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 کنم به:این تلاش کوچک را با تمام عشق و اشتیاق به وجود با عظمتشان، تقدیم می
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 تشکر و قدردانی:

 ستایش پرودگار را، که جهان را بر اساس علم و عدل و حکمت آفرید.

 . نمایماند، صمیمانه قدردانی میهای زندگی همواره یاوری دلسوز و و پشتیبانی محکم و مطمئن برایم بودهیها  و دشوارکه  در سختینخست از خانواده عزیزم  
ا هایم جامه عمل بترین مراتب تشکر خود را محضر اساتید راهنمای گرانقدرم، آقایان دکتر شاهرخ قرنجیک و  دکتر ناصر فرخی که بر انگیزهخالصانه

-ای از زمین سبز علم، فرصت ناب گل شدن در گلستان علم را بر من عطا فرمودند، تقدیم میهای طلایی پوشاندند و با  هدیه چتر آگاهی بر پهنهامید

کانی و مهندس محمد عابدینی اسفهلانی کهکنم. بنا بر وظیفه خود لازم می لهی مندول   با اراه  ظراات دانم از حسن توجه اساتید مشاور، دکتر بابک عبدا
که با آقای دکتر رضایی  و پارساییان  دکترخانم  اند، تشکر نمایم. از داوران محترم، ارزشمند خویش به غنای بیشتر این پایان نامه کمک شایانی کرده

که به عنوان آقای مهندیس رحیمی ب مچنین جنااند، صمیمانه سپاسگزارم.ه نامه کمک کردهشان در هر چه بهتر نمودن این پایانهای سازندهپیشنهاد
یت این جلسه را بر عهده گرفتند قدردانی می کاری مسئولین محترم بخش نماینده تحصیلات تکمیلی  قدم رنجه فرموده و هدا نمایم. از مساعدت و هم

یشگاه مهندس حسین مطهری نژاد و  تمام اصلاح بذر و نهال مرکز تحقیقات کشاورزی شاهرود کمال تشکر را دارم. در پایان از کارشناس محترم آزما
و آقای مهندس کشاورز خوب  )و سایر عزیزانی که  ، مهسا بهرامی ها مهندس  عصمت اشعار قدیم، مرضیه حسنی، مینا عبدالهیدوستان و عزیزان خانم

رم. موفقیت، سلامت و طول عمر این عزیزان مجال نام بردن از همه آنها نیست( که سختی راه را همواره برای من آسان نمودند کمال تشکر را دا 
وند متعال مسئلت دارم.  را از خدا
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 تعهدنامه

دانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته بیوتکنولوژی کشاورزی دانشکده کشاورزی دانشگاه صنعتی آناهیتا پنجی  اینجانب

-لی در بررسی تنوع ژنتیکی ژنوتیپها به عنوان نشانگر مولکوکارایی رتروترنسپوزون نامه شاهرود نویسنده پایان

-متعهد می شاهرخ قرنجیک و دکتر ناصر فرخیتحت راهنمائی آقایان دکتر  (Prunus armeniaca)آلوهای زرد

 شوم.

 نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار استتحقیقات در این پایان. 
 به مرجع مورد استفاده استناد شده است.های محققان دیگر در استفاده از نتایج پژوهش 
 نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در هیچ جا ارائه مطالب مندرج در پایان

 نشده است.
 نامه ایاناند در مقالات مستخرج از پنامه تأثیرگذار بودهحقوق معنوی تمام افرادی که در بدست آوردن نتایج اصلی پایان

 گردد.رعایت می
 ها( استفاده شده است ضوابط و اصول های آننامه، در مواردی که از موجود زنده )یا بافتدر کلیه مراحل انجام این پایان

 اخلاقی رعایت شده است.
 ده شده است نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفادر کلیه مراحل انجام این پایان

 اصل رازداری، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است.
 تاریخ:

 :امضای دانشجو

 

 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

 های کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب، برنامه

ها و تجهیزات ساخته شده است( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود افزارای، نرمرایانه

 باشد. می

 باشد.نامه بدون ذکر مرجع مجاز نمیاستفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان 
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 چکیده

ویژه گیاهان ها بهترین عناصر قابل جابجایی در ژنوم یوکاریوتترین و رایجها فراوانرتروترنسپوزون

ها را به عنوان نشانگر مولکولی آنها در ژنوم گیاهان استفاده از هستند. توزیع گسترده رتروترنسپوزون

و   (IRAP)هاشکلی تکثیر شده نواحی بین رتروترنسپوزونآل ساخته است. در این تحقیق از چندایده

برای بررسی سطوح تنوع ژنتیکی و   (REMAP)هاها و ریزماهوارهشکلی تکثیر شده رتروترنسپوزونچند

ترکیب پرایمری  31و استفاده شد. در این مطالعه از رقم زردآل 31در  LTRهایفعالیت رتروترنسپوزون

ها انتخاب پذیری باندشکلی و نیز تکرارترکیب آغازگر بر اساس میزان تشکیل باند، چند 3مورد بررسی، 

شکلی قابل قبولی ایجاد کردند. تعداد باند تولید کردندکه همگی چند 311آغازگر مذکور، مجموعا  3شد. 

عدد مربوط به  31های مختلف، متفاوت بود. بیشترین تعداد قطعه تکثیر شده آغازگرقطعات تکثیر شده با 

REMAP(LTR6+P9)  و مربوط به پرایمر  33و کمترین آنLTR10  بود. بیشترین مقدار ضریب شانون و

بود که مبین این است  IRAPهای از سری آغازگر LTR23هتروزیگوسیتی مشاهده شده مربوط به آغازگر 

 تنوع بین ارقام مورد مطالعه را بهتر نشان داده است. REMAPنسبت به  IRAPنگر که نشا

 

، تجزیه کلاستر، تجزیه به REMAP،IRAP واژگان کلیدی: زردآلو، رتروترنسپوزون، تنوع ژنتیکی، 

 مختصات اصلی.
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 لیست مقالات مستخرج از پایان نامه:

 
 های برگی گیاه زردآلومونه)با خلوص بالا( از ن DNA سازی استخراجبهینه -3

(Prunus armeniaca L.). کردستان -های پژوهشی کشاورزیهفتمین همایش ملی یافته- 
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 هدف انجام تحقیق ضرورت و -1-1

، 3033در سال زردآلو تولید جهانیF.A.O) جهانی ) کشاورزی و خواربار سازمان اطلاعات اساسبر

 کشور از بعد تن، 453311 تولید و زردآلو کشت زیر اراضی هکتار 50377 با ایران که بوده تن 3471541

 است. داده اختصاص خود به جهاندر  را دوم مقام ترکیه

کردند  گزارش 3(3375)بیلی  و هاف است. غنی جمعیت ژنتیکی یک ایرانی دآلوهایپلاسم زر ژرم

 در زردآلو درختان اغلب در گذشته است. اهلی و وحشی تنوع زردآلوهای مراکز از یکی عنوان به ایران که

 Arzani et)دارد  وجود ایران زردآلوی در ژنتیکی بالایی تنوع بنابراین  اند،شده تکثیر وسیله بذر به ایران

al., 2005)جنس  داخل در هاگونه شناسیبندی گیاهطبقه ای،گونه بین گیری در دورگ آسانی دلیل . به 

Prunus برگ و بخش ویژه به رویشی، صفات در قابل توجهی ایگونه بین تنوع بنابراین است، شده دشوار 

کند می را مشکل شانخارجی یکیمورفولوژ صفات اساس تنها بر هاژنوتیپ تشخیص که دارد وجود میوه

(Casas et al., 1999)دست به تصادفی گزینش به وسیله شده کشت زردآلوهای امروزی های. اغلب رقم 

سازگاری به مناطق  دیرگلدهی، عادت کردن، برای خشک خوب میوه تولید مثل اهدافی به علاوه، اند.آمده

 به محلی شده های سازگارگزینش از استفاده و حلیم میوه، سازگاری رسیدگی فصل کردن طولانیمختلف، 

. (Balta et al., 2002)اند گرفته قرار و بررسی رسیدگی مورد زردآلوها برای اصلی اصلاحی عوامل عنوان

 .Pگونه  به یک شده کشت زردآلوهای اغلب خصوصیات پومولوژیکی، و مورفولوژیکی صفات براساس

armeniaca  فراوان اسامی داشتن به خاطر زردآلو هایرقم بندیطبقه و هویت یینتع .اندشده داده نسبت 

یا  متفاوتند هم با که اندشده شناخته اسامی یکسانی وسیله به رقم چندین احتمالاً پیچیده است. یکسان و

 شوند شناخته می مختلف هاینام با دارند مختلف نواحی محیطی در متفاوتی اسامی که یکسان های رقم

.(Zhebentyayeva et al., 2000) 

                                                 
3- Bailey and Hough 
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تواند قدم اولیه و بسیار مهم در های ژنتیکی میپلاسم زردآلو در ایران به کمک نشانگربررسی تنوع ژرم

های مورفولوژیک که مبتنی بر خصوصیات راستای بهبود ژنتیکی و پرورش آن در ایران باشد. نشانگر

همواره اهمیت زیادی در ارزیابی ذخایر ژنتیکی های رشد و نمو و فنولوژیکی هستند، ظاهری و ویژگی

 اند.داشته

ها از مهمترین اهداف اصلاحی سازگاری اقلیمی، افزایش کیفیت میوه، خودسازگاری و مقاومت به بیماری

های اخیر در ارتباط با دو هدف مهم اصلاحی در . در سال(Hormaza et al., 2007)باشند زردآلو می

ه وجود آمده است. هدف اول معرفی و توسعه ارقامی است که قابلیت کشت در زردآلو توجه بیشتری ب

 تری را داشته باشند، چرا که بیشتر ارقام زردآلو مختص مناطق اکولوژیکی خاص هستندمناطق گسترده

(Layne et al., 1996)   و در نتیجه تولید تجاری محدود به مناطق خاصی است که معمولاً یک یا دو رقم

های حوزه مدیترانه، است. هدف اصلاحی دیگر که در کشور ادی از تولید را به خود اختصاص دادهبخش زی

ای پیدا کرده است از تولید جهانی زردآلو را این منطقه به خود اختصاص داده است، اهمیت ویژه %50که 

های اصلاحی و برنامه.  این (Hormeza et al., 2007) است(plum pox virus) مقاومت به ویروس آبله آلو 

پلاسم و حفاظت از مطمئن برای ارزیابی تنوع موجود در ژرم وهای سریع توسعه ارقام جدید نیازمند روش

 . (Badenez et al., 1998)ارقام معرفی شده است

 شناسی و منشاءزردآلو، گیاه -1-2

شرقی، ذربایجانیی نظیر آهااز محصولات مهم سردرختی مناطق معتدله در ایران بالاخص در استان زردآلو 

های . سابقه کشت و کار این محصول و تولید محصولات خشکباری و جنبهباشدتهران و سمنان می

-سازد. اهمیت اقتصادی این محصول در کشور بهصادراتی آن، جایگاه این محصول را در ایران روشن می
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رزش اقتصادی و درآمدزایی بالا کشت و ای است که در برخی از شهرها به عنوان محصولی زودرس با اگونه

 .(Dejampoor., 2006)گردد کار می

قرن  37باشد. بیش از و قابلیت پیوند و تلاقی با هر دو گونه را دارا می ردجایگاهی بین آلو و هلو دازردآلو 

زیر تیره ، Rosaceaeها به عنوان فرم هلوی زودرس مطرح بودند. امروزه زردآلو را متعلق به تیره زردآلو

Prunoideae ، سردهPrunus L. زیر سرده ، Prunophora (Neck.) Focke  و بخشArmeniaca (Mill.) 

Koch دانند.می 

 عبارتند از: Prunusهای شناخته شده در سرده در حال حاضر گونه

P. armeniaca ،P. brigantica ،P. mume ،P. dasycarpa ،P. holocericea             موجودیت                

P. holocericea   و  استهنوز مورد سوالP. brigantica ها باشدممکن است متعلق به آلو .(Hormaza, 

2002) 

گردد. بر اساس  سال در جهان غرب بر می 3000سال در چین و  5000تاریخ زردآلو به حداقل 

شده یدر زمان او در چین کشت مقبل از میلاد( زردآلو  3305-3331گزارش منتسب به امپراتور یو ) 

 سه مرکز پیدایش اصلی است. زردآلوی زراعی را در

 (،از شمال شرقی، مرکز و جنوب چین تا ایالت گانسو و شمال شرقی تبت)مرکز چینی: 

شان، هندوکش تا کشمیر گسترده شده است و -ناحیه کوهستانی که از جنوب تین)مرکز آسیای مرکزی: 

 ( وباشدکستان و ازبکستان میشامل افغانستان، تاجی

دهند ( قرار میهای شمال شرقی ایران تا قفقاز و ترکیه مرکزی و ترکمنستانکوهمرکز آسیای صغیر، )

(Vavilov.,  1951). 
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Research Article; 

 باغبانی -1-3

درصد زیادی از زردآلوهای وحشی جهان گوشت نازک دارند و به همین دلیل میوه آنها خوراکی 

 ی ضخیم با میوه لذیذ هستند  کهدارای گوشتدیگر شود. در مقابل برخی ا بذر آنها مصرف میو تنه نیست

زردآلو متغیر میوه، انواع  های به علت ویژگیکند. فت میوه با شکل آن تغییر میرنگ، غلظت و استحکام با

 از نقطه نظر باغبانی نیز در چهار گروه

Dasycarpaرگ نوکدار بلند(،: )میوه بلند قرمز، دانه تلخ، ب 

Alberga(،زرد کوچک، زودرس، دانه تلخ  : )میوه 

Chrisomeraهای بزرگ( وهای قرمز، دانه تلخ، برگ: )میوه بزرگ زرد رنگ با لکه 

Marilla تقریبا شبیه( :Chrisomera طبقه )اند.بندی شدهبا دانه شیرین 

پوست میوه صاف یا ، بذر تلخ یا شیرین هگرو 5(، زردآلو را به 3370بندی دیگر توسط کوستینا )طبقه

اندازه میوه،  و گوشت میوه سفید تا کرم رنگ یا زرد تا پرتقالی، میوه هسته آزاد یا هسته چسبیده، کرکدار

 ترکیب پایه را شناسایی نمود. 41بر این اساس  بندی شده و طبقه کوچک، متوسط یا بزرگ

ها را وه، محققان باغبانی را ناامید نمود، سعی شد زردآلوبندی بر اساس خصوصیات میاز آنجایی که طبقه

ها به دست ها در مقایسه با میوههای بزرگتری بر اساس برگبندی کنند. تفاوتبر اساس برگ  طبقه

 (Hurtado et al., 2002).آمد.

