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  بررسي تنوع درون گونه اي در كيوي فروت با استفاده از نشانگرهاي مولكولي
  )3( زهرا موحدي )2( ، فريبرز زارع نهندي)1( اسد اسدي آبكنار
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گياهي دوپايه است كه از لحاظ سيتولوژيكي و ويژگي هاي گياهي دو پايه نر و ماده ) Actinidia deliciosa(كيوي فروت 
تعيين هويت رقم هاي مختلف درون گونه اي و جدا سازي جنس نر از ماده، . قبل از گل دهي از هم قابل تشخيص نيستند

هدف از اين تحقيق آن است كه به كمك نشانگر . در طبقه بندي ژرم پلاسم و به نژادي كيوي محسوب مي شود اولين مرحله
هاي مولكولي تنوع ژنتيكي ارقام كيوي مشخص گردد و با استفاده از نشانگر وابسته به جنس، جنس نر از جنس ماده سوا 

و دو رقم نر ’Monty‘ و  ’Abbott’ ، ‘Bruno’  ، ‘Hayward’، ‘Allison‘به همين منظور پنج رقم ماده شامل . شود
 و   DNAكلروپلاست  RAPD، PBR (PCR-RFLP)سه روش . انتخاب شدند ’Matua‘و  ’Tomuri‘ شامل  
PCR با آغازگرهاي مستقيم SCARs (Sequence-characterised amplified regions)  مورد مقايسه قرار گرفتند .

؛ ) Smyf-Smyr(مستقيم با جفت آغازگر PCR در آزمايش . د شكلي به دست نيامدچن  PBRو  RAPD با روش هاي
 و’Hayward’ ، ‘Monty‘ با الگوي باندي يكسان از ارقام ’Matua‘و ’Bruno’،‘Tomuri’،  ‘Abbott‘ ارقام

‘Allison’با استفاده از جفت پرايمر. تفكيك شدندSmyr1 –Smyf1   يك قطعهbp 900  در رقم‘Tomuri’ را از  آن
  .از اين يافته شايد بتوان براي  تعيين جنسيت نهال هاي بذري پيش از گلدهي استفاده كرد. ارقام ديگر سوا نمود

  Cultivar Identification, Kiwifruit, Molecular markers: كلمات كليدي
  مقدمه

گياهي چند . و بومي چين مي باشد Actinidiaceaاز خانواده ) Actinidia deliciosa var. deliciosa(كيوي فروت   
از رقم هاي معروفي هستند كه به  ’Monty‘و ’Abbott’ ،‘Bruno’ ،‘Hayward‘رقم هاي .  ساله و تاك مانند است

دو پايه بوده و چون از لحاظ   Actinidiaهمه گونه هاي جنس ). Ferguson ،1990(طور وسيع پرورش مي يابند 
هاي نر از ماده قابل تشخيص نيستند،  نمي توان جنسيت نهال هاي بذري را قبل از گل دهي  سيتولوژيكي و مورفولوژيكي پايه

نهال هاي % 50عقيده بر اين است كه . سال طول مي كشد 4-5گياه حاصل از كاشت بذر نيز )  گلدهي(بالغ شدن . تعيين كرد
گونه اي و جدا سازي جنس نر از ماده اولين تعيين هويت رقم هاي درون  ). 1998و همكاران،  Gill(بذري نر مي باشند 

در دنيا برنامه هايي براي توسعه رقم هاي جديد فراهم . مرحله در طبقه بندي ژرم پلاسم و به نژادي كيوي محسوب مي شود
سته به هدف از مطالعه اخير آن است كه با استفاده از نشانگر هاي مولكولي واب.  آمده اند اما دو پايگي  يك مشكل عمده است

جنس در كيوي فروت،  جنس نر از جنس ماده سوا  شود  تا پس از  كاشت  بذر و توليد  جمعيت نهال هاي بذري،  اين دو 
نشانگر هاي ژنتيكي پيوسته به جنس، اغلب به طور مناسبي در برنامه هاي به نژادي به . جنس از يكديگر قابل تفكيك باشند

