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 ISSRهاي برتر آلبالوي ايران با ارقام خارجي با استفاده از نشانگرهاي مولكولي بررسي روابط ژنتيكي ژنوتيپ
  4 ، علي ساعي3 ، ناصر بوذري*2 ، كاظم ارزاني1ه زادرقيه نجف

استاديار موسسه تحقيقات  -3.          جوي دكتري و استاد فيزيولوژي و اصلاح درختان ميوه، دانشگاه تربيت مدرس، تهرانبه ترتيب دانش-2و  1
  .استاديار پژوهشكده بيوتكنولوژي منطقه مركزي كشور، اصفهان -4. اصلاح و تهيه نهال و بذر، كرج

  

  چكيده

آلبالو از مناطق مختلف ايران در جهت دستيابي به پايه و هاي بومي پلاسم ژرمو ارزيابي آوري جمعهاي اصلاحي در جريان برنامه

توانند براي  آوري شده از نظر خصوصيات رشدي وكيفيت ميوه كاملا برتري داشته و مي هاي جمع ارقام مناسب، برخي از ژنوتيپ

كي و تعيين روابط ژنتيكي آلبالوهاي برتر بررسي گوناگوني ژنتيبه  پژوهشدر اين . معرفي ارقام جديد مورد توجه قرار بگيرند

آغازگر مورد  30بر اساس الگوي نواري حاصل از . پرداخته شد ISSRبا استفاده از نشانگرهاي مولكولي ايراني با ارقام خارجي 

 كه كردند ليدتو باند 489 استفاده مورد آغازگرهاي. توانستند الگوي چندشكل و قابل امتيازدهي توليد كنندآغازگر 23استفاده، 

محتواي اطلاعات و متغير بود  34/21آلل با ميانگين  29تا  9ها از براي هر مكان ژني تعداد آلل. چندشكل بودند باند 482

ها نشان داد كه محدوده نتايج ماتريس تشابه بين ژنوتيپ .ارزيابي شد 93/0با ميانگين  96/0تا  85/0ها از چندشكلي در بين ژنوتيپ

اي، تجزيه خوشه .باشدها ميمتغير بود كه اين نشان دهنده تنوع بالاي بين ژنوتيپ 77/0تا  56/0ا بين هكي ژنوتيپتشابه ژنتي

هايي نسبت به ارقام هاي ايراني برتريبا توجه به اينكه ژنوتيپ .تقسيم كرد مجزاگروه هشت به  72/0ها را با تشابه ژنتيكي ژنوتيپ

هاي بعدي هاي اميدبخش براي ارزيابيتوانند به عنوان ژنوتيپقرارگرفتند، مي ها جدا از ارقام خارجيخارجي دارند و در اكثر گروه

  .هاي اصلاحي آلبالو جهت معرفي رقم مورد توجه قرار گيرندو تكميلي در برنامه

  ISSRهاي برتر آلبالوي ايران، نشانگرهاي ژنوتيپ ،گوناگوني ژنتيكي: كليدي كلمات

  

  مقدمه

) Cerasus )Webster and Looney, 1996و زيرجنس  3، جنس پرونوس2، زيرخانواده پرونوئيده1متعلق به خانواده رزاسه هاچري

باشد كه بعد از كشورهاي تركيه و آمريكا در مقام هزار تن مي 225ها در ايران ميزان توليد چري  FAOطبق گزارشات. باشندمي

 Prunus(، آلبالو ).Prunus avium L(هاي اصلي و مثمر اين زيرجنس گيلاس هگون). Anonymous, 2013(سوم قرار دارد 

cerasus L. (باشند اي آنها ميو هيبريدهاي بين گونه)Lezzoni, 2008 .(باشدها ميايران كشوري غني از منابع ژنتيكي چري  

) Ganji Moghadam and Khalighi, 2007؛Shahi-Gharahlar et al., 2010 .(بندي خصوصيات اين ژرم پلاسم ي و طبقهارزياب

