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 )SSR( با استفاده از نشانگرهاي ریزماهوارههاي برتر آلبالوي ایران ژنوتیپشناسایی و ارزیابی تنوع ژنتیکی 
4 ، علی ساعی3 ، ناصر بوذري*2 ، کاظم ارزانی1ه زادرقیه نجف  

.شجوي دکتري و استاد فیزیولوژي و اصلاح درختان میوه، دانشگاه تربیت مدرس، تهرانبه ترتیب دان - 2و  1  
.استادیار پژوهشکده بیوتکنولوژي منطقه مرکزي کشور، اصفهان - 4. استادیار موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر، کرج - 3   

  
  چکیده

هاي بومی ژرم پلاسمو ارزیابی آوري جمعهاي اصلاحی در جریان برنامه .باشدایران داراي تنوع نسبتاً بالایی از درختان آلبالو می
آوري شده از نظر خصوصیات  هاي جمع برخی از ژنوتیپجهت دستیابی به پایه و ارقام مناسب، آلبالو از مناطق مختلف ایران در 

شناسایی و به  پژوهشدر این . جه قرار بگیرندتوانند براي معرفی ارقام جدید مورد تو کیفیت میوه کاملا برتري داشته و می رشدي و
بررسی  پژوهشهدف از انجام این  .پرداخته شد) SSR(ریزماهواره با استفاده از نشانگرهاي ها ژنوتیپاین  ارزیابی تنوع ژنتیکی

جفت  23واري حاصل از بر اساس الگوي ن. باشدگوناگونی ژنتیکی و تعیین روابط ژنتیکی آلبالوهاي برتر ایرانی با ارقام خارجی می
 تولید باند 148 استفاده مورد آغازگرهاي. جفت توانستند الگوي چندشکل و قابل امتیازدهی تولید کنند 19آغازگر مورد استفاده، 

 متغیر بود و محتواي اطلاعات 78/7آلل با میانگین  15تا  2براي هر مکان ژنی تعداد آلل ها از  .چندشکل بودند باند 122 که کردند
محدوده ها نشان داد که نتایج ماتریس تشابه بین ژنوتیپ. ارزیابی شد 79/0با میانگین  89/0تا  47/0ها از چندشکلی در بین ژنوتیپ

اي، تجزیه خوشه .باشدها میمتغیر بود که این نشان دهنده تنوع بالاي بین ژنوتیپ 90/0تا  38/0ا بین هتشابه ژنتیکی ژنوتیپ
هایی نسبت به ارقام هاي ایرانی برتريبا توجه به اینکه ژنوتیپ .تقسیم کرد مجزابه هفت گروه  60/0شابه ژنتیکی ها را با تژنوتیپ

هاي بعدي هاي امیدبخش براي ارزیابیبه عنوان ژنوتیپ ندتوان، میقرارگرفتند ارقام خارجیها جدا از خارجی دارند و در اکثر گروه
  .آلبالو جهت معرفی رقم مورد توجه قرار گیرندهاي اصلاحی و تکمیلی در برنامه

  SSRنشانگرهاي هاي برتر آلبالوي ایران، ژنوتیپ ،گوناگونی ژنتیکی: کلیدي کلمات
  

  مقدمه
با  )Webster and Looney, 1996( Cerasusمتعلق به خانواده رزاسه، جنس پرونوس، زیر جنس ) .Prunus cerasus L(آلبالو 

هاي مهم ها از میوهچري. باشدها مفید میها و دیابتها، سرطانسلامتی انسان و جلوگیري از از بیماريخواص غذایی بالا، براي 
  باشد ها یعنی آلبالو و گیلاس از مناطق آسیایی، ایران، عراق و سوریه میمنشا پیدایش دو گونه مهم چري. باشندباغبانی می

باشد که بعد از کشورهاي ترکیه و آمریکا هزار تن می 225ها در ایران د چريمیزان تولی  FAOطبق گزارشات). 1391زاده، نجف(
 Ganji Moghadam and (باشد ها میایران کشوري غنی از منابع ژنتیکی چري). Anonymous, 2013(در مقام سوم قرار دارد 