  ).2001 و همكاران، Shirkot(فروت را امكان پذير مي سازند كار مي روند و تشخيص دو پايه كيوي 
  مواد و روش ها

و دو رقم نر ’Monty‘ و  ’Abbott’ ،‘Bruno’ ،‘Hayward’، ‘Allison‘پنج رقم كيوي فروت ماده شامل 
نگرهاي از مناطق كيوي كاري رامسر و تنكابن براي تعيين تنوع ژنتيكي با استفاده از نشا ’Matua‘و  ’Tomuri‘شامل

از نمونه هاي برگي با استفاده  DNAاستخراج . مورد استفاده قرار گرفتند PCRو   DNAمولكولي وابسته به جنس، مبتني بر
و همكاران  Shirkotواكنش زنجيره اي پلي مراز براساس روش  RAPDدر آزمايش . از كيت شركت كياژن انجام گرفت

 ACGGACCTCA '5و OPN-05 )  ( 'ACTGAACGCC 3'5: ند ازتوالي آغازگرها عبارت. انجام پذيرفت) 2001(

3')( .OPU-01  
 و  MspI(واكنش زنجيره اي پلي مراز و سپس هضم آنزيمي با دو آنزيم برشگر چهار بازي  PCR-RFLPدر آزمايش 

(TaqI   و يك آنزيم برشگر پنج بازي)HinfI ( براساس تحقيق انجام شده توسطAsadi Abkenar  و همكاران)2004 (
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 : توالي آغازگرهاي مورد استفاده عبارتند از. براي ژنوم كلروپلاست انجام گرفت

5'ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGCAAGT3') (rbcl     و                              
)ORF106 (5'ACTACAGATCTCATACTACCCC3 .  
و   Gillاساس تحقيق انجام شده توسط  واكنش زنجيره اي پلي مراز بر SCARs مستقيم با آغازگرهاي PCR براي  

  :انجام پذيرفت، توالي آغازگرهاي مورد استفاده عبارتند از) 1998(همكاران  
Smyf (5'GACGCGAACCCGGCAAGTCGAAC3'),                                                      Smyr 

(5'GACGCGAACCCACCCACATTTGAG3') 
Smyf1(5'TCGCAATTCGTTAGGGATGATGCG3'), 

Smyr1(5'CATAATCAACCATCCATAAAAAAACCAT3')   
  نتايج و بحث 

. به كار رفتند هيچ گونه باندي توليد ننمود RAPDكه براي نشانگر  OPU-01و OPN-05با  آغازگر هاي     PCRانجام  
 MspI  ، TaqI(و هضم آنزيمي توسط سه نوع آنزيم برشگر  PCR  پس از، كلروپلاست ژنوم PCR-RFLP در آزمايش

چند شكلي قابل تشخيصي برروي ژل آگاروز مشاهده نشد و قطعات ايجاد شده در دو رقم نر و پنج رقم ماده ) HinfIو 
  الگوي باندي پس از هضم آنزيمي فرآورده هاي:   1شكل ).  1شكل (مشابه بودند 

  PCR  به دست آمده با آغازگرهايrbcl-ORF106 .  
  تصاوير از چپ به راست عبارتندترتيب نمونه ها در كليه 

  ،  ’Bruno’،‘Monty’ ،‘Tomuri‘ سايز ماركر،: از 
 ‘Hayward’ ،‘Allison’، ‘Matua’ و ‘Abbott’  

  
 ، ’Bruno’، ‘Tomuri‘ ؛ ارقام) Smyf-Smyr(با استفاده از جفت آغازگر   SCARs،مستقيم توسط آغازگرهاي PCR با

 ‘Abbott’ و‘Matua’ كسان از ارقامبا الگوي باندي ي ‘Hayward’ ، ‘Monty’ و ‘Allison’ 2شكل (تفكيك شدند -
  ). الف

 PCRباند هاي حاصل از :  2شكل 

  بدست آمده با آغازگرهاي 
   SmYr و  SmYf )الف
                             SmYr1وSmYf1 ) ب
در  bp 900با تكثير يك قطعه  Smyf1 و Smyr1ب نشان داده شده است جفت آغازگر - 2همچنين همانطور كه در شكل  