 مشخصات درخت زردآلو -1-4

کند. زردآلو به خشکی یمتر رشد م 30-35تا ارتفاع است که کننده خزان یدرخت (31n=3زردآلو )

و در  ای تیره و ناصافپوست تنه قهوه دهد.و در صورت خواب به سرمای سخت زمستان مقاومت نشان می
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ها که شود. گلهای سفید ظاهر میای روشن، غالبا با انتهای قرمز و لکهتر و به رنگ قهوهرشد جدید صاف

منفرد با پنج کاسبرگ و گلبرگ منظم و تعدادی  گردند، سفید یا صورتی رنگ،ها ظاهر میقبل از برگ

-1هستد. دمبرگ  صافای گرد، با یک نوک در راس و حاشیه ها صاف، بزرگ، نسبتاًباشند. برگپرچم می

 .(Sánchez-Pérez et al., 2006) باشدمتر طول و غالبا انتهای آن قرمز میسانتی 3

کند. جوانه وسطی انه در محور برگ رشد میدر هر گره یک شاخه یکساله زردآلو، معمولا سه جو

های گل هستند. تعداد جوانه گل موجود در هر واحد رشد یا در هر گره، رویشی و دو جوانه کناری، جوانه

شود(  تعداد گل های ثانویه رشد طولی )که بعد از برداشت تشکیل میباشد. واحدبسته به رقم متفاوت می

کنند و شود( تولید میدهی ایجاد میه رشد طولی )که طی گلدهی و میوههای اولیبیشتری نسبت به واحد

ها باشد. به عبارت دیگر شیب تعداد گلهای ثانویه رشد بیشتر میاحتمال تبدیل یک گل به میوه در واحد

ها به صورت تدریجی در جهتی مشابه باز های بلند از پایین به سمت نوک شاخه افزایش و گلدر شاخه

گراد در طی فصل درجه سانتی 7د. زمان گلدهی زردآلو به رقم و تعداد ساعات سرمای بین صفر و شونمی

 ,.Faust et al)کند. ایط جوی تغییر میبه رقم و شر با توجهخواب بستگی دارد و طول مدت گلدهی 

1998). 

 هاتنوع ژنتیکی و ساختار جمعیت -1-5

عث شود. این غیر یکنواختی باژنتیکی گفته میها تنوع تیبه غیر یکنواختی ساختار ژنوتیپی جمع

ت در یمانی و سازگاری جمعو توانایی زنده شودمیهای مختلف محیطها در های متفاوت جمعیتواکنش

نژادی گیاهی است و ماده اولیه های بهدهد. تنوع ژنتیکی لازمه برنامهمقابل شرایط نامساعد را افزایش می

های باشد. همچنین تعیین سطح تنوع ژنتیکی جمعیتل و فیلوژنتیک میمطالعات ژنتیک جمعیت، تکام

 (Mehlenbacher SA et al.,1991)کندها فراهم میهای اصلاحی آنطبیعی، اطلاعات مفیدی برای برنامه

ها، اطلاع از تنوع ژنتیکی ضروری است. یکنواختی ژنتیکی در . علاوه بر این در مدیریت و حفاظت گونه
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شود که در نتیجه باعث ی میها و عوامل نامساعد محیطها در برابر اپیدمیپذیری آنعث آسیبگیاهان با

-ها و افراد امکان شناسایی ژنگردد. همچنین شناسایی روابط ژنتیکی بین گونهو افت عملکرد میکاهش 

بنابراین شرط کند. های زیستی و غیر زیستی را از خویشاوندان وحشی فراهم میهای عامل تحمل به تنش

 Wang et) پلاسم استلازم برای اصلاح و بهبود صفات گیاهی مهم، شناخت ساختار ژنتیکی مجموعه ژرم

al., 2007). 

های ها با استفاده ار روشها و یا گروهیند مطالعه تنوع ژنتیکی تفاوت بین افراد، جمعیتدر فرآ

شود. امروزه برای بررسی ختلف، بررسی میهای حاصل از ارزیابی صفات مآماری خاص و بر اساس داده

های های مولکولی به عنوان ابزارتنوع  ژنتیکی در موجودات زنده علاوه بر صفات مورفولوژیک، از نشانگر

تواند های گیاهی میهای گونهشود. اطلاع از سطح تنوع ژنتیکی درون و بین جمعیتمکمل استفاده می

نژادی و حفاظت منابع ژنتیکی فراهم کند. برای انتخاب والدین جهت ههای باطلاعات اساسی برای برنامه

های اصلاحی مناسب نیز اطلاع از سطح تنوع ژنتیکی و روابط بین های مطلوب و انتخاب روشانجام تلاقی

 . (Kumar et al.,1999)ها الزامی استژنوتیپ

های کروموزوم DNAردیف هر صفتی که بین افراد متفاوت باشد، ناشی از تفاوت موجود بین 

شود. حتی صفاتی که تحت تأثیر شرایط محیط نیز به صورت متفاوت آنهاست که به نتاج نیز منتقل می

توانند به عنوان ها میهستند. این تفاوت DNAهای های موجود در ردیفکنند، بازتاب تفاوتبروز می

شانگرهای ژنتیکی، قدمتی برابر با تاریخ بشر دارد. استفاده از ننشانه یا نشانگر ژنتیک به کار گرفته شوند. 

هایی که هنوز کشاورزی را فرانگرفته بودند و برای ادامه زندگی مجبور به های نخستین، حتی آنانسان

آوری بذر و میوه گیاهان بودند، بدون آنکه خود بدانند از نشانگرهای مورفولوژیک برای شناختن و جمع

-دادند. اما بهکرده و برخی را بر برخی دیگر ترجیح میو جانوران وحشی استفاده تمایز انواع بذر، میوه 
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یا نشانگرهای مبتنی بر  صورت علمی، شاید مندل نخستین کسی بود که از نشانگرهای مورفولوژیک

 (.7311برای مطالعه چگونگی توارث صفات در نخود فرنگی استفاده کرد )نقوی و همکاران،  3فنوتیپ

 

 نشانگرهای مورفولوژیک  -1-5-1

های ژنتیکی مورد استفاده در ارزیابی تنوع بین و خصوصیات مورفولوژیکی از جمله اولین نشانگر

-آید. آن دسته از صفات مورفولوژیکی که تنها یک مکان ژنتیکی کنترل میها به شمار میمیان جمعیت

ر گیرند، زیرا تظاهر این دسته از صفات های ژنتیکی مورد استفاده قراشوند ممکن است به عنوان نشانگر

. ارزیابی این صفات (Kumar., Bennetzen, 1999)حتی در شرایط محیطی متفاوت نیز نسبتا ثابت است 

های مورفولوژیکی مرتبط هستند. اولین عامل با نشانگر یهزینه و آسان است اما عوامل متعددمعمولا کم

تواند کنند، میمیی است. اغلب شرایطی که گیاهان در آن رشد محیط شرایطوابستگی بالای این صفات به 

های نادرست شود. علاوه بر شرایط محیطی ها را تحت تاثیر قرار داده و منجر به ارزیابیگرتظاهر این نشان

مورد صفات های ناشی از اپیستازی و پلیوتروپی تغییرکرده و در کنشها به وسیله برهمتظاهر این نشانگر

پذیری شوند. در مجموع در صورتی که این صفات از توارثهای متعددی کنترل مینیز به وسیله ژکمی ن

های مناسب در مطالعات تنوع ژنتیکی به های مورفولوژیکی یکی از گزینهبالایی برخوردار باشند نشانگر

های شرفته مانند تکنیکهای پیو تکنیک هاتواند بدون نیاز به روشآید، زیرا توارث این صفات میشمار می

 .(Staub., Sequen, 1996)بیوشیمیایی و مولکولی ارزیابی شود 

                                                 
3- Phenotype based markers  
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 نشانگرهای پروتئینی  -1-5-2

باشند و در واقع بازتابی از تنوع موجود های ساختاری مینشانگرهای پروتئینی محصول نهایی ژن

هایی با ترکیبات تئینها ممکن است پروهای گوناگون ژندر سطح ردیف بازی ژنوم هستند. آلل

ای مختلف تولید کنند که به راحتی از طریق الکتروفورز روی ژل از یکدیگر جدا شده و اسیدآمینه

توان به عنوان نشانگر ژنتیکی از آنها استفاده کرد. از آن جایی که شوند و بنابراین میشناسایی می

ر برگیرنده همه تغییرات در تنوع ژنتیکی شوند، لذا دساخته می DNAمحصولات از روی قسمتی از توالی 

 (.3173توانند نماینده کل ژنوم باشند )گروسی و وجدانی، نیستند و نمی DNAدر سطح 

-های مختلف یک آنزیم را نشان میها هستند که فرمترین نشانگرهای پروتئینی، آیزوزایممعمول

بارز نشان ژن و به صورت نشانگرهای همها را در سطح ردیف و عمل دهند. نشانگرهای پروتئین، تفاوت

دهند. از معایب این نشانگرها محدود بودن آنهاست. همچنین این نشانگرها تحت تاثیر تغییرات پس از می

گیرد. از آنجا ها تحت تاثیر مرحله رشد گیاه قرار میها و پروتئینترجمه بوده و تظاهر کمی برخی از آنزیم

های تهیه شده از این نشانگرها طوری بود که رو نقشهگرها محدود است، از اینکه فراوانی این نوع از نشان

گرفتند. بنابراین نشانگرهای پروتئینی نیز معایب ویژه خود را فقط چند نشانگر در یک کروموزوم قرار می

-ت، آیزوزایمها چندان زیاد نیسها در مورد آیزوزایمآمیزی پروتئینهای رنگاینکه روشدارند. با توجه به 

رسد. صد عدد هم نمیتوان از آنها به عنوان نشانگر استفاده کرد، به یکهای قابل ثبت و مشاهده که می

-ترین معایب آنها بوده و موجب کاهش کارایی آنها میمحدودیت در تعداد نشانگرهای آیزوزایم، از عمده

هاست. به عبارت قابل ثبت در آیزوزایم شود. از نکات منفی دیگر این نشانگرها، محدودیت تنوع ژنتیکی

ها نه تنها کم هستند، بلکه چندشکلی و تفاوت قابل ثبت در آنها چندان زیاد نیست. دیگر، آیزوزایم

ها نیز که گاهی مشاهده شده است، از دیگر معایب این قبیل های الکتروفورزی آیزوزایمپیچیدگی فنوتیپ
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پپتید مستقل، در های مرکب از چند پلیدخیل بودن آنزیم نشانگرهاست. این پیچیدگی که به دلیل

 (.3173کند )دشتی، هاست، امتیاز بندی را دشوار میترکیب برخی از آیزوزایم

 نشانگرهای مولکولی -1-5-3

مندی از علم ژنتیک و اصلاح نباتات، بیشترین نقش را در افزایش محصول و با وجود اینکه بهره

دلیل رشد روزافزون جمعیت، برای چیرگی بر ولی به است یی به عهده داشته های غذاتولید فرآورده

شرایط نامساعد محیطی )اعم از عوامل زیستی و غیرزیستی( و افزایش کیفیت محصول تلاش بیشتری 

ی های پیشرفتهنباتات از ماشینمندی متخصصان اصلاحلازم است. پیشرفت علوم و فناوری موجب بهره

ای آنها شده آوری اطلاعات و تجزیه و تحلیل رایانههای برتر جمعر دقیق آزمایشگاهی، روشکشاورزی، ابزا

شناسی مولکولی و بیوتکنولوژی برانگیزی که در زمینه زیستهای تحسینهای اخیر پیشرفتاست. در سال

ه گیاهان های ژنتیک تفصیلی گیاهان عالی از جمل، ابزار قدرتمندی را برای پژوهشاست صورت گرفته

-باشند که همان تفاوت DNAترین و مفیدترین این ابزارها نشانگرهای اند. شاید اساسیزراعی فراهم کرده

دست آمده از اند. امروزه اطلاعات بهموجود بین دو یا چند نمونه DNAهای بازی های قابل ثبت ردیف

های زشکی قانونی، تشخیص بیماریها در پترین آنکاربردهای زیادی دارند، که عمده DNAنشانگرهای 

بندی موجودات زنده و های ژنتیک تکاملی و فیلوژنتیک، طبقهگیاهی و انسانی، قرنطینه گیاهی، پژوهش

 (.3117نباتات است )نقوی و همکاران، اصلاح

 DNAهای مولکولی مبتنی بر نشانگر  -3-5-1-3

موجود در سطح ژنوم را آشکار  ارثکه تو هستند DNAهای خاصی در های مولکولی مکاننشانگر

ه باشند رل کننده صفات، پیوسته یا ناپیوستهای کنتها ممکن است با ژن یا ژنکنند. این نشانگرمی

(Agrawal et al.,2008)های مورفولوژیکی چندین مزیت دارند: آنهای مولکولی نسبت به نشانگر. نشانگر-

دهند نوم را پوشش میهای ژ، وابسته نیستند، تمام قسمتگیاهها پایدارند و به سن، بافت، و مرحله رشدی 
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کننده(، همچنین تحت تاثیر محیط، اثرات غالبیت، اپیستازی و ها و نواحی تنظیمها، اینترون)اگزون

های اند و در تجزیههای مولکولی معرفی شدهگیرند. تاکنون تعداد زیادی از نشانگرپلیوتروپی قرار نمی

-ها مانند درجه چندها از نظر بسیاری از ویژگیاند، این نشانگرات مورد استفاده قرار گرفتهژنتیکی موجود

-های تجزیه شده در آزمایش، توزیع در سطح کروموزوم، تکراربارز بودن، تعداد جایگاهشکلی، غالب یا هم

اند. انتخاب بهترین نشانگر وتو هزینه مورد نیاز از یکدیگر متفا DNAیابی پذیری، نیاز یا عدم نیاز به توالی

ی پیوستگی، ژنتیک جمعیت و روابط تکاملی( و سطح ی نقشهنگاری، تهیهبه هدف مطالعه )انگشت

 (.3117پلوئیدی موجود مورد مطالعه بستگی دارد )نقوی و همکاران، 

 های نوکلئیک افرادشکلی موجود در بین اسیدهای مولکولی بر اساس آشکارسازی چندنشانگر

های ن و جهشهای حذف، اضافه، جابجایی، دو برابر شدها شامل پدیدهکنند. این تفاوتمختلف عمل می

 .(Agarwal et al., 2008)شود های خاص و فعال را شامل نمینای است و تنها ژنقطه

های مبتنی های نوکلئیک، روشهای مختلف مورد استفاده شامل هضم و هیبریداسیون اسیدروش

های مختلف و یا ترکیبی از این دو روش هستند. به علاوه روش (PCR)ای پلیمراز کنش زنجیرهبر وا

