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  چكيده 

هاي اخيـر   در سال. باشد ن اصالت ژنتيكي ارقام كشت شده مي، نامشخص بودها باغ ها و يكي از معضلات مهم باغداران در خصوص احداث نهالستان
در اين تحقيق بـا اسـتفاده از   . است سوق يافته DNAدر انگشت نگاري ها نشانگراين در گياهان عالي به سمت استفاده از  DNAتكنولوژي نشانگرهاي 

از  ،نتـايج ايـن تحقيـق نشـان داد    . حاصل گرديد (Juglansregia) رقم گردوي ايراني 7رقم از  5در ، كليد شناسايي مولكولي SSRنشانگر مولكولي  30
- ABRIIو  WP-376نشـانگرهاي  . گردو مورد مطالعه بودنـد  ي اختصاصي ارقامشناسايي كليدهانشانگر قادر به  5نشانگر ريزماهواره گردو،  30مجموع 

WM-6 هاي  در رقمK72 ،Z30 ،Z53 ،Z60  وZ63 وجود غير يكنـواختي ژنتيكـي در بـين درختـان مـورد      . باندهاي چند شكل اختصاصي ايجاد نمودند
هاي  وسيله تجزيهه كليد هاي مولكولي اختصاصي ب. اين ارقام گرديد باعث عدم توصيه درختان مذكور به عنوان درختان مادري Z67و  B21مطالعه ارقام 

هاي شناسـايي مولكـولي ارقـام    با استفاده از كليـد . قل تاييد شدو نتايج اين تحقيق در دو آزمايشگاه مست ايجاد گرديد درخت مادري 39مولكولي بر روي 
  . گردد ها ميسر مي به منظور تاييد اصالت ژنتيكي آن در مرحله نونهالي عه امكان تشخيص اين ارقاممورد مطال

  
 اي ي مبتني بر مدل، تجزيه خوشهها روش، انگشت نگاريريزماهواره، گردو،  :كليدي هاي واژه
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 هـا، تيـره   اي از رده دولپـه  )Juglansregia(نـام علمـي    بـا  گردو
Fagales  ــانواده ــي Juglandaceaeو خــ ــد مــ ــردوي . باشــ گــ

گـردوي   مريكـاي شـمالي و  آمتعلق به شرق   (Juglansnigra)سياه
بالكـان در جنـوب شـرقي     بـومي  (Juglansregia) يا معمولي ايراني

 اروپا، مركز و جنوب غربـي آسـيا تـا هيمالايـا و جنـوب غربـي چـين       
هـاي نـر و    درختي تك پايه است كـه گـل  ) 2n = 32(گردو . باشد مي

اين درخت عمدتاً خودبارور و  .گردد ايجاد ميماده آن بر روي يك گياه 
. )2( گامي نيز در آن مشاهده شده استسازگار است كه البته دايكودگر

هاي گـردو   گريبانه .است ييگردو از نظر چوب داراي اهميت بسيار بالا
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 معاونت توليدات گياهي  وزارت جهاد كشاورزي، تهران -11و  10، 9
 
 

 اي، منبع مهمي براي قهوه –به علت دارا بودن مقدار زيادي رنگ زرد 
 ـ بـوده ردو سرشار از روغـن  مغز گ .رود رنگ به شمار مي صـورت  ه و ب

بـا توجـه بـه    . شـود  مـي  فـرآوري مصـرف  تـازه و   صـورت ه بگسترده 
هاي فراوان گردو در صنايع مختلف داروسازي، غذايي و صـنايع  كاربرد
توجـه بـه    ،نيز قدمت طـولاني ايـن گيـاه ارزشـمند در ايـران      چوب و

ارتقا كمي و برداري مناسب از منابع ژنتيكي و توسعه و حفاظت و بهره
ها و نيز ثبت و حفظ حقوق مالكيت معنوي و مادي اين گيـاه   كيفي آن

  .آيد بشمار ميضروري  ، امريمهم اقتصادي
بر اساس آخرين گزارش سازمان خواربار جهاني، چين بـا بـيش از   

را بـه خـود   ) بـا پوسـت  (تـرين توليـد گـردو     هزار تن بيش 1655508
 485000ش ايـران بـا حـدود    بر اساس اين گزار. اختصاص داده است

هزار تن به عنوان سومين كشور توليد كننده گـردو در جهـان معرفـي    
و بـه  ) گـردو بـدون پوسـت   (تن  59625آمريكا با صادرات . شده است

عنوان اولين كشـور صـادر كننـده گـردو     ه هزار دلار ب 359273ارزش 
 بر پايه اين گزارش ايـران در . بدون پوست در جهان معرفي شده است

  .استقرار نگرفته كشور صادر كننده گردو  20بين 
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  گردومشخصات نمونه هاي مورد مطالعه  -1جدول

