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  كاربرد نشانگرهاي ريزماهواره در بررسي تنوع ژنتيكي انار ترش ايران

  )4( ، محسن مردي)3( ، مهرشاد زين العابديني)2( ، محمد علي ابراهيمي)5و  1( مهربانو كاظمي الموتي
استاديار  -2 نور تهران، كارشناس آزمايشگاه ژنوميكس پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايراندانشجوي كارشناسي ارشد دانشگاه پيام  -5و  1

دانشيار پژوهشكده بيوتكنولوژي  -4 استاديار پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران -3دانشگاه پيام نور تهران، دانشكده علوم پايه و كشاورزي 
 كشاورزي ايران

اي پيرامـون تنـوع    رود، تاكنون مطالعه دقيـق و گسـترده   زرگترين صادر كنندگان انار دنيا بشمار مياينكه ايران يكي از ب عليرغم
ژنوتيـپ   10نشانگر ريز مـاهواره در   12در اين مطالعه، ابتدا كارايي . ژنتيكي و تعيين اصالت ژنتيكي انار صورت نگرفته است

ت نشانگر ريز ماهواره با بهترين چند شكلي، مورد استفاده قرار انار موجود در كلكسيون يزد بررسي شد و در ادامه تحقيق هف
و  SSR-MP26 آغازگرهـاي . ژنوتيپ انار ترش موجود در كلكسيون يزد ارزيابي شـد  238كارايي اين نشانگرها در . گرفت

SSR-MP39  بيشترين و كمترين  544/0و  907/0به ترتيب باPIC را در شـش   اي ژنوتيپ ها تجزيه خوشه. را نشان دادند
دهد كه كلكسيون انـار   اين تحقيق نشان مي .گروه تفكيك كرد كه تنوع ژنتيكي بالاي ژنوتيپ هاي انار ترش ايران را نشان داد

يزد ممكن است، داراي ژنوتيپ هاي يكسان با اسامي مشابه بوده و ژنوتيپ هاي مورد بررسي نيز از اخـتلاط ژنتيكـي بـالايي    
گردد كه در مطالعات بعـدي از تعـداد آغازگرهـاي ريزمـاهواره      تر پيشنهاد مي كسب اطلاعات دقيق به منظور. برخوردار باشند

  .بيشتر و اطلاعات مورفولوژيكي استفاده شود
  انار، تنوع ژنتيكي، نشانگر ريزماهواره: كلمات كليدي

  مقدمه
ترين خانواده گياهي    ت كه به كوچكاز شاخه پيدازادان و رده نهاندانگان اس .Punica granatum L علمي نامانار با 

امروزه، تعيين اصالت ژنتيكي  .)2010سوريانو و همكاران ( باشد و بومي ايران ميتعلق دارد ) Punicaceae(ها  دولپه اي
هاي نوين زيست فناوري در سطح ژنوتيپ گياه  محصولات باغي از سطح مورفولوژي و فنولوژي فراتر رفته و به وسيله روش

استفاده از نشانگرهاي دي ان آ به علت عدم تاثير پذيري از محيط و نمايان شدن در سطح دي ان آ از بهترين . گيرد صورت مي
ژنوتيپ خويشاوند انار  11، روابط ژنتيكي )1384(رحيمي و همكاران . باشد هاي موجود براي بررسي تنوع ژنتيكي مي روش

، به مطالعه همبستگي بين صفات )2007(زماني و همكاران . يابي قرار دادندمورد ارز AFLPايران را با استفاده از نشانگر  
. تجزيه كلاستر با استفاده از هفت عامل اصلي ژنوتيپ ها را به پنج كلاستر تقسيم نمود. كمي و كيفي ميوه انار پرداختند

وتيپ هاي با طعم شيرين از ژنوتيپ موقعيت ژنوتيپ ها در آناليز تري پلات با استفاده از سه فاكتور نيز موجب تفكيك ژن
 24، سطح تنوع موجود بين RAPDبا استفاده از نشانگرهاي ) 2006(سرخوش و همكاران . هاي با طعم ملس گرديد