مکانی های چندتوانند یک یا چند مکان ژنومی را مورد بررسی قرار دهند. به طوری که نشانگرمی نشانگری

کان تشخیص حضور یا مقادرند به طور همزمان چندین مکان ژنومی را مورد ارزیابی قرار دهند. بنابراین، ا

های مشابه های هتروزیگوت برای آللعدم حضور باند برای هر مکان وجود دارد ولی امکان تشخیص حالت

های ژنی های ویژه برای مکانها یا آغازگرگرمکانی از کاوشهای یکوجود ندارد. در حالی که نشانگر

ها را های شناخته شده هستند. این نشانگرتوالیبا  DNAگیری کنند و قادر به تکثیر یا دورگاستفاده می

دهند های هموزیگوت و هتروزیگوت را مینامند که امکان تشخیص مکانبارز میهای همنشانگر

(Mondini et al., 2009)های غیر مبتنی بر توان به دو دسته روشهای نشانگری پایه را می. روشPCR  یا

 .(Agrawal et al., 2008)تقسیم کرد  PCRهای مبتنی بر وشهای مبتنی بر هیبریداسیون و رروش
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 های مبتنی بر هیبریداسیوننشانگر -1-5-3-1-1

هایی بودند که در مطالعات گیاهی مورد های مولکولی مبتنی بر هیبریداسیون از اولین نشانگرروش

های تکراری اوت ردیفو تعداد متف 3(RFLP)شکلی طولی قطعات برش یافته استفاده قرار گرفتند. چند

(VNTR)3ها دارای چندهای مبتنی بر هضم و هیبریداسیون هستند. این نشانگرهایی از نشانگر، نمونه-

دهند. با این وجود به پذیری بالایی نشان میبارز داشته و تکرارباشند، توارث همشکلی نسبتا زیادی می

با کیفیت بالا به طور  DNAقیمت و سمی و نیاز به گران یگیر بودن، نیاز به مواد رادیواکتیویتهدلیل وقت

هایی با پیچیدگی کمتر ها سبب شده است که روششوند. این محدودیتوسیع مورد استفاده واقع نمی

 .(Mondini et al., 2009)توسعه یابند  PCRهای مبتنی بر مانند نشانگر

 (PCR)یمراز ای پلهای مبتنی بر واکنش زنجیرهنشانگر  -1-5-3-1-2

های زیادی ( نشانگر3317و همکارانش ) Mullisای پلیمراز توسط پس از کشف واکنش زنجیره

های اطراف آنها مجزا است که توالی DNAتوسعه پیدا کردند. این تکنیک شامل تکثیر چندین قطعه 

تا تکثیر انجام گیرد  باشد، این نواحی باید به قدر کافی به یکدیگر نزدیک باشندبسیار مشابه آغازگر می

(Mondini et al., 2009). 

اند که به علت گستردگی، ها معرفی شدههای مولکولی مبتنی بر رتروترنسپوزوناخیرا نشانگر

-کروموزومهای جدید و پایدار و پوشش ژنومی وسیع در شکلیهای حفاظت شده، تولید چندداشتن توالی

های یابی  ژننجام مطالعات مختلف مانند بررسی تنوع ژنتیکی، مکانها را برای انهای گیاهی، استفاده از آ

های پیوستگی ها، تعیین روابط تکاملی و تعیین نقشهنگاری ژنوتیپکنترل کننده صفات کمی، انگشت

 .(Sabot and Scholman., 2007)سازد آل میبسیار ایده

                                                 
1- Restriction Fragment Length Polymorphism  
2- Variable Number Tandem Repeat  
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 ها3رتروترانسپوزون -1-6

DNA  تکراری بخش اعظمDNA دهد و بر اساس سازماندهی آن به یاهان عالی را تشکیل میای گهسته

-ها و ریزها، ماهوارههای تکراری پشت سر هم که شامل، ماهوارکDNAگردد. هایی تقسیم میگروهزیر

-باشد. اکثریت این توالیپراکنده در سراسر ژنوم می های تکراری DNAها است. گروه دوم شامل ماهواره

شوند. گروه اصلی تقسیم می 3جابجا شونده هستند که بر اساس نحوه انتقال به  های پراکنده، عناصر

ها هستند، که ابتدا در ژنوم ها و دیگر رتروالمنتعناصر جابجا شونده گروه اول شامل رتروترنسپوزون

مکمل با  DNAحدواسط و ساخته شدن  RNAها توسط یک جانوران و مخمر مشاهده شدند. جابجایی آن

دهد. عناصر گروه دوم به صورت کریپتاز معکوس و درج مجدد در ژنوم رخ میه از آنزیم ترانساستفاد

باشند. و ...می Ac/Dc ،En/spm ،Muهایی مانند شوند و شامل ترنسپوزونجابجا می  DNAهاینسخه

هستند.  های غیر خود جابجا شوندهها بیشتر شبیه ترانسپوزونMITEsتر مانند هایی کوتاهترانسپوزون

های ها به عنوان نشانگرها در تکامل گیاهان نقش دارند و امروزه از آنگزارش شده است که رتروترنسپوزون

DNA شوند.های مختلف استفاده میبرای کاربرد (Kumar et al., 1999; Lodish et al., 2003). 

 هاانواع رتروترنسپوزون   -1-6-1

 LTRو فاقد  3LTRهای واجد ا به دو گروه رتروترنسپوزونهاز لحاظ ساختاری، رتروترنسپوزون

هستند و در کلیه  Ty3-gypsyو  Ty1-copiaشامل  LTRهای واجد شوند. رتروترنسپوزونتقسیم می

ها در ژنوم LINEشوند که تقسیم می SINEs4و  LINEs1به دو دسته  LTRهای فاقد رتروترنسپوزون

                                                 
3- Retrotransposons 

2-Long Terminal Repeat 

3-Long interspersed repetitive elements 

4- Short interspersed repetitive elements 
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  شوندها در معدودی از نهاندانگان و بازدانگان یافت میSINEکلیه گیاهان وجود دارند اما 

SanMiguel.,1998) (Lander et al., 2001,. 

 LTRهای واجد رتروترنسپوزون  -1-6-1-1

احاطه شده است که  LTRها با طوریکه از نامشان مشخص است، دو انتهای رتروترنسپوزونهب

جفت باز تا یک کیلو باز  300ر ژنوم دارد. این توالی بین ها دتاثیر زیادی در ترکیب و درج رتروترنسپوزون

کنند، بلکه دارای توالی شروع و خاتمه جهت هیچ پروتئینی را رمز نمی LTRهای طول دارد. این توالی

 باشد.ها مینسخه برداری رتروترنسپوزون

 Ty1-copiaگروه  -1-6-1-1-1

-´ 5 و ´TG-3-´5شوند که معمولا به صورت تم میها به یک توالی معکوس کوتاه خاین رتروترنسپوزون

CA-3´  هستند ودارای سه چارچوب قرائت آزادgag ،pol  وInt ها های آنها و پروتئینباشند. این ژنمی

ها به های رمز شده توسط این ژنهستند. بدین ترتیب که پروتئین mRNAهمگی محصول یک مولکول 

شکسته  polپروتئین توسط یک پروتئاز رمز شده توسط توالی پلیپروتئین هستند و این صورت یک پلی

موثر بوده و همچنین یک آنزیم  polکند که هم در تمایز ژن پروتئینی را رمز می gagشود. ژن می

نماید. این آنزیم همچنین نقش ها را رمز میسازی رتروترنسپوزونرونویسی کننده معکوس برای همانند

 Intشود. ژن می cDNAدر زمان تولید  RNAرا دارد که باعث تجزیه  (RNAaseH)ریبونوکلئازی 

نماید. ها در عمل الحاق به ژنوم کمک میحاصل از رتروترنسپوزون cDNAکندکه به پروتئینی را رمز می

شوند. اما رمز می (TRF)3ای در یک چارچوب قرائت ترجمه polو  Int ،gagهای در برخی مواقع پروتئین

کند و این واقع دو یا بیشتر از دو چارچوب وجود داردکه در چارچوب و آغاز ترجمه تغییر ایجاد میبرخی م

                                                 
3- Translational reading frame 
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-های مختلف یک رتروترنسپوزون واحد خواهد شد. رتروترنسپوزونتغییر باعث ایجاد اختلاف در بیان ژن

ه نقاط دیگر برداری شده و سپس برای انتقال بنسخه mRNAابتدا در هسته به صورت  LTRهای واجد 

را به خود اختصاص  ها درصد بالایی از ژنومگردند. این رتروترنسپوزونای تبدیل میدو رشته DNAژنوم به 

 .(Kumar et al., 1999)اند داده

 Ty3- gypsyگروه  -1-6-1-1-2

غلب باشد. امی Intو  polهای ها در ترتیب ژناین گروه بسیار شبیه گروه اول است و تفاوت اساسی آن

باشند و مقایسه توالی آنزیم رونویسی معکوس نشان داد که این گروه از ها میشبیه به رترویروس

ها از این و در واقع رتروویروس های جانوری هستنداز منشا رتروویروس LTRهای دارای رتروترنسپوزون

-هکند، با ایجاد میکه پوشش پروتئینی ویروس ر env (envolpe)ها با تکامل کسب ژن رتروترنسپوزون

 .(Kumar et al., 1999) اندوجود آمده

 

 

 

 .(Kuykeundall, D,. 2009)شمای کلی یک رتروترنسپوزون  -3-3شکل 
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 هاچگونگی تکثیر رتروترانسپوزون -1-6-2

 DNAاز  IIتوسط آنزیم پلیمراز  mRNAنشان داده شد ابتدا مولکول  3-3همانطور که در شکل

 -  -R-3U-PPT- 3′باشد: دارای نواحی ذیل می mRNAشود، که این مولکول ید میرتروترانسپوزون تول

آن  3′از سلول میزبان که قسمت انتهای  3tRNA، سپس یک مولکول BS P-5U-R  -5-ناحیه کد شونده 

 گردد.رتروترانسپوزون است به آنجا متصل می mRNA، 5′در قسمت انتهای  PBSمکمل ناحیه 

 5′در انتهای  Rو  5Uرونویسی کننده معکوس با عمل پلیمرازی خود، قسمت مکمل بعد از آن آنزیم 

این آنزیم با فعالیت ریبونوکلئازی خود قسمت  افزاید. بعداًمی tRNAانتهای  OH-3رتروترانسپوزون را به 

RNA کند و در مرحله بعد ترکیب مکمل را هضم میtRNA - 3′-5U-R رتروترانسپوزون    ′3به ناحیه

(mRNAمنتقل می ) شود و از طریق توالیR  شود و جا متصل میرتروترانسپوزون به آن′3 موجود در

 DNAبه عنوان آغازگر، ناحیه مکمل  mRNAناحیه ′3 آنزیم رونویسی کننده معکوس با استفاده از انتهای

 نماید.را سنتز می 3Uو  5U ،Rیعنی  tRNAی متصل به تازه سنتز شده

                                                 
3- transfer RNA (tRNA)  

http://en.wikipedia.org/wiki/Transfer_RNA


 37 

 

 

، 3-1-3، توضیح کامل در قسمت هارتروترانسپوزون در یهمانندساز مختلف احلمر: 3 -3-شکل
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 (.3001منفرد و همکاران، )رشیدی

باشد. یعنی اینکه همانندسازی در دو جهت ادامه مکمل می RNAدر واقع این عمل همراه با هضم 

-که دارای  توالی DNAی کوتاه شود و سپس قطعهجدا می DNAاز  tRNAکند. در مرحله بعد پیدا می

خود که مکمل  PBSتازه سنتز شده از طریق توالی   DNA 3′است به ناحیه  3Uو  PBS ،5U ،Rهای 

مکمل این قطعه را  DNAگردد. سپس آنزیم رونویسی کننده معکوس، است، متصل می DNA 3′انتهای 

مکمل را افزوده و  DNAه این قطع 3′افزاید و بعد به انتها که تازه سنتز شد، می DNA 3′به انتهای 

 DNAای، توسط آنزیم اینتگراز که رشته دو رشته DNAگردد. بعد از این رتروترانسپوزون تکمیل می

های تکراری یابد و همین برش اریب باعث تشکیل توالیهدف را به صورت اریب برش داده الحاق می

نوکلئوتید  5الی  1تکراری مستقیم بین شود. طول این توالی مستقیم در دو انتهای رتروترانسپوزون می

 باشد.می

 ها در کروموزومتوزیع رتروترنسپوزون -1-6-3

بته هر گروه لاند. اها در سراسر کروموزوم گیاهان پخش شدهدر بسیاری از موارد رتروترنسپوزون

ط دیگری از ای داشته که در نقاط خاصی از ژنوم تجمع پیدا کرده و در نقاها خانوادهرتروترنسپوزون

های هستکی در گیاهان وجود ها در نواحی سازماندهندهکروموزوم در ژنوم وجود ندارند. رتروترنسپوزون

های گیاهان صورت ترجیحی در نواحی یوکروماتینی که اکثر ژنها بهندارند. بسیاری از رتروترنسپوزون

نومی بزرگ در ذرت نشان داد که این های ژاند. تجزیه و تحلیل توالی کلونوجود دارند، قرار گرفته

های یوکروماتینی اکثرا در نواحی بین ژنی هستند. همچنین نتایج حاصل از هیبریداسیون رتروترنسپوزون

در سراسر  Ty1-copiaهای متافاز و پروفاز نشان داد که کروموزوم (In Situe Hybridization)در محل 
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بوده که غیر یکنواخت و گاهی  یکنواختاهی اوقات این توزیع اند و گنواحی یوکروماتینی توزیع گردیده

 .(Antonio et al., 2005)بستگی به گونه گیاهی دارد 

 هاها در گیاهان نسبت به دیگر یوکاریوتفراوانی رتروترنسپوزون-1-6-4

جود در های رتروترنسپوزونی موها و تعداد خانوادهاندازه ژنوم گیاهان، با میزان کل رتروترنسپوزون

 %1است که حدود  LTRخانواده رتروترنسپوزونی  5همبستگی دارد. برای مثال ساکارومایسس دارای  ژنوم

 که شامل   LTRهای واجد کل ژنوم را به خود اختصاص داده است. در آرابیدوپسیس هم رتروترنسپوزون

Ty1-copia   وTy3- gypsy های فاقد و هم رتروترنسپوزونLTR عناصر ه کLINE وجود دارد.  ،باشدمی

که در ذرت هزاران خانواده مختلف کل ژنوم را به خود اختصاص داده در حالی%4-30مجموع در 

کل ژنوم این گیاه را به خود  %50-15وجود دارد که حدود  LTRدار و فاقد LTRهای رتروترنسپوزون

پستانداران مانند ژنوم انسان  رسد. در ژنوم اکثرهم می %30اختصاص داده که در گندم این میزان به 

SINE ها وLINEاند. کل ژنوم را تشکیل داده %15باشند که چیزی حدود عناصر اصلی متحرک می ها

ها با جانوران فرق داشته و در ژنوم ژنوم گیاهان هم از لحاظ تنوع و هم از لحاظ فراوانی رتروترنسپوزون

باشند های کارکردی در صورت وجود دارای تعداد کمی میگیاهان بر خلاف ژنوم جانوران، رتروترنسپوزون

(Thomas et al., 2005). 