 تكرار  نام رقم شماره شناسه تكرار  نام رقم شماره شناسه

110307  3 -53Z 19 110351 1 -21B 1 

110306 4 -53Z 20 113561 2 -21B 2 

113588 5 -53Z 21 110352 3 -21B 3 

110283 1 -60Z 22 110353 4 -21B 4 

110282 2 -60Z 23 113563 1 -72K 5 

110353 3 -60Z 24 113564 2 -72K 6 

113556 1 -63Z 25 113562 3 -72K 7 

113555 2 -63Z 26 110293 4 -72K 8 

113557 3 -63Z 27 110294 5 -72K 9 

110340 4 -63Z 28 110296 6 -72K 10 

110338 5 -63Z 29 110273 1 -30Z 11 

113558 6 -63Z 30 110271 2 -30Z 12 

110339 7 -63Z 31 113578 3 -30Z 13 

113581 1 -67Z 32 110272 4 -30Z 14 

110297 2 -67Z 33 110270 5 -30Z 15 

110300 3 -67Z 34 113580 6 -30Z 16 

113565 4 -67Z 35 110305 1 -53Z 17 

110307 3 -53Z 36 113560 2 -53Z 18 
  

هـا و   يكي از معضلات مهم باغداران در خصوص احداث نهالستان
زيـرا   ،باشد صالت ژنتيكي ارقام كشت شده مي، نامشخص بودن اها باغ

 ـ  رشد و تا زماني يههاي اول در سال باغيشناسائي ارقام  ه كه درختـان ب
از مواقع، باغداران چندين در بسياري . امري دشوار است ،اند بار ننشسته

كنند  د را براي كشت يك رقم خاص صرف ميسال وقت و سرمايه خو
و به اين  نبودهمورد نظر  نمونهو اين درحالي است كه رقم كشت شده 
از طـرف ديگـر،   . شود ها وارد مي ترتيب خسارت جبران ناپذيري به آن

ندارد، عدم مادري استا هاي قديمي، عدم دسترسي به باغ هاي باغوجود 
نقـل   اشـتباه در زمـان حمـل و   و  توليد كننـدگان نهـال  كافي آشنائي 

مشـكلات   تـرين  ، از مهـم به توليد نهالرشد فزاينده نياز و نيز ها  نهال
تعيين منشاء ژنتيك ارقام نه تنها از . باشد پيش روي باغباني كشور مي

بـراي  بلكه از نظر شناسايي روابط خويشـاوندي،  ، هاي احداث باغ جنبه
دستيابي به ارقام جديد اقتصـادي و مطـابق بـا نيازهـاي روز اهميـت      

 ييهـا  بنابراين طراحي هرگونه برنامه به نژادي و ايجاد باغ. زيادي دارد
هـاي   با ارقام مـورد نظـر و گـواهي شـده مسـتلزم شناسـايي ويژگـي       

كه اغلـب محصـولات باغبـاني     رغم اين علي. استاختصاصي هر رقم 
 ـرو مـي  بـه شـمار   كشـور حصولات صـادراتي  ترين م جزء مهم د، امـا  ن

گونه شناسنامه دقيقي براي تعيين اصالت ژنتيكي و حفـظ حقـوق    هيچ
  .ها در كشور وجود ندارد مالكيت اين ذخاير توارثي گرانب

هــاي شناســايي ارقــام مبتنــي بــر خصوصــيات  در گذشــته، روش
در جـز  ولـي   ،مورفولوژيك برگ، ميوه، هسته و مغز هسته استوار بـود 

بـه تنهـائي    و بيوشيميايي استفاده از صفات مورفولوژيك ،موارد خاص
از  در ايـن ارتبـاط نينـوت و آلتـا     .باشـد  براي شناسايي ارقام كافي نمي
هـاي   ايي و تعيين روابط ژنتيكي ژنوتيـپ نشانگرهاي ايزوزيم در شناس

نيـز تنـوع    ارزانـي و همكـاران  . )15( گردوي ايرانـي اسـتفاده نمودنـد   
ــپ ــوژي ژنوتي ــفات    مورفول ــتفاده از ص ــا اس ــران را ب ــومي اي ــاي ب ه

هـاي اميـد بخـش، مـورد      ه منظور شناسـايي ژنوتيـپ  مورفولوژيك و ب
هاي اصلاحي  ياهان را براي استفاده در برنامهمطالعه قرار داده و اين گ

از  ،امروزه تعيين اصالت ژنتيكـي محصـولات بـاغي    .)1( توصيه كردند
هـاي نـوين    روش لوژي فراتـر رفتـه و بوسـيله   سطح مورفولوژي و فنو

در حـال  . گيرد صورت مي (DNA)بيوتكنولوژي در سطح ژنوتيپ گياه 
زمـان اطلاعـات ژنـوتيپي و فنـوتيپي امكـان       حاضر با به كارگيري هم

انگشـت  . تعيين دقيق هويت ارقام مهم باغي كشور ميسر شـده اسـت  
 DNAنگاري

 نگـاري  مبنـاي انگشـت  . معرفـي شـد   1985، در سال 1
DNA، هـاي مـورد    در بين نمونـه مختلف هاي چند شكل  وجود توالي

تفاده از نشانگرهاي با اس DNAانجام انگشت نگاري  .باشد مطالعه مي
هاي اخيـر،   ست كه با پيشرفت تكنولوژي در سالپذير ا مختلفي امكان
 .ها افزوده شده است يي آنآبر تعداد و كار

مختلفي بـراي ارزيـابي تنـوع     هاي مولكولي در دو دهه اخير روش
هاي گردو به كار گرفتـه شـده   ژنتيكي و تعيين قرابت بين ارقام و توده

براي توصيف و ارزيـابي   RAPDآغازگر  72از  نيسه و همكاران .است
                                                            
1-DNA Fingerprinting 
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ه به عنوان ارقـام برتـر در   ژنوتيپ گردوي والديني ك 19روابط ژنتيكي 
بر اساس نتايج اين . نمودندرفتند، استفاده  هاي اصلاحي بكار مي برنامه

