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 مارچوبررررره یگونررررره تجرررررارهمترررررری  م

A. officinalis .وحشی یها گونه میاندر  است 

ارچوبره مبه عنروان  A. persicus گونه مارچوبه،

 دررشررد  ییکرره توانررا شررودیه مشررناخت یرانرریا

برراو و  یماننررد دمررا یطرریسرر ت مح یطشرررا

 ی بنرررابرا شرررور و خشرررک را دارد، یهررراخاک

 به نرژادی یهابرنامه یبرا یمناسب ینهگز تواندیم

 باشررررررد ایگونررررررهی ب یتلاقرررررر یرررررر از طر

(Mousavizadeh et al., 2015).  

پرکاربرد برای انتقال  روشای گونهتلاقی بی 

ست ا های وحشی به ارقام تجاریگونهصفات از 

(Nothnagel et al., 2012) اولری  گرزارش از .

 1913ای در مارچوبرره در سررال گونررهتلاقرری برری 

میلادی منتشر شد که با هدف تولید هیبریردهای 

مقرراوم برره بیمرراری زنرره مارچوبرره انجررام شررد 

(Norton, 1913).  
 از مزایرای اسررتفاده از نشررانگرهای ملکررولی

به تعداد نامحدود، تش یص آسان، تولید  توانمی

چندشکلی باو و تأثیرناپذیری از عوامل محیطری 

 ، در RAPDنشانگر  23اشاره کرد. کاربرد موف  

جهرت شناسرایی نترراب هیبریرد حاصرل از تلاقرری 

برا  A. maritimusو  A. acutifoliusهرای گونه
رقررم تجرراری مارچوبرره گررزارش شررده اسررت 

)2012et al.,  Valente(. 
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اهداف پژوهش حاضر، بررسی امکان تلاقری 

با رقم تجراری مارچوبره  A. persicusبی  گونه 

(Asparagus officianalis L.) شناسرررایی ،

جهررت تشرر یص نشررانگرهای ملکررولی مناسررب 

افشررانی آزاد و گیاهرران هیبریررد حاصررل از گرررده

شناسایی نشانگرهای ملکولی با توانایی تش یص 

 باشرد.می A. persicusآلل اختصاصی در گونه 

ترا  1396هرای پژوهشری در سرالبه ایر  منورور 

در دانشررگاه کوردوبررا اسررپانیا انجررام شررد.  1398

بیست و یک توده م تلر  مارچوبره برا سرطو  

( از شررش 12x( تررا دودکاپلوئیررد )2xوئیررد )دیپل

کشررور م تلرر  مررورد اسررتفاده قرررار گرفتنررد 

 (. 1جدول )

در ای  پرژوهش از دو روش تلاقری دسرتی و 

افشررانی آزاد برره منوررور تولیررد هیبریررد گرررده

 ای استفاده شد:گونهبی 

گیاهان مرادری از طریر  ال ( تلاقی دستی: 

کشررت بررذر در شرررایط گل انرره پرررورش داده 

 A. persicus ( ×AU)( APeشررردند. تلاقررری)

 A. officinalis ( 2در سطح پلوئیدی یکسانx) 

صورت دستی در شرایط عراری از حشررات و به

هرای تشرکیل شرده . میروهشرد انجرامافشان گرده

آوری شرده و برذر برا هرای مراده جمرعپایه روی

درصد هیپوکلریدسردیم ضردعفونی  پنجمحلول 

هرا در اتاقرک آنشدند. سرپ  اقردام بره کشرت 

 ( گردید.27℃رشد )دمای 

منورور اطمینران از ماهیرت هیبریردی نتراب به

)چررررون در مارچوبرررره حالررررت چنرررردجنینی و 

های غیرجنسی وجرود دارد( از گیری جنی شکل

های اختصاصی والدی  در نتراب روش یافت  آلل

 جفرت نشرانگر 20استفاده شد. بردی  منورور از 

EST-SSR TC1) ،TC2 ،TC3 ،TC4 ،TC5 ،
TC6 ،TC7 ،TC8 ،TC9،AGA1 ،AAT1 ،

AG2 ،AG3 ،AG5 ،AG6 ،AG7 ،AG8 ،

AG10 ،AG11  و(AG12 شررده برررای طراحرری

 رقررررم تجرررراری مارچوبررررره اسررررتفاده شرررررد

(Caruso et al., 2008). 