 هاها در ژنوم اندامکرتروترنسپوزون -1-6-5

ها دیده نشده است، ولی ژنوم ها در ژنوم کلروپلاستهیچ گزارشی مبنی بر وجود رتروترنسپوزون

است.  LINEو  Ty1-copia  ،Ty3-gypsyهای بسیار زیادی از رتروترنسپوزون میتوکندری حاوی تعداد

ژنوم میتوکندری آرابیدوپسیس حاوی این قطعات رتروترنسپوزونی است. ممکن است این  %4حدود 
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ها از ژنوم هسته تجمع پیدا کرده قطعات در نواحی تکراری ژنوم میتوکندری از طریق کسب این توالی

 .(SanMiguel et al., 1996)باشند 

 های زنده و غیر زندهها به وسیله استرسترنسپوزونفعالیت رترو -1-6-6

شوند. های محیطی زنده و غیر زنده فعال میهای گیاهی، تحت تنشبسیاری از رتروترنسپوزون

وسیله چندین تنش غیر زنده از جمله ایزولاسیون پروتوپلاست، کشت توتون به Tnto1و  Tnt1بیان 

های های زنده مختلف مانند عفونتگیرد. تنشید صورت میاسها و سالیسیلیک سلولی، زخم شدن بافت

 Tos17های شود. رتروترنسپوزونها میها باعث فعالسازی رتروترنسپوزونها و قارچها، باکتریزنده ویروس

دهد که وسیله کشت بافت فعال شده، این نتایج نشان میتنها به Tnto1و  Tnt1در مقایسه با 

کند های بیانشان را در میزبان کنترل میباشند که الگومی cis –actingهای توالی ها دارایرتروترنسپوزون

(Wesselr et al., 1995, Wesselr., 1996). 

 های گیاهیمبدا و تکامل رتروترنسپوزون -1-6-7

ها دهد که اولین رتروترنسپوزونها نشان میرتروترنسپوزون LTRو  LINEمقایسه توالی ژنی 

LINEهای اند و بعدا رتروترنسپوزونهها بودLTRها از طریق کسب توالی تکراری مستقیم مشتق دار از آن

از طریق کسب ژن تشکیل  Ty3-gypsyهای ها ظاهرا در جانوران از رتروترنسپوزوناند. رتروویروسشده

 اند.دهنده پوشش پروتئینی ویروس تکامل پیدا کرده

منشا  DNAدار به RNAهای از زمان شروع تبدیل ژنوم هارتروترنسپوزونبعضی عقیده دارند که 

ها در دهد که آنهایشان نشان میها و هتروژن بودن بسیاری از توالیاند. فراوانی رتروترنسپوزونگرفته

ها بعد از تشکیل اولین سلول یوکاریوتی اند و یا ممکن است که رتروترنسپوزونگیاهان اولیه حضور داشته

طور ها بهو از طریق انتقال افقی و عمودی در بین موجودات پراکنده شده باشند. آنباشند وجود آمده به



 33 

 

ها در تکامل موجودات اند. سهم آنموفقیت آمیزی در بین موجودات یوکاریوتی آلی تکثیر پیدا کرده

 یوکاریوتی هم هم غیر قابل انکار است.

هایی که باشد. یعنی در اثر فشار انتخاب ژنومتواند برای ژنوم مفید در واقع حضور این عناصر می

های مختلف را کسب نموده و  این یک مزیت برای ژنوم توانند موتاسیوندارای رتروترنسپوزون هستند می

های وحشی موجود در گیاهان عمل توانند به عنوان پروموتور برای ژنباشد. همچنین این عناصر میمی

 .(Wilhelm and Wilhelm ., 2001)ن شوند کنند و در نتیجه باعث بیان آنا

 

 هانقش و کاربرد رتروترنسپوزون -1-6-8

ها در نواحی هتروکروماتینی، سانترومر، ها تعداد بسیار زیادی از رتروترنسپوزوندر اکثر یوکاریوت

دی و ها، یک نقش کارکرها قرار دارند که این توزیع آنتلومر و دیگر نواحی هتروکروماتینی کروموزوم

)رتروترنسپوزون(، در بافرینگ و  TARTو  HET-Aوجود آورده است. مثلا نقش ها بهساختاری را برای آن

ای های حفاظت شدهوجود توالیخوبی معلوم گشته است. های مگس سرکه بهسازی انتهای کروموزومکوتاه

صر در عملکرد سانترومر نقش دهد که این عناها نشان میدر همه نواحی سانترومری گراس از این عناصر

ها نقش تنظیمی را در بیان دارد که آنها بیان میها در نواحی تنظیمی ژنداشته و همچنین حضور آن

ها دارای دو آغازگر است که الحاق آن در نزدیکی یک ژن رتروترنسپوزون LTRهای خاص دارند. زیرا ژن

-ها میبی یکی دیگر از مزایای این عناصر برای ژنومشود. نوترکیخاص باعث تغییر الگوی بیان آن ژن می

توسط این عناصر صورت  (Exon shuffling)ها باشد. در واقع مشخص شده که پدیده برخوردن اگزون

در طی پروسه تکامل ایجاد  های جدیدی راتوانند ژنگرفته است. این عناصر از این طریق می

 . (Nina., 2000, Grzebelus., 2006)نمایند
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 ها به عنوان نشانگرهای مولکولیاستفاده از رتروترانسپوزون -1-7

تواند به عنوان یک نشانگر مولکولی برای انگشت وجود و عدم وجود یک ترانسپوزون در یک مکان ژنی می

های پیوستگی ها، بررسی تنوع ژنتیکی، تعیین روابط تکاملی و همچنین در تهیه نقشهنگاری ژنوتیپ

سطه پراکندگی گسترده، حضور در همه جای ژنوم و فراوانی این عناصر ژنتیکی استفاده شود. به وا

مولکولی بر پایه این عناصر ژنتیکی متحرک معرفی شده  های اخیر چندین نشانگرمتحرک، در سال

 . (Schulman et al., 2004)است

 

 

 

 

 

 

-می 3SAP-Sروش ( a: )هارتروترانسپوزون بر یمبتن ینشانگرها مختلف یهاروش: 1 -3-شکل

 LTR(، دارای یک E2,E1برش یافته توسط دو آنزیم محدودگر ) DNA باشد. که در آن یک قطعه 

شود. آغازگرهای مورد استفاده با رتروترانسپوزونی )سایه زده( و یک سازگارساز )منقوط( تکثیر می

د.که در آن تکثیر نواحی باشمی IRAP3( روش bشوند. )( جفت میTP( و رتروترانسپوزون )APسازگارساز )

                                                 
3- Sequence-specific amplified polymorphism  

3- Inter Retrotransposon amplified polymorphism   
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( TPهای نزدیک به هم در داخل ژنوم و با استفاده از آغازگرهای رتروترانسپوزونی )بین رتروترانسپوزون

ای )خطوط دهد که تکثیر بین یک دامنه ریزماهوارهرا نشان می REMAP( روش cگیرد. )صورت می

( و MPاتصال یافته به نواحی مجاور ریزماهواره ) عمودی( و یک رتروترانسپوزون، و با استفاده از آغازگرهای

است، در این حالت تکثیر بین یک آغازگر  RBIP( روش dگیرد. )( صورت میTPآغازگر رتروترانسپوزونی )

به سمت چپ متصل شده است( و یک آغازگر  FLPگر )در اینجا، آغازگر ی ژنومی احاطهDNAدر 

 .lendar., et al 2011)(Kaگیرد ( صورت میTPرتروترانسپوزونی )

 

 توسعه و کاربرد نشانگرهای رتروترانسپوزون -1-8

، برای محدوده وسیعی از موجودات نظیر LTRهای دارای نشانگرهای مبتنی بر رتروترانسپوزون

د. انگرفتهها و حشرات مورد استفاده قرار ها، نارگیل، گوجه فرنگی، نخود، درختان میوه، قارچغلات و گراس

پذیری آنها، تا مطالعات تنوع زیستی و تکامل ها و تحرکرتروترانسپوزون نگرها جهت بررسیاز این نشا

شود. از ها استفاده میها و تخمین فاصله ژنتیکی، ارزیابی و تشخیص اشتقاق واریتهیابی ژنژنوم، نقشه

ذا استفاده از این به صورت گسترده در ژنوم گیاهان وجود دارند، ل LTRهای آنجایی که رتروترانسپوزون

های غیر هایی با رتروترانسپوزوننوع نشانگرها در گیاهان عمومیت دارند. همچنین در گیاهان از تکنیک

LTR3خصوص عناصر ، بهSINE (استفاده شده استرتروترانسپوزون نوعی دیگر از )های یوکاریوتی(prieto 

et al., 2005)  الگوی الحاق قطعه .Alu عنوان زونی متعادل در ژنوم انسانی،  نه تنها بهانسانی، ترانسپو

های ژنتیکی نیز کند، بلکه با بسیاری از بیماریای در بیشتر مطالعات ساختار جمعیتی عمل میوسیله

باشند که چون دارای جایگاه می SINEهای هایی از نوع رتروترانسپوزونتوالی Aluپیوستگی دارد. 

شوند. در واقع، نشانگرهای مولکولی باشند، به این نام خوانده مییم  AluIتشخیص برای آنزیم برشی 
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توانند در حیوانات شامل پستانداران و پرندگان نیز مفید ها میها یا رتروترانسپوزونمبتنی بر رتروویروس

هایی که این از نشانگرهای رتروترانسپوزونی در گونه. استفاده (Schulman et al., 2004) واقع شوند

های دوطرف آنها )در اند، نیازمند شناسایی رتروترانسپوزون و یا توالیانگرها قبلاً در آنها استفاده نشدهنش

باشد. در اکثر مطالعات صورت گرفته، آغازگرهای نیاز می PCR( جهت طراحی آغازگرهای RBIPتکنیک 

LTR یک به هم و حتی بعضی از های نزدها، در میان جنسهای گونهتوانند به صورت مشترک در لاینمی

ها شناسایی های مختلف، یکسری رتروترنسپوزونهای گیاهی استفاده شوند. در گونهاوقات بین خانواده

های ها از اعضای خانوادهتوانند توسط آغازگر هترولوگ تکثیر شوند. این رتروترانسپوزوناند که میشده

تر های قدیمیباشند. خانوادهگیاه، مورد مطالعه میهای موجود قبل از اشتقاق قدیمی رتروترانسپوزون

های جدیدتر تمایل بیشتری به خاموشی و های جدیدتر، در ایجاد الحاقها نسبت به خانوادهترانسپوزون

های اینبرد را های نسبتا نزدیک به هم یا لاینسکون دارند. از طرفی هم، اگر شخصی بخواهد که واریته

م بومی هایی که براساس ژنوم ارقا)رتروترنسپوزون 3یک سیستم رتروترانسپوزون بومیمطالعه کند، باید از 

های ها از گونهیابی ترانسپوزونسازی و توالید. این فرآیند نیازمند همسانهطراحی شوند( استفاده نمای

الی حفاظت رتروترانسپوزونی که دارای تو باشد. بدین منظور، ابتدا بایستی قطعات بین نواحیجدید می

سازی شوند و سپس از روی آنها آغازگرهای جدید اختصاصی جهت باشند، تکثیر و همسانهشده می

های رتروترانسپوزون طراحی گردیده است و در نهایت کارایی این آغازگرها به عنوان یک شناسایی خانواده

ای تفکیک شده در بانده REMAPو  IRAP ،S-SAPنشانگر مورد بررسی قرار گیرد. در نشانگرهای 

یابی باندهای استخراجی، باشند. توالیالکتروفورز، حاصل تکثیر از یک سمت الحاق رتروترانسپوزون می

 مطابق با  PCRتوان یک آغازگر اطلاعات زیادی را به همراه داشته است و با استفاده از آنها می

DNA که توالی ژنومی طرف دیگر ژنومی مجاور یک طرف الحاق طراحی کرد. به هر حال لازم است

                                                 
3- Native  
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ها را برای پلاسمتوان ژرمدهی جایگاه خالی مشخص شود. بدین منظور میها جهت نمرهرتروترانسپوزون

را روی آنها انجام داد که در این تکنیک آغازگر  SAP-Sچندشکل غربال کرد و سپس تکنیک  3باند اصلی

LTR ی که جایگاه الحاق را به سمت جلو پیش میابا یک آغازگر طراحی شده برای سمت شناخته شده-

 .Shirasu et al).(2000 ,برد، جایگزین شده است 

 (IRAP)ها شکلی در تکثیر بین رتروترنسپوزونچند -1-8-1

طراحی شده و جهت تکثیر    ها((LTRدر این روش دو آغازگر بر اساس توالی تکراری انتهایی

شکلی بر اساس تفاوت در طول توالی بین شوند و چنده میقطعات بین دو رتروترنسپوزون به کار برد

که تعدادی از خانواده گردد. از آنجاییهای تکراری انتهایی دو رتروترنسپوزون، آشکار میتوالی

یابند، بلکه تمایل دارند که با یکدیگر در داخل ژنوم الحاق ها به صورت تصادفی الحاق نمیرتروترنسپوزون

ر بسیاری از موارد امکان تکثیر وجود خواهد داشت )یعنی فاصله دو رتروترنسپوزون در یابند، بنابراین د

تواند آن را تکثیر کند(. البته انجام این روش نیازمند دانش کامل در پلیمراز میDNAحدی است که آنزیم 

 (Kalendar et al., 1999)باشدها میهای تکراری انتهایی رتروترنسپوزونمورد توالی

 (REMAPها )ها و رتروترنسپوزونچند شکلی در تکثیر بین ریزماهواره -1-8-2

ها طراحی های تکراری انتهایی رتروترنسپوزونها به بر اساس توالیدر این روش یکی از آغازگر

