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 با ايران های سيب ژنوتيپ از برخي ژنتيكي تنوع ارزيابي
 RAPDنشانگر  از استفاده

 
1شاهين جهانگيرزاده خياوی
2
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P، حسن نور افکن�
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P3 سيما داميار و 

 
       چکيده

جمعآوری و ارزيابی ژرمپلاسمها در برنامههای اصلاحی درختان ميوه دارای       

نقش اساسی است. نشانگرهاي مولکولی متفاوتی برای اين نوع ارزيابيها بهکار 

-جزء مارکرهای پرکاربرد در مورد شناسايی ژنوتيپ RAPDبرده شدهاند که مارکر 
 ژنوتيپ بومی 23ها و ارقام گوناگون سيب ميباشد. در اين پژوهش تنوع ژنتيکی 

سه منطقه آذربايجان، البرز مرکزی و زاگرس مرکزی) و رقم تجاری از ايران (

بررسی شد.  TIB MOLBIOLسری  RAPD آغازگر 11گرانياسميت به عنوان شاهد توسط 

 بود. تجزيه و تحليل دادهها با 27/10ازای هر آغازگر  تعداد متوسط  نوار به

برای تعيين ميزان تشابه انجام شد  DICEبا کاربرد ضريب تشابه  NTSYSنرمافزار 

-رسم گرديد. در حالت کلی، نتايج داده UPGMAوسيله الگوريتم ه و دندروگرام ب
 نموهای هر منطقه را بهطور جداگاای از ساير مناطق  جدا ،های مولکولی

کرد. البته برخی نموهای مناطق در خوشههای منطقهای جز منطقه خود قرار 

گرفتند که اين موضوع ميتواند به دليل انتقال ژنوتيپها بين مناطق در زمان 

 62/68گذشته باشد. ميزان چند شكلي بهدست آمده در اين پژوهش بالا بود (

 تا 378/0درصد). بر اساس دادههای مولکولی، دامنه شباهت بين نموها از 

 متغير بود. با توجه به نتايج بهدست آمده ميتوان گفت که تنوع ژنتيكي 723/0

ای   ولی تفاوت درون منطقه، مناطق مختلف وجود دارد در ژنوتيپ های سيببالايی

ميتواند  RAPDد. بهطور کلی، بررسی تنوع ژنتيکی نشان داد که مارکر وجزئی ب

ژرمپلاسم ژنوتيپها  در شناسايی نواحی چند شکلی و تخمين فاصله ژنتيکی و مديريت

و ارقام سيب مفيد باشد. 
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مقدمه      
1سيب از خانواده گلسرخيان
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و جنس �
Pمالوس
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P ميباشد. جمعآوري و ارزيابي

ذخاير ژرمپلاسم داخلي و خارجي، 
-اساســــيترين مرحله در برنامه

 باشد. هاي بهنژادي درختان ميوه مي
اصلاح درختان سيب، امروزه با توجه 

به اهميت تغذيه سالم و توليد 
پايدار ميوه با کيفيت سيب بيشتر 

بر پايه ژای مقاومت ميباشد 
)Crosby et al., 1992 ن ای). با توجه به

که اکثر واريتههای سيب به صورت 
 تنوع ،رويشی تکثير ميگردند

 ،ژنتيکی کمی مورد انتظار ميباشد
اما در مورد ژنوتيپهای بومی که 
-حاصل انتخاب ويژگيهای برتر می
باشد اين تنوع مورد انتظار 

- زيرا اين ژنوتيپ،افزايش مييابد
باشند. با  ها اکثراً نتاج بذری می

دقت بالا در فوق، توجه به موارد 
های ژنتيکی برای  شناسايی تفاوت

برنامههای اصلاحی بسيار ضروری 
است. بررسی اين منابـــع ژنتيكي 
مهم كه با شرايط اقليمي نامناسب 

 ميتواند به عنوان ،سازگار گشتــه
-منابع مقاومت در برنامههاي به

-نژادي به كار گرفته شود. در سال
های اخير با پيشرفت تکنولوژيهای 

 امکان بررسی تنوع ،بررسی ژنتيکی
ممکن  بين جمعيتی خصوصاً در جنس مالوس

 گرديده است. 
امکان  ،دسترس تکنيکهای ملکولی در

-تشخيص ساختارهای ژنتيکی واريته
هايی را که با يکديگر ارتباط 
خويشاوندی نزديک دارند را محيا 
نموده است که برخی از اين روشها 
برای مشخص کردن ويژگيهای ژنتيکی 

