و  1هاي  به عنوان مثال در شكل

 .است
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 مورد استفاده در اين تحقيق.  ISSRليست آغازگرهاي  -3ل جدو

Table 3- The name of ISSR primers used in study.  
 رديف
Row 

 آغازگر
primer 

تعداد باندهاي 
 مشاهده شده

Number of bands 

 چندشكلتعداد باندهاي 
Numberof 

polymorphism band 

 درصد باندهاي پلي مورف
Percent of 

polymorphism band 

محتواي اطلاعات 
 چند شكلي 

PIC 
1 (AGTG)4 9 8 88.88 0.22 
2 (GATA)5 7 5 71.45 0.18 
3 (TCT)6 10 8 80 0.37 
4 (AC)8YG 20 15 75 0.39 
5 (GA)8YC 12 11 91.66 0.30 
6 (CA)8GT 16 15 93.78 0.30 
7 (AC)8YT 21 18 85.71 0.26 
8 (AC)8YA 25 21 84 0.45 
9 (GT)8YC 15 13 86.66 0.28 

10 (GT)8C 18 14 77.77 0.29 
11 (TC)8RG 15 10 66.66 0.28 
12 BDB(CAC)5 21 18 85.71 0.39 
13 HVH(TGT)5 18 17 94.44 0.38 
14 VBV(AC)7 22 19 67.82 0.39 

15 HBH(CT)7 28 21 75 0.43 
 mean 17.13 14.2 81.6  

 total 257 213   

 

 
ژل آگاروز (روي ارقام مختلف گلابي  8GT(CA)حاصل از تكثيرآغازگر  ISSRالگوي باندي  -1شكل 

 .دو درصد، رنگ آميزي اتيديوم برمايد)
Figure 1- ISSR band- pattern of pear genotypes analyzed with the (CA)8GT marker 
(Ethidium bromide-stained  2% agarose gel). 
 

bp۳۰۰ 

bp۲۰۰ 

bp۵۰۰ 
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روي ارقام مختلف گلابي (ژل آگارز   8YC(GA)حاصل از تكثير آغازگر ISSRالگوي باندي  -2شكل 

 .رنگ آميزي اتيديوم برمايد)درصد،  2
M4لوئيس بن، -3دوشس، -2كنفرنس، -1، 100: نشانگر اندازه جفت بازي-SK10 ،5- ،دوين -9كراسان،  پاس-8ردبارتلت، -7بارتلت، -6آبت فتال

خوج -19دم كج، -18سبري، -17گزي،  دره-16محمدعلي، -15سردرودي، -14فلسطيني،  -13هراسويت، -SK13  ،12-11آنجو، -10دوكوميس، 
 خوج. كولي-23سر،  خوج كته-22شاه ميوه، -21خوج لب ترش، -20مرداب انزلي، 

Figure 1- ISSR band- pattern of pear genotypes analyzed with the (GA)8YC marker 
(Ethidium bromide-stained  2% agarose gel). 
M: 100 bp DNA Ladder. 1—Conference, 2- Duchesse, 3- Lies Bonne, 4- SK10-4, 5- Abate Fetel, 6- Bartlett,7- 
Red Bartlett, 8- Pass Crassane, 9- Doyenneducomice, 10- Anjou, 11- SK13, 12- Harrow Sweet, 13- Palestine, 
14- Sardrood, 15- Mohammad Ali, 16- Daregazi, 17- Sebri, 18- Dom Kaj, 19- Khuj mordab anzali, 20- Khuj 
labtorsh, 21- Shah miveh, 22- Khuj katesar, 23- KoliKhuj.     

 
 ISSRدهد آغازگر هاي  مطالعات نشان مي

 AG ،GA ،CT ،TC ،AC ،CAداراي تكرار هاي 
 تري چند شكلي بالاتري از ساير تكرار هاي دي،

 دهندتترانوكلئوتيدي نشان مي و
et al., 2002) (Reddy نتايج به دست آمده در .