شود. قطعات بین دو آغازگر تکثیر ها تعیین میماهوارههای تکراری ریزشده و آغازگر دیگر بر اساس توالی

 IRAPتر از روش گردد. این روش سادهشکلی بر اساس تفاوت در طول این قطعات آشکار میو چندشده 

 های تکراری انتهایی نیاز دارد.بوده به مقدار کمی اطلاعات در مورد توالی

                                                 
3- Original  
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روی ژل آگارز صورت  PCRسازی قطعات تکثیر شده در آشکار REMAPو  IRAPدر نشانگرهای 

یابی استفاده های توالیعلت زیاد بودن قطعات تکثیری، از ژلبه S-SAPروش در حالی که در  ،گیردمی

ستفاده کرد. در توان انیز می REMAPو  IRAPهای یابی را در نشانگرهای توالیحال ژلشود. بااینمی

ب بودن خانواده بارزی یا غالنسپوزونی در هر واکنش تکثیری، بسته به همنشانگرهای رتروتر

شود. تعداد ها تا صدها محصول تولید میوزون و سازماندهی ژنوم گیاهی تحت مطالعه، دهنسپرتروتر

کاهش  LTRتوانند با اضافه کردن بازهای انتخابی به آغازگر سازگارساز یا آغازگر محصولات تکثیری می

یا  LTR ، آغازگرREMAPاضافه گردند. در  LTRتوانند به آغازگر ، بازهای انتخابی میIRAPیابد. در 

 .(Kalendar et al., 1999)توانند با خاصیت انتخابی بیشتری طراحی شوندآغازگر ریزماهواره می

 های آماری تعیین فاصله ژنتیکیروش -1-9

مشخص شدند. استفاده از  و صفر ها، وجود و عدم وجود نوار با اعداد یک به منظور تجزیه و تحلیل داده

های مورد ها در میان ژنوتیپها و تفاوتک بهتر شباهتسایی و درتواند به منظور شنامی ماتریس تشابه

ها برای بررسی بسیار موثر باشد. ضرایب تشابه از صفر تا یک متغیر است. در این ارزیابی زمانی که نشانگر

ها برای دو شود و صفر حالتی است که تمام نشانگردو ژنوتیپ کاملا یکسان باشند، ضریب تشابه یک می

  .(Wolf et al., 1998)کاملا متفاوت باشند ژنوتیپ

 های ژنتیکیاندازه گیری فواصل و تشابه -1-9-1

ها یا های آللی که بین افراد، جمعیتها یا فراوانیگیری در سطح توالی ژنهر تفاوت ژنتیکی قابل اندازه

فراد یکی از اهداف ارزشمند باشد تفاوت ژنتیکی بوده که تعیین آن و روابط ژنتیکی بین اها قابل ثبت گونه

های ژنتیکی بین دو ژنوتیپ، جمعیت یا فرد را های گیاهی و جانوری است. فواصل یا تشابهاصلاح گونه

گیری فاصله های آماری گوناگونی محاسبه کرد. به منظور اندازهها از روشتوان بسته به نوع دادهمی

ترین ین روش مختلف معرفی گردیده است. معمولهای نشانگرهای ملکولی چندژنتیکی بر مبنای داده
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 روند های نشانگرهای ملکولی به کار میگیری فاصله ژنتیکی یا تشابه ژنتیکی که برای دادههای اندازهروش

 باشند.و دایس می (Sokal et al., 1958)، تطابق ساده (Jakard,. 1912)شامل ضریب تشابه جاکارد 

 ه آماریهای چند متغیرتجزیه -1-9-2

شود. یکی از بهترین تر میهای ژنتیکی بین افراد مشکلها و تفاوتبا افزایش اندازه نمونه، شباهت

های بندی ذخایر توارثی و تجزیه و تحلیل روابط ژنتیکی بین افراد استفاده از الگوریتمراهکارهای طبقه

از تجزیه هم زمان چندین متغیر  های تجزیه و تحلیل چند متغییرهآماری چند متغیره است. در تکنیک

ای برای تجزیه و ها امروزه به طور گستردهشود. این تکنیکبرای بررسی روابط بین افراد استفاده می

های مورفولوژیکی، بیوشیمیایی یا نشانگرهای مولکولی های مختلف از قبیل دادهتحلیل تنوع ژنتیکی داده

بیشتر از  3های اصلیو تجزیه به مولفه 3ایها، تجزیه خوشهالگوریتمگیرند از بین این مورد استفاده قرار می

 بقیه کاربرد دارند.

 ایتجزیه خوشه -2-1 -1-9

باشد اطلاق بندی افراد میهای چند متغیره که هدف اولیه آن گروهای به گروهی از تکنیکتجزیه خوشه

رسی در یک خوشه واحد کنار هم قرار شود. در این نوع تجزیه افراد مشابه از نظر صفات مورد برمی

های زیاد و گیرند دارای شباهتافرادی که در یک خوشه قرار می ،بندی کردنگیرند. در نتیجه دستهمی

دی به طور صحیح بنبنابراین اگر طبقه. تر هستندگیرند ناهمگنهای جداگانه قرار میافرادی که در خوشه

خوشه قرار دارند در نمایش هندسی در کنار هم قرار گرفته و افرادی افرادی که در یک  انجام گرفته باشد،

های ای جدا از روشبندی یا تجزیه خوشههای جدا قرار دارند از هم دورتر خواهند بود. گروهکه در خوشه

 باشد.بندی دیگر از قبیل تجزیه تابع تشخیص میطبقه

                                                 
3- Cluster Analysis 

3- Prinicipal Component Analysis (PCA) 
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های مورد مطالعه، بل تعیین شده، توسط دادهبندی، چند گروه از قبندی جهت گروههای طبقهدر روش

شود. ولی در ها منتسب میها به یکی از گروهگیرند و یک فرد جدید بر اساس دادهمورد بررسی قرار می

ای، بیشتر های تجزیه خوشهها وجود ندارد. در بین روشبندی ژنوتیپای هیچ اطلاعی از گروهتجزیه خوشه

ها، های مبتنی بر فاصلهشود. روشفاصله در تجزیه تنوع ژنتیکی استفاده میهای مبتنی بر از الگوریتم

گیرند و خروجی به صورت درختی قابل ارایه تجزیه و تحلیل قرار می ماتریس فاصله به عنوان ورودی مورد

ای دارند. سایر بیشترین کاربرد را برای تجزیه خوشه 3و روش حداقل واریانسUPGMA 3گردد. روش می

ترین همسایه و دورترین همسایه توسط برخی از محققین برای تجزیه و تحلیل ها نیز مانند نزدیکشرو

 شود.تنوع ژنتیکی به کار برده می

 3ضریب کوفنتیک  -1-9-2-2

بندی، تخمین ضریب همبستگی کوفنتیک های مختلف خوشههای مقایسه کارایی الگوریتمیکی از روش

ای با ماتریس بین ماتریس شباهت یا فاصله به عنوان ورودی تجزیه خوشهباشد که در آن همبستگی می

گردد. روشی که دارای باشد برآورد میکوفنتیک که بر اساس دندروگرام که به عنوان خروجی تجزیه می

ترین روش تجزیه و تحلیل تلقی تواند به عنوان مناسببیشترین ضریب همبستگی کوفنتیک باشد می

 3/0و  7/0تواند در دامنه دهند. درجه برازش مینشان می rر رود. ضریب همبستگی را با گردیده و به کا

برازش ضعیف  r7/0 ≥ <1/0برازش خوب،  r1/0 ≥ <3/0باشد برازش خیلی خوب،  ≤3/0rمتغیر باشد. اگر 

 .باشدبرازش خیلی ضعیف می r ≤ 7/0و

 

 

                                                 
3- Unweighted Paris Group Method Alitmetic Average 

3- Ward 

3- Cophenetic coefficient 
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 های اصلیتجزیه به مولفه  -1-9-2-3

های چند متغیره است که دارای ای یکی دیگر از تکنیکای اصلی مانند تجزیه خوشههتجزیه به مولفه

توان برای نمایش دو بعدی پراکنش افراد به کاربرد زیادی در تجزیه تنوع ژنتیکی دارد. این تکنیک را می

به عنوان  PCAکار برد. تجمع افراد در یک ناحیه از پلات نشان دهنده تشابه ژنتیکی آن افراد می باشد. 

ها به منظور روشن ساختن روابط بین دو یا چند متغیر و توجیه تغییرات روشی برای کاستن حجم داده

های اصلی های اصلی و اولیه به وسیله تعداد محدودی از متغیرهای جدید مستقل به نام مولفهکل داده

راد داده و مشاهده هم گروه را ها را در بین افباشد. این نوع دسته بندی اجازه نمایان شدن تفاوتمی

 سازد.ممکن می

های اصلی به متغیرهای مستقل جدیدی که به ها به وسیله تبدیل خطی دادهکاسته شدن حجم داده

گیرد. به طوری که اولین مولفه بیشترین مقدار تغییرات شوند انجام میهای اصلی شناخته میعنوان مولفه

مولفه دوم بیشترین مقدار تغییرات باقیمانده را بعد از مولفه اول توجیه  کند وهای اولیه را توجیه میداده

های قبلی بیان نشده کند که توسط مولفهمی کند. لازم به ذکر است که هر مولفه تغییراتی را توجیهمی

باشند هر مولفه نشان دهنده و مستقل از یکدیگر می 3ها به صورت متعامداست. به علت اینکه مولفه

باشند و به صورت مستقل از یکدیگر باید تفسیر شوند های اصلی میصیات متفاوتی از دادهخصو

(Mohammadi, et al., 2003). 

کنند و مولفه نخست تغییرات بیشتری را توجیه می 1تا  3هر چه همبستگی میان متغیرها بیشتر باشد، 

غیرها است. نبود همبستگی در میان تر باشد نشان دهندة تصادفی بودن این متهر چه همبستگی پایین

های دهد این متغیرها جنبههای مولکولی ویژگی سودمند است زیرا نشان میاین متغیرها برای داده

بیشتری مولفه اصلی برای توجیه  که در این صورت به تعداد کنندگیری میها را اندازهگوناگونی از داده

                                                 
3- Orthogonal 
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تغییرات را توجیه نمایند بهره 35/0ر سه مولفه نخست کمتر از باشد. اگهای اولیه نیاز میتغییرات داده

شود چرا که همبستگی میان این سه ها ناکارآمد میبندی دادهبعدی برای گروه 1و  3گیری از نمودارهای 

بعدی  1و  3اند و نمودارهای های دیگر توجیه کردهمولفه اندک است و بخش بسیاری از تغییرات را مولفه

دهند ولی این رویداد نشان دهندة پراکنش خوب آغازگرهای به ی مورد پذیرشی را انجام نمیدسته بند

 .(Mohammadi et al., 2003)کار رفته روی ژنوم است 

 شاخص شانون -1-9-3

ها می باشد که به زیست شناسان برای پی شاخص تنوع یک معیار ریاضی برای نشان دادن تنوع گونه

های مورد کند. شاخص تنوع شانون از شاخصو تنوع موجود در آن کمک میبردن به ساختار جامعه 

ی با تنوع بالا دارای شاخص تنوع شانون بالا و باشد. جامعهها در جامعه میاستفاده برای توصیف تنوع گونه

 ا تنوع کم شاخص شانون پایینی دارد.جامعه ب

 هتروزیگوستی -1-9-4

برای آن جایگاه نسبت به کل افراد جمعیت  سنی افراد هتروزیگوبه صورت فراوا برای یک جایگاه ژنی

ها، افزایش یافته و زمانی که فراوانی آللی یکسان باشد د. مقدار آن با افزایش تعداد آللتعریف می شو

 .ماکزیمم می شود

ورت صه نسبت برآورد شده افراد هتروزیگوس برای هر جایگاه ژنی که ب ،(eHهتروزیگوسیتی مورد انتظار)

و  اگر  استچند شکل  ،باشد 3/0تصادفی انتخاب شده است. یک جایگاه ژنی اگر هتروزیگوسیتی بیشتر از 

 .باشد، به شدت چند شکل است 7/0این مقدار بیش ار 
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 ی مختلفهای انجام شده در گیاه زردآلو با استفاده از نشانگرهامروری بر پژوهش -3-3

 پذیری وراثت الگوی و از شد انجام هاایزوزیم وسیله به زردآلو تنوع ژنتیکی مولکولی بررسی اولین

 ,.Byrne et al).گردید استفاده ژرم پلاسم کلی توصیف و هیبریدها شناسایی ایزوزیم برای ژنی مکان پنج

 et al(Pashkoulov,. شد  استفاده 3زردآلو ×تلاقی آلو  آنالیز برای AATباندی  الگوی از همچنین 1989(

1995) . 

 اروپایی، زردآلوی کلکسیون34 در ژنتیکی مطالعه برای سیستم آنزیمی 30 از دیگری پژوهش در

 جفت 5 از استفاده با یک پژوهش در (Badenes et al., 1996).شد  افریقا استفاده جنوب و آمریکا شمال

. آمد بدست شکل چند باند 150از  بیش وسیع، افیاییجغر دامنه به متعلق رقم 47در  AFLPآغازگر 

 فراهم جغرافیایی منشاء با منطبقرا  ارقام بندی گروه امکان هاداده این کمک به انجام شده آنالیزهای

 .(Hagen et al., 2002)ساخت 

رقم و ژنوتیپ ایرانی زردآلو با استفاده از صفات  13به بررسی  (3111)زاده و همکاران جنتی

های مورفولوژیک توانست ارقام پرداختند. تجزیه کلاستر داده RAPDرفولوژیک و نشانگر مولکولی مو

های مختلف را بر اساس میوه، تاریخ رسیدن و صفات مربوط به طعم تفکیک نماید. تجزیه و تحلیل داده

دودی با نتایج گروه اصلی تقسیم کرد که تا ح 1به  %15ها را در فاصله تشابه ژنوتیپ RAPDمربوط به 

 ها تطابق داشت.خصوصیات مورفولوژیکی و منشا جغرافیایی آن

رقم و ژنوتیپ زردآلوی موجود در  43( تنوع ژنتیکی 3130در یک بررسی مجیدیان و همکاران )

نشاندار با  AFLPهای سهند تبریز و باغ گیاهشناسی جمهوری چک را با استفاده از نشانگر کلکسیون

های ی موجود در کلکسیونهای زردآلوکردند. نتایج این پژوهش نشان داد ارقام و ژنوتیپفلورسنت ارزیابی 

 گیرند.های مجزایی قرار میبندیایران و چک بر اساس منشا و پراکندگی جغرافیایی در گروه

                                                 
Plumcot -3  
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رقم متعلق به دامنه جغرافیایی  47در  AFLPجفت آغازگر  5در پژوهشی دیگر نیز با استفاده از 

بندی ارقام ها امکان گروههای انجام شده به کمک این دادهباند بدست آمد. آنالیز 150بیش از  وسیع،

 .(Hagen et al., 2002 ))منطبق با منشا جغرافیایی( را فراهم ساخت 

پلاسم مختلف جغرافیایی متعلق به مجموعه ژرم یکولتیوار زردآلو با ریشه 40ای دیگر، در مطالعه

مورد مطالعه قرار  SSRست در مجارستان، و دانشگاه والنسیای اسپانیا با استفاده از نشانگر دانشگاه بوداپ

های سازگار با محیط زیست ها از گروهگرفتند. هدف از این مطالعه، تعیین روابط ژنتیکی میان ژنوتیپ

جفت  33ین تعداد جفت پرایمر مورد بررسی قرار گرفت. که از ا 31ها بود. در این مطالعه جغرافیایی آن

، هتروزیگوسیتی مورد  3/1آلل، به طور میانگین 14های واضح کردند که در مجموع آغازگر تولید باند

بر  UPGMA الگوریتمبود. علاوه بر این  13/0و هتروزیگوسیتی مشاهده شده به طور متوسط  41/0انتظار 

ها بر اساس شجره جغرافیایی اند ژنوتیپتوبه خوبی می SSRاساس فاصله ژنتیکی نی، نشان داد که مارکر 

 . (Romero et al., 2003)تفکیک کند

رد ارزیابی قرار داده مو SSRیمر اجفت پر 30ژنوتیپ زردآلو را با استفاده از  45در یک بررسی که 

ها به دو گروه چندشکلی کردند. که بر این اساس ژنوتیپ %50هایی با بیش از پرایمر تولید باند 3بود. 