به کار برده  و تنوع گونه مالوس
 Nybon؛ Weeden and Lamb, 1985شده است (

and Schaal, 1990 ؛Watilon et al., 1991 ؛Mulcahy 
et al., 1993 ؛Dunemann et al., 1994 ؛Gardiner et 

al., 1996 ؛Luis et al., 2001 و Jahangirzadeh et 
al., 2013 .(

روشهای قديمی بررسی تفاوتهای 
ژنتيکی که بر اساس تنوع 

مورفولوژيکی هستند به دليل آنکه 
-تحت تاثير عوامل محيطی قرار می

گيرند کمتر مورد توجه ميباشند. 
و  DNAاما نشانگرهای مولکولی (

آيزوزايم) فرصت بررسی مستقيم 
ها  ويژگيها را بدون اثر محيط بر آن

د. کاربرد مارکرهای نفراهم ميکن

                                                           
1 Rosaceae 
2 Malus 

آيزوزايم در شناسايی  ارقام سيب 
اگرچه با موفقيت همراه بوده است 

)Weeden and Lamb 1985 اما نشانگرهای (
DNA  نسبت به نشانگرهای

-مورفولوژيکی و آيزوزايم فراوان
ترند و کل محتوای ژنوم را ميتوان 
با اين روش بررسی نمود. والتيلون 

) از روش Watilon et al., 1991و همکاران (
RFLP  برای شناسايی کالتيوارها

د. نيبون و شال کردناستفاده 
)Nybon and Schaal 1990( نيز از اين روش 

برای شناسايی صفات پدری به ارث 
رسيده در داالها استفاده نمودند. 

اما اين روش نياز به امکانات 
پيشرفته و خاصی دارد و برای 

تعداد بالای نمونه مناسب نميباشد 
)Williams et al., 1990.( 

يک روش موثر  RAPD امروزه روش    
در بررسی ژنوم سيب ميباشد. از 

اين نشانگر در بررسی روابط 
 ,.Dunemann et al( ژنتيکی جنس مالوس

) شناسايی کالتيوارهای سيب 1994
)(Koller et al., 1993; Mulcahy et al., 1993 و 

) و برای Autio et al., 1998پايههای آن (
 ;Harada et al., 1993آناليز والدی (

Gardiner et al., 1996 .استفاده شده است (
 Luis and etچنين لوئيز و همکاران ( هم

al., 2001 از دو روش (RAPD  وRFLP 
برای مشخص نمودن و تخمين ميزان 

شباهت ژنتيکی در ميان 
کالتيوارهای سيب استفاده نمودند. 

مشخص کردن با هدف      اين بررسی 
-ميزان تنوع ژنتيکی برخی ژنوتيپ

سه منطقه از های سيب بومی ايران 
آذربايجان، البرز مرکزی و زاگرس 
مرکزی و ميزان شباهت بين اين 
ژنوتيپها و مقايسه آن با رقم 

انجام شده است شاهد (گرانی اسميت) 
زمان برنامههای در کاهش با تا 

فاظت از اين ژرم پلاسم حاصلاحی 
 ، ممکن گردد.ارزشمند

مواد و روشها 
مواد گياهی 

 23 نمونه شامل 24در مجموع 
ژنوتيپ بومی سيب ايران (از سه 
منطقه آذربايجان، البرز مرکزی و 
زاگرس مرکزی) از کلکسيون موسسه 

اصلاح و تهيه ال و بذر و رقم 
گرانی اسميت به عنوان شاهد تهيه 

). برگهای جوان 1گرديد. (جدول 
 ،بالغ و کامل شده به عنوان نمونه

- درجه 80جمعآوری شدند و در دمای 
 DNAسلسيوس تا زمان استخراج 

نگهداری شدند. 
 DNAاستخراج 
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DNA های برگی جمعژنومی از نمو-
 آوری شده بر

اساس دستورالعمل معرفی شده) توسط 
 Diversity Arrays Technology Pty Ltdشرکت 

(DART P/L)) http://www.diversityarrays.com (
استخراج گرديد. 