Khalighi, 2007؛Shahi-Gharahlar et al., 2010 .(ن ژرم پلاسم غنی، مرحله مهمی دربندي خصوصیات ایارزیابی و طبقه  
وع ژنتیکی گیاهان به طور شناسایی و بررسی تن). Shahi-Gharahlar et al., 2010(باشد ها میچري انتخابهاي اصلاحی و برنامه
  اسب براي این کار من SSRنشانگرهاي مولکولی ). Lezzoni,2008(شود اي با استفاده از نشانگرهاي مولکولی انجام میفزاینده

 ,.Ohta et al(باشد می SSRهاي تنوع ژنتیکی آلبالو با استفاده از نشانگرهاي مولکولی باشند و در ده سال گذشته اکثر بررسیمی

2005; Holtken and Gregorius, 2006; Pedersen, 2006.(  
جهت دستیابی به پایه و مختلف ایران در  آلبالو از مناطقهاي بومی ژرم پلاسمو ارزیابی آوري جمعهاي اصلاحی در جریان برنامه

توانند براي  آوري شده از نظر خصوصیات رشدي وکیفیت میوه کاملا برتري داشته و می هاي جمع برخی از ژنوتیپارقام مناسب، 
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بررسی تحقیق  هدف از انجام این ).بوذري، طرح ملی آلبالو و گیلاس، نتایج منتشر نشده(معرفی ارقام جدید مورد توجه قرار بگیرند 
هاي تکمیلی و امید است با انجام آزمون. باشدگوناگونی ژنتیکی و تعیین روابط ژنتیکی آلبالوهاي برتر ایرانی با ارقام خارجی می

هاي مورد مطالعه شناسایی و در آینده ارقام جدیدي از آلبالو به صنعت هاي برتر را در بین ژنوتیپهاي بعدي بتوان ژنوتیپارزیابی
  .کاري معرفی نمودوهمی
  

  هامواد و روش
  مواد گیاهی

اند، همراه آوري گردیدههاي برتر آلبالوي ایران که از مناطق مختلف ایران جمعدر پژوهش حاضر به بررسی روابط ژنتیکی ژنوتیپ 
آباد کرج با کمال موجود در کلکسیون موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر واقع در) 1جدول (با ارقام تجاري خارجی 

آوري و جهت جمع آلبالو هايژنوتیپ از برگی تازه هايبدین منظور نمونه. پرداخته شد SSRه از نشانگرهاي مولکولی استفاد
  .انتقال داده شدند) اصفهان(هاي مولکولی به پژوهشکده بیوتکنولوژي منطقه مرکزي کشور بررسی

 هاي آلبالوي مورد بررسیاسامی ژنوتیپ -1جدول 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  هاي مولکولیارزیابی
 کمیت و کیفیت). Saunders et al., 2001( انجام شد، مطابق روش ساندرز و همکاران CTABبا استفاده از روش  DNAاستخراج 

DNA  مدل اسپکتروفتومتري با نانودارپ وشربه دست آمده با استفاده از ND-1000  درصد تعیین شد  7/0الکتروفورز ژل آگارز و
 23، تعداد 1مرازپلی اي براي بررسی واکنش زنجیره. آماده شد) نانوگرم در میکرولیتر 10(ها نمونه DNAو سپس غلظت یکسان از 

 استفاده پژوهش این درس از سنتز توسط شرکت متابیون آلمان، و پ قبلی انتخاب مطالعات اساس اختصاصی آلبالو بر آغازگر جفت

                                                
1 - Polymerase chain reaction 

 مبداً نام ژنوتیپ شماره
1 KaThLa1SSGe21 لواسان 
2 Hamedan همدان 
3 KaTaJo2Ge9 طالقان 