وع شناسايي و بررسي تن). Shahi-Gharahlar et al., 2010(باشد ها ميچري انتخابهاي اصلاحي و غني، مرحله مهمي در برنامه

 نشانگرهاي در مقايسه با). Lezzoni, 2008(شود اي با استفاده از نشانگرهاي مولكولي انجام ميژنتيكي گياهان به طور فزاينده

 ,.Godwin et al(باشد تكنيك ساده و ارزاني مي داراي بر بسياري از محديتهاي موجود فايق آمده و ISSR نشانگرهايمولكولي، 

1997; Reddy et al., 2002.( آلبالو از مناطق مختلف هاي بومي ژرم پلاسمو ارزيابي آوري جمعهاي اصلاحي در جريان برنامه

آوري شده از نظر خصوصيات رشدي وكيفيت ميوه كاملا  هاي جمع ابي به پايه و ارقام مناسب، برخي از ژنوتيپايران در جهت دستي

). بوذري، طرح ملي آلبالو و گيلاس، نتايج منتشر نشده(توانند براي معرفي ارقام جديد مورد توجه قرار بگيرند  برتري داشته و مي

                                                 
1 - Rosaceae 
2 - Prunoideae 
3 - Prunus 
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اميد . باشدتيكي و تعيين روابط ژنتيكي آلبالوهاي برتر ايراني با ارقام خارجي ميبررسي گوناگوني ژنهدف از انجام اين تحقيق 

هاي مورد مطالعه شناسايي و در هاي برتر را در بين ژنوتيپهاي بعدي بتوان ژنوتيپهاي تكميلي و ارزيابياست با انجام آزمون

  .كاري معرفي نمودآينده ارقام جديدي از آلبالو به صنعت ميوه

  

  هاد و روشموا

آوري هاي برتر آلبالوي ايران كه از مناطق مختلف ايران جمعدر پژوهش حاضر به بررسي روابط ژنتيكي ژنوتيپ :مواد گياهي

موجود در كلكسيون موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر واقع در ) 1جدول (با ارقام تجاري خارجي اند، همراه گرديده

   آلبالو هايژنوتيپ از برگي تازه هايبدين منظور نمونه. پرداخته شد ISSRه از نشانگرهاي مولكولي آباد كرج با استفادكمال

  .انتقال داده شدند) اصفهان(هاي مولكولي به پژوهشكده بيوتكنولوژي منطقه مركزي كشور آوري و جهت بررسيجمع

  

 هاي آلبالوي مورد بررسياسامي ژنوتيپ - 1جدول 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 ,.Saunders et al( انجام شد، مطابق روش ساندرز و همكاران CTABبا استفاده از روش  DNAاستخراج  :هاي مولكوليارزيابي

الكتروفورز ژل و  ND-1000 نانودارپ مدل به دست آمده با استفاده از روش اسپكتروفتومتري با DNAكميت و كيفيت ). 2001

و پس از سنتز توسط  انتخابISSR   آغازگر 30، تعداد 1مرازاي پليبراي بررسي واكنش زنجيره. درصد تعيين شد 7/0آگارز 

  واكنش . است آمده 2اين آغازگرها در جدول  به مربوط اطلاعات. گرديد استفاده پژوهش اين درشركت متابيون آلمان،

از هر  1x،Mgcl2  mM 2 ،dNTPs mM 8/0 ،µM 5به صورت  PCRميكروليتر شامل بافر واكنش  25مراز با حجم اي پليرهزنجي

                                                 
1 - Polymerase chain reaction 

 مبداً نام ژنوتيپ شماره

1 KaThLa1SSGe21 لواسان 

2  Hamedan انهمد 

3 KaTaJo2Ge9 طالقان 

4 Ka ThMe3Ge19 چالوس  

5 KaThLa8Ge31 لواسان 

6 KrRIV4C20 كرمان  

7  EsASC1V1SS1 اصفهان  

8 KaThLa3Ge23 لواسان 

9 Bolghar  رقم شاهد( بلغارستان( 

10 MontMorency  رقم شاهد(فرانسه( 

11  ErdiJubilium رقم شاهد( رستانامج( 

12  ErdiBotermo رقم شاهد( انمجارست( 
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يك هاي حرارتي شامل چرخه. الگو بود DNAنانوگرم در ميكروليتر  25و  Tag DNA polymeraseواحد از آنزيم  1آغازگر، 