 
 
 

 DNAتکثير قطعات 
-براي انجام واكنش زنجيرهاي پلي

 TIB آغازگر تصادفي (10 ،مراز
MOLBIOL, Germany مورد استفاده (

قرار گرفت. مخلوط واکنش زنجيرهای 
 30پليمراز برای نموها در حجم 

مولار  دو ميلی ميکروليتر از ترکيب
مولار از   ميلی2/0کلريد منيزيم، 

 DNA، يک واحد آنزيم تگ dNTPهر 
Pپليمراز

1
3F

�
P دو ميکروليتر از بافر ،

 برابر 10واکنش زنجيرهای پليمراز (
 30غلظت) بدون کلريدمنيزيم و 

ژنومی از هر نمونه  DNAنانوگرم 
 95تهيه شد. دناتوره شدن اوليه در 

 دقيقه سهدرجه سلسيوس به مدت 
  پس از سيکل بعدی30و در انجام شد 

 درجه سلسيوس 95دناتوره شدن در 
دقيقه، مرحله اتصال در  يک به مدت
 يکمدت   درجه سلسيوس به37دمای 
مرحله آخر يا  وانجام شد  دقيقه

 دقيقه اعمال دو مدت مرحله گسترش به
شد و سپس مرحله گسترش ايی به مدت 

  هانمونه سپس گرديد.  دقيقه انجامهفت
تا زمان  سلسيوس درجه چهار دمای در

الکتروفورز نگهداری شدند. از 
-i مدل Bio-Radدستگاه ترمال سايکلر 

Cycler استفاده  محصولات تكثير براي
 گرديد.

ها   تجزيه داده
محصولات تکثير شده به نسبت پنج 

 ميکروليتر PCR ،3ميکروليتر محصول 
 ميکروليتر ژل 2بافر بارگذاری و 
 درصد تحت 2/1رد در ژل آگارز 

 120 ولت به مدت 90ولتاژ ثابت 
دقيقه تفکيک گرديدند. به نوارهای 
دارای وضوح مطلوب بر اساس حضور 
نوار يا عدم حضور نوار يک و صفر 

 NTSYS-pc ver. 2.02افزار  داده شد. نرم
برای تخمين شباهت ژنتيکی بر اساس 
ها  ضريب دايس استفاده شد و ژنوتيپ

گروهبندی  UPGMAبر اساس الگوريتم 
شدند. 

نتايج و بحث 

                                                           
1 Taq DNA polymerase 

نوارهای چند شکل غيرمبهم و 
دارای وضوح بالا در ژل آگارز 
آغازگرها بر اساس وجود و عدم 

وجود به صورت صفر و يک نمره دهی 
شدند. نوارهای نامشخص و دارای 

وضوح کم که نشانه عدم تکثير مطلوب 
به دلايل متفاوت (مانند عدم اتصال 
صحيح آغازگر يا رقابت جايگاههای 

باشد و  اتصال آغازگر و ...) می
چنين نوارهای يک شکل در اين  هم

 11نمره دهی قرار نگرفتند. از کل 
  نوار113آغازگر بهکار رفته 

های مطلوب برای بررسی  دارای ويژگی
 نوار حالت 77شناسايی شدند که 

). 2چند شکل نشان دادند (جدول 
با توالی  TIBMBC20آغازگر 

AGCACTGGGG  بالاترين تعداد نوار
را توليد کرد و همين آغازگر دارای 

 بالاترين تعداد
 اما آغازگر ،نوار  چند شکل بود

TIBMBD16  با توالیGAACTCCCAG  با
توليد هفت نوار قابل بررسی دارای 

حداقل تعداد نوار تکثيری بود. 
با توالی  TIBMBE08آغازگر 

GGGAAGCGTC  با توليد نه نوار که
تماماً حالت چند شکل داشتند بهترين 
 آغازگر از نظر تفکيک نموها بود.
در بررسی انجام شده روی ارقام 

گيلاس ايرانی توسط خديوی و همکاران 
)Khadivi et al., 2009 که همين آغازگرها (

بهکار برده شده بود از نظر قدرت 
تکثير نتايج مشابهی بهدست آمده 

 بدين معنا که آغازگرهای ،بود
دارای قدرت تکثير بالا در گيلاس در 
گياه سيب نيز تقريباً قدرت تکثير 
بالايی داشتند. متوسط تعداد نوار 