تحقيق، براي هر يك از ارقام مورد مطالعه، كليدهاي انگشـت نگـاري   
اين آغازگر، امكـان   بنابراين نوارهاي چند شكل. متفاوتي ايجاد گرديد

روابـط نزديـك    هـاي مختلـف را، حتـي بـا وجـودي      تفكيك ژنوتيـپ 
اسـتفاده  بـا   )16( اورل و همكارانش ).14( سازد خويشاوندي، ميسر مي

گونـه   RAPD ،8كلروپلاسـتي و   DNAاز خصوصيات مورفولوژيك، 
بر اساس  .گردو و سه عضو ديگر اين خانواده را مورد ارزيابي قرار دادند

نيمــه گرمســيري بــا / نتــايج حاصــل، گــردوي آمريكــايي گرمســيري
J.nigra   ــرار گ ــروه ق ــك گ ــيايي در ي ــد آس ــه جدي ــدو دو گون . رفتن

تواند بيانگر سازگاري پيوند بـين و   ها مي نهخويشاوندي نزديك اين گو
بيازيت و همكارانش نيز بـا اسـتفاده از نشـانگرهاي    . ها باشد درون آن
AFLP ،22    ژنوتيپ گردو با نياز سرمايي پايين نواحي جنـوب شـرقي

بـا مشـاهده   . مديترانه را از نظر زمينه ژنتيكي مورد بررسي قرار دادنـد 
 اين آزمايش، پيشنهاد شـد كـه بـا    شكلي اندك شناسايي شده در چند

ر اساس نيـاز سـرمايي پـايين،    ها ب توجه به مراحل گزينش اين ژنوتيپ
از نشـانگرهاي  ) 3( ها نيز اندك خواهد بـود  هاي ژنتيكي بين آن تفاوت

RFLP     نيز در بررسي روابط ژنتيكي و توصيف ارقـام گـردوي ايرانـي
شانگر بكـار رفتـه   ن 21از ميان  RFLPنشانگر  16. استفاده شده است

ها در حداقل  لعه چند شكل بودند و تمامي نمونهنمونه مورد مطا 48در 
. هاي ژنـي مـورد مطالعـه هتروزيگـوتي نشـان دادنـد       درصد مكان 20

در ارزيـابي تنـوع    ISSRاز نشانگرهاي  )5( كريستوژولوس و همكاران
هـاي طبيعـي يونـان و ارقـام      يكي گردوي ايراني موجود در جمعيتژنت
تـا   13/0(با بررسـي ضـرائب تشـابه    . المللي موجود استفاده كردند ينب

توان به وجود تنوع ژنتيكي بـالا   نمونه مورد مطالعه، مي 56بين ) 93/0
بندي حاصل، ارقام بـين المللـي از    در گروه. اين مواد گياهي پي برد در

بنـدي مشخصـي را    كيك شدند، اما ارقام يونـاني گـروه  ارقام يوناني تف
 22ميزان تنوع ژنتيكـي پـايين در   ) 4( بيازيت و همكاران. ندادند نشان

را بـا  ) نيـاز دوره سـرمائي كوتـاه   (ژنوتيپ گردو با خصوصـيات خـاص   
 )19( و همكاران ووست. گزارش كردند AFLPاستفاده از نشانگرهاي 

را از گردوي سـياه   SSR1نشانگرهاي ريزماهواره يا  30براي اولين بار 
نتايج ايشان نشان . تعيين نمودند ها را آن و مشخصات كرده جداسازي

نشـانگر در   14تنهـا   ،داد كه از مجموع نشـانگرهاي جداسـازي شـده   
 و همكـاران  دنگل. داشتنديي آمطالعات تنوع ژنتيكي گردوي سياه كار

ه معرفي شده توسط ووست و همكـاران در  نشانگر ريزماهوار 14از  )7(
روني و وف. گردوي سياه استفاده كردندهاي  شناسايي و تفكيك ژنوتيپ

با استفاده از نشانگرهاي ريزماهواره گردو، وجـود تنـوع   ) 11( همكاران
هاي بذري سورونتوي و كاسـرتا ايتاليـا    ژنتيكي بالارا در ميان ژنوتيپ

نشــانگر  12چنــين ايــن محقــق بــا اســتفاده از  هــم .گــزارش نمودنــد
                                                            
1-Microsatellite or Simple Sequence Repeats 

آلـل متفـاوت    66قـرار داد و   ريزماهواره، رقم سورنتو را مورد ارزيـابي 
). 12(آلل آن تنها در يـك فـرد شناسـايي شـد      16شناسايي نمود كه 

و برخـي از   SSRبا اسـتفاده از نشـانگرهاي    )8( ابراهيمي و همكاران
هـاي گـردوي    ژيك، تنوع ژنتيكي برخي از ژنوتيپخصوصيات مورفولو

العـه، تنـوع   بر اساس نتـايج ايـن مط  . ايراني را مورد مطالعه قرار دادند
هاي اصـلاحي ايـن گيـاه در     ي مفيدي براي بكارگيري در برنامهژنتيك

چنين شناسـايي كلكسـيون ژرم پلاسـم گـردو و      هم. ايران وجود دارد
 SSRارزيابي تنوع ژنتيكي موجود در آن نيز با استفاده از نشـانگرهاي  

 رقم متداول گردو در 55در اين تحقيق . مورد ارزيابي قرار گرفته است
نشـانگر ريزمـاهواره مـورد بررسـي قـرار       32اسپانيا و آمريكا به كمك 

هـاي   ه طـور كامـل ژنوتيـپ   تشابه ژنتيكي ارزيابي شده ب. )18( گرفت
و  سكفكـا . اسپانيايي و كاليفرنيايي گردو را از يكديگر تفكيك كردنـد 

گـردو تركيـه بـا    ژنوتيـپ برتـر    21تنوع ژنتيكـي را در  ) 13( همكاران
مـورد بررسـي    SAMPLو  AFLP2هاي مولكـولي  شانگراستفاده از ن

ــد  ــرار دادن ــك ژن . ق ــت تفكي ــپدر نهاي ــتفاده از روش   وتي ــا اس ــا ب ه
SAMPLE  در قيــاس بــاAFLP و  پوليگيــوني. بهتــر انجــام گرفــت

 RAPD4و  SSR ،ISSR3همكـــاران بـــا اســـتفاده از نشـــانگرهاي 
گـردوي  اي را در بين گونـه   گونه هاي بذري و هيبريدهاي بين ژنوتيپ
هاي سـيتولوژيكي نشـان    تجزيه. ردوي ايراني تفكيك نمودندسياه و گ

. )17( شـود  هاي فوق مشاهده مي داد كه حالت تريپلوئيدي نيز در گونه
نيـز در   PCRمبتنـي بـر    SNPهاي اخير از نشـانگرهاي   البته در سال

در ايـن تحقيـق از   . توصيف ارقام گردوي انگليسي استفاده شده اسـت 
يابي قطعات حاصل استفاده شد كه  و توالي ITS2و  ITS1 نشانگرهاي
، نشـانگر  5در ناحيـه   INDELو يـك   SNPنشانگر  244در مجموع 

ITS1 در تعيين اين ارقام مورد استفاده قرار گرفت.  
تـرين   مهـم شناسـايي مولكـولي   هاي تهيه كليد قيقهدف اين تح

در ايـن  . دبـو  SSRبـا اسـتفاده از نشـانگرهاي     ،ارقام گردو در ايـران 
تـرين ارقـام گـردو در كشـور توسـط       ابتدا درختان مادري مهم ،ارتباط
صــلاح اجرايــي و پژوهشــي وزارت جهادكشــاورزي   هــاي ذي بخــش

شناســايي هاي كليــدشناســايي، تاييــد و معرفــي گرديدنــد و در ادامــه 
  .اين ارقام حاصل شدمولكولي 

  
  اه مواد و روش

  مواد گياهي 
در جلسـات همـاهنگي كميتـه نهـال     پيرو تصميمات اتخاذ شـده  

لاعات از برداري پس از دريافت اط انجام نمونه ،وزارت جهاد كشاورزي
و بـا   هـا  هي بـذر، شـامل اطلاعـات دقيـق نمونـه     موسسه ثبت و گـوا 

                                                            
2-Amplified Fragment Length Polymorphism 
3-Inter Simple Sequence Repeat 
4-Random Amplification of Polymorphic DNA 
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نماينـدگان از موسسـات و   و  همكـاران  و هماهنگي و حضور مجريـان 
ارت چنـين معاونـت توليـدات گيـاهي وز     مراكز تحقيقاتي ذيربط و هـم 

هـاي مـورد    مشخصـات نمونـه   1 در جدول. كشاورزي انجام شد جهاد
. درج شـده اسـت   آوري جمعمحل  و مطالعه شامل نام رقم، شماره رقم

د بسته به نوع درخـت بـه تعـدا    ،هاي برگي جوان همراه با شاخه نمونه
ر داخـل نـايلون   گـرم انتخـاب و د   ميلي 500برگ و يا حداقل  20-50

قـرارداده شـد و سـپس در كنـار يـخ       مخصوصهاي  فريزر و يا نايلون
ها بعد از تميـز نمـودن    هنمون. گرديدبه آزمايشگاه منتقل  خشك سريعاً

هاي  گرم در داخل تيوب ميلي 100و توزين به ميزان ) لزومدر صورت (
روش ديگـر  . شـد نگهـداري   -80ليتـر در فريـزر    ميلـي  5/1اپندورف 

 ايـن روش  بـود كـه در  ل ضـخيم  ها در آلومينيوم فوي بندي نمونه بسته

. دهنـد  مـي اختصـاص  به خـود   -80در فريزر  تري فضاي كم ها نمونه
  .گرديدها با ماژيك دائم روي و داخل فويل درج  مشخصات نمونه

  
  هاي مولكولي تجزيه

  DNAاستخراج 
ســاخت  DNAبــا اســتفاده از كيــت اســتخراج  DNAاســتخراج 

كيفيـت و  . گرديدالعمل كيت انجام پايه دستور و بر Core Bioشركت 
و اسپكتروفتومتر تعيين و درصد  1ژل آگارز با استفاده از  DNAكميت 

نانوگرم در ميكروليتـر رقيـق    20تااستخراج شده  DNAغلظت نهايي 
  .شد

  
  انگرهاي مناسب براي انگشت نگاريشناسايي نشمورد استفاده در گردو SSRمشخصات توالي آغازگرها  -2 جدول

 3´-5´توالي جفت آغازگر  نام نشانگر شماره3´-5´توالي جفت آغازگر  نام نشانگر شماره

1 6 ABRII-WM
F: CGTTTGAATTAGTGTGA
R: TACGTTACCATCCGTAC

16 11 WGA F: CTCGACAGAAACAGCCACAA
R: GGAGTTGTGTGCAGTGCG

2 89 WP- F: ACCCATCTTTCACGTGTGTG
R: TGCCTAATTAGCAATTTCCA

17 17 WGA F: CTGTCACTTGATCACCGTGG
R: GAGCTTCTACCAACGCCAAG

3 225 WP F: AATCCCTCTCCTGGGCAG
R: TGTTCCACTGACCACTTCCA

18 24 WGA F: TCCCCCTGAAATCTTCTCCT
R: TTCTCGTGGTGCTTGTTGAG

4 321 WP  F: TCCAATCGAAACTCCAAAGG
R: GTCCAAAGACGATGATGGA

19 25 WGA  F: CCACTTTCGCTCTCGATTTC
R: TTGCGCAGCCTCTATAAGGT

5 376 WP F: GCCCTCAAAGTGATGAACGT
R: TCATCCATATTTACCCCTTTCG

20 27 WGA F: AACCCTACAACGCCTTGATG
R: TGCTCAGGCTCCACTTCC

6 2 WGA F: GACGACGAAGGTGTACGGAT
R: GTACGGCTCTCCTTGCAGTC

21 32 WGA F: CTCGGTAAGCCACACCAATT
R: ACGGGCAGTGTATGCATGTA

7 4 WGA F: TGTTGCATTGACCCACTTGT
R: TAAGCCAACATGGTATGCCA

22 33 WGA F: TGGTCTGCGAAGACACTGTC
R: GGTTCGTCGTTTGTTGACCT

8 6 WGA F: CCATGAAACTTCATGCGTTG
R: CATCCCAAGCGAAGGTTG

23 42 WGA F: GTGGGTTCGACCGTGAAC
R: AACTTTGCACCACATCCACA

9 7 WGA F: CAAACAAAATCCGACCGC
R: AAACCTCGATGAGCGAAGAA

24 45 WGA F: TCGTTACCACCAGCACAGAG
R: GACATAGCGAGGGGCTAGG

10 47 WGA F: CCCCTTCAAATTAGGGCTTC
R: AGCTCCAAACATTGGAAGGA

25 65 WGA F: CACCGTCTTATGCCATCCTT
R: GTGCACTGTGGACGAAGAGA

11 53 WGA F: CTCCCTTCCGGTAAGACCTC
R: GAGGCGCGACTAGGTTAGG

26 69 WGA F: TTAGTTAGCAAACCCACCCG
R: AGATGCACAGACCAACCCTC

12 54 WGA F: CTAGGCTTCCCTAGCCGTG
R: GGCTCCTCTCGATCTCGAC

27 70 WGA F: TGTAATTGGGGAATGTTGCA
R: TGGGAGACACAATGATCGAA

13 56 WGA F: GTGAAGCTGCAATGAATTGG
R: AAAGATGCAACAGACACCCC

28 71 WGA F: ACCCGAGAGATTTCTGGGAT
R: GGACCCAGCTCCTCTTCTCT

14 58 WGA F: CCCTAGCCTGGCTTTTCTTT
R: ATAGCCTCCACTGGTTGTGG

29 72 WGA F: AAACCACCTAAAACCCTGCA
R: ACCCATCCATGATCTTCCAA

15 60 WGA F: CAAGCTTCCGTATTGGTGGT
R: TATACCGCAAGCTCGCAAC

30 73 WGA F: AGATCAAGCCTCCACCACC
R: TGCGGCTGAGACATATTGAG

  
  ها براي آلل هاي چند شكل يك مكان ژني كد گزاري نمونه -3جدول 

Cultivars 
 

Locus1
Allel1 Allel2 Allel3 Allel4 

Ohadi 0 2 3 023 

Sirizi 111 2 3 123 

Seifoddini 0 0 3 003 

Ebrahimi 1 2 0 120 

UCB1 0 2 0 020 

Integrima 0 0 0 000 

Bane Baghi 1 0 0 100 
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  SSRتجزيه 

ووســت و  ،نشــانگر ريزمــاهواره 30از  در ايــن تحقيــق مجموعــاً
و نشــانگرهاي جديــد ريزمــاهواره جداســازي شــده از  )19( همكــاران

) منتشر نشده( گردوي ايراني توسط پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي
كه در نهايت پنج نشانگر مورد استفاده نهايي قرار گرفتنـد   استفاده شد

  ).2جدول (
حجـم   در Bioradبا استفاده از دستگاه ترموسايكلر قطعات تكثير 

دي ان ميكروليتـر   2هر واكنش حـاوي   .جام شدان ميكروليتر 15كلي 
 ) PCR(بـافر پـي سـي آر     ميكروليتـر  5/1، )نـانوگرم  20(ژنومي  اي

10X ،5/1 ميكروليتر (2mM) dNTPs 5/1   ميكروليتر از هـر يـك از
تــــگ دي ان اي آنــــزيم ميكروليتــــر  R، 2/0و  Fآغازگرهــــاي 

ميكروليتر آب  2/7ميلي مولار و  50ميكروليتر كلريدمنيزيم6/0پليمراز،
حرارتي شامل يك مرحله واسرشت سازي هاي  چرخه. بود بار تقطير دو

 10 شاملسيكل حرارتي  35دقيقه،  5درجه و مدت  94اوليه در دماي 
گراد در هر  درجه سانتي 8/0تا  5/0با كاهش (تاچ داون  چرخه حرارتي

 آغـازگر  هـر  مشخص برايدماي اتصال  با چرخه 25 و متعاقباً) مرحله
ــد  ــام ش ــراز در    . انج ــره پليم ــنش زنجي ــل از واك ــولات حاص محص

 دسـتگاه كمـك  بـا   درصـد و  6 الكتروفورزعمودي ژل پلي آكريلآميـد 
DNA Analyser 4300) (تفكيك و ارزيابي شدند.  

  
  نحوه كدگذاري و تهيه باركد اختصاصي هر نمونه

ظـر  آشكار شـدن نوارهـا، ژل مـورد ن   پايان رنگ آميزي و پس از 
هاي اسكن شده كار امتيـازدهي   گرديده و سپس بر روي عكساسكن 

ژني به شرح ذيل ) هاي(ها چند شكل مكان  آلل. هر نمونه آغاز گرديد
طور مثال اگر يك نشانگر ريزماهواره داراي سه ه ب. گرديدندكدگذاري 

شماره يك در هر نمونـه،   آللدر صورت مشاهده  ،چند شكل باشد آلل
در  -شـماره يـك كـد صـفر     آلـل شـاهده  كد يك و در صورت عدم م

شماره دو در هر نمونه، كد دو و در صـورت عـدم    آللصورت مشاهده 
شماره سه در  آللدر صورت مشاهده  -كد صفر شماره دو آللمشاهده 

اره سه كد صفر در شم آللهر نمونه، كد سه و در صورت عدم مشاهده 
هـاي   آللوط به با كنار هم قرار گرفتن كدهاي مرب. شود نظر گرفته مي

بدسـت  هر مكان ژني، بار كد مكان ژني مورد مطالعه براي هر نمونـه  
هاي ژني مـورد   هاي مكانبا كنار هم قرار گرفتن باركد). 3 جدول( آمد

 ).4جـدول  ( گرديـد حاصل آن مطالعه در هر نمونه، بار كد نهايي براي 
 Microsoftهاي شناسـايي توسـط نـرم افـزار     بررسي و تهيـه كليـد  

Office Excel 2010  هاي تنـوع ژنتيكـي، تجزيـه     ارزيابي شاخصو
ــه ــاي      خوشـ ــرم افزارهـ ــك نـ ــه كمـ ــت بـ ــاختار جمعيـ اي و سـ

3.25PowerMarker ،SplitTree 4  و Structure 2.3انجام گرديد. 
هاي مبتنـي بـر تجزيـه     شمنظور تاييد نتايج حاصل از روه چنين ب هم

هـاي احتمـالي    يتجمعو جهت اطلاع از وجود ساختار يا زير  اي خوشه

استفاده  Bayesianبر مدل  يروش مبتندر ژرم پلاسم مورد مطالعه از 
اجرا  K= 15تا  K=2فرض  Structure2.3با استفاده از نرم افزار . شد
معيارهـاي   و سـپس بـر مبنـاي   ) هـا  دهنده تعداد گروه نشان K( يدگرد

lnP(D)  وK∆ بر ايـن اسـاس   . مشخص شد بندي گروه ترين صحيح
 ـ lnP(D)يمقـدار عـدد   تـرين  يينپا  ∆K يعـدد  ارمقـد  تـرين  يشو ب

مـورد مطالعـه    هاي يتجمع يبند دسته يبرا دهنده بهترين معيار نشان
آزمون تكرارپـذيري نشـانگرهاي معرفـي شـده توسـط       روند يبشمار م

 نشـانگرهاي موسسه تحقيقات بيوتكنولوژي كشـاورزي در آزمايشـگاه   
  .موسسه تحقيقات ثبت و گواهي بذر و نهال انجام پذيرفت مولكولي

  
  هاي چند شكل چند مكان ژني كدگزاري براي آلل -4جدول 

Cultivar Barcode 
Ohadi 000-0030-023  
Sirizi 000-0030-123  

Seifoddini 000-1030-003  

Ebrahimi 000-1030-120  

UCB1 000-1000-020  

Integrima 000-1000-000  

Bane Baghi 000-1000-100  

  
 نتايج و بحث

ــل از  ــايج حاصـ ــانگر 30نتـ ــرم    نشـ ــط نـ ــه توسـ ــار رفتـ بكـ
مــورد تجزيـه و تحليــل   PowerMarker و  POPGENEافزارهـاي 

، )5جدول ( SSRنشانگر مولكولي  5از آماري قرار گرفتند و در نهايت 
در  هـا  گردو حاصل گرديد كه نتـايج آن رقم  5كليد شناسايي مولكولي 

  .نشان داده شده است 1شكل
  

مورد استفاده در گردو  SSRمشخصات توالي آغازگرها  -5 جدول
  انگشت نگاري تهيه كليد

 5´-3´توالي جفت آغازگر  نام نشانگر شماره

1 

ABRII-WM-
6-F  

ABRII-WM-
6-R 

CGTTTGAATTAGTGTGA 
TACGTTACCATCCGTAC 

2 WP-89-F  
WP-89-R 

ACCCATCTTTCACGTGTGTG 
TGCCTAATTAGCAATTTCCA 

3 WP-225-F 
WP-225-R 

AATCCCTCTCCTGGGCAG 
TGTTCCACTGACCACTTCCA 

4 WP-321-F 
WP-321-R  

TCCAATCGAAACTCCAAAGG 
GTCCAAAGACGATGATGGA 

5 WP-376-F 
WP-376-R 

GCCCTCAAAGTGATGAACGT 
TCATCCATATTTACCCCTTTCG 
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  ايران گردورقم مختلف  5كليد شناسايي مولكولي  -6 جدول

ABRII -WM-6-WP376 WP-376 ABRR-WM-6 ژنوتيپ شماره نمونه 
0030 -103  0030 103 113563 K72 

1200 -103  1200 103 113580 Z30 
0200 -100  0200 *100 110305 Z53 

1030 -103  1030 103 110282 Z60 

1000 -103  1000 103 110339 Z63 

  .كليدهاي اختصاصي ارقام به رنگ نارنجي نشان داده شده است-*          
  

د ي ـنشـانگرها تكثيـر گرد   تعداد وسيله اينه آلل ب 14در كل تعداد 
هـا   آلل متغير و ميانگين تعـداد آلـل   3تا  2كه در ارقام مورد بررسي از 

رختـان مـادري ارقـام مـورد     د DNAنتايج انگشـت نگـاري    .بود 2/2
نشـان داده   6 در جـدول  SSRبا استفاده از نشـانگرهاي   گردومطالعه 

  .شده است
در اين جدول نشانگرهاي اختصاصي ارقام مختلف گردو به همراه 

نشـانگرهاي  . داده شـده اسـت   ها به اختصـار نشـان   كليد شناسايي آن
WP-376  وABRII -WM-6 هاي  در رقمK72 ،Z30 ،Z53 ،Z60 

 ،بـه طـور مثـال    .چند شكل اختصاصي ايجاد نمودنـد  نوارهاي Z63و 
در رقـم   376نشـانگر   3لـل  آو  6نشانگر  3و  1هاي  للآكليد تركيب 

سـاير  . انـد  ليد شناسايي اين رقم شناسايي شدهبه عنوان ك K72گردو 

 ايـن  هاي اختصاصي به همراه كليدهاي شناسايي ارقام مختلف در آلل
  . تجدول آورده شده اس

آزمــون تكرارپــذيري نشــانگرهاي معرفــي شــده توســط موسســه 
مولكـولي   نشـانگرهاي تحقيقات بيوتكنولوژي كشاورزي در آزمايشگاه 

از بين پـنج  . موسسه تحقيقات ثبت و گواهي بذر و نهال انجام پذيرفت
 ،ABRII-WM-6، WP-89نشانگر معرفي شده بـراي ارقـام گـردو    

WP-225، WP-321، WP-376) دو نشــانگر ،ABRII-WM-6  و
WP-376   انتخـاب و درDNA   رقـم تكثيـر شــدند   5چنـد نمونــه از .

 بر روي ژل پلي اكريل آميد شش درصد الكتروفورز PCRمحصولات 
  .و به روش نيترات نقره رنگ آميزي شدند تفكيك

  

  
 هاي مورد مطالعه گردو در ژنوتيپ SSRهاي مورد مطالعه نشانگرهاي  آللتكثير قطعات و  - 1شكل
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تكـرار  ها در سه نشانگر  هاي انتخابي به همراه كد رقم و آلل نمونه

. آمـده اسـت   7در جـدول  مولكـولي   نشـانگرهاي شده در آزمايشـگاه  
هاي ارائـه شـده    آلل پروفايل سه نشانگر انتخاب شده در ارقام گردو با

توسط پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي مطابقت نشان داده و بيـانگر  
  ). 2شكل(باشد  ها مي تكرارپذير بودن آلل

  
  گردوآزمون تكرارپذيري كليد هاي مولكولي مبتني بر نشانگرهاي ريزماهواره در  -7 جدول

SSRشماره نام واريته كد واريته كد آلل در 

ABRII-WM-6 WP-376 

103 0030 113564 K72 1
103 0030 113562 K72 2 

103 0030 110293 K72 3 

103 1200 110271 Z30 4 

103 1200 113580 Z30 5 

100 0200 110305 Z53 6 

100 0200 110307 Z53 7 

100 0200 110306 Z53 8 

103 1030 110283 Z60 9 

103 1030 110282 Z60 10 

103 1000 113555 Z63 11 

103 1000 110340 Z63 12 

103 1000 113558 Z63 13 

103 1000 110338 Z63 14 

  

  
  گردودر ارقام مورد مطالعه  SSRهاي مورد مطالعه نشانگرهاي  آللآزمون تكرارپذيري  - 2كلش
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  چند شكلSSRنشانگر 5با استفاده از داده هاي حاصل از  گردوگروه بندي درختان مادري ارقام  - 3 شكل

  

  
  SSRي ژنومي نشانگرهاي ها مكانبه كمك Baysianبا استفاده از روش مبتني بر مدل گردوهاي  تجزيه ساختارارقام و ژنوتيپ - 4شكل

  )اعداد زير هر نوار رنگي شماره فرد و رقم مربوط به آن است(
  

، درختـان  SplitsTree 4نـرم افـزار    از مشاهده دندروگرام حاصل
چند شكل SSRنشانگر  5با استفاده از  گردومادري ارقام مورد مطالعه 

هاي مجزا طبقـه   گروهدر نشان داد، اكثر درختان مادري ارقام مختلف 
  .)3شكل(بندي شدند 

تعداد گروه  ينبهتر K= 6در اين مطالعه بر اساس معيارهاي فوق، 
). 4شـكل ( مجزا مشخص شده اسـت  يها ها با رنگ بوده كه اين گروه