دماي اتصال با توجه به هر  ،)ثانيه C˚94 )30 بصورت چرخه 40قه، تعداد دقي 3براي واسرشت سازي اوليه به مدت  C˚94چرخه 

 C˚4براي تكميل بسط و   )دقيقه 5( C˚72براي تكثير قطعات و در نهايت يك چرخه ) دقيقه 1( C˚72و ) ثانيه 30 ( پرايمر

آر، سيجهت الكتروفورز محصول پي .بود) Applied Biosystems, Veriti, USA(با استفاده از دستگاه ترموسايكر )  نگهدارنده(

درصد برموفنول  0.5درصد فرماميد،  95(  كه شامل بارگذاري بافر ميكروليتر 3 با نمونه آر هرسيمحصول پي از ميكروليتر 8 مقدار

% س در چاهك هاي ژل آگارز مخلوط شد و سپ )Gel redدرصد  4/0و   EDTAميلي مولار  10،درصد زايلن سيانول  0.5بلو، 

از براي محاسبه اندازه قطعات، . ولت الكتروفورز شدند 95دقيقه با ولتاژ  90، تزريق شدند و به مدت TAE 1xتهيه شده با بافر  5/1

  .استفاده گرديد )1Kb )SM0311, Fermentase ماركرسايز 

، با استفاده اسكوردهيبه طور كامل از انتخاب باندها تا رها الگوي نواري آغازگامتيازبندي : هاي مولكوليداده تجزيه و تحليل

 براي نمودار خوشه. براي هر نوار صورت گرفت) 0( و عدم حضور) 1( به صورت حضور  Phoretix pro, V. 10.4افزارنرم از

و  2درصد چندشكلي .انجام گرفت NTSYS Ver. 2.02افزار با استفاده از نرم UPGMAو الگوريتم  1هساد اساس ضريب تشابه

  :هاي زير محاسبه شدهر آغازگر از طريق فرمول PIC(3( شكليمحتواي اطلاعات چند

  شكليدرصد چند= تعداد باندهاي چندشكل / كل باندها  ×100 

PIC=1-∑(Pi/Pk)2              Pi= هاي هر باندآلل         ،Pk=ها كل آلل  

  

  نتايج و بحث

. آغازگرتوانستند الگوي چندشكل و قابل امتيازدهي توليد كنند 23آغازگر مورد استفاده،  30ز بر اساس الگوي نواري حاصل ا

آلل با  29تا  9ها از براي هر مكان ژني تعداد آلل. چندشكل بودند باند 482 كه كردند توليد باند 489 استفاده مورد آغازگرهاي

از بين . هاي مورد مطالعه استايي چندشكلي نشانگرها در ژنوتيپمتغير بود كه بيانگر تفاوت در قدرت شناس 34/21ميانگين 

. مورفيسم بيشتري داشتندتعداد باندهاي پلي ISSR-19و  ISSR-6 ،ISSR-13 ،ISSR-14آغازگرهاي مورد استفاده، آغازگرهاي 

آغازگر كه نشانه كارايي  PICبيشترين . ارزيابي شد 93/0با ميانگين  96/0تا  85/0ها از محتواي اطلاعات چندشكلي در بين ژنوتيپ

ساير مشخصات مربوط به هر ). 2جدول (بود 96/0به ميزان  ISSR-13ها است، متعلق با آغازگر آغازگر در شناسايي ژنوتيپ

بدين . به دست آمد =91/0rتشابه ساده  معادل  بيشترين ضريب همبستگي با استفاده از ضريب. آمده است 2آغازگر در جدول 