 و متوسط 3/10برای هر آغازگر 
تعداد نوار چند شکل برای هر 
). 2آغازگر هفت نوار بود (جدول

شکلی در  بالاترين در صد چند
% و کمترين 100با  TIBMBE08آغازگر 

و  TIBMBB17 درصد در آغازگرهای
TIBMBB05  مشاهد شد. 50با %

اطلاعات لازم برای توالی تمام      
آغازگرهای مورد بررسی، تعداد 

نوارها تکثير شده، تعداد نوارهای 
 2چند شکل و ساير اطلاعات در جدول 

ذکر شده است. 
      دندروگرام حاصل از 

بر اساس ماتريکس  UPGMAالگوريتم 
تشابه دادههای حاصل از اين بررسی 
در شکل يک  نشان داده شده است. 

 ژنوتيپ بومی 23طبقهبندی مولکولی 
ايران و رقم گرانياسميت به عنوان 
شاهد نشان داد که حداقل ميزان 
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-تشابه مابين گرانياسميت و ژنوتيپ
های بومی ايران وجود دارد که 

% ميباشد. اين 51مقدار آن حدود 
جدا شدن ژنوتيپهای بومی از نمونه 

شاهد بيانگر يک شباهت ژنتيکی 
-%) در بين ژنوتيپ50متوسط (حدود

 اما ،های بومی مورد بررسی ميباشد
با اين اوصاف همچنان مقدار تنوع 
-بين ژنوتيپها همچنان قابل توجه می

در  G14و  G13باشد. دو ژنوتيپ 
کلاستر فوقالذکر دارای بالاترين 
تشابه بودند، بهطوری که در سطح 

-% که حداکثر حد تشابه به72تشابه 
دست آمده توسط اين آغازگرها بود 
از يکديگر تفکيک نشده بودند. اين 
دو ژنوتيپ در ماتريکس تشابه نيز 
دارای بالاترين حد تشابه بودند 

ز ی). نکته حا3) (جدول 723/0(
اهميت که از اين ماتريکس بهدست 

با  G13های  آمد اين بود که ژنوتيپ
G19 چنين  و همG5  باG22  نيز مقدار

و نزديک به داشته تشابه بالايی 
حداکثر ميزان تشابه بهدست آمده 

 و 718/0را نشان دادند (به ترتيب 
). از اين ماتريکس 3(جدول  )721/0
چنين استنباط ميگردد که دو  هم

و گرانياسميت دارای حداقل  G23نمونه 
- می378/0ميزان تشبه به مقدار 

-و گرانی G11باشد و پس از آا 
 در 411/0اسميت با مقدار تشابه 

رتبه دوم از نظر کمترين مقدار 
). 3تشابه قرار دارد (جدول 

وسيله ه       در بررسی مشابهی که ب
توسط آبدبايو و  RAPDمارکر 
 در بررسی (Adebayo et al., 2009)همکاران 

 روابط ژنتيکی جنسهای بومی مالوس
در منطقه جنوب نيجريه صورت گرفت 

مشاهده گرديد که نموها در حد 
% بهصورت تکی از يکديگر 80تشابه 

تفکيک شدهاند که در اين بررسی 
 ینيز جدا شدن نموها در سطح

%) بود که 72نزديک به اين مقدار (
دو مقدار بيان ميکند اين نزديکی 

توان برای  می RAPDکه از مارکر 
شناسايی ژنوتيپهای بومی و 

کالتيوارهای سيب استفاده نمود. در 
گزارشهای مشابهی از کاربرد اين 

مارکر در زمينه شناسايی ژنوتيپها 
و کالتيوارهای سيب سخن به ميان 

؛ Koller et al., 1993آورده شده است (
Mulcahy et al., 1993 ؛Zhu et al., 1997 و Royo 

and Itoiz, 2004 .(
يکی از نتايج مهم در اين      

بررسی جدا شدن نموهای هر منطقه 
-از نموهای مناطق ديگر بود. نمونه

های منطقه زاگرس مرکزی که يک 
منطقه کشت و کار محدود اين محصول 

% از دو 5/55باشد در تشابه  می
گروه ديگر ژنوتيپهای بومی (البرز 
-مرکزی و آذربايجان) جدا شد و به
صورت جداگانه قرار گرفت. اکثر 
نموهای مورد بررسی منطقههای 