4 Ka ThMe3Ge19 چالوس 
5 KaThLa8Ge31 لواسان 
6 KrRIV4C20 کرمان 
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( مجارستان(  
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میکرولیتر شامل بافر  25مراز با حجم اي پلیواکنش زنجیره. آمده است 2ر جدول این آغازگرها د به مربوط اطلاعات. گردید
 Tag DNA polymeraseواحد از آنزیم  1از هر آغازگر،  1x،Mgcl2  mM 2 ،dNTPs mM 8/0 ،µM 5به صورت  PCRواکنش 

 3براي واسرشت سازي اولیه به مدت  C˚94 چرخه یکهاي حرارتی شامل چرخه. الگو بود DNAنانوگرم در میکرولیتر  25و 
یر قطعات براي تکث) دقیقه 1( C˚72 و) ثانیه 30 ( دماي اتصال با توجه به هر پرایمر ،)ثانیه C˚94 )30 بصورت چرخه 40دقیقه، تعداد 

 Applied(با استفاده از دستگاه ترموسایکر )  نگهدارنده( C˚4 وبراي تکمیل بسط   )دقیقه C˚72 )5و در نهایت یک چرخه 

Biosystems, Veriti, USA( الکتروفورز محصول جهت  .بودPCR، 6 با نمونه آر هرسیمحصول پی از میکرولیتر 2 مقدار 

مخلوط شد و ) M pH= 8.0 EDTA 0.5درصد از  2و گرم برموفنول بلو میلی 20فرمامید، د درص 98( بارگذاري  بافر میکرولیتر
 6میکرولیتر در چاهک ژل اکریل آمید  3مقدار  ،گراد و سرد کردن در یخدرجه سانتی 95دقیقه گرم کردن در دماي  7پس از 

ساعت الکتروفورز شد و جهت  1آمپر به مدت میلی 200ژل با شدت جریان . مولار اوره بارگذاري شد 7درصد واسرشت حاوي 
  .ردیداستفاده گ) Bassam et al., 1991(رنگ آمیزي نیترات نقره  نمایان کردن ژل از روش

 تا باندها انتخاب از کامل طور بهالگوي نواري آغازگرها  امتیازبندي: هاي مولکولیداده تحلیل و تجزیه و دهیامتیاز
. گرفت صورت نوار هر براي) 0( حضور عدم و) 1( حضور صورت به  Phoretix pro, V. 10.4افزارمنر از استفاده با ،اسکوردهی

. انجام گرفت NTSYS Ver. 2.02 افزارنرم از استفاده با UPGMAو الگوریتم  1جاکارد بر اساس ضریب تشابه ايخوشه نمودار
  :هاي زیر محاسبه شدطریق فرمول هر آغازگر از PIC(3( شکلیچند اطلاعات محتوايو  2درصد چندشکلی

درصد چندشکلی= تعداد باندهاي چندشکل / کل باندها  ×100   
PIC=1-∑(Pi/Pk)2 

Pi= هاي هر باندآلل          ، Pk= ها کل آلل  
  و بحث نتایج

. ی تولید کنندجفت توانستند الگوي چندشکل و قابل امتیازده 19جفت آغازگر مورد استفاده،  23از  بر اساس الگوي نواري حاصل
آلل با  15تا  2ها از براي هر مکان ژنی تعداد آلل .چندشکل بودند باند 122 که کردند تولید باند 148 استفاده مورد آغازگرهاي

از بین  .هاي مورد مطالعه استمتغیر بود که بیانگر تفاوت در قدرت شناسایی چندشکلی نشانگرها در ژنوتیپ 78/7میانگین 
بالاترین درصد چندشکلی را به خود  Pchgms3و  PceGA34 ،PMS49 ،EMPA018استفاده، آغازگرهاي  آغازگرهاي مورد
آغازگر  PICبیشترین . ارزیابی شد 79/0با میانگین  89/0تا  47/0ها از محتواي اطلاعات چندشکلی در بین ژنوتیپ. اختصاص دادند