 مررررواد گیرررراهی از یررررک  DNAاسررررت راب 

 گرررم از انتهررای اسررپیرهای جرروان بررا اسررتفاده 

جررام شررد از روش تغییریافترره دویررل و دویررل ان

(Doyle and Doyle, 1987) .کمیت و کیفیرت 

DNA بررره وسررریله نرررانودرات اسرررپکتوفتومتری 

(ND-1000; Thermo Scientific, Waltham, MA) 

برر مبنرای پرژوهش  PCRواکنش تعیی  گردید. 

 (Caruso et al., 2008) کروسررو و همکرراران

با کاربرد یرک  PCR محصول. صورت پذیرفت

 ABI 3130)تیررک سررنج مررویی  اتوماترروالی

Genetic Analyzer; Applied 

Biosystems/Hitachi, Madrid, Spain) 

. اندازه بانردهای تشرکیل شرده برر شدجداسازی 

 GeneScan افرزاراستاندارد با نرم DNA اساس

محاسررررربه شرررررده و نترررررایج بررررره وسررررریله 

 .شدترجمه   Genotyperافزارنرم

در ای  روش در فصل افشانی آزاد: ب( گرده

حرذف و بره  A. persicusهای نر گونه ر پایهبها

های ماده ای  گونه اجازه دریافت دانه گررده پایه

( توسرط 1هرا )جردول های نر سرایر ترودهاز پایه

های طبیعری داده شرد. پر  از پایران افشانگرده
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 مارچوبه  ژنتیکی یهاهنمونها و گونههای برخی از ویژگی -1جدول 
Table 1. Some characteristics of species and accessions of asparagus  

 

 
 گونه

Species 

 کد

Code 

پلوئیدی سطح  

Ploidy level نوع Type منشاء Origin منطقه و اقلیم Region & Climate 
A. officinalis L. WR 2x تجاری رقم 

Commercial cultivar 

 روسیه

Russia 

 سرد و مرطوب -ولگا 
Volga – Cold wet 

A. verticillatus L. AV1 2x وحشی توده 

Wild accession 
 ایران

Iran 

 سرد و نیمه خشک –اردبیل

Ardabil – Cold semi-arid 
A. verticillatus L. AV2 2x وحشی توده 

Wild accession 
 ایران

Iran 

 ایمدیترانه –سمنان )شاهرود(

Semnan (Shahrood)- Mediterranean 
A. verticillatus L. AV3 2x وحشی توده 

Wild accession 
 ایران

Iran 

 سرد و مرطوب -گیلان )وهیجان(

Guilan (Lahijan)- Cold wet 
A. officinalis L. AO4 2x وحشی توده 

Wild accession 
 ایران

Iran 

 بیابانی -کرمان

Kerman- Desert 
A. officinalis L. AO6 2x شده اهلی توده 

Domesticated accession 
 ایران

Iran 
 ای سردمدیترانه –لبرز ا

Alborz- Cold mediterranean 
A. persicus Baker. APe 2x وحشی گونه 

Wild species 
 ایران

Iran 

 ایمدیترانه –گیلان )منجیل( 

Guilan (Manjil)- Mediterranean 
A. officinalis L. AU 2x تجاری رقم 

Commercial cultivar 

 آمریکا

America 

 م مری واشنگت رق

Mary Washington cultivar 
A. prostratus Dumort. APB 4x وحشی گونه 

Wild species 
 اسپانیا

Spain 

 ای معتدلمدیترانه –وکرونیا

La Coruna- Temperate Mediterranean  
A. officinalis L. AO2 4x وحشی توده 

Wild accession 
 ایران

Iran 

 رم و مرطوبگ –مازندران )محمودآباد( 

Mazandaran (Mahmoodabad)- Warm temperate  
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 Table 2. Continued                                                                                                                                                                         -2ادامه جدول 

 
 گونه

Species 

 کد

Code 

پلوئیدی سطح  

Ploidy level نوع Type منشاء Origin منطقه و اقلیم Region & Climate 
A. officinalis L. AO1 4x وحشی توده 