آذربايجان و البرز مرکزی هر کدام 
در يک خوشه جداگانه قرار گرفتند 

ها در حد تشابه  که جدا شدن آن
% رخ داد. البته لازم به ذکر 5/58

است که نموهای انتخاب شده و 
مورد بررسی از هر منطقه محدود و 
دارای تعداد اندکی بود، که شايد 

اگر اين تعداد افزايش مييافت 
برخی نموها در خوشههای ديگر 

 بهطوری که ژنوتيپ ،گرفتند قرار می
G18  هایاز اين منطقه در بين نمو

منطقه آذربايجان قرار داشت يا 
از منطقه  G16اين که ژنوتيپ 

آذربايجان در بين نموهای البرز 
از  G6و  G1مرکزی و بهطور معکوس 

البرز مرکزی در خوشه آذربايجان 
 ).1جای گرفتند (شكل 

      اين قرارگرفتن ژنوتيپها در 
بين خوشههای مناطق ديگر احتمالا� 

اين نکته را بيان ميکند که 
انتقال ژنوتيپهای برتر از يک 
منطقه به منطقه ديگر در گذشته 

صورت گرفته است و تاييدی بر انجام 
انتخاب و حفاظت از ژنوتيپهای 

برتر ميباشد که نتايج  مشابهی در 
مطالعات ژنوم کلروپلاست سيب توسط 

 Jahangirzadehجهانگيرزاده و همکاران (
et al., 2013 در مورد سيبهای بومی (

-منطقه آذربايجان و البرز مرکزی به
دست آمده است. از طرفی دليل 

قرارگيری نموها در گروههای مخلوط 
با يکديگر ميتواند به دليل جريان 
ژنی باشد (مهاجرت بذرها) که گاهی 

اين مهاجرت سريعتر از حد مورد 
) که Mohanty et al., 2001باشد ( انتظار می

از دلايل آن ميتوان به استفاده از 
ميوههای سيب دارای کيفيت پايين 
بعد از مدتی نگهداری برای مصرف 
توسط بشر به عنوان خوراک دام 

اشاره نمود که بذر اين ميوهها پس 
از استفاده توسط دامها بهصورت 

فضولات دفع و يا بهدليل فساد بيش 
از حد و پايين بودن کيفيت توسط 
بشر دور ريخته ميشدند که اين 
بذور ميتوانستند رشد کنند و 

درختان جديد توليد نمايند و از 
جا که اين درختان نتيجه توليد  آن

بذر در اثر لقاح بودند گاهی 
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دارای کيفيت برتری از باقی 
ها را  ژنوتيپها ميشدند که آن

کشاورزان نگهداری کرده و گاهی به 
عنوان ژنوتيپ مناسب در يک منطقه 

مطرح ميشدند. 
 RAPDجا که مارکر        از آن

-دارای قابليت تکرارپذيری کمی می
 کاربرد مجدد اين آغازگرها ،باشد

ممکن است به نتايج متفاوتی منجر 
 با اين حال در اين بررسی .گردد

که در انتخاب اين با توجه به 
نوارهای دارای شد نوارها سعی 
 اين وضوح انتخاب شوند،وضوح بالا 

ميتواند دليل بر قدرت اتصال بالا 
و دقيق آغازگر به جايگاه خود 

 .باشد
بر اساس اين مطالعه در مجموع 

برای  RAPD که نشانگر شدمشخص 
تفکيک اوليه نمونه ها مناسب بوده 

توان به آن به عنوان يک  و می
 خصوصاً اگر .نشانگر مطلوب نگريست

يک آغازگر چندين بار بکار رود و 
نتيجه کلی اين تکرارها مدنظر 
قرار گيرد تا نقاطی که در تمام 
تکرارها تکثير گشته اند برای 

بررسی استفاده گردد. با اين حال 
که اين نشانگر  نایبا توجه به 

 بهتر است ،باشد دارای تکرارپذيری نمی
در زمانی که تعداد نمونه ها به 
شدت بالا و محدوديت اقتصادی و 

