
Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

86143زمستان / )الف(شماره چهارم/ جلد هفتم/ آب، خاك و گياه در كشاورزي: پژوهش كشاورزي

-----------------------------

ايريزماهوارههاي گيلاس ايراني با استفاده از نشانگرهايژنوتيپتنوع ژنتيكي ارزيابي

3ارشادياحمدو2عشرياثنيمحمود ، 1فرسادافسانه سادات

چكيده
رقـم  يـك ، رقم آلبالوگيلاسسهبه همراه نژادي بههاي در برنامهنظر مورد ايرانيرقم مهم گيلاس20ژنتيكي تنوع

هاي از برگDNAاستخراج . مورد بررسي قرار گرفتبا استفاده از نشانگرهاي ريزماهوارهرقم گيلاس خارجيپنجوآلبالو
جفـت آغـازگر   16اسـتفاده از  بـا حاصلDNAشد ومتغييرات انجابا اندكي )1987(جوان گيلاس با روش دويل و دويل

مـولار و تحـت شـرايط    7داراي اوره %6اكريلاميـد  از ژل پليمحصولات تكثير شده با استفاده .تكثير گرديدريزماهواره 
بر اساس حضور يا عـدم حضـور   هاالگوي باند. ندآميزي نيترات نقره قابل رويت گرديدو با رنگندواسرشتگي تفكيك شد

گين دهي شد و محتواي اطلاعات چندشكلي براي هر جفت نشانگر محاسـبه گرديـد و ميـان   صفر نمرهبا اعداد يك و باند 
. ندآلـل شناسـايي شـد   123متغير بود و در مجمـوع  6-9ها در جايگاه از تعداد آلل. برآورد شد65/0معادل چندشكلي 

ايخوشـه محاسبه و روش تجزيهNTSYSافزار استفاده از نرمو با ها بر اساس ضريب تشابه ژاكارد نمونهژنتيكي شباهت
نشـان دهنـده   كهگروه قرار گرفتند5رقم مورد مطالعه در 29ام حاصله،بر اساس دندروگر. بندي استفاده شدبراي گروه

هايي متفـاوت از ارقـام خـارجي    كه ارقام گيلاس ايراني در گروهبه طوري،بودآزمايشموردارقام وجود تنوع زياد در بين 
. باشدها ميبه فرد بودن آنو منحصر هاي خارجي گيلاسهاي ايران باقرار گرفتند كه تاييد كننده تفاوت زياد گيلاس

گيلاس، نشانگر ملكولي، تنوع ژنتيكي، ريزماهواره:هاي كليديواژه

همدان،سينابيوتكنولوژي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه بوعليكارشناسي ارشدجويدانش. ١
، دانشكده كشاورزي، دانشگاه بوعلي سينا، همدانباغبانيعلوم گروه و استادياردانشيارترتيببه. 3و 2
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قدمهم
بررسي تنوع ژنتيكي ارقام گيلاس در كشور ايـران  
به دليل قـرار گـرفتن در حـوزه جغرافيـايي خـاص ايـن       

اكثر ارقـام  ).3(ل، از اهميت زيادي برخوردار است محصو
رو در مقايسـه بـا ارقـام    ايـن ، ازگيلاس خودناسـازگارند 

از .)2(دهند تري نشان ميخودسازگار تنوع ژنتيكي بيش
تنـوع ژنتيكـي   براي بررسيمختلفي مولكولي نشانگرهاي 

نشانگرهاي مولكـولي  . استاستفاده شدهدر ارقام گيلاس 
، تنـوع  پـايين چندشـكلي  آيزوزايمي به دليل نشان دادن 

در .)14(دهنـد بين ارقام گـيلاس نشـان نمـي   زيادي در
م بومي گـيلاس را  تنوع ژنتيكي ارقا)1381(ايران بوذري 

هـاي  برنامـه الـدين مناسـب جهـت   به منظـور انتخـاب و  
و نژادي با استفاده از تكنيـك ايزوآنـزيم بررسـي كـرد    به

.)1(كارايي آن را در اين زمينه به اثبات رساند
نشان دادند كه نشـانگر  )1996(واربرتون و بليس

بــه دليــل تكرارپــذيري كــم، كــاربرد RAPD1مولكــولي
.)17(اسـت محدودي در شناسايي ارقام گـيلاس داشـته  

كه يكـي از  روشن ساختند )1999(سيپرياني و همكاران 
هـا  تـرين ماركرهـاي مولكـولي، ريزمـاهواره    قابل اطمينان

، صـحت و  چندشـكلي هستند كه به دليل سـطوح بـالاي   
 ـ    دقت  طـور وسـيعي بـراي    هبـالا و تكـرار پـذيري زيـاد، ب

هاي ژنتيكـي درختـان ميـوه    شناسايي ارقام و تهيه نقشه
هـاي كوتـاه   يا تـوالي هاريزماهواره. )7(شونداستفاده مي

بـارز و  هـم مولكولي از جمله نشانگرهاي 2(SSR)تكراري 
 ـ   طـور فـراوان   هچندآللي هستند كه در ژنـوم موجـودات ب

ــي ).11،16(شــونديافــت مــي ــي و لزون و )2000(داون
ــاران   ــانتيني و همك ــارايي  )2001(س ــه ك ــه ب ــا توج ب

ي مناسـب در  هاعنـوان نشـانگر  را بـه هـا آنهاريزماهواره
ــد  ــي كردن ــيلاس معرف ــاران .)6،9(گ ــوانگر و همك ديرل

را براي ارقام هلو طراحي ريزماهواره نشانگرهاي )2002(
ژنتيكـي ارقـام هلـو و    ها را در تعيـين تنـوع  و كاربرد آن

)2003(شـولر و همكـاران   . )8(كردنـد گيلاس بررسـي  
طراحي شده براي هلو را جهـت  SSRنشانگرهاي كارايي

اثبـات رسـاندند  شناسايي ارقام وحشي و اهلي گيلاس به 
تنـوع ژنتيكـي ارقـام    )2003(استراس و همكاران .)12(

1. Random Amplified Polymorphic DNA
2. Simple Sequence Repeates

3AFLPو SSRمختلف گيلاس را با كـاربرد نشـانگرهاي   

.)13(مورد مطالعه قرار دادند
جديدي SSRنشانگرهاي)2004(ووقان و راسل 
لاس وحشي و مطالعه جمعيـت  گيرا براي شناسايي ارقام

از نشـانگرهاي پـژوهش در ايـن  .)15(كار بردنـد ها بهآن
SSR   رقـم مختلـف   29به منظور مطالعه تنـوع ژنتيكـي

ــيلاس ــه (گ ــم آن20ك ــد رق ــي بودن ــا ايران ــين)ه ، تعي
چنين تعيين فاصـله  چندشكلي موجود در بين ارقام و هم

ــن  ژنتيكــي و خويشــاوندي آن ــارايي اي ــا اســتفاده و ك ه
ارقـام  يـابي تنـوع ژنتيكـي و شناسـايي    براي ارزهانشانگر

توانـد در  هـا مـي  نتايج اين گونه پـژوهش . گرديداستفاده
نـژادي گـيلاس و توليـد ارقـام     هاي بـه ريزي پروژهبرنامه

اسب و گسترش سطح باغات اين محصول مورد تجاري من
.استفاده قرار گيرد

هاروشووادم
گـيلاس رقـم 29هـاي جـوان   بـرگ برداري نمونه

از )آورده شـده اسـت  1جـدول  اسامي ارقام در (مختلف
باغ كلكسيون كمال آبـاد وابسـته بـه موسسـه تحقيقـات      

پـس از ثبـت   .گرديـد انجـام اصلاح و تهيه نهـال و بـذر   
طور جداگانه به ، نيم گرم از هر نمونه گياهي بهمشخصات

DNAوسيله ازت مايع منجمد شده و تا زمان اسـتخراج  

.داري شدنگه-ºC80در فريزر 
ــلاز  ــل و دوي ــت )10(روش دوي ــتخراج جه اس

DNAبـر اسـاس   .اسـتفاده گرديـد  هاي گيـاهي از نمونه
و شـدند پـودر ها در حضـور ازت مـايع  نمونهروش فوق

كـه ميكروليتـر از بـافر اسـتخراج   800به ميـزان سپس
-ميلـي 8.0Tris-HCLpH،20مولار ميلي100محتوي 

ــيم درصــد،NaCLمــولارpH8.0EDTA،4/1مــولار ن
)V/V(Mercaptaethanolβ- ،2درصد)W/V (PVP40

و گرديـد اضافههاآنبود بهW/V(CTAB(درصد 2/1و 
 ـ  دقيقـه سهبه مدت  در حمـام آبگـرم  هبـه صـورت وارون

ºC65 ـ تكـان داد  جهـت  . گـردد مخلـوط  كـاملاً اه شـد ت
بـه  ايزوآميل الكل و مخلوط كلروفورماز DNAاستخراج 

ها بـه  براي اين منظور نمونه. استفاده گرديد24:1نسبت 
ــدت  ــه در 10م ــه دور13000دقيق ــانتريفدر دقيق ژ وس

3. Amplified Fragment Length Polymorphism
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درصـد شستشـو   70به دست آمده با الكل DNA.شدند
داري و به مدت دو سـاعت در دمـاي اتـاق نگـه    د داده ش

با حجم مناسب TEبافر ، سپس درگرديد تا خشك شود
بـا  هر نمونـه  DNAغلظت گيري كمي اندازه.حل گرديد
بـا  بنفشفـرا تحت تابش اشعه اسپكتروفتومتراستفاده از
بـا  نانومتر انجام شد و سـپس 280و260هاي طول موج

نـانوگرم در ميكروليتـر   10آب مقطر اسـتريل در حـدود   
.گرديدتنظيم

هاتكثير ريزماهواره
جفت از آغازگرهـا كـه شـامل آغازگرهـاي     هشت

هستند از كتابخانه غني شده ژنومي ارقـام  BPPCTگروه 
جفت از آغازگرهـا يعنـي   هفت .)8(هلو انتخاب گرديدند
ــروه  ــاژي UCD-CHآغازگرهــاي گ ــه ف DNAاز كتابخان

جفـت آغـازگر  ششو )13(خابژنومي ارقام گيلاس انت
ــروه  ــه ) EMPA(گــــ ــوميDNAاز كتابخانــــ ژنــــ

Prunus avium ، سـاخت آغازگرهـا   .)15(شـدند انتخاب
توسـط شـركت   بالايي بودنـد  كه داراي چندشكلي نسبتاً

ــذيرفت)MWG(آلمــاني  ــردن . صــورت پ ــراي حــل ك ب
مـولار، مقـدار   ميلي100آغازگرها و ساخت محلول ذخيره

ها اضافه بق توصيه شركت سازنده به آنمطاTEلازم بافر 
مولار رقيق ميلي5شد و سپس توسط آب دوبار تقطير تا 

اسـتفاده  مشخصـات جفـت آغازگرهـاي   2جدول .شدند
.دهدرا نشان ميشده

PCRانجام واكنش 
به دليل انتخاب سه گـروه آغـازگر،   PCRواكنش 

واكـنش . با استفاده از سه پروتوكل مختلف انجام گرديـد 
PCR مربوط به آغازگرهاي گروهBPPCT،  15در حجـم

)2002(ميكروليتر مطابق پروتوكل ديرلوانگر و همكـاران  
ميكـرو  DNA،2/0نـانوگرم 20مقـدار  .)8(انجام گرفت

، MgCl2ميلـي مـولار   5/1با آغازگرهايك از از هر مولار 
و پليمـراز DNAواحـد  dNTPs ،7/0ميكرومـولار  200

پـس از اضـافه كـردن    مخلوط گرديـد و  10xبافر تجاري 
دسـتگاه  بـه يك قطره روغن معدني استريل به هر نمونه

. ساخت كشور آلمان منتقـل گرديـد  اپندورفترموسايكلر
ريـزي شـده بـود كـه     دستگاه مذكور به اين ترتيب برنامه

ــه   ــازي اولي ــت س ــك آن در)Denaturing(واسرش در ي
متعاقـب آن،  .انجـام شـود  ºC94اي دررخه يك دقيقهچ

ثانيه45چرخه به مدت 35شاملواسرشت سازي ثانويه
)DNA)Annealing، اتصال آغازگرها به رشـته  ºC94در 

سـنتز  DNAبسـط قطعـات   ،ºC57در ثانيه45به مدت 
نهايتـاً و ºC72در دقيقـه دو به مدت ) Extention(شده 

وسـيله  بهºC72در دقيقه چهاربه مدت يك چرخه بسط
.انجام گرديددستگاه 

مربــوط بــه آغازگرهــاي گــروه   PCRواكــنش 
UCD-CH ــر مطــابق پروتوكــل 12، در حجــم ميكروليت

PCR.)13(انجـام گرفـت  ) 2003(استراس و همكـاران  

5/12، در حجــم EMPAمربــوط بــه آغازگرهــاي گــروه 
)2004(ميكروليتر مطـابق پروتوكـل ووقـان و همكـاران     

ه از آغازگرهــا از در مــورد ايــن گــرو. )15(انجــام گرفــت
Touchdown PCRـ  شـيب دمـاي   ). 15(داستفاده گردي

. استذكر شده2اتصال مناسب براي آغازگرها در جدول 
ــر ــنج ميكروليت ــنج  PCRاز محصــولپ ــا پ ــه ب هــر نمون

ــر  ــذاري ميكروليت ــافر بارگ ــوي ب Formamide)95محت
ــد ــد5/0(Bromophenolblue، )درصـــــ و )درصـــــ

Xylenecyanol)5/0مــولار ميلــيعــلاوه ده بــه) درصــد
EDTAهـر نمونـه   پنج ميكروليتر از پس س. مخلوط شد

پلي اكريل ژل مورد استفاده . چاهك ژل بارگذاري شددر
كـه بـه   بـود مـولار اوره 7درصد واسرشت حاوي 6آميد 

ولـت 200مدت دو ساعت با ولتاژ ثابت ها به همراه نمونه
نيترات نقـره  ميزيآاز روش رنگنهايتاً.الكتروفورز گرديد

. در ژل استفاده شدDNAقطعات رويت جهت )4(

هـا و ارزيـابي   گذاري آلـل نمره(تجزيه و تحليل آماري 
) چندشكلي

با امتياز دهي يـك  باند هر حضور و يا عدم حضور 
ايعنوان الگو در نظر گرفته شد و تجزيه خوشـه بهو صفر

سـپس  . انجـام گرديـد  NTSYS-pc2.02توسط نرم افزار
.ترسيم شـد UPGMAدروگرام حاصل بر اساس روش ند

بـا اسـتفاده از   هـا هر يك از جايگاهPIC(1(شاخص تنوع 
ــول ــارانفرمـ ــتين و همكـ =−∑(بوسـ 21 PiPIC (

امين آلـل  iفراواني piمذكوردر فرمول). 5(محاسبه شد

1. Polymorphic Information Content
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. شـود داده مـي تعميمآلل nاست كه براي iبراي نشانگر 
BPPCT002قطعات ريزماهواره در مكان ژني چندشكلي 

.استنشان داده شده1در شكل 

و بحثنتايج 
پـژوهش  جفت آغازگر به كار رفتـه در ايـن   21از 

آغازگر قادر به توليد محصـول مـورد نظـر    جفت 16تنها
مختلـف  دلايـل بـه  باقيمانـده آغـازگر پنج جفت وبودند

كننـده  طـه هـاي احا متفاوت بـودن تـوالي  احتمالي مانند
در يك يا دو جايگاه اتصال ) Flanking region(ها جايگاه

در .مورد نظر را تكثير كننـد مكان ژني آغازگر نتوانستند 
بانـد تكثيـر   123رقم مورد مطالعه در ايـن پـژوهش   29
). 1جـدول  (متغيـر بـود   9-6هـا بـين   تعـداد آلـل  . شد

هـاي شده مربوط بـه مكـان  ترين تعداد آلل مشاهدهبيش
ــي  -BPPCT002 ،BPPCT039 ،BPPCT040 ،UCDژنـ

CH39 وUCD-CH12ــود ــيش.ب ــزان  ب ــرين مي PICت

8628/0و معـادل  -CH39UCDمكـان ژنـي   مربوط به
ارقام مجتهدي، حاج يوسفي، زرد دانشـكده، صـورتي   . بود

هتروزيگوسـيتي ترين نيز بيش19آلبالوگيلاس همدان و
در بـين  ) I(شـاخص شـانون   .اختصاص دادنـد خودرا به 

و ميـانگين  5000/0تـا  1667/0اي بين ها دامنهژنوتيپ
بندي ارقام با اسـتفاده از نـرم افـزار    گروه.داشت4583/0

NTSYSهاي اصلي هاي تجزيه به مولفهو به كمك روش
اي بر اساس الگوريتم دورترين همسـايه و  و تجزيه خوشه

.ضريب تشابه ژاكارد انجام شد
آمـده  دسـت هيك بالاي بضريب همبستگي كوفنت

اي بر اسـاس ضـريب تشـابه    به كمك روش تجزيه خوشه
نشان دهنده كارايي نسبي اين روش براي ) 85/0(ژاكارد 

) 2شـكل (براي بررسي ايـن نمـودار   .بندي ارقام بودگروه
تشابه رسـم شـد كـه نتيجـه آن     %73خط قطع از حدود 

در ارتباط با ارقام مشاهده فقط دو آلل .گروه بود5ايجاد 
. گيلاس ايراني ثابت نمود كه كليه ارقام ديپلوييد هستند

هـا تتراپلوييـد بـوده و در گروهـي     آلبالوها و آلبالوگيلاس
ــرار گ  ــورد بررســي ق ــد م ــام ديپلويي ــدمجــزا از ارق . رفتن

يـا بـه دليـل    (19آلبـالوگيلاس ها به استثناآلبالوگيلاس
آبـاد و يـا   يـوه كمـال  گذاري آن در كلكسيون ماشتباه نام

هاي ژني بررسي شده در شناسايي رقم عدم توانايي مكان

ارقـام  . همه در يك گروه يكسان قـرار گرفتنـد  )الذكرفوق
در يـك  1گيلاس خارجي هديلفينجن، لامبرت و اس كا 

نيز يـك گـروه   5ارقام بينگ و اس كا . گروه قرار گرفتند
بـه دليـل   19رقـم آلبـالوگيلاس   . مجزا را تشكيل دادنـد 

هاي ژنـي بررسـي   داشتن ژنوتيپ ديپلوييد در كليه مكان
احتمـالاً . شده در كنار ارقام گيلاس خارجي قـرار گرفـت  

گـذاري  اين رقم گيلاس بوده و اشتباها آلبـالوگيلاس نـام  
رقـم صـورتي لواسـان بـا     لازم به ذكر است كه . استشده
يك از آغازگرهـاي بررسـي شـده بـه دليـل تخريـب       هيچ

DNAتكثيـر نشـان نـداد و از    ن طي مراحل اسـتخراج آ
.حذف گرديد) 2شكل(نمودار تنوع ژنتيكي 

هـاي ژنـي   هاي مشخص شده در مكـان تعداد آلل
آلل متغير بود كه اين امر بـه احتمـال   6-9ريزماهواره از 

زياد بـه دليـل درصـد بـالاي خودناسـازگاري گـيلاس و       
ايجاد يـك  باشد كه منجر بهها ميافشاني در آندگرگرده

ارقـام  . استهاي اوليه شدهتنوع بالاي ژنتيكي در گيلاس
هاي مورد بررسي بر خـلاف ارقـام اروپـايي و    و سلكسيون

هاي كنترل شده بـين چنـد رقـم    آمريكايي حاصل تلاقي
افشاني آزاد از گردهمحدود گيلاس تجارتي نبوده و عمدتاً

تنـوع  توانـد دليلـي بـر    اند كه اين امـر مـي  دست آمدهبه
ها براي توان از آنميتر در اين ارقام باشد وژنتيكي بيش

منظـور توليـد ارقـام جديـد     هاي متنوع بهانتخاب ژنوتيپ
 ـ. استفاده كرد دهـد كـه   خـوبي نشـان مـي   هاين بررسي ب

آلي براي ارزيـابي تنـوع و   نشانگرهاي ريزماهواره ابزار ايده
رزيـابي  چند كـه ا هر. باشندها ميروابط ژنتيكي جمعيت