معـرف  (يك ستون رنگي عمودي  يلههر فرد و كد مربوط به آن به وس
كه وجود بيش ازيك رنگ، معرف  شود ينشان داده م) عضويت يبضر

در ايـن حالـت آن فـرد بـه     . باشـد  يساختار مختلط ژنتيكي آن فرد م ـ
. را دارا باشدخوشه كه بيشترين پهناي رنگي آن  يردگ يتعلق م يگروه

داراي احتمـال عضـويت بـيش از    خوشه هاي داخل هر  يپژنوتدر كل 
 .خود تعلق دارنـد خوشه درصد به  50هستند و به احتمال بيش از  5/0

بدسـت   =6kبهترين تعـداد گـروه    ∆Kو  lnP(D)معيارهاي بر طبق 
-Neighborبـه روش   3كلآمد و اين نتيجه با شبكه فيلـوژني در ش ـ 

net قرار گرفتن برخي از تكرارهاي ارقـامي ماننـد   . كاملاً منطبق است
K72-6 ،Z53-5  هـاي   تواند دليل وجود نمونـه  ديگر ميهاي  خوشهدر

ممكن است بـه دلايـل مختلـف     ،وجود اين تفاوت. خارج از تيپ باشد

يكنواخت در هاي  جهش باشد كه به منظور ايجاد نهالمانند اختلاط و 
هاي مذكور به عنوان درخت مـادري   قام مذكور ضروري است، نمونهار

  . مورد استفاده قرار نگيرند
 بر اساس نتايج بدست آمده اختلافاتي از نظـر الگوهـاي  در نتيجه 

نشـانگرهاي ريزمـاهواره در بعضـي از درختـان     باندهاي مشاهده شده 
ظور جلـوگيري از  مشاهده شد و به منZ60 و K72 ،Z30مادري ارقام 

 ،هاي يك رقـم ضـروري اسـت    ونه احتمال اختلاط در ميان نمونههرگ
هاي مذكور به عنوان درخت مادري مورد اسـتفاده قـرار نگيرنـد     نمونه

چنـين وجـود غيـر     هـم ). 110353و110296،110273 ژنوتيپ هـاي (
 Z67و  B21يكنواختي ژنتيكي در بين درختـان مـورد مطالعـه ارقـام     

عنوان درختان مادري اين ه انتخاب درختان مذكور به باعث عدم توصي
اين امر به اين مفهوم اسـت كـه بـا توجـه بـه تفـاوت        .گردد ارقام مي

مشاهده شده در تكرارهاي هر رقم بهتر است تنها از مواردي اسـتفاده  
هـا اطمينـان حاصـل شـده      شود كه از صحت و يكنواختي ژنتيكي آن

موسسات تحقيقـاتي   ،ضروري است با توجه به نتايج اين تحقيق. است
هــاي اجرايــي وزارت جهادكشــاورزي بــا اســتفاده از  ذيــربط و بخــش

اي و نيز خصوصيات بازارپسندي  ق مورفولوژيك و منطقهاطلاعات دقي
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 و ساير عوامل موثر نسبت به انتخاب و معرفي درختان مادري صـحيح 
  . اقدام نماينداز ميان درختان مورد مطالعه 

هاي اين تحقيق در دو آزمايشگاه مستقل  كه تجزيه ينبا توجه به ا
انجام شده است و نتايج هردو آزمايشگاه تاييـد كننـده نتـايج يكـديگر     

 ،هاي شناسايي مولكولي ارقام مورد مطالعهلذا استفاده از كليد ،بوده اند
ها ميسر  به منظور تاييد اصالت ژنتيكي آن را امكان تشخيص اين ارقام

هاي ذيربط شناسـايي   ها و دستورالعمل تفاده از اين كيتبا اس. سازد مي
 48(دقيق ارقام مورد نظر در تمامي مراحل رشـد و در مـدت كوتـاهي    

ثبت جهاني ارقام مـذكور توسـط موسسـات    . انجام است قابل) ساعت
هـا بـه    چنين امكان واگذاري اين كيت هم اقدام بوده و دستذيربط در 

شـبكه آزمايشـگاهي تشـخيص     هاي خصوصي به منظور ايجـاد  بخش
  .ه استديهويت گياهان ايران فراهم گرد

با توجه به نتـايج حاصـل از ايـن تحقيـق مـي تـوان بـر يكـي از         
يعنـي   ،ها ها و باغ باغداران در خصوص احداث نهالستانمعضلات مهم 

 نيـز كشت شده و  هاي ارقام و ژنوتيپ نامشخص بودن اصالت ژنتيكي
زيـرا   ،فائق آمد homonymsو  synonymsهاي ارقام و ژنوتيپ وجود

كه درختان به بار  هاي اوليه رشد و تا زماني شناسائي ارقام باغي درسال
توان دراحداث  نتايج مياين در نتيجه از  .امري دشوار است اند، ننشسته

، شناسـايي روابـط   بـا اسـتفاده از ارقـام شـناخته شـده      جديـد  هاي باغ
 هـاي  در برنامه بكارگيريمنظور ه ب ها ژنوتيپارقام و  بين خويشاوندي

دستيابي به ارقام جديد اقتصادي و مطابق با نيازهاي روز و و  بهنژادي
و حفـظ   ژنتيكـي اصـالت   تعيـين منظـور  ه ب دقيق هايشناسنامه  تهيه

  .استفاده نمود گرانبها در كشور توارثي ذخاير اين مالكيتحقوق 
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