 . (Ruthner et al., 2006)گروه تقسیم شدندمده و چندین زیرع

پرایمر  40ژنوتیپ زردآلو با استفاده از  31بین  RAPDبر اساس مارکر ای دیگرکه در مطالعه

مورف بود. باند پلی 331باند کردند که حاصل آن  333تولید پرایمر   33دکامر تصادفی انجام شد، 

شاخه تقسیم کرد. که گروه اصلی ها را به یک گروه اصلی و یک تکتیپژنو UPGMAدندروگرام حاصل از 

های مورفولوژیکی و ، بهتر از مارکرRAPDگروه تفکیک شدند. همچنین نتایج نشان داد که مارکر زیر 1به 

 .(Ercisli et al., 2008)کنند های ژنتیکی عمل میآیزوزایمی در شناسایی و ساخت و ساز نقشه
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 مارکر 13دره اطراف هیمالیا با استفاده از  3ژنوتیپ از  11که رابطه فیلوژنتیکی در یک پژوهش 

که  ،قطعه بدست آمد313مورف از قطعه پلی 311( بررسی شد، ISSRمارکر  33و  RAPDمارکر  30)

باند بدست  51شکل از باند چند ISSR 51قطعه نشان داده شد. همچنین در آنالیز  1/1سهم هر پرایمر 

 ISSRبیشتر از  RAPDدهد کارایی نشان می نتایجباشد. قطعه می 03/5ها ه سهم هر یک از پرایمرآمد ک

 . (Kumar et al., 2009)ها یافت شدژنوتیپ بندیبرای گروه

ها و تجزیه و رقم زردآلوی محلی با استفاده از آیزوزایم 1مورفیسم ژنتیکی بین ای پلیدر مطالعه

های حاصل از توان با الگوی باندبررسی شد. ارقام را می SSRو  RAPDی هاتحلیل بر اساس مارکر

باند  74باند از  11در مجموع  RAPDها شناخت. همچنین تجزیه و تحلیل ها و استرازآیزوزایم پراکسیداز

شکل نشان داد. در کل این مطالعه نشان داد که ( را چند%73آلل ) 33آلل از  SSR ،31( و مارکر 44%)

 ,.Sharkawy et al)باشدتر برای شناسایی درختان  میوه میتر و سریعنگاری مولکولی ابزاری سادهشتانگ

2009) . 

 .Pژنوتیپ از  Prunus( ،1ژنوتیپ از جنس  31در پژوهشی رابطه فیلوژنتیکی و ژنتیکی میان 

prunuphora ،7  ژنوتیپ ازP. armeniaca ،3  ژنوتیپ ازplumcotزیر جنس  ، و یک ژنوتیپ از

Cerasus پرایمر  30( بررسی شد. از(RAPD ،SSR،ISSR )  باند ایجاد شد که نرخ  310مورد بررسی

گروه اصلی  3دندروگرام و پلات سه بعدی به ،  PCoAو  UPGMAبود. آنالیز  %300-57مورفیسم، پلی

 .Pزیر گروه به سه  3بود. گروه  Prunusو گروه دوم شامل  Cerasusتقسیم شد. گروه اول شامل 

prunuphor  ،P. armeniaca  ،plumcot  .تقسیم شدPCoA  و دندروگرام نشان دادند، کمترین تنوع

از نظر ژنتیکی بیشتر از  plumcotباشد، همچنین اینکه می plumcotو  P. armeniaca ژنتیکی میان 

 .(Yilmaz et al., 2009)زردآلو، به آلو نزدیک است
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رقم و ژنوتیپ زردآلوی  10هشی به بررسی تنوع ژنتیکی ودر پژ (3130)زاده و همکاران محمدی

پرداختند. در  RAPDرقم خارجی به عنوان شاهد  با استفاده از صفات مورفولوژیکی و مارکر  3ایرانی و 

صفت کمی و کیفی میوه، درخت و گل مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج تجزیه  33آزمایش اول روابط 

داری بین برخی صفات را نشان داد. در های مثبت و منفی معنیوجود همبستگیهمبستگی ساده و 

های مورد آغازگر برای بررسی تنوع ژنتیکی ارقام و ژنوتیپ 15به کمک  RAPDآزمایش دوم نشانگر 

هایی با وضوح بالا که با تکرارپذیری خوبی بودند برای محاسبات انتخاب شدند. بررسی به کار رفت. نوار

دهنده همبستگی بدست آمد که نشان 73/0کوفنتیکی بین ماتریس تشابه و دندروگرام در حدود ضریب 

های مورد بررسی مناسب دندروگرام با ماتریس تشابه است. با توجه به نتایج به دست آمده ارقام و ژنوتیپ

 از تنوع بالایی برخوردار بودند.

از  Prunusژنوتیپ  31ط فیلوژنتیکی میان در آزمایشی برای مطالعه تنوع ژنتیکی و بررسی رواب

 plumcot ژنوتیپ از P. armeniaca ،3 ژنوتیپ Prunophora ،7 ژنوتیپ 1) استفاده گردید ISSRنشانگر 

مورفیسم که این پلی مورف مشاهده شدلیپ باند 310که در نتیجه ( Cerasusو یک ژنوتیپ از زیر جنس 

-گروه اصلی وجود داشت. بر اساس آنالیز 3وگرام به وجود آمده درصد بود. در دندر 300تا  57در دامنه 

و  تنوع ژنتیکی پایینی دارد P. armeniacaمشخص گردید که ژنوتیپ  PCoAو  UPGMA های

plumcot  باشددارای نزدیکی بیشتری با آلو نسبت به زردآلو می(Yilmaz et al., 2012). 

 40ژنوتیپ زردآلو، شامل  47تنوع ژنتیکی و همکاران به بررسی  (3133)در پژوهشی راجی 

ژنومی  DNAپرداختند. در این بررسی  SSRژنوتیپ خارجی با استفاده از نشانگر  7ژنوتیپ ایرانی و 

ای پلیمراز قرار جفت آغازگر ریزماهواره، تحت واکنش زنجیره 30های گیاهی با استخراج  شده از نمونه

گروه  33ها را به ژنوتیپ 47/0و در فاصله  تطابق سادهریب بر اساس ض UPGMAگرفت و تجزیه کلاستر 

 های دیگر نشان دادند.ل بیشترین فاصله را با ژنوتیپسگهای سن استرس و تنتقسیم نمود. که ژنوتیپ
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 Bréto et)پلاسم پرتقال برای شناسایی ژرم IRAPو  REMAPهای های اخیر از مارکردر سال

al., 2001); (Guo et al., 2005) سیب ،(Baumel et al., 2002; Kristiina et al., 2006; Xiao and 

Xu, 2006; Jia, 2008)های یابی ژنتیکی جو در مناطق مختلف، تنوع ژنتیکی بین گونه، شناسایی و نقشه

 Hafeze et)پنبه ،(Nair et al., 2005)موز  ،(Georgi et al., 2010)، گندم (Branco et al., 2007)برنج 

al., 2006)  ، زیتون(Natali et al., 2007)های سوماتیکی جو همچنین در انتخاب به کمک مارکر ، سلول

 در یولاف استفاده شده است.

جا شونده به بهمطالعات انجام شده روی ژنوم گیاهان خانواده گلسرخیان نشان داد که عناصر جا

 LTRهای شخص شد که فراوانی رتروترانسپوزونفراوانی در ژنوم این خانواده حضور دارند. علاوه براین م

اعلام کردند که بخش وسیعی  (3030)باشد. وانگ و همکاران می LTRهای غیر بیشتر از رتروترانسپوزون

 Ty3- gypsyو  Ty1- copiaاز هردو گروه  LTRهای حاوی را رتروترانسپوزون Prunusاز ژنوم جنس 

های جنس عنوان نشانگر برای تفرق ژنوتیپها بهروترانسپوزونتوان از رتفراگرفته است، بنابراین می

Prunus کرد استفاده(Wang et al., 2010). 

 ´LTR3از  IRAP1ژنوتیپ آلو مقایسه شد، که  3بر روی  IRAPدر یک بررسی کارآیی دو نشانگر 

باند  30از  باند پلی مورفIRAP1 ،4برای  PCRمشتق شده بود. آنالیز محصولات  LTR´5از  IRAP2و 

، و %31مورفسیم در پلی IRAP1باند، نشان داد که سهم  31مورف از باند پلی IRAP2 ،30کل، و برای 

 .(Senkova et al., 2012)باشد می IRAP2 ،43%پرایمر 

کولتیوار  14در یک مطالعه که برروی زردآلوی ژاپنی در چین انجام پذیرفت، رابطه ژنتیکی 

های دهنده( با استفاده از تکنیکژنوتیپ گل 41دار و زردآلوی میوه 43) (Prunus mume)زردآلوی ژاپنی 
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REMAP  وIRAP گروه تقسیم  31های زردآلو بر اساس شباهت کوفنتیکی به بررسی گردید و این واریته

 .(Yuying et al., 2011)گردیدند 

-رنسپوزونی هیچگونه مطالعههای رتروتهای زردآلوی ایران به کمک نشانگرتاکنون بر روی ژنوتیپ

ها به عنوان نشانگر مولکولی در ای صورت نگرفته است. لذا هدف این تحقیق بررسی کارایی رتروترنسپوزون

باشد تا در آینده بتوان جهت شناسایی بررسی تنوع ژنتیکی ارقام مختلف زردآلوی موجود در شاهرود می

 وب اقدام کرد.های مثبت مرتبط با صفات مورفولوژیک مطلنشانگر

 

 

 

 

 

 

 



  0 

 

 فصل سوم
 

 هامواد  و روش



 13 

 

به روش  DNAهای گیاهی، مراحل استخراج ی نمونهاین فصل شامل مواد مورد استفاده، تهیه

3CTABهای بررسی کمیت و کیفیت های مورد نیاز، روش، محلولDNA تکثیر ،DNA  با استفاده از

PCRباشد که در ادامه به توضیح مراحل ذکر شده در بالا می ها، الکتروفورز افقی و تجزیه و تحلیل داده

 پردازیم.می
های گیاهی مورد استفاده در این تحقیق از کلکسیون مرکز تحقیقات کشاورزی استان نمونه

و سیلیکاژل تا زمان استفاده  -30تهیه گردید و پس از آن در فریزر  3133سمنان )شاهرود( در سال 

 نگهداری شد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
3- Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) 
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 مطالعه مورد زردآلو ارقام:  3-1ل جدو

 کد رقم نام رقم کد رقم نام رقم

 Sh47 47 شاهرود ghavami قوامی

 estiot استیوت مراغه Sh50 50شاهرود

 Ndirras نوری دیررس Sh55 55شاهرود

 murpak مورپاک nasiri نصیری

 jahan جهانگیری Npish نوری پیش رس

 Sh40 40شاهرود Sh8 1شاهرود

 Sh72 73شاهرود shahpa شاهپسند

 Sh29 33شاهرود Gheisi2 3قیصی 

 Sh33 11شاهرود Sh43 41شاهرود 

 Sh12 33شاهرود tansgol تنسگل

 Sh52 53شاهرود kheibeie خیبه ای

 Dirdeizej دیررس دیزج  
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 خصوصیات ارقام مورد بررسی -3-1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 خصوصیت ویژه آوریمنطقه جمع ام رقمن مکد رق

 - شاهرود 47شاهرود  3

 - آذربایجان استیوت مراغه 3

 رسیدیر شاهرود رسنوری دیر 1

 - - مورپاک 4

 گلیدیر شاهرود جهانگیری 5

 - شاهرود 40شاهرود 1

 - شاهرود 73شاهرود 7

 - شاهرود 33شاهرود 1

 - شاهرود 11شاهرود 3

 - اهرودش 33شاهرود 30

 رسیدیر شاهرود 53شاهرود 33

 رسیدیر شاهرود رس دیزجدیر 33

 تحمل نسبی به سرمای بهاره شاهرود قوامی 31

 - شاهرود 50شاهرود 34

 - شاهرود 55شاهرود 35

 طعم مناسب شاهرود نصیری 31

 رسیزود شاهرود رسنوری پیش 37

 شکل مناسب شاهرود 1شاهرود 31

 - ودشاهر شاهپسند 33

 گلیزود شاهرود 3قیصی 30

 - شاهرود 41شاهرود 33

 دیرگلی شاهرود تنسگل 33

 مقاومت شاهرود ایخیبه 31
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 ادوم -3-1

 dNTP ،2MgCl ،PCR Buffer ×10،Taq DNAواد مورد استفاده در این تحقیق شامل: م

Polymerase ،DNase Free Deionized water ،Ribonuclease A ،Loading Buffer ،Tric-HCL ،

EDTA  ،Boric Acid  که از شرکتSinaclon  )تهیه گردید)تهران، ایران .β- Mercaptoethanol ،

CTAB ،PVP، NaCl ،Chloroform ،IsoAmyl Alcohol،Ethanol  ،Isopropanole از شرکت ،Merck 

( تهیه گردید و )کالیفرنیا، آمریکا Invitrogen ز از شرکت خریداری شد، آگار )فرانکفورت، آلمان(

 ,.Wang et al)زردآلوی ژاپنی در لابراتوار وانگ  LTRهای با استفاده از توالی کلون LTRپرایمرهای 

 Shugguan)های زردآلو مشتق شدESTاز  SSRهای طراحی گردیدند و پرایمر 1افزار پرایمرنرم و (2010

et al., 2011)  شرکت ازو Bioneer ندتهیه شد ()داجون، کره جنوبی. 