اين تحقيق نيز با اين فرضيه مطابقت داشت. به 
و  8YA(AC)طوري كه آغازگرهاي 

HBH(CT)7  بيشترين  چندشكلباند  21با توليد
طور كه انتظار چندشكلي را نشان دادند. همان 

رفت، آغازگرهاي فاقد باز اضافي تري و تترا  مي
 4(AGTG)و  6 ،(GATA)5(TCT)نوكلئوتيدي 

كمترين ميزان باندهاي چند شكل (متوسط هفت) 

را توليد نمودند. زيرا اين تكرار ها در طول ژنوم 
به نسبت تكرار هاي دي نوكلئوتيدي كمتر ديده 

  ISSRانگرهايشوند و استفاده از آنها در نش مي
 Katti et( كم اهميت تر از دي نوكلئوتيد ها است

al., 2001( رقم  24. در مطالعه ديگري كه روي
انجام شده بود،  ISSRگلابي با استفاده از نشانگر 

ثابت شد كه آغازگرهاي حاوي تكرارهاي دي 
نوكلئوتيدي از آغازگرهاي حاوي تكرارهاي تري، 

بيشتري دارند و تترا و پنتانوكلئوتيدي بازده 
 استفاده از آنها بيشتر توصيه شده است

et al., 2001) (Monte-corvo مطالعه اي هم كه .
) انجام گرفت همين Oryza sativeروي برنج (

bp۵۰۰ 

bp۲۰۰   
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 نتايج را اثبات نمود
 et al ., 2001) (Monte-corvo در نتايج حاصل .

از تحقيق حاضر معمولاً بيشترين تعداد باندهاي 
آغازگرهايي كه حاوي تكرار دي  مشاهده شده به

شود. بر اين  هستند مربوط مي ACنوكلئوتيدي 
رسد كه تكرار دي نوكلئوتيدي  اساس، به نظر مي

AC  در ژنوم گلابي بيشتر وجود دارد. از اين
نتايج مي توان در طراحي آغازگرهاي ريزماهواره 
براي گلابي استفاده نمود. در مطالعات مربوط به 

ندم نانوايي و سيب زميني هم نشان تنوع ژنتيكي گ
در مقايسه  ACداده شد آغازگرهاي حاوي تكرار

 ، بازده بيشتري دارندISSRبا ساير آغازگرهاي 
)Reddy et al., 2002(.  بررسي ژنوم گندم

هم حضور بالاي  ISSRماكاروني با نشانگر 
 ,.Reddy et al( كندرا تأييد مي ACتكرارهاي 

2002(. 
هاي داراي باز اضافي در جهت در ميان آغازگر

 HVH(TGT)5و  BDB(CAC)5 ، آغازگرهاي 5'
 1000باندهايي با وزن مولكولي بالا (بالاتر از 

جفت باز) تكثير كردند كه امتيازدهي آنها مشكل 
بود. قبلاً هم در مطالعه ژنوم جو، فشردگي باندها 
در قسمت بالاي ژل آغازگرهاي داراي باز اضافي 

-Monte( رش داده شده بودگزا 5'در جهت 

corvo et al., 2002 .( در تحقيقي كه براي تعيين
رقم گلابي با استفاده از  20تنوع ژنتيكي 

صورت گرفت، حضور  ISSRآغازگرهاي 
جفت باز در مورد  800باندهايي با طول بالاي 

 ،HVH(TG)7 ،DBD(AC)7آغازگرهاي 

DBD(AC)7   وHVH(CA)7 مشاهده شد 

)Reddy et al., 2002( . از آنجايي كه نواحي
تكثير شده توسط آغازگرهاي لنگرشده در جهت 

هاي  شامل مناطق بين ريزماهواره ها و توالي 5'
اي هستند، ايجاد محصولات با طول  ريزماهواره

بزرگ تر از محصولات ساير آغازگرها كه شامل 
اي هستند، منطقي به نظر  مناطق بين ريزماهواره

 .)Reddy et al., 2002(رسد مي
ضريب تشابه از صفر تا يك متغير است. 
زماني كه نشانگرها براي دو رقم كاملاً يكسان 

شود و صفر حالتي  باشند، ضريب تشابه يك مي
است كه تمام نشانگرها براي دو ژنوتيپ كاملاً 
متفاوت باشند. دامنه ضريب تشابه به دست آمده 

بين  05/0در اين تحقيق از  ISSRاز نشانگرهاي 
تا يك بين دو رقم  SK13ارقام دره گزي و 

 ردبارتلت و بارتلت متغير بود. 
براي انتخاب مناسـب تـرين الگـوريتم جهـت     

بندي ارقـام از ضـريب همبسـتگي كوفنتيـك      دسته
)824/0=r اســتفاده شــد. بهتــرين روش انتخــاب (

بود و دندروگرام بر اسـاس   UPGMAشده روش 
اس ).  براســ3ايــن روش ترســيم گرديــد (شــكل 

ــي    ــباهت ژنتيك ــله در ش ــدروگرام حاص  36/0دن
هاي مـورد بررسـي،  بـه سـه دسـته و يـك       نمونه

ژنوتيپ مستقل تقسيم شد. در گروه اول كنفرنس، 
محمــدعلي، ســردرودي، بارتلــت، ردبارتلــت،     

كراسان، دوين دوكـوميس، آنجـو،    هراسويت، پاس
گزي، در گـروه   بن، دوشس و دره فلسطيني، لوئيس

خوج لب ترش، خوج كته سـر،  دوم كولي خوج، 
ميوه و در  دم كج، سبري، خوج مرداب انزلي و شاه

قرار گرفتند. ژنوتيـپ   SK13و  SK10 گروه سوم
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ها قـرار   آبت فتال به صورت مستقل از بقيه گلابي
 گرفت.

همه ارقام غرب اروپا در دسته اول قرار 
گرفتند. حضور سه رقم ايراني محمدعلي، 

دهد  ين دسته نشان ميگزي در ا سردرودي و دره
كه اين سه رقم نزديكي زيادي با ارقام اروپايي 
دارند و به احتمال زياد از اجداد مشتركي اشتقاق 
پيدا كرده اند. در اين دسته بارتلت و ردبارتلت با 
شباهت كامل (ضريب تشابه يك) از هم تفكيك 
نشدند. رقم گلابي هراسويت نيز با اجداد خود 

در يك زيردسته قرار گرفت.  بارتلت و ردبارتلت
گزي همراه با لوئيس بن  ژنوتيپ گلابي ايراني دره

و دوشس كه ارقامي از فرانسه هستند به يك زير 
دسته ديگر تعلق يافتند. ارقام محمدعلي و 

گزي شباهت  سردرودي نيز در مقايسه با دره
بيشتري به هم نشان دادند كه به تأييد اين فرضيه 

 ا جد مشتركي دارند. كند كه آنه كمك مي
هاي كولي خوج و خوج  در دسته دوم ژنوتيپ

لب ترش از ساير ارقام ايراني جدا شدند كه شايد 
دليلي بر زمينه ژنتيكي متنوع تر اين دو رقم باشد. 

ميوه و  ساير خوج ها و ارقام تجارتي سبري، شاه
دم كج فاصله ژنتيكي كمتري از هم داشتند. سبري 

هاي آسيايي  جزو ارقام گلابي اي كه به نظر عده
، در دسته (Sabeti, 2002; Maniee, 1995)است 

خوج ها قرار گرفته بود و به احتمال قوي متعلق 
 است. P. communisبه گونه 

و  SK10دسته سوم شامل دو رقم ژاپني 
SK13  از گونهP. pyrifolia  بود. اين دو رقم

 .P كاملاً از ساير ارقام كه همگي متعلق به گونه

communis  هستند جدا شده اند. اگر رقم سبري
رفت در  متعلق به گلابي هاي ژاپني بود، انتظار مي

اين دسته قرار گيرد در حالي كه چنين اتفاقي 
 نيفتاد.