زمانی وجود دارد ابتدا از اين 
ها  نشانگر برای تفکيک اوليه نمونه

های تفکيک   سپس نمونهشود واستفاده 
تر مانند  شده توسط يک نشانگر قوی

SSR  وAFLP  بصورت دقيق بررسی و
انگشت نگاری گردند.
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آوري  - اسامي ارقام و ژنوتيپهاي سيب مورد بررسي در اين پژوهش و محل جمع1جدول     

   ها آن
      Table1. Apple genotype used in this study and their origin 

S/N Sample name origin S/N Sample name origin 

G1 T3 Central Alborz G13 Golab Damavand Central Alborz 

G2 Azerbaijan7 Azerbaijan G14 Golab paize Central Alborz 

G3 SBA Central Zagros G15 Tarh Golab Araak Central Zagros 

G4 ME 4 Azerbaijan G16 Azerbaijan14 Azerbaijan 

G5 Mahali Beyghi Urmia Azerbaijan G17 Boomi Meshkin Shahr Azerbaijan 

G6 Ferdos Central Alborz G18 Shahre Kord8 Central Zagros 

G7 Beyghi Azerbaijan G19 Golab Nemati Central Alborz 

G8 ME 3 Azerbaijan G20 Torsh Kermanshah Central Zagros 

G9 Shahrod10 Central Alborz G21 Ghermez1 Central Zagros 

G10 Shahrod19 Central Alborz G22 Azerbaijan6 Azerbaijan 

G11 Ghara Yarpagh Azerbaijan G23 Tabestane Zod Ras Oghlid Central Zagros 

G12 Khan Almasi Azerbaijan GRANNY Granny Smith Austrailia 
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 . برخی نموهاTIBMBD-17بدست آمده از آغازگر  RAPD الگوی -1شکل 
 G1 از چپ به راست از 1های جدول  ترتيب نمونه نشان داده شده است. به

می باشد.  1kb. چاهک اول سايزمارکر G14تا 
Figure 1. RAPD patterns resulted from amplification with primer TIBMBD-17. Some samples 
were shown. From the left, sample G1 to G14 according to the table 1. First line was ladder 1kb. 
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 ژنوتيپ 23 مورد استفاده برای تعيين تنوع ژنتيکی RAPD- آغازگرهای 3جدول 
 ها سيب بومی ايران و يک رقم تجاری و درصد چندشکلی حاصل از آن

Table 3. List of the primers showing polymorphism on 23 Iranian apple genotype and a comertial cultivar 
and their degree of polymorphism 

primer Sequence 5`to 3` Total of 
bands (a) 

Polymorphic 
bands (b) 

polymorphic 
% 

(b/a×100) 

TIBMBA-06 GGACGACCGT 8 5 62.50 

TIBMBA-08 CCACAGCCGA 10 7 70.00 

TIBMBC-20 AGCACTGGGG 15 10 66.67 

TIBMBD-16 GAACTCCCAG 7 4 57.14 

TIBMBA-20 GAGCGCTACC 12 9 75.00 

TIBMBB-05 GGGCCGAACA 10 5 50.00 

TIBMBD-17 GTTCGCTCCC 8 6 75.00 

TIBMBB-17 ACACCGTGCC 14 7 50.00 

TIBMBC-04 CCACGTGCCA 11 9 81.82 

TIBMBE-08 GGGAAGCGTC 9 9 100.00 

TIBMBC-12 CCTCCACCAG 9 6 66.67 

Total -- 113 77 -- 

Mean. -- 10.27 7.00 68.14 

 
 

Coefficient
0.51 0.56 0.60 0.64 0.68 0.72

          

 G1 
 G4 
 G2 
 G5 
 G22 
 G6 
 G7 
 G11 
 G12 
 G8 
 G17 
 G18 
 G15 
 G21 
 G9 
 G10 
 G16 
 G13 
 G14 
 G19 
 G3 
 G23 
 G20 
 GRANNY 

 
 ژنوتيپ سيب 23مربوط به  RAPDهای مارکر  - نمودار حاصل از داده2شکل

 UPGMAبومی ايران و رقم تجاری گرانی اسميت مورد آزمايش به روش 
) 1(شماره ارقام مطابق جدول 

Figure 2. UPGMA dendrogram of 23 Iranian apple genotype and Granny Smith cultivar based 
on RAPD primers (Numbers represent cultivars according to Table 1) 

 

Granny Smith  
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