 تجهیزات-3-2

)تهران، ایران(،  DENA Medical Industry)تهران، ایران(، ورتکس  Rozhin Tebاتوکلاو 

 DENAحمام آب گرم   (،)هامبورگ، آلمانEppendorf ، سانتریفیوژ اتسو، ژاپن() TaKaRaترموسایکلر 

Medical Industry  تهران، ایران(، مایکروویو(LG ژل ،)داک )سئول، کره جنوبیQUANTUM ST4 

 µl0111و  µl01 ،µl011)تهران، ایران(، سمپلر  Zhihat Teb Azma)سوبیا، آلمان(، ترانس ایلومینیتور

Eppendorf هات پلیت  (،)هامبورگ، آلمانHeidolph  30)نورنبرگ، آلمان(، یخچال، فریزر- 

 PADIDEH NOJENالکتروفورز ، )گوتینگن، آلمان( SARTORIU  متر pHو ترازو  (،تهران، ایران)پارس

PARS  )نامه مورد استفاده قرار گرفت.در این پایان)مشهد، ایران 
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 CTAB به روشاز بافت برگ  DNAاستخراج  -3-3

 DNAمراحل استخراج  3-3-1

نمونه گرم  5/0آوری شد. ختلف جمعهای مهای جوان زردآلو ژنوتیپبرگبرگی تازه از  هاینمونه

استخراج میکرو لیتر بافر  100 منتقل، به میکروتیوب ،ازت مایع در هاون چینی پودر در حضوربرگی 

مولار،  5/0با غلظت  EDTAلیتر میلی 4لار، مو 3در غلظت  pH = 8با  Tris-HClلیتر میلی 30)شامل 

که توسط آب دو بار تقطیر استریل  CTAB 2% W/V ،PVP40 2% W/Vمولار،  NaCl 5لیتر میلی 31

سپس به  .اضافه گردید تیوبمیکرولیتر مرکاپتواتانول به هر  5/3و لیتر رسانده شد( میلی300به حجم 

اجازه داده شد  ، سپسقرار داده شددر حمام آب گرم  رادگدرجه سانتی 15دقیقه در دمای  10-10 مدت

( 3به  34ایزوآمیل الکل سرد )به نسبت  -حجم مایع نمونه کلروفرم ، همتا در دمای اتاق خنک شوند

مایع شناور  .گراد سانتریفیوژ شددرجه سانتی 4 و دمای rcf35100 دقیقه در  30و به مدت گردید اضافه 

سوم و به اندازه دو مولار 5/7آن، آمونیوم استات  حجمنصف منتقل و به اندازه  جدید برویی به میکروتیو

درجه  -30دقیقه در دمای  10ها به مدت تیوبو به آرامی مخلوط گردید.  اضافه شدایزوپروپانول سرد  آن

به ها نمونه، DNAبه منظور رسوب  به صورت غیر محلول در آید. DNAقرار داده شدند تا گراد سانتی

 میکرولیتر 100دور ریخته شد و سپس  رویی سانتریفیوژ شدند. فاز محلول rcf30130 دقیقه در 30مدت 

دقیقه در دمای اتاق قرار داده شد و بعد از آن به مدت  10به مدت  و هاضافه گردید رسوببه  %31اتانول 

سفید رسوب به ستشو و ش %70سانتریفیوژ شد. رسوب حاصل سه بار با اتانول   rcf3000 دقیقه در  3

DNA  .آب دو بار تقطیر  میکرولیتر 50 -300در نهایت اجازه داده شد تا در هوای آزاد خشک شود

 .در دمای فریزر  تا زمان استفاده نگهداری شد استریل به آن اضافه گردید و
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 TBEبافر  -1-3-2

مصرف می گردد. 3× تصور تهیه و نگهداری و به 5×به صورت استوک )بافر الکتروفورز(  TBEبافر 

 pH= EDTA 8میلی لیتر  M Tris base 44/0 ،M Boric acid 44/0 ،30، مقدار5×برای تهیه استوک 

0.5M  لیتر رسانده شد 3با آب مقطر به حجم را با هم مخلوط کرده (pH = 8). 

 

 DNAو کیفیت  کمیتبررسی  -3-4

 به روش اسپکتروفتومتری  DNA کمیتبررسی  -3-4-1

یا  DNAابتدا با حلالی که  .فاده شداسپکتروفتومتر استاز دستگاه ، DNA کمیتبررسی برای 

RNA  آّب مقطر یا بافردر آن حل شده است(TE،دستگاه کالیبره شد ) میکرولیتر از نمونه به همراه 3

ر نانومت 310نور در طول موج جذب آب مقطر درون کووت کوارتز قرار داده شد و میزان میکرولیتر  331

 لیتر بر اساس معادله زیر محاسبه گردید.بر حسب میکروگرم بر میلی DNAقرائت شد. سپس مقدار کل 

 ایدو رشته DNAلیتر برای میکروگرم در میلی 50جذب برابر با یک برابر است با غلظت 

(dsDNA ).آن است که کیفیت  ،شرط لازم در این موارد استDNA نسبت جذب در  استخراج شده(

 باشد. 1/3-1/3 (310به جذب در طول موج  310وج طول م

 

 الکتروفورز ژل آگارز با دستگاه الکتروفورز افقی -3-4-2

 درصد استفاده شد. 3ژل آگارز  از الکتروفورزی از نظر شکستگی ژنوم DNAجهت بررسی کیفیت 

 دقیقه برقرار گردید. 40و به مدت  300جریان الکتریکی با ولتاژ 
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3-5- PCR 

( با اندکی تغییرات استفاده 3330و همکاران ) 3، از دستور العمل ویلیامز PCRواکنش امبرای انج

با  2lMgC میکرولیتر5/3الگوی تهیه شده،   DNAنانوگرم  50محتوی:  PCRمیکرولیتر  35شد. مخلوط 

 Taq DNAآنزیم میکرولیتر 1/0 میلی مولار، 30 با غلظت dNTPمیکرولیتر  5/0، میلی مولار 50 غلظت

polymerase   با غلظتlµunit/ 5، 3 10با غلظت  آغازگر میکرولیتر ppm ،5/3  میکرولیترBuffer  PCR 

 مولارمیلی 500، 1/1با اسیدیته  ×Tris-HCL 1 مولار میلی 300شامل PCR ×10)بافر  ×10دارای غلظت 

 3زنی( ژلاتین)حجمی/ و %03/0و  MgCl)2منیزیم )کلرید مولار میلی KCl ،35)کلرید پتاسیم )

 آب دو بار تقطیر استریل بود.میکرولیتر  3/31و باشد( پلیمراز و افزایش تکثیر( می Taqموجب پایداری )

آغازگرها طبق  .تهیه شدند تکاپو زیستشرکت از آغازگر مورد استفاده  31تعداد در این تحقیق 

درجه  -30و در دمای  یق شدرق که شرکت تولیدکننده روی هرکدام ذکر کرده ،یکفرمول مربوط به هر

های انجام شده در بانک آغازگرهای مورد استفاده در این پایان نامه با بررسینگهداری شدند. گراد سانتی

تا آغازگرهایی که در مطالعات قبلی  گردیدژن و مرور مقالات، طراحی و انتخاب گردیدند و سعی 

 (.3-1ل )جدو وم نشان داده بودند استفاده گرددچندشکلی در ژن

( بر اساس تعداد DNA)به جز  PCRمخلوط اولیه از تمامی مواد  ابتدا PCRواکنش برای انجام 

با تقسیم مخزن مخلوط سپس ( تهیه گردید. DNAواکنش ها با در نظر گرفتن یک کنترل منفی )بدون 

 شد. انجام PCRتکثیر  ،براساس تعداد نمونه مورد بررسی

 

                                                 
3- Williams 

3- Gelatin 
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 ورد استفاده:توالی آغازگرهای م3 -3جدول 

 

 

 الگوی دمایی -3-5-1

 وهم تنظیم شد  مشابهابتدا دمای اتصال بهینه هر آغازگر بدست آمد. برنامه دمایی همه آغازگرها 

 تک رشته بود. DNAآغازگر به  3بخش متغیر آن دمای اتصال تنها

درجه سانتی گراد:  34سیکل ) 14 آغاز گردید و دقیقه 5 و درجه سانتی گراد 34با  PCRپروتکل 

درجه سانتی گراد:  73( و ثانیه 30درجه سانتی گراد:  73، دقیقه 3درجه سانتی گراد:  50-55 ،هدقیق 3

 .ادامه یافتقه دقی 30

 آگارز با الکتروفورز ژل PCRبررسی محصول  -3-5-2

. برای تهیه جدا شدTBE 3×در ( W/V) درصد 5/3روی ژل آگارز  آغازگربرای هر  PCRمحصول 

دقیقه با  30ها به مدت نمونه  TBE 3× لیتر بافرمیلی 300با  زآگارگرم  5/3 پس از مخلوط کردن ،ژل

                                                 
3- Anealling temperature 

 ('3 <- '5) توالی آغازگر ('3 <- '5) توالی آغازگر

LTR1 CGCATCCATCTAGCACGAGG UBC815 (CT)8T 

LTR2 CGTCGTCTGCCAGAGTCAAACA P1 (CT)8RC 

LTR23 CCGACCTTCATTCTGGCATA P9 (TC)8CA 

LTR5 CGACTGTTTTGAATAGCATAGATAA P12 (GA)8YT 

LTR6 GGAATAAACCCATATCTCAACA P13 (AT)8A 

LTR9 

LTR10 

GCATCCATCTAGCACGAGG 

AGTGTTGAGATATGGGTTTC 

848 

UBC849 

(CA)8RG 

(GT)8CG 

825 (CA)8CT 840 (GA)8YT 

857 (AC)8YG R= Purine (A/G) Y=Pyrimidine 

(C/T) 
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تحت اشعه ماوراء بنفش قرار  3عکسبرداریرز شدند. آنگاه ژل درون دستگاه ولت الکتروفو 330جریان 

( به bp300گرفت و پس از مشاهده نوارها در زیر این نور، از ژل عکس تهیه شد. نشانگر وزن مولکولی )

 در هر ژل برای شناسایی و امتیازدهی باندها مورد استفاده قرار گرفت. l µ 4میزان

 تجزیه داده ها -3-6

هر سه  ماتریس تشایه دایس، جاکارد و تطابق ساده برای گروه بندی ارقام، محاسبه شدند. سه

ماتریس با استفاده از آزمون منتل مقایسه گریدند و بیشترین ضریب برای ماتریس تشابه تطابق ساده، 

به عنوان مناسب ترین  REMAPو جاکارد برای نشانگر  REMAP+IRAPو  IRAPبرای نشانگر های 

بر اساس ماتریس تشابه و با مقایسه روش های مختلف . ریس جهت ترسیم دندروگرام بدست آمدمات

 مناسب ترین گروه بندی را ایجاد نمود. UPGMAکلاستربندی با آزمون منتل، روش 

 

                                                 
3- Gel Documentaion  



  0 

 

 فصل چهارم

 نتایج و بحث
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 های مولکولینتایج داده -4-1

رقم  31روی  REMAP ،IRAP آغازگر31زردآلو، بین ارقام  DNAبرای بررسی چند شکلی 

با خصوصیات متفاوت مورد آزمایش قرار گرفتند. با بررسی تعداد باندهای چند شکل،  زردآلومختلف 

 آغازگرهای مطلوب شناسایی و برای کلیه نمونه ها مورد استفاده قرار گرفتند.

محصولات تکثیر شده مورد از آنها هیچ گونه باندی تولید نکردند و یا اینکه  7آغازگر تعداد  31از 

 .ندهای چندشکل و تکرارپذیر بودندآغازگر دارای با 3آنها وضوح و قابلیت تکرار پذیری کافی نداشتند. 

، چندشکلی قابل قبولی نشان همگیباند تولید کردند که  311ترکیب آغازگر فوق، مجموعا 3

رصد بالای قطعات چندشکل در باندها چندشکلی نشان دادند که حاکی از د %300به عبارت دیگر  .دادند

تعداد قطعات تکثیر شده با آغازگرهای مختلف متفاوت بود، بیشترین  .های مورد مطالعه استبین نمونه

عدد و 33 و کمترین آنREMAP(LTR6+ P9) عدد و مربوط به آغازگرهای 31تعداد قطعه تکثیر شده 

 .بود LTR10  مربوط به آغازگر

 اینتایج آنالیز خوشه  -1-1- 4

  NTSYS.PCافزاربا استفاده از نرم ،REMAP ،IRAPهای دادهبندی ارقام براساس به منظورگروه

v 2/02 بعد از آن مورد مطالعه محاسبه گردید ، سه ضریب تشابه دایس، جاکارد و تطابق ساده برای ارقام ،

ان همبستگی میان مقایسه میزضریب کوفنتیک حاصل از با هر سه ماتریس  کوفنتیکبا مقایسه ضریب 

های برای دادهجاکارد و ضریب تشابه  IRAPهای تطابق ساده برای دادهضرایب تشابه، ضریب تشابه 

REMAP ترین ضریب برای ترسیم دندروگرام انتخاب گردیدبه عنوان مناسب. 