متغير بود كه اين  77/0تا  56/0ضرايب تشابه ساده بين . ژنوتيپ مورد مطالعه قرار گرفت 12منظور ضرايب تشابه ژنتيكي ساده براي 

الوس و ژنوتيپ از چ Ka ThMe3Ge19بيشترين تشابه ژنتيكي بين ژنوتيپ . باشدها مينشان دهنده تنوع بالاي بين ژنوتيپ

KaThLa8Ge31  77/0(از لواسان بود .( كمترين تشابه ژنتيكي بين ژنوتيپEsASC1V1SS1  از اصفهان و رقم بلغار)از ) رقم شاهد

هاي مورد مطالعه در هشت ، ژنوتيپ)72/0(اي بر اساس ميانگين ضرايب تشابه تجزيه خوشه در). 56/0(بلغارستان به دست آمد 

از  Hamedanاز لواسان،گروه دوم شامل ژنوتيپ  KaThLa1SSGe21گروه اول شامل ژنوتيپ .)1شكل ( فتندقرار گر مجزاگروه 

رم كه بزرگترين گروه را گروه چها. از كرمان بود KrRIV4C20از طالقان و  KaTaJo2Ge9همدان، گروه سوم شامل دو ژنوتيپ 

از لواسان و رقم  KaThLa3Ge23از لواسان،  KaThLa8Ge31از چالوس،  KaThMe3Ge19هاي دهد شامل ژنوتيپتشكيل مي

                                                 
1 - SM 
2 - Polymorphic  
3 - Polymorphism Information Content 
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از  EsASC1V1SS1گروه پنجم شامل رقم اردي جوبليوم از مجارستان، گروه ششم شامل ژنوتيپ . بوترمو از مجارستان بود

به اينكه با توجه . اصفهان، گروه هفتم شامل رقم بلغار از بلغارستان و گروه هشتم شامل رقم مونت مورنسي از فرانسه مي باشد

توانند به عنوان قرارگرفتند، مي ها جدا از ارقام خارجيهايي نسبت به ارقام خارجي دارند و در اكثر گروههاي ايراني برتريژنوتيپ

  .هاي اصلاحي آلبالو جهت معرفي رقم مورد توجه قرار گيرندهاي بعدي و تكميلي در برنامههاي اميدبخش براي ارزيابيژنوتيپ
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  مورد استفاده و نتايج حاصل از آنها ISSRآغازگرهاي  - 2جدول 

-محدوده

  ي باند
(bp) 

محتواي اطلاعات 

 چندشكلي

)PIC(  

درصد 

 چندشكلي

 )%( 

(b/a)×100  

تعداد 

باندهاي 

پلي 

 مورفيسم

(b)  

تعداد كل 

 باندها

(a)  

دماي 

اتصال 

 پرايمر

(0C)  

  توالي
5 ’                  3’ 

  آغازگر
 

1500 -

600  

0.90  100  16  16  30  GTGGTGGTGGC  ISSR-1 

1500 -

400  

0.94  100  21  21  48 GAGAGAGAGAGAGAGAT  ISSR-2 

2500 -

700  

0.94  96.00  24  25  47 CTCTCTCTCTCTCTCTG  ISSR-3 

1400 -

400  

0.94  100  26  26  52 GAGAGAGAGAGAGAGATG  ISSR-4 

2100 -

400  

0.94  100  21  21  52 AGAGAGAGAGAGAGAGTT  ISSR-5 

2200 -

400  

0.94  100  29  29  39 CTCTCTCTCTCTG  ISSR-6 
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1700 -

700  

0.93  94.44  17  18  47 CTCTCTCTCTCTCTCTTG  ISSR-7 

2300 -

700  

0.95  96.00  24  25  39 CACACACACACAAC  ISSR-8 

2800 -

700  

0.89  100  18  18  39 CACACACACACAGT  ISSR-9 

1700 -

400  

0.94  100  21  21  36 CACACACACACAGG  ISSR-10 

3000 -

700  

0.94  100  23  23  30 CACACACACACAAG  ISSR-11 

2100 -

500  

0.88  93.33  14  15  47 CACACACACACACACAGG  ISSR-12 

2800 -

400  

0.96  100  29  29  53 CTCTCTCTCTCTCTCTRG  ISSR-13 

2800 -

400  

0.95  100  29  29  55 DBDACACACACACACAC  ISSR-14 

1800 -

600  

0.85  77.77  7  9  57 HVHTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCC  ISSR-15 

3200 -

400  

0.95  100  25  25  53 GAGAGAGAGAGAGAGAC  ISSR-16 

2200 -

600  

0.90  100  17  17  53 ACACACACACACACACC  ISSR-17 

1800 -

600  

0.90  93.33  14  15  47 GAGAGAGAGAGAGAGAYC  ISSR-18 

1600 -

280  

0.95  100  29  29  52 AGAGAGAGAGAGAGAGYT  ISSR-19 

2800 -

400  

0.90  100  16  16  53 ACACACACACACACACYG ISSR-20 

1700 -

600  

0.94  100  24  24  48 CACACACACACACACART  ISSR-21 

2200 -

400  

0.93  100  20  20  47 GAGAGAGAGAGAGAGAYG  ISSR-22 
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3200 -

400  

0.94  100  18  18  55 GAGAGAGAGAGAGAGACG  ISSR-23 

--  0.93  98.45  20.95  21.34  --  --  Mean  

--  --  --  482  489  --  --  Total  

  

0.61 0.62 0.63 0.64 0.65 0.66 0.67 0.68 0.69 0.70 0.71 0.72 0.73 0.74 0.75 0.76 0.77 0.78 0.79

          

 KaThLaSSGe21 

 Hamedan 

 KaTaJo2Ge9 

 KrRIV4C20 

 KaThMe3Ge19 

 KaThLa8Ge31 

 KaThLa3Ge23 

 ErdiBotermo 

 ErdiJubilium 

 EsASC1V1SS1 

 Bolghar 

 MontMorency 

  
  UPGMAاده از ضريب تشابه ساده و الگوريتم با استف ي مورد مطالعههاي آلبالواي ژنوتيپنمودار خوشه - 1شكل 

Evaluation of Genetic Relationships between Iranian Superior Sour Cherries and 
Foreign Cultivars using ISSR Markers 

R. Najafzadeh1, K. Arzani2*, N. Bouzari3 and A. Saei 
1,2- Dept. of Horticultural Sciences, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran. 

3- Seed and Plant Improvement Institute, Horticultural Section, Karaj, Iran. 
4- Agricultural Biotechnology Research Institute, Esfahan. 

 
 
 
Abstract 
During the breeding programs and collection and evaluation of local sour cherry germplasms from different 
areas of Iran in order to achieve proper cultivars and varieties, it was found that some of the collected genotypes 
have quite superior growth characteristics and fruit quality, and can be considered for introduction of new 
cultivars. In this study, the genetic diversity and relationships between Iranian superior sour cherries and foreign 
cultivars was identified and evaluated using ISSR markers. Based on the banding patterns obtained from 30 
primer used, 23 primer could generate polymorphic and able-to-be-scored patterns. The primers produced 489 
bands, of which 482 bands were polymorphic. The number of alleles per locus ranged from 9 to 29 alleles with 
an average of 21/34, and polymorphism information content among genotypes ranged from 0/85 to 0/96 with an 
average of 0/93. Similarity matrix between genotypes showed that the range of genetic similarity between 
genotypes ranged from 0/56 to 0/77. It indicates the high diversity among the genotypes. Cluster analysis, with 
genetic similarity of 0/72, divided the genotypes into eight distinct groups. Since the Iranian genotypes are 
superior to foreign genotypes and are separated from them in most of the groups, so they can be considered as 
promising genotypes for further evaluations in the framework of breeding and final new cultivar release 
programs. 
Keywords: Genetic diversity, Iranian superior sour cherry genotypes, ISSR markers  
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