  .آن را از ارقام ديگر سوا نمود‘  ’Tomuriرقم نر
Shirkot    براي تعيين جنسيت در كيوي با نشانگر هاي ) 2001(و همكارانRAPD نوع آغازگر در مرحله اول و   34، از

د شكلي وابسته به جنس نر چن OPU01و OPN05نوع انتخاب شده در مرحله دوم استفاده كردند كه دو آغازگر  21سپس 
. هيچ باندي به دست نيامد PCRدر آزمايش اول اين تحقيق دو آغازگر اخير مورد استفاده قرار گرفتند اما بعد از . نشان دادند

 10(استفاده از آغازگر هاي كوتاه : مربوط باشد كه دلايل آن عبارتند از  RAPDاين موضوع مي تواند به عدم تكرار پذيري 
ي الگو كه باعث تكثير غير اختصاصي و  DNAاتصال آغازگرها به ) درجه سانتي گراد 36- 42(، دماي پايين )تيدينوكلئو

  . تصادفي برخي از نقاط مي شود و حساسيت فوق العاده به آلودگي

           

  )ب(                   )الف(      
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ست به كلروپلا DNAبا آناليز ) 2004(و همكاران   Asadi Abkenarدر آزمايش دوم ، براساس تحقيق انجام شده توسط  
براي اين منظور از جفت آغازگر .  بررسي نماييم هدف آن بود كه چند شكلي را در رقم هاي نر و ماده  PCR-RFLPروش 

rbcl-ORF106  استفاده شد ولي پس ازPCR با توجه به اين كه از تعداد . و هضم آنزيمي چند شكلي به دست نيامد
انتظار مي رود كه با بكارگيري تركيب آغازگرها و آنزيم هاي بيشتر بتوان محدودي تركيب آغازگر و آنزيم برشگراستفاده شد، 

نتيجه اين كار مي تواند در تائيد هويت هيبريدها مورد استفاده قرار گيرد، .  دو رقم نر را از يكديگر واز ارقام ماده سوا نمود
دري به ارث مي رسد، همچنين اگر در نتاج كلروپلاست از والد پ DNAدر كيوي ) 1999(و همكاران  Chatزيرا طبق نتايج  

يك تلاقي معين نشانگر مولكولي مربوط به پدر مشاهده شود مي توان يقين حاصل كرد كه آلودگي به گرده ديگر كه توسط باد 
  .يا زنبور عسل به وجود مي آيد، وجود نداشته است

كه با توسعه نشانگر هاي وابسته به جنس تعيين ) 1998(و همكاران   Gillدر مرحله سوم، براساس تحقيق انجام شده توسط  
 Smyf1-Smyr1 و   Smyf-Smyrرا دنبال مي كردند، دو جفت آغازگر   Actinidia  chinensis گونه  جنسيت در

مشاهده شده در   bp900قطعه  . از پنج رقم ماده و ديگر رقم نر سوا گرديد ’Tomuri‘،  رقم PCRپس از . انتخاب شدند
مشاهده نشد اين درحالي است كه قطعه اخير به عنوان نشانگر تعيين كننده جنس نر  ’Matua‘در رقم نر  ’Tomuri‘رقم 

در به نژادي كيوي از نتيجه اين تحقيق شايد بتوان براي تعيين جنسيت نهال هاي بذري با والد پدري . معرفي شده بود
‘Tomuri’ سال طول مي كشد تا نهال بذري  5با توجه به اين كه حدود . ه كرددر زماني كه تنها دو يا چند برگ دارند استفاد

به بار بنشيند، وقت و هزينه زيادي صرف نگهداري نهال هاي نر مي شود كه محصولي توليد نمي كنند و اين از نظر اقتصادي 
در آخر پيشنهاد . ا گردديافتن نشانگر وابسته به جنس مي تواند باعث صرفه جويي در وقت و ديگر هزينه ه. به صرفه نيست

  .    با اين روش آناليز گردد تا صحت فرضيه بالا به اثبات برسد  ’Tomuri‘مي شود  جمعيتي شامل والد پدري
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