در دندروگرام حاصل، رقم آبت فتال از ساير 
ارقام فرانسوي جدا شد و به صورت يك شاخه 

ظار آبت فتال تنها قرار گرفت. قرارگيري دور از انت
مربوط باشد  ISSRشايد به ماهيت نشانگرهاي 

لذا اين نتيجه دور از انتظار بايد مورد بررسي 
 مجدد قرار گيرد.

ميوه، دم كج و سبري با ارقام وحشي  ارقام شاه
خوج (خوج لب ترش، كولي خوج، خوج مرداب 
انزلي و خوج كته سر) در يك دسته قرار گرفتند 

اين سه رقم تجارتي از  كه نشان داد احتمالاٌ
ها، كه در مناطق شمالي كشور  هاي خوج ژنوتيپ
اند و بعداً به قسمت مركزي  اند، مشتق شده پراكنده

اند. سه رقم محمدعلي، سردرودي  ايران وارد شده
گزي نزديكي زيادي با ارقام اروپايي نشان  و دره

دادند و در گروهي متفاوت از ارقام ايراني قرار 
كند  ن يافته به تأييد اين فرضيه كمك ميگرفتند. اي

كه ارقام مزبور به احتمال زياد با ارقام اروپايي 
اجداد مشتركي دارند. به علاوه ارقام محمدعلي و 
سردرودي نزديكي قابل توجهي نشان دادند. با 
توجه به اين كه منشأ رقم سردرودي آذربايجان 

توان احتمال داد رقم محمدعلي و  است، مي
دي هر دو جزو ارقامي باشند كه از ناحيه سردرو

 قفقاز وارد ايران شده اند. 
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، با استفاده از ISSRدندروگرام ژنوتيپ هاي گلابي مورد بررسي بر اساس الگو هاي باندي  -3شكل 

 انتخاب شده است 1-2ها بر اساس جدول  كد نمونه. UPGMAضريب تشابه دايس و روش 
Figure 3- Phenogram for the 23 genotypes of pear evaluated in this study, using the 
UPGMA method and Dice Similarity Matrix between varieties. samples Code selected 
according to Table 1-2. 
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Abstract 

Iran is known as one of the most important pear genetic resources because of being near to 
the pear diversity centers and having more than 10 species of genus Pyrus. On the other hand, 
Iran with acreage of 17,000 hectares, is one of the pear production centers .Despite its unique 
geographical location, there is no sufficient genetic information among pear germplasm in Iran 
and it is not clear what genetic relationship is between Iranian local genotypes and imported 
genotypes. In this study, Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) markers was used for clustering  
of 10 Iranian Pear genotypes and positioning  of their genetic variation among 13 imported 
genotypes. Fifteen ISSR primers were screened that yielded a total of 257 amplified products, of 
which 213 bands (81.6%) were polymorphic. Dendrogram of pear cultivars with ISSR banding 
patterns was drawn with NTSYS V. Pc-2.02e software using Dice coefficient and UPGMA 
(Unweighted Pair-Group Method Arithmetic Average), method .The 23 genotypes of pear were 
clustered in to three groups. The first group includes Conference, Mohammad Ali, Sardroudi, 
Bartlett, Red Bartlett, Harrow Sweet, Pass Crassane, Doyenneducomice, Anjou, Palestine,Lies 
Bonne, Duchesse and Daregazi. Kolikhaj, Sebri, Khuj labtorsh, Dom kaj, Khuj Katesar, Khuj 
Mordab Anzali and Shah Miveh belong to the second group. The third group includes SK10 and 
SK13. Cultivars were classified according to the geographical origin and the figures belonging to 
P. communis and P. pyrifolia, were completely separated. Iranian commercial cultivars 
including: Dom kaj, Shah miveh, Sebri with different Khuj accessions were placed in a group, 
that seems that thay have originated from different Khuj. While the three cultivars: Mohammad 
Ali, Sard roudi and Daregazi revealed closer to the European figures and possibility they have 
different origin than different Khuj And have a common ancestor with European figures. The 
results of this study indicate that ISSR markers have higher level of discrimination in evaluating 
genetic diversity and fingerprinting of pear genotypes. 
Keywords: Genetic diversity, ISSR markers, Pear. 
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