بود و در تشابه  29/0و  89/0بالاترين و پايين ترين تشابهات بين ژنوتيپ ها به ترتيب . ژنوتيپ انار ايراني را بررسي كردند
هايي نظير  با دارا بودن ويژگي) SSRs(در حال حاضر، نشانگرهاي ريزماهواره . زير شاخه تقسيم شدند 4ها به ، ژنوتيپ 60%

توزيع مناسب ژنومي، چند شكلي بالا و ماهيت همبارزي، يكي از بهترين نشانگرهاي موجود در زمينه مطالعه تنوع و روابط 
هدف از اين تحقيق، ارزيابي كارايي نشانگرهاي ). 1999مراكچيمارس و (شود  ژنتيكي طيف وسيعي از گياهان محسوب مي

ريزماهواره در بررسي تنوع و روابط ژنتيكي ارقام و ژنوتيپ هاي انار ترش ايران و نيز ارزيابي دقيق ژنوتيپ هاي موجود 
  . بمنظور شناسايي نمونه هاي تكراري مي باشد

  ها مواد و روش
روش . ژنوتيپ انار ترش ايران موجود در كلكسيون انار يزد است 238يق شامل مورد استفاده در اين تحق گياهيمواد 

به منظور انتخاب . ترين روش، جهت استخراج انتخاب شد به عنوان مناسب BIONEERاستخراج به كمك كيت 
 10، در )دي و همكارانپيرسي(آغازگر ريزماهواره، كه از ژنوم انار جدا سازي شده بودند  12آغازگرهايي با كارايي بالا، ابتدا 

آزمايشات اوليه بر روي . نمونه تصادفي از ارقام انار ترش موجود در كلكسيون انار شهرستان يزد، مورد آزمايش قرار گرفتند
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به شركت مربوطه سفارش  IRD 700آغازگر انتخاب و جهت نشان دار شدن با  7تعداد . ژل آكريل آميد معمولي انجام شد
تايي  384ميكروليتر و در پليت  10در حجم  Bioradاي پليمراز با استفاده از دستگاه ترموسايكلر  يرهواكنش زنج. داده شد

سيكل  35دقيقه،  5درجه و مدت  94هاي حرارتي شامل يك مرحله واسرشت سازي اوليه در دماي  چرخه. انجام گرديد
. ي اتصال مشخص براي هر آغازگر انجام شدچرخه با دما 25و متعاقباً   Touch Downچرخه حرارتي 10حرارتي شامل 

 DNAدرصد و با كمك دستگاه  6آميد  محصولات حاصل از واكنش زنجيره پليمراز در الكتروفورزعمودي ژل پلي آكريل

Analyser 4300) (هاي حاصل از نشانگرهاي آلل. تفكيك و ارزيابي شدندSSR  به صورت صفر و يك امتيازدهي شدند
 PowerMarker ،NTSYS 2.02 3.25اي به كمك نرم افزارهاي  ي تنوع ژنتيكي، تجزيه خوشهها و ارزيابي شاخص

  .انجام گرديد
  نتايج و بحث 

با انجام آزمايشات اوليه و از مجموعه آغازگرهاي مورد استفاده، هفت آغازگر داراي چند شكلي مناسب در بررسي تنوع و 
آلل با ميانگين  8تا  2تعداد . آلل چند شكل مشاهده گرديد 30در مجموع، . ندها مورد استفاده قرار گرفت روابط ژنتيكي نمونه

آلل چند  8 با  MP26بيشترين تعداد آلل به آغازگر. آلل براي هر آغازگرها، در آغازگرهاي مورد استفاده مشاهده شد 7/3
توان گفت  مي, به نتايج بدست آمده با توجه. آلل چند شكل تعلق داشت 2با  MP39ها به آغازگر شكل و كمترين تعداد آلل