Wild accession 
 ایران

Iran 

 ای سردمدیترانه-البرز )طالقان(

Alborz (Taleghan)- Cold Mediterranean 
A. acutifolius L. AC 4x وحشی گونه 

Wild species 
 اسپانیا

Spain 

 ای گرممدیترانه –کوردوبا

Cordoba- Warm Mediterranean 
A. officinalis , Morado de Huétor HT 4x تجاری توده 

Commercial accession 
 اسپانیا

Spain 
 ای گرممدیترانه –گرانادا

Granada- Warm Mediterranean 
A. brachyphyllus Turz. AB 6x وحشی گونه 

Wild species 
 روسیه

Russia 

 سرد و مرطوب –ولگا 

Volga – Cold wet 
A. pseudoscaber Grec. APS 6x وحشی گونه 

Wild species 
 چک جمهوری

Czech Republic 

 اقیانوسی مرطوب –موراویای

Morava- Oceanic wet 
A. maritimus L. Mill. MA 6x وحشی گونه 

Wild species 
 آلبانی

Albania 

 معتدل و مرطوب –ولوره

Velora- Temperate wet 
A. officinalis L. AO3 8x وحشی توده 

Wild accession 
 ایران

Iran 

 سرد و مرطوب –مازندران )نور( 

Mazandaran (Noor) - Cold wet 
A. officinalis L. AO7 8x وحشی توده 

Wild accession 
 ایران

Iran 

 ای نیمه مرطوبمدیترانه -مازندران )آمل(

Mazandaran (Amol)-  Semi-humid Mediterranean 
A. breslerianus Schult. Abr 8x وحشی گونه 

Wild species 
 ایران

Iran 

 گرم و خشک –سمنان )یزدو( 

Semnan (Yazdoo)- Warm & dry 
A. officinalis L. AO5 10x وحشی توده 

Wild accession 
 ایران

Iran 

 سرد و خشک –تان کردس

Kurdestan - Cold & dry 
A. macrorrhizus Pedrol MC 12x وحشی گونه 

Wild species 
 اسپانیا

Spain 

 ایگرم مدیترانه –کارتاگنا 

Cartagena- Warm Mediterranean 
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از  برذرآوری افشرانی اقردام بره جمرعدوره گرده

آنهرا و کشرت  A. persicusهای ماده گونره پایه

 .شد

برره منوررور تشرر یص نترراب هیبریررد از روش 

بررسی الگوهای چندشکلی اسرتفاده شرد. بردی  

از سه مجموعره نشرانگر اسرتفاده شرد کره منوور 

 EST-SSRجفرت نشرانگر  20شامل دسرته اول: 

طراحرری شررده برررای گونرره تجرراری مارچوبرره 

(Caruso et al., 2008) :جفرت  20، دسرته دوم

،  SSR (ACM009،ACM024نشررررررانگر 

ACM033 ،ACM061 ،ACM063 ،

ACM066 ،ACM091 ،ACM093 ،

ACM094 ،ACM099 ،ACM101 ،

ACM112 ،ACM115 ،ACM125 ،

ACM132 ،ACM138 ،ACM146 ،

ACM154 ،ACM171  وACM177)  طراحی شده

و دسرته سروم: سره  (Kuhl et al., 2004)  برای پیراز

و  ISSR (AA01 ،AA02جفررررررت نشررررررانگر 

AA03) طراحی شده برای گونهA. acutifolius 

(Sica et al., 2005) .بود 

هرای متفراوت گیاه م تل  با جنسریت 10از 

ژنررومی اسررت راب و از  DNAبرررای هررر گونرره، 

ترکیب آن به عنوان نمونه ژنومی برای هر گونره 

برر  PCRاستفاده شد. واکرنش  PCRدر واکنش 

 Caruso et)مبنای پژوهش کروسو و همکاران 

al., 2008) وفررورز محصررول . الکترانجررام شررد

PCR  درصررد در بررافر  5/2بررر روی ژل آگررارز

TBE وسرریله محلررول رد سرری  و برره انجررام شررد

)Red Safe(  بانررردهای تولیرررد شرررده مرررورد

آمیزی قرار گرفرت. الگوهرای چندشرکلی رنه

تولیررد شررده برره کمررک اشررعه فرررابنفش و روش 

 عکسبرداری قابل مشاهده شدند. 

ه سه نوع از الگوهرای چندشرکلی تولیرد شرد

 مطلررروب و پرکررراربرد در نورررر گرفتررره شررردند:

هرا بری  بانرد تولیرد شرده الگوهایی که در آن (1

هرا تفراوت و سایر گونه A. persicusبرای گونه 

( الگوهایی که 2اندازه واضح وجود داشته باشد. 

های مرورد مطالعره بره ها برای تمامی تودهدر آن

تولید باند شده باشد.  A. persicusاستثنای گونه 

 هرررا فقرررط در گونررره( الگوهرررایی کررره در آن3

A. persicus  تولید باند شده باشد و بررای سرایر

های مورد مطالعه باندی شکل نگرفته باشرد. توده

پرررر  از شناسررررایی نترررراب هیبریررررد، درصررررد 

به کمرک  A. persicusهیبریداسیون برای گونه 

 فرمرررررررررول زیرررررررررر محاسررررررررربه شرررررررررد

(Morais et al., 2016). 

 

تعداد کل گیاهان مورد بررسی / تعداد گیاهان هیبرید = درصد هیبریداسیون×  100  

 

تش یص والد نر برای نتاب هیبرید حاصرل از 

افشررانی آزاد در طرری دو مرحلرره صررورت گرررده

( برررآورد سررطح پلوئیرردی والررد نررر 1پررذیرفت: 

(Moreno et al., 2006) در ایرر  شرررایط بررا .

( A. persicusالد مراده )دانست  سطح پلوئیدی و

و نتاب هیبرید، سطح پلوئیدی والد نر تعیری  شرد 



 1398، سال 2، شماره 35-1جلد  ”نهال و بذر نژادیبهمجله ”

246 

هایی که در سطح پلوئیدی مش ص شرده و توده

نبودند از روند بررسی به عنوان والرد نرر حرذف 

( تعیرری  دقیرر  والررد نررر برره کمررک 2شرردند. 

نشررانگرهای ملکررولی بررا توانررایی تشرر یص آلررل 

 اختصاصی.

 : نتررررررایج حاصررررررل از تلاقرررررری دسررررررتی

 ایگونرررررهامکررررران تلاقررررری موفررررر  بررررری 

A. persicus  ×A. officinalis  به منوور انتقرال

بره گونره  A. persicusصفات از گونره خرودرو 

همچنری   وجرود داشرت. A. officinalisتجاری 

نتایج حاصل از بررسری الگوهرای چندشرکلی و 

توانرایی  AG8یرابی نشران داد کره نشرانگر توالی

را در  bp 232ل به طرو تش یص آلل اختصاصی

و آللی اختصاصری بره طرول  A. persicusگونه 

bp187  را در گونهA. officinalis  داشت. چهار

گیرراه از مجمرروع نترراب حاصررل از تلاقرری دسررتی 

دارای هررر دو آلررل اختصاصرری بودنررد کرره ایرر  

گیرری ژنروم ایر  نتراب از موضوع بیرانگر شرکل

. بررودترکیبرری از ژنرروم گونرره وحشرری و تجرراری 

یرابی بررای نتراب حاصرل از تروالی تیجهن 1شکل 

با توجره بره  دهد.هیبرید و غیرهیبرید را نشان می

هررای غیرجنسرری در گیررری جنرری احتمررال شررکل

افشررانی مارچوبرره، احتمررال بررروز خطررا در گرررده

افشررانی پایرره مرراده بررا دسررتی، احتمررال گرررده

هررای طبیعرری و تأثیرپررذیری زیرراد افشررانگرررده

ز شرررایط محیطرری نشررانگرهای مورفولرروژیکی ا

 انجررررررام ایرررررر  امررررررر ضررررررروری اسررررررت

(Kanno and Yokoyama, 2011). 

 TC6نشرانگر  افشانی آزاد:نتایج حاصل از گرده

تش یص نتاب  برایی چندشکلی مطلوبی را الگو

افشرانی آزاد تولیرد کررد. هیبرید حاصل از گرده

در مورد ایر  نشرانگر الگروی نروع اول مشراهده 

 ی گونرررررهگردیرررررد. در ایررررر  الگرررررو، بررررررا

A. persicus  بانرردی تقویررت شررد کرره دارای

اختلاف اندازه مشهود و قابل تشر یص برا سرایر 

هرای دیگرر برود باندهای تولید شده بررای تروده

. همچنرری  برره منوررور تأییررد نتررایج (A2)شررکل 

ریرزی دیگرری پایره PCRحاصل شده واکرنش 

در ایر  ب رش از ، B2گردید. برر اسراس شرکل 

 A. persicus ای گونرهگیراه برر 10ترکیب ژنوم 

(APe) گیرراه برررای گونرره 10، ترکیررب ژنرروم 

A. officinalis (AO6) چهررار گیرراه هیبریررد ،

ای حاصل از تلاقی دسرتی کره یکری از گونهبی 

 برود و اصرالت  A. persicusها گونره والدی  آن

هررا از قبررل برره کمررک تشرر یص هیبریرردی آن

های اختصاصی والدی  در نتراب تاییرد شرده آلل

گیررراه  12و  (AA1و  AP1 ،AP2 ،AP3)د برررو

استفاده شد.  (12-1)افشانی آزاد حاصل از گرده

بررای  TC6رفرت نشرانگر همانطور که انتوار می

 تشکیل یک A. persicusگیاه گونه  10ترکیب 

 A. officinalisگیرراه  10بانررد، برررای ترکیررب 
 و بررای هیبریردهای حاصرل از تشکیل یک باند

گیاه  12و باند داد و از بی  تلاقی دستی تشکیل د

گیرراه را  نررهافشررانی آزاد تعررداد حاصررل از گرررده

 ای تش یص داد.گونههیبرید بی 

گیررراه، حاصرررل از  44در مجمررروع تعرررداد 

مرورد  TC6افشانی آزاد به کمک نشرانگر گرده

گیراه بره عنروان نتراب 15بررسی قررار گرفرت و 
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  A. persicus A. officinalis ×برای تلاقی  AG8کر نتایج حاصل از بکارگیری مار -1شکل 

(a  والد ماده هموزیگوتA. officinalis  ،(b والد نر هموزیگوتA. persicus   ،(c  تایید ماهیت هیبریدی گیاهF1  حاوی
 فقط حاوی آلل والد ماده )هموزیگوت(. 1Fغیرهیبریدی گیاه  ماهیت )dهر دو آلل والدینی )هتروزیگوت( و 

Fig. 1. Results of employing AG8 marker for A. officinalis × A. persicus cross 
a) homozygote female parent A. officinalis , b) homozygote male parent A. persicus , c) Confirmation of 
the hybrid nature of F1 plant containing both parental alleles (heterozygote) and d) Non-hybrid nature of 
F1 plant only contains female parent allele (homozygote). 

 

 

 

 

 

 

 
 TC6 (B) آزمون تایید عملکرد بهینه نشانگر  TC6 ,(A)الگوی چندشکلی برای نشانگر   -2شکل 

Fig. 2. Polymorphic pattern for TC6 marker (A), and optimized performance test of 
TC6 marker (B) 

 

 ای تشر یص داده شرد. برا توجرهگونههیبرید بی 

برره ایرر  موضرروع درصررد هیبریداسرریون برررای  

درصد ارزیرابی  09/34میزان  A. persicusگونه

گردید. نتایج حاصل از بررسری سرطح پلوئیردی 

افشانی آزاد نشان داد نتاب هیبرید حاصل از گرده

و ای  موضروع  ندبودا دیپلوئید که تمامی هیبرید

به ای  معنا است که برا توجره بره دیپلوئیرد برودن 

(، سطح پلوئیدی والد نر A. persicusوالد ماده )

، A. persicusنیز دیپلوئید است. به استثنای گونه

نیز  A. verticillatusو A. officinalisهای گونه

هیبریرد  15دیپلوئید هستند. بنابرای  والد نر برای 

در ای  پژوهش، یکری از ایر  دو به دست آمده 
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گونه بود که با تش یص آلل اختصاصری توسرط 

 قابل شناسایی بودند.  TC9و  AG8نشانگرهای 

نتایج حاصل از بررسی الگوهای چندشرکلی 

توانرایی  TC9یابی نشان داد کره نشرانگر و توالی

 تشررررر یص آلرررررل اختصاصررررری در گونررررره 

A. verticillatus  و نشررررانگرAG8  توانررررایی

هرا و ارقرام های اختصاصی در تودهایی آللشناس

باشرد. را دارا مری A. officinalisم تل  گونره 

 والرررد نرررر در پرررنج هیبریرررد، تررروده خرررودرو

A. officinalis (AO4 و در )هیبریرد دیگرر،  10

( AUرقم تجراری مارچوبره از کشرور آمریکرا )

بررود. نتررایج حاصررل از بکررارگیری نشررانگرهای 

 ژنتیکی هایهنموناز در طراحی شده برای گیاه پی

توانایی  101ACMمارچوبه نشان داد که نشانگر 

هرای مررورد نمونرههرای ژنری در شناسرایی مکران

را  A. persicusبررسری مارچوبره اعرم از گونره 

دارد. در مقابل سره نشرانگر طراحری شرده بررای 

تنهرا بررای همری  گونره   A. acutifoliusگونره 

تشکیل ها باندی هتولید باند کرد و برای سایر تود

 .نشد

 

 .SSRنشانگرهای ای وحشی، گونهای،هگونهتلاقی بی  مارچوبه ایرانی، های کلیدی:واژه
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