دقيق تنوع ژنتيكي بـا اسـتفاده از تعـداد زيـاد نشـانگرها      
يابد، با وجـود ايـن   همراه با صفات مورفولوژيك تحقق مي

نتايج نشان دادند كه مجموعه نشانگرهاي اسـتفاده شـده   
براي اهدافي نظير ارزيابي تنـوع و روابـط   پژوهشدر اين 

چنـين  هاي گيلاس سودمند بـوده و هـم  ژنتيكي جمعيت
توانند براي مديريت ذخاير توارثي از طريق شناسـايي  مي

در نهايـت بـا   . نام كارآمـد باشـند  هاي تكراري و همنمونه
ــا نشــانگرهاي تعيــين ژنوتيــپ و اثــر انگشــت گياهــان ب

گـران نباتـات،   ريزماهواره علاوه بر حفـظ حقـوق اصـلاح   
مـرزي ايـن ذخـاير ارزشـمند و     توان از تبادلات برونمي

غيرقــانوني از منــابع ژنتيــك ملــي كشــور هــاي اســتفاده
.جلوگيري نمود
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ارقام گيلاس استفاده شده در پژوهش: 1جدول
رقمرديفرقمرديفرقمرديف

)سانبرست(1اس كا 21سياه دانشكده11مجتهدي1
)سابيما(5اس كا 22سياه قزوين12حاج يوسفي2
لامبرت23صورتي لوسان13شعاع السلطنه3
بينگ24همدان14اراك4
هديلفينجن25سفيد رضاييه15سياه مشهد5
19آلبالوگيلاس شماره 26صورتي همدان16ابرده6
گيلاس دانشكدهآلبالو4627گيلاس 17رسسياه زود7
گيلاس بلغاريآلبالو2828گيلاس 18شبستر8
)رقم مونت مورينسي(آلبالو 29ريقرمز بلغا19شاملو9
رافت20زرد دانشكده10
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تعداد آللآغازگر
محتواي اطلاعات چندشكلي

)PIC(
دماي اتصال مناسب براي 

)سانتي گراد(آغازگرها
BPPCT00298264/063
BPPCT00584948/057
BPPCT026---
BPPCT03476759/057
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BPPCT038---
BPPCT03996780/054
BPPCT04096106/049
EMPA00476541/061
EMPA00565641/061
EMPA01574024/062
EMPA01877971/062
EMPaS0175735/062
EMPaS0265077/062

UCD-CH1188000/07/56
UCD-CH1298281/05/60
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UCD-CH3677563/05/60
UCD-CH3998628/05/60
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BPPCT002ماهواره در مكان ژني چند شكلي قطعات ريز:1شكل 

UPGMAرد و روش نمودار تنوع ژنتيكي بر حسب ضريب ژاكا: 2شكل 
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Assessment of Genetic Diversity of Iranian Sweet Cherry (Prunus avium L.) Genotypes
Using Micro-Satellite Markers

FARSAD1, A., ESNA-ASHARI2, M. and ERSHADI3, A.

Abstract
Genetic diversity of 20 important Iranian sweet cherry cultivars considerable for breeding

programs, together with 3 sour-sweet cherry, 1 sour cherry and 5 foreign sweet cherry cultivars 
were studied using micro-satellite markers. Extracted genomic DNA from sweet cherry young 
leaves was used for PCR and amplification. Amplified products were separated using 6% 
polyacrylamide gel containing 7M urea under denaturing conditions and visualized by staining with 
silver nitrate. Gels were then scored based on either the presence or absence of the bands, and 
polymorphism information content (PIC) for each SSR marker was determined. The number of 
alleles per locus ranged from 6 to 9 and totally 123 alleles were identified. Genetic diversity of 
cherry cultivars was estimated using NTSYS software program based on the Jaccard Similarity 
coefficient which was considered for cluster analysis. Cluster analysis placed the 29 cultivars in five 
groups, showing a high diversity between the cultivars, so that the Iranian sweet cherries were 
alighted quite different from the foreign cherries. Foreign cherries were grouped in different 
branches so other sour cherry and sour-sweet cherries.

Keywords: Sweet Cherry, Molecular markers, Genetic diversity, Micro-satellite
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