با توجه های مختلف کلاستربندی مورد مقایسه قرار گرفت که براساس ماتریس تشابه حاصله روش

بندی های تشابه و ماتریس خروجی دندروگرام، کلاستربین ماتریس ضریب همبستگی کوفنتیک به

 نمود. ایجادبندی را  ترین گروهمناسب UPGMAبراساس روش 
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کار ه در این مطالعه بزردآلوی موجود در کشور تمام ارقام  ،هر چند که به دلیل عدم دسترسی

قابل  ژنتیکیکار گرفته شده در این پژوهش نشان از وجود تنوع ه بولی با این وجود ارقام  ،اندگرفته نشده

 دارد. ارقام مورد بررسیتوجهی در 

 IRAPنتایج آنالیز خوشه ای بر اساس نشانگر  -4-1-2

( استفاده شد REMAPآغازگر  5و  IRAPآغازگر  4آغازگر رتروترانسپوزونی ) 3در این تحقیق از 

از  .دار هستند که قبلا هلو و زردآلوی ژاپنی شناسایی شدند LTRپوزونی های رتروترانسکه مبتنی بر توالی

 همگی تولید باند کردند.  IRAPآغازگر استفاده شده برای  4میان 

تولید  زردآلورقم  31باند در  51در مجموع  ،به کار برده شده IRAP یآغازگر رتروترانسپوزون 4

بیشترین تعداد  باند 33با  LTR1لی نشان دادند. آغازگر از این باندها چندشک مورد 51. در نهایت کردند

در الگوی  را نشان داد.دارای چندشکلی  باندکمترین  باند 33با  LTR10 دارای چندشکلی و آغازگر  باند

 نشان داده شده است. 1-4در شکل IRAPاز سری آغازگرهای  LTR23باندی حاصل از آغازگر 

مورد استفاده قرار گرفتند، تنوع ژنتیکی بین ارقام مختلف  تمامی آغازگرهایی که در این تحقیق

ای و آنالیز خوشهتطابق ساده را نشان دادند و دندروگرام رسم شده با استفاده از ضریب تشابه  زردآلو

UPGMA  نشانگریک از برای هر IRAP  وREMAP .به صورت جداگانه ترسیم شد 

با  LTR23کمترین مقدار و آغازگر  11/3با مقدار  LTR2آغازگر ، (Neهای موثر )نظر تعداد آللاز 

 11/0با میزان LTR2 بیشترین مقدار را داشتند. همچنین از نظر هتروزیگوسیتی موردانتظار آغازگر  15/3

شاخص بیشترین مقدار  LTR23آغازگر  .بود 13/0با برابر  هادیگر آغازگر میزان هتروزیگوسیتی کمترین و

اص داد. بنابراین این آغازگر تنوع بین ارقام مورد مطالعه را نسبت به سایر شانون را به خود اختص

 .(3-4)جدول  دهدبهتر نشان می IRAPآغازگرهای 
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 برای ارقام مورد مطالعه. IRAPینشانگرها زیآنال از حاصل نتایج: 3 -4 جدول

 

 

های تعداد آلل

 (Naمتفاوت )

-تعداد آلل

های موثر 

(Ne) 

هتروزیگوسیتی 

 نتظارمورد ا

شاخص 

 (SI) شانون 

درصد 

 چندشکلی

تعداد 

باندهای 

 چندشکل

تعدادکل 

 باندها

نوع 

 آغازگر

دمای 

 اتصال

ترکیب 

 پرایمری

2 11/3 0.11 57/0 300 31 31 IRAP 41 LTR2 

2 15/3 4/0 53/0 300 35 35 IRAP 41 LTR23 

2 14/3 13/0 57/0 300 33 33 IRAP 45 LTR10 

2 14/3 13/0 57/0 300 33 33 IRAP 41 LTR1 
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 بیضر، NTSYS PC 2/02نرم افزار  از استفاده بامورد مطالعه. دندروگرام زردآلوی برای ارقام  IRAP هایداده از حاصل دندروگرام-3-4شکل 

 رسم شد. UPGMA یاخوشه زیآنال و تطابق ساده تشابه
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درصد، با  5/3تفکیک باندها روی ژل آگارز ، IRAP یآغازگرها یسر از LTR23آغازگر از حاصل یباند یالگو -3-4شکل 

 دقیقه انجام شد. 30و مدت زمان  330ولتاژ 

 

، 47گروه اصلی شامل شاهرود 1به  %57ارقام مورد مطالعه در فاصله بر اساس این دندروگرام 

، 11ود، شاهر33، شاهرود73، شاهرود40، جهانگیری، شاهرود3ای، قیصی، خیبه33استیوت مراغه ، شاهرود

در گروه اول،  41، شاهپسند، شاهرود1رس، شاهرود، نصیری، نوری پیش55، شاهرود50، شاهرود53شاهرود

رس، مورپاک، دیررس دیزج و قوامی در گروه دوم و رقم تنسگل در گروه سوم قرار گرفت. طبق این نوری دیر

از آنجایی که این ارقام همگی تحت  رودی ارقام شاهرود در یک گروه قرار گرفتند احتمال میبندی همهطبقه

اند، الحاقات رتروترنسپوزونی واحدی در آنها پدید آمده است. طبق این تقریبا یکسان بوده شرایط اقلیمی

اند. باشند در یک گروه قرار گرفتهرس دیزج که هر دو دیررس میرس و دیرتاکسونومی  ارقام نوری دیر

رس و پیشباشد و ارقام نوریترین رقم موجود در کلکسیون میگلکه زود 3همچنین اینکه رقم قیصی

ی در یک گروه جای دارند. رقم تنسگل که از منطقه %17جهانگیری که از ارقام زودرس هستند در فاصله 

ای نسبت به سایر ارقام قرار گرفت. آوری شده در گروه جداگانهجغرافیایی دیگری نسبت به سایر ارقام جمع

و  (Grandbastien et al., 1998)ها یک حادثه بیولوژیکی است اینکه الحاقات رتروترنسپوزونبا توجه به 

های رتروترنسپوزونی لذا نشانگر (Shapiro et al., 1999)ها غیر قابل برگشت است، الحاق رتروترنسپوزون

  یی و مورفولوژیکی دارد.های جغرافیاکنند که سازگاری بیشتری با معیارهای تاکسونومیکی را فراهم میداده

های ظاهری این رقم حد واسط آلو و زردآلو است. های مورفولوژیک نشان داد که ویژگیعلاوه بر این بررسی
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 ,.Faust et al)تشریح کردندرا  P. dasycarpaبا نام  Prunusای از جنس کوستینا و ریبوف خصوصیات گونه

باشد. از دیگر زردآلو و یا تعلق آن به گونه دیگر می× هیت آلوگلی و ماترین ویژگی آن دیر، که شاخص(1998

تر نسبت به های درخت و شباهت به پوست آلو، درختان کوچکخصوصیات آن رنگ متفاوت پوست شاخه

 رسد رقم تنسگل متعلق به این گونه باشد.های شبیه به آلو است. به نظر میزردآلو و میوه

 مؤلفه های اصلی نتایج حاصل از تجزیه به -4-1-3

)مجموعا  3/5و  17/11به ترتیب  PCoA2و  PCoA1بر اساس نتایج حاصل، دو مؤلفه اول یعنی 

( از واریانس کل را بیان کردند. همچنین آرایش تجمعی ارقام زردآلو با استفاده از شباهت ژنتیکی 77/11%

ها در  این نمودار مطابق با توزیع تودهدر شکل  نشان داده شده است. توزیع ارقام در  IRAPمبتنی بر نشانگر 

ها ابزار دیگری جهت  مؤلفهدر واقع نمودار دو بعدی . باشد های دندروگرام حاصل در این مطالعه می شاخه

به طور  ای به شمار رود. تواند به عنوان روشی مکمل برای تجزیه خوشه نشان دادن پراکنش ارقام است که می

 کنند.ی مختلف یکدیگر را تایید میهاه به روشکلی نتایج بدست آمده از تجزی

 

 IRAPهای اصلی های حاصل از تجزیه به مولفهداده -3-4جدول 

 مؤلفه ها مقادیر ویژه درصد مقادیر ویژه درصد تجمعی

17/11 17/11 14/34 3 

77/11 3/5 37/3 3 

17/73 03/4 34/0 1 
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، 40شاهرود -1جهانگیری،  -5مورپاک،  -4نوری دیررس،  -1استیوت مراغه،  -3، 47شاهرد -3. کد ارقام: IRAPر نشانگ پلات تجزیه مؤلفه های اصلی -1-4شکل 

نوری -37نصیری،  -31، 55شاهرود -35، 50شاهرود-34قوامی، -31دیررس دیزج، -33، 53شاهرود-33، 33شاهرود-30، 11شاهرود -3، 33شاهرود-1، 73شاهرود -7

ای.در این پلات ارقامی که با هم تشابه ژنتیکی بیشتری دارند، نزدیک به خیبه -31تنسگل،  -33، 41شاهرود -33، 3قیصی -30شاهپسند،  -33، 1شاهرود -31رس، پیش

 اند.هم قرار گرفته
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 -4نوری دیررس،  -1تیوت مراغه، اس -3، 47شاهرد -3. کد ارقام: IRAPی نشانگر مولکول یهاداده یاصل یهامؤلفه هیتجز از حاصل یبعد سه نمودار -4-4شکل 

، 50شاهرود-34قوامی، -31دیررس دیزج، -33، 53شاهرود-33، 33شاهرود-30، 11شاهرود -3، 33شاهرود-1، 73شاهرود -7، 40شاهرود -1جهانگیری،  -5مورپاک، 

ای.در این پلات ارقامی که با خیبه -31تنسگل،  -33، 41شاهرود -33، 3قیصی -30شاهپسند،  -33، 1شاهرود -31رس، نوری پیش-37نصیری،  -31، 55شاهرود -35

 اند.هم تشابه ژنتیکی بیشتری دارند، نزدیک به هم قرار گرفته
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 REMAPنتایج آنالیز خوشه ای بر اساس نشانگر   -4-1-4

ارزیابی شد و آنهایی که  DNA روی تک نمونه  ISSRابتدا تمامی آغازگرهای  REMAPبرای نشانگر 

نواری مشخص و واضح بودند، در ترکیب با آغازگرهای رتروترانسپوزونی استفاده شدند. در این  دارای الگوی

واضح و آشکاری  های باند ایجادترکیب  5استفاده کردیم که  REMAPآغازگری از ترکیبات مختلف تحقیق 

 .نمودند

دشکل نشان دادند. باند چنهمگی  باند تکثیر شد که 330آغازگر تکثیر یافته، مجموعا  5از مجموع 

 31با  LTR2+ UBC849باند بود. پرایمر  33و میانگین باندهای چندشکل نیز  33میانگین تعداد کل باندها، 

. (1-4)جدول  چندشکل را نشان دادند باندکمترین  باند 31با  LTR1+825 چندشکل بیشترین و پرایمر  باند

در شکل نشان داده شده است.  REMAPاز سری آغازگرهای  LTR1+825الگوی باندی حاصل از آغازگر 

)شاخص شانون( و آغازگر  SIبیشترین مقدار  REMAP از سری آغازگرهای  LTR9+P13آغازگر 

LTR1+825  از سری آغازگرهایREMAP  کمترین مقدارSI را داشتند. از نظر تعداد آلل( های موثرNe نیز )

با مقدار  LTR10+P12ترکیب آغازگری وNe ، کمترین مقدار 13/3با مقدار  LTR1+825ترکیبات آغازگری 

با  LTR1+825 را داشتند. همچنین از نظر هتروزیگوسیتی مورد انتظار، آغازگرNe ، بیشترین مقدار 17/3

وزیگوسیتی مورد انتظار را بیشترین مقدار هتر 4/0با میزان LTR9+P13 کمترین و آغازگر  17/0میزان 

ه سایر آغازگرهایی که در این تحقیق مورد استفاده قرار نسبت بLTR9+P13 بنابراین آغازگر  داشتند.

های مربوطه با استفاده از را بهتر نشان داد. که دندروگرام زردآلو گرفتند، تنوع ژنتیکی بین ارقام مختلف

 ترسیم شد. UPGMAای ضریب تشابه جاکارد و آنالیز خوشه
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 IRAPهای ز نشانگریآنال از حاصل یهاداده: 1 -4 جدول

های تعداد آلل

 (Naمتفاوت )

های تعداد آلل

 (Neموثر )

هتروزیگوسیتی 

 مورد انتظار

شاخص شانون 

(SI) 

درصد 

 چندشکلی

تعداد 

باندهای 

 چندشکل

تعدادکل 

 باندها

 ترکیب پرایمری دمای اتصال گرزنوع آغا

2 13/3 17/0 55/0 300 31 31 REMAP 43 LTR1+825 

2 11/3 4/0 51/0 300 34 34 REMAP 41 LTR10+P12 

2 17/3 13/0 51/0 300 31 31 REMAP 41 LTR9+P13 

2 11/3 13/0 51/0 300 31 31 REMAP 43 LTR2+UBC849 

2 15/3 11/0 57/0 300 33 33 REMAP 53 LTR6+P9 
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 یاخوشه زیآنال و جاکارد تشابه بیضر، NTSYS PC 2/02زار نرم اف از استفاده باروگرام دبرای ارقام مورد مطالعه ، دن REMAP هایداده از حاصل دندروگرام:  -5-4-شکل

UPGMA .رسم شد 
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، مورپاک، جهانگیری در گروه اول، 40، شاهرود47های شاهرودرقم %33اساس این دندروگرام در فاصله بر 

، 1رس، شاهرود، نصیری، نوری پیش50، شاهرود53، شاهرود33، شاهرود73رس، شاهرودارقام نوری دیر

در گروه سوم،  55ای در گروه دوم، استیوت مراغه، قوامی و شاهرودو خیبه 41، شاهرود3ند، قیصیشاهپس

دیزج در گروه چهارم و تنسگل در گروه پنجم جای گرفت. ارقام استیوت مراغه و قوامی که هر دو دیر رس

رس دیزج و دیرگل دیرگل و نسبتا مقاوم به سرما هستند در یک گروه قرار گرفتند. ضمن اینکه رقم دیر

باشند در و نصیری که دارای شکل و طعم مناسب می 1تنسگل به یک گروه متعلق گردیدند. ارقام شاهرود 

رس پیشرس است و نوریکه رقمی نسبتا پیش 1در یک گروه جای گرفتند و ارقام شاهرود  %11فاصله 

 گروه شدند.هم 45%در فاصله 

 

 

درصد، با  5/3تفکیک باندها روی ژل آگارز ، (LTR1+825)غازگر الگوی باندی حاصل از آ -1-4شکل 

 دقیقه انجام شد. 30لت و مدت زمان و 330ولتاژ

 

 



 

 51 

 

 REMAPهای اصلی نشانگر نتایج حاصل از تجزیه به مولفه -4-4جد.ل  

 ها مولفه مقادیر ویژه درصد مقادیر ویژه درصد تجمعی

34 34 44/5 3 

10 13/5 15/3 3 

1/14 1/4 3/3 1 

5/13 7/4 07/3 4 

15/41 17/4 3 5 

 

تغییرات مربوط به تغییرات به  %10اول حداکثر  pcمشاهده می کنید چند   REMAPهمانطور که در نتایج حاصل از تجزیه به مولفه های اصلی نشانگر

گرافیکی مناسب نباشند ولی از نقطه نظر ژنتیکی نشان تغییرات اولیه را توجیه می کنند. هر چند که این نتایج ممکن است از نقