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  ژنتيكيفرنگي ايران با استفاده از نشانگرهاي اپيبررسي تنوع ژنتيكي ارقام وحشي توت
   االله پيردشتيسيد حميدرضا هاشمي، يوسف قاسمي، قربانعلي نعمت زاده، همت

  پژوهشكده برنج و مركبات، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري 
ژنتيك است كه با استفاده از تغيير الگـوي بيـان ژن در سطــح    هاي ايجاد تنظيمات اپيين راهيكي از مهمتر DNAمتيلاسيون 

فرنگي هاي توتدر اين تحقيق جهت شناسايي ژنوتيپ. گرددپذيـري و پايداري گياه در شـرايط جديد مـيژنوم سبب انعطاف
 6فرنگـي شـامل   ژنوتيپ تـوت  17بدين منظور . استفاده گرديد )DNA )MSAPايران از نشانگرهاي حساس به متيلاسيون 

با استفاده از دو آنزيم ايزوشيزومر كه بـه   MSAPآناليز . ژنوتيپ وحشي مورد بررسي قرار گرفتند 11واريته تجاري به همراه 
. الگوي مختلف متيلاسيون در اين بررسي مشاهده گرديـد  3. حساسند صورت گرفت CCGGدر جايگاه  DNAمتيلاسيون 

بيشترين فراواني متيلاسـيون،  . بخش اعظمي از باندهاي اين تحقيق را به خود اختصاص داد) عدم متيلاسيون( Iتيپ  باندهاي
بـوده   IIIبيشتر از تيـپ   IIميزان تنوع مشاهده شده در باندهاي تيپ . مشاهده گرديد CpGيا متيلاسيون  IIدر باندهاي تيپ 

هـاي مختلـف   دهـد ژنوتيـپ  نتايج نشان مـي . باشدمي CpCpGو  CpGيگاه كه به ترتيب بيانگر متيله شدن سيتوزين در جا
برخوردار بوده كه اين الگوهاي متيلاسـيوني احتمـالا     Hpa II و Msp Iهاي هايفرنگي، از حساسيت متفاوتي به آنزيمتوت

  . باشدهاي تنظيم ژني آنها مرتبط ميبا مكانيسم
   مقدمه

-عدد مي 7هاي پايه آن ، كه داراي سطوح پلوئيدي مختلف بوده و تعداد كروموزومگونه مختلف 20فرنگي شامل جنس توت

هاي آن وزمـرومـداد كـرويند گونه وسكا بوده و تعهاي شمال ايران ميفرنگي ايران كه در جنگلهاي وحشي توتگونه. باشد
فرنگي وسگا در نوار ساحلي و شمالي ايران تهاي مهم رويش و تنوع تويكي از خاستگاه اينكه، با توجه به. باشدعدد مي 14
با توجه به . باشددسترس مي ي آنها دريفيزيكوشيميا و خصوصيات مرفولوژيبندي،طبقهمتاسفانه اطلاعات اندكي از  ،بوده

بنظر ها امري ضروري اهميت حفاظت از ذخاير ژنتيكي و استفاده از پتانسيل ارقام وحشي، شناسايي و طبقه بندي اين اكوتيپ
ژنتيكي يكي از تغييرات اپي. باشدمي  DNAژنتيك در واقع تغيير در الگوي بيان ژن بدون تغيير در تواليتغييرات اپي. رسدمي

كه بعنوان يكي از  )1( كندتنظيم ميخود را   DNAكه بواسطه آن مولكول است DNAشدن معمول در گياهان و جانوران متيله
 با توجه به نقـش كليدي). 2، 3(ود ـشيـم در نظـر گرفـتهي ـوتـدر موجودات يوكاري يان ژنهاي مهم در تنظيم بمكانيسم

-در گياهان با تكامل خاص كه از سطوح مخلف پلوئيدي برخوردارند جنبه DNAارزيابـي متيلاسيون  ،يـژنتيكيـتغييرات اپ

   .نمايدژنتيكي را در سطح ژنوم ترسيم ميهاي جديدي از روابط ژنتيكي و اپي
  

  هاروش و مواد
واريته  4هاي استان مازندران ، گلستان، گيلان و آذربايجان شرقي و نمونه وحشي از مناطق مختلف جنگل 11در اين تحقيق 

 DNAاستخراج . ندآوري گرديدرقم تجاري سلوا و كاماروسا جمع 2همراه ه محلي دلندي، گيلاسي، اتابكي و كردستان ب
از  DNAجهت تشخيص و بررسي چندشكلي ناشي از متيله شدن . صورت گرفت QIAGENكيت  ژنومي با استفاده از

 ,Alpha DNA, Montreal( تركيب آغازگري 10در اين مطالعه از تعداد . دشيرات استفاده ـبا مقداري تغي  MSAPتكنيك

Canada (يري از ـري محصولات تكثبه منظور مشاهده الگوي نوا .برگرفته از روش سالمون و همكاران صورت پذيرفت
يزي ژل به ـآمروفورز رنگـپس از الكت. استفاده گرديد %6 سازواسرشته آميداكريلژل پليو  Sequi-Gen GT Cell دستگاه
 ,Imaging densitometer (GS-800 ترـباندي بدست آمده با استفاده از دستگاه دنسيتوموي ـو از الگ راـاج نيترات نقرهروش 

BioRad, USA) شدبرداري تصوير . 
  

  نتايج و بحث 
قرار داشتند صورت  bp 800-150ي كه در محدوده باندي طعاتي با قآغازگرتركيب  10با استفاده از  MSAPدر مجموع آناليز 

وضعيت متيلاسيون در  EcoR I + Msp Iو  + Hpa II EcoR Iهاي با استفاده از مقايسه الگوي باندي ناشي از آنزيم. گرفت



۴۶ 
  دانشگاه صنعتي اصفهان،1390شهريور ماه  17تا  14 ،هفتمين كنگره علوم باغباني ايران

  
مشاهده گرديد به سه  MSAPدر اين تحقيق الگوهاي مختلف متيلاسيون كه در آناليز . بررسي گرديد CCGGاه برشي جايگ

وجود باند در هر دو واكنش آنزيمي بعنوان عدم متيلاسيون در جايگاه برشي لحاظ گرديد كه : Iتيپ ) 1: (دسته تقسيم گرديد
و نبود آن در  EcoR I + Msp Iوجود باند در واكنش : IIتيپ ) 2. (داد بخش اعظمي از باندهاي اين تحقيق را بخود اختصاص

Hpa II EcoR I + هاي داخلي در هر دو رشته دهنده متيله شدن سيتوزيننشانDNA در حالي كه ) 3. (در نظر گرفته شد
ن خارجي در يك رشته بعنوان متيلاسيون سيتوزي EcoR I + Msp Iو نبود آن در واكنش  + Hpa II EcoR Iوجود باند در 

بيشترين فراواني  )1شكل ( توليد نمودند باند 420تركيب پرايمري مورد استفاده در مجموع  10از . كدگذاري گرديد
شدن بازهاي سيتوزين در مكانيسم متيله. يا متيلاسيون سيتوزين داخلي قابل مشاهده است IIمتيلاسيون، در باندهاي تيپ 
در ). 4(باشد هاي مختلف گياهي از ميزان متفاوتي برخوردار ميها و بافتست هر چند در واريتهتنظيمي گياهان امري رايج ا

فرنگي استفاده گرديد كه هاي وحشيف محلي و تجاري توتتعيين اثانگشت ژنوتيپدر  MSAPاين تحقيق از قابليت تكنيك 
در تحقيق حاضر اثر انگشت متيلاسيون . د نمودندايجا CGدر جايگاه  DNAوقايع متيلاسيون اثرانگشت منحصربفردي را از 

DNA باشد از طرف ديگر مقادير متفاوت پذيري ژنومي ميفرنگي ناشي از پديده تغييرهاي مختلف توتژنومي در اكوتيپ
 هاي تنظيميدر اين بررسي احتمالا حاكي از وجود مكانيسم IIIتيپ و  IIتيپ ، Iتيپ  چندشكلي مشاهده شده در باندهاي

  . باشدمتفاوت در سطوح مختلف متيلاسيون مي
  

- نمونه توت 17در  EcoR I + Msp Iدر واكنش  EcoRI (AAG) / HM (TCAC)نمونه ژل حاصل از تركيب آغازگري :  1شكل 

  ..فرنگي
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Abstract: 
DNA methylation is one of the most important epigenetic modifications which lead to 
stability and plasticity of organism. In this study, 17 accessions of Iranian strawberry 
including 2 commercial varieties, 4 native varieties and 11 wild accessions were 
characterized by methylatiom sensitive amplification polymorphism (MSAP) markers. 
MSAP analysis was accomplished based on two isoschizomer enzymes that sensitive to 
cytosine methylation in CCGG site. In this investigation, three different types of methylation 
statuses were observed. Although type I (no methylation) fragment has highest frequency, the 
most frequency of methylation events were observed in Type II (CpG) bands. Type II bands 
was more diverse than type III bands, that were demonstrated that the methylation status 
occurs in CpCpG and CpG sites, respectively. Our data showed that strawberry accessions 
have differential sensitivity to Msp I and Hpa II enzymes, which these methylation patterns at 
CG sites probably related to their gene regulatory mechanism. 
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