سایر مشخصات ). 2جدول ( بود 89/0% به میزان  PMS3ق با آغازگر ها است، متعلکه نشانه کارایی آغازگر در شناسایی ژنوتیپ
  .آمده است 2مربوط به هر آغازگر در جدول 

ضرایب تشابه ژنتیکی بدین منظور . به دست آمد =96/0rمعادل  بیشترین ضریب همبستگی با استفاده از ضریب تشابه جاکارد
که نشان دهنده تنوع بالاي بین  متغیر بود 90/0تا  38/0بین ضرایب تشابه جاکارد . ژنوتیپ مورد مطالعه قرار گرفت 12جاکارد براي 

). 90/0(از کرمان بود  KrRIV4C20از چالوس و ژنوتیپ  KaThMe3Ge19بیشترین تشابه ژنتیکی بین ژنوتیپ . ها می باشدژنوتیپ
 در). 38/0(از فرانسه به دست آمد ) رقم شاهد(از کرمان و رقم مونت مورنسی  KrRIV4C20ن تشابه ژنتیکی بین ژنوتیپ کمتری

گروه ).1شکل (قرار گرفتند  مجزاهاي مورد مطالعه در هفت گروه ژنوتیپ، )60/0( اي بر اساس میانگین ضرایب تشابهتجزیه خوشه

                                                
1 - Jacard 
2 - Polymorphic  
3 - Polymorphism Information Content 
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از اصفهان، گروه سوم شامل رقم  EsASC1V1SS1اسان،گروه دوم شامل ژنوتیپ از لو KaThLa1SSGe21اول شامل ژنوتیپ 
از لواسان و رقم بوترمو از مجارستان، گروه پنجم شامل  KaThLa3Ge23گروه چهارم شامل دو ژنوتیپ  مونت مورنسی از فرانسه،

داد هفتم که بزرگترین گروه را تشکیل میگروه . رقم بلغار از بلغارستان وگروه ششم شامل رقم اردي جوبلیوم از مجارستان بود
از لواسان و  KaThLa8Ge31از چالوس،  KaThMe3Ge19از طالقان،  KaTaJo2Ge9از همدان،  Hamedanهاي شامل ژنوتیپ
KrRIV4C20 ا از ها جدهایی نسبت به ارقام خارجی دارند و در اکثر گروههاي ایرانی برتريبا توجه به اینکه ژنوتیپ. از کرمان بود
هاي اصلاحی آلبالو هاي بعدي و تکمیلی در برنامههاي امیدبخش براي ارزیابیتوانند به عنوان ژنوتیپ، میقرارگرفتند ارقام خارجی

  .جهت معرفی رقم مورد توجه قرار گیرند
  

  مورد استفاده و نتایج حاصل از آنها SSRآغازگرهاي جفت  -2 جدول
ي محدوده
  باند
(bp) 

محتواي 
 تاطلاعا

 چندشکلی

)PIC(  

درصد 
 چندشکلی

 )%( 
(b/a)×100  

تعداد 
باندهاي 

پلی 
 مورفیسم

(b)  

تعداد 
کل 
 باندها
(a)  

دماي 
اتصال 
 پرایمر
(0C)  

  توالی
5 ’                 3’ 

  آغازگر
 

222 -108  0.83  66.67  6  9  58.5 F:GCAATTCGAGCTGTATTTCAGATG 
R:CAGTTGGCGGCTATCATGTCTTAC 

PceGA25 

174 -140  0.88  100  12  12  53 F:GAACATGTGGTGTGCTGGTT 
R:TCCACTAGGAGGTGCAAATG 

PceGA34 

221 -181  0.82  71.43  5  7  54 F:AGAACCAAAAGAACGCTAAAATC 
R:CCTAAAATGAACCCCTCTACAAAT 

PceGA59 

185 -112  0.87  92.31  12  13  51 F:GCCACCAATGGTTCTTCC 
R:AGCACCAGATGCACCTGA 

PS12A02 

212 -155  0.89  93.33  14  15  53 F:TGGACTTCACTCATTTCAGAGA 
R:ACTGCAGAGAATTTCACAACCA 

PMS3 

292 -185  0.86  80.00  8  10  50.5 F:TGCATGAGAAACTTGTGGC 
R:CCAAGAGCCTGACAAAGC 

BPPCT021 

285 -262  0.47  50.00  1  2  51 F:CTCTCAAGCATCATGGGC 
R:TGTTGCCCGGTTGTAATATC 

BPPCT027 

185 -75  0.69  100  4  4  56 F:TCACGAGCAAAAGTGTCTCTG 
R:CACTAACATCTCTCCCCTCCC 

PMS49 

165 -85  0.62  75.00  3  4  54.5 F:AGTCTCTCACAGTCAGTTTCT 
R:TTAACTTAACCCCTCTCCCTCC 

PMS67 

180 -145  0.72  75.00  3  4  53 F:TACGGTAGGCTTCTGCAAGG 
R:TTGGCAGGTTCTGTTCACAT 

EMPA004 

219 -85  0.80  85.71  6  7  54.5 F:TTTTGGTCAATCTGCTGCTG 
R:CTCTCATCTTCCCCCTCCTC 

EMPA015 

135 -75  0.88  100  10  10  50 F:TCCAAGAACAAAGCCAAAATC 
R:AATTTCAATGCATTCTGGATAG 

EMPA018 

270 -185  0.82  71.43  5  7  53.5 F:CTACTTCCATGATTGCCTCAC 
R:AACATCCAGAACATCAACACAC 

EMPAS02 

285 -112  0.86  62.50  5  8  53 F:AAGCGGAAAGCACAGGTAG 
R:TTGCTAGCATAGAAAAGAATTGTAG 

EMPAS06 

184 -175  0.69  50.00  2  4  55.5 F:TCCGCTTCTCTGTGAGTGTG 
R:CGATAGTTTCCTTCCCAGACC 

UCD-
CH31 

184 -145  0.83  87.50  7  8  59 F:GGGTAAATATGCCCATTGTGCAATC 
R:GGATCATTGAACTACGTCAATCCTC 

Pchgms1 
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191 -152  0.88  100  10  10  60 F:ACGGTATGTCCGTACACTCTCCATG 
R:CAACCTGTGATTGCTCCTATTAAAC 

Pchgms3 

132 -95  0.87  55.56  5  9  52.5 F:AGTTTGATTTTCTGATGCATCC 
R:TGCCATAAGGACCGGTATGT 

UDP96001 

178 -75  0.74  80.00  4  5  53.5 F:GTAACGCTCGCTACCACAAA 
R:CCTGCATATCACCACCCAG 

UDP96005 

--  0.79  78.76  6.42  7.78  --  -- Mean 
--  --  --  122  148  --  -- Total 

  
  

0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95

          

 KaThLaSSGe21 

 ESASC1V1SS1 

 MontMorency 

 KaThLa3Ge23 

 ErdiBotermo 

 Bolghar 

 ErdiJubilium 
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Abstract 
Iran has a relatively high variety of  sour cherry trees. 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 of 
these genotypes was identified and evaluated using microsatellite markers (SSR). The aim of this study was to 
evaluate the genetic diversity and determine genetic relationships between Iranian superior sour cherries and 
foreign cultivars. Based on the banding patterns obtained from 23 primer pairs used, 19 pairs could generate 
polymorphic and able-to-be-scored patterns.  The primers produced 148 bands, of which 122 bands were 
polymorphic. The number of alleles per locus ranged from 2 to 15 alleles with an average of 7/78, and 
polymorphism information content among genotypes ranged from 0/47 to 0/89 with an average of 0/79. 
Similarity matrix between genotypes showed that the range of genetic similarity between genotypes ranged 
from 0/38 to 0/90. It indicates the high diversity among the genotypes. Cluster analysis, with genetic 
similarity of 0/60, divided the genotypes into seven 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, Microsatellite markers (SSR)   
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