دهند، در نتيجه اين دو نشانگر  ، بيشترين شاخص چند شكلي را نشان ميPICبا بيشترين  MP26و   MP51كه، نشانگرهاي
بندي  به منظور گروه. توانند فاصله ژنتيكي ارقام و ژنوتيپ هاي انار را مشخص كنند بهتر از ساير نشانگرهاي استفاده شده، مي

با استفاده از   ايپلاسم انار ترش از ماتريس عدم تشابه ژنتيكي بر اساس ضريب آلل هاي مشترك و تجزيه خوشهژرم
به دست آمده با روش   ضريب همبستگي كوفنتيك مربوط به دندروگرام. استفاده شد NJو  UPGMAهاي  روش

UPGMA ،559/0  و با روشNJ ،35/0 بود، ولي با  55/0اين دندروگرام حدود با وجودي كه همبستگي كوفنتيك . بود
رينكون و همكاران . اين دندروگرام انتخاب شد, و جداسازي قابل توجيه ژنوتيپ ها% 1توجه به معني دار بودن در سطح 

دليل بر عدم , هاي مولكولي نشان دادند كه به طور كلي ضريب كوفنتيك پايين در تجزيه كلاستر با استفاده از داده, )1996(
تواند باشد، بلكه ضريب همبستگي كوفنتيك پايين ممكن است به دليل شرايط غير عادي در      رائي نمودار حاصل نميكا

ها در شش گروه  ، تمامي نمونهUPGMAاي به روش بر اساس تجزيه خوشه. هاي مولكولي باشد ها به خصوص داده داده
تشابه اسمي اين . باشد سفيد ايلام و ترش پوست سفيد كرمان ميگروه اول شامل دو ژنوتيپ ترش پوست . قرار گرفتند اصلي
اند، نشان دهنده اين است كه احتمالاً منشاء اين دو ژنوتيپ مشابه بوده و با انتقال  ها كه در يك گروه جداگانه قرار گرفته نمونه

ه دوم شامل شش ژنوتيپ مربوط به گرو. از يك منطقه به منطقه ديگر در فهرست ژنوتيپ هاي آن استان نيز قرار گرفته است
شود كه در اين گروه با بررسي اين دندروگرام، مشاهده مي. باشد هاي لرستان، كردستان، يزد، فارس، تهران و كرمان مي استان

وجود گذاري مشابه در كنار يكديگر هاي با ناماستاني و يا نمونه بنديارتباط خاصي بين قرارگيري ژنوتيپ ها بر مبناي تقسيم
هاي مازندران و چهار  در گروه سوم دو ژنوتيپ از استان. اندبندي شدهها به طور مستقل از اين عوامل طبقه نداشته و نمونه
هاي  ژنوتيپ از استان 14زير گروه اول . گروه چهارم شامل سه زير گروه است. اند كه تشابه اسمي نيز ندارند محال قرار گرفته

هاي فارس، يزد، كرمان و  ژنوتيپ از استان 30زير گروه دوم شامل. گيرد ستان و بلوچستان را در بر ميفارس، يزد، كرمان و سي
هاي فارس، يزد،  ژنوتيپ استان 24سيستان و بلوچستان، چهار محال و بختياري و لرستان است و زير گروه سوم نيز داراي 

بيشترين تعداد  ژنوتيپ  5ژنوتيپ است كه بعد از گروه  71ل در مجموع اين گروه شام. باشد مازندران، كرمان، هرمزگان مي
هاي مركزي و شرقي و  لازم به ذكر است كه اكثر ژنوتيپ هاي اين گروه مربوط به استان. ها را در خود جاي داده است

گترين گروه را هاي مختلف كشور است، كه بزر ژنوتيپ از استان 104كلاستر پنجم، دربرگيرنده . باشند جنوب شرقي ايران مي
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. شود ژنوتيپ است كه به دو زير گروه تقسيم مي 43كلاستر ششم نيز شامل . باشد دهد و شامل چهار زيرگروه مي تشكيل مي

رسد عدم مطابقت بين هاي مختلف نسبتاً مشابه بوده و به نظر مي هاي آماري به روش بطور كلي نتايج بدست آمده از تجزيه
آناليز . باشدهاي انار موجود ميپلاسمگذاري و خصوصيات ژنتيكي آنها از خصوصيات ژرم، نامهانواحي جغرافيايي نمونه

انجام شده بود، نشان داد كه منشا ) 1999(پلاسم انار تونس كه بر پايه خصوصيات ميوه توسط مارس و مراكچي ژرم
كه با ) جبير و همكاران(اي ديگر ين، در مطالعههمچن. رود جغرافيايي ارقام، معياري جهت تعيين گروه بندي آنها بشمار نمي

ها بندي ژنوتيپهاي تونس انجام شد، نويسندگان گزارش كردند كه دستهو بر روي ژنوتيپ AFLPاستفاده از نشانگرهاي 
اساس پلاسم موجود، بر هاي انار ترش ژرممطالعه حاضر نيز نشان داد كه نمونه. شان بوده استمستقل از منشا جغرافيايي

از آنجايي كه . شوند، زيرا ممكن است بر اساس نسب به يكديگر مرتبط نباشند هاي مشابه تفكيك نميگذاريها و يا ناممكان
ء دقيق اين گياهان شناخته شده نيست، اين احتمال وجود دارد كه انارهايي كه در يك منطقه جغرافيايي وجود دارند، در  منشا

ها از اين نتايج ناشي از جابجايي ژنوتيپ. ته و تحت نام جديدي در مقصد كشت شده باشنداصل از مكان ديگري منشا گرف
- هاي كشور و عمدتاً بر اساس خصوصيات مورفولوژيكي بوده كه اين امر لزوم دقت در زمان نام منطقه اصلي به ساير بخش

سازد ولوژيكي را در احداث كلكسيون آشكار ميها و همچنين لزوم استفاده همزمان از اطلاعات مولكولي و مورفگذاري نمونه
دهند كه از نظر فنوتيپي ها و تغييرات ژنتيكي در خصوصياتي نظير رنگ ميوه، شكل، اندازه درخت رخ ميزيرا برخي از جهش

ه شود كه همچنين بايد توج. به راحتي قابل شناسايي هستند، اما با استفاده از برخي نشانگرهاي مولكولي قابل تشخيص نيستند
تواند دليل عدم تناسب نشانگرهاي مولكولي و خصوصيات اي نيز مي برداري و توارث غير هستهتأثيرات بعد از نسخه

تواند در بنابراين انجام مطالعات مورفولوژيكي دقيق و يا مطالعه صفات فنولوژيكي برگ، گل و ميوه مي. مورفولوژيكي باشد
  . تيپهاي انار مثمر ثمر باشدحصول نتايج قابل اعتماد تر در ژنو
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Pomegranate (Punica granatum L.) is domesticated for the first time in the ancient Iran and 
has been cultivated since then and used as an important plant in the world due to its 
economical and medicinal importance. However Iran is a biggest exporter of pomegranate, 
there is no precise study on the genetic diversity and genetic background of this plant.  
Here, 12 SSR markers were studied on 10 genotypes of Iran’s pomegranate and we observed 
well polymorphism in seven primers. Then these seven markers were studied on 238 
genotypes of Irananian sour pomegranate deposited in Yazd collection.  
SSR-MP26 and SSR-MP39 showed the highest and lowest PIC, respectively. Cluster analysis 
separated the genotypes within 6 groups which show the high rate of genetic variation in sour 
Iranian pomegranate germplasm. This study suggested that Yazd germplasm might contain 
divergent genotypes with analogue names or vice versa. In order to get more precise 
information at future studies, we suggested the isolation of more SSR primers along with 
morpho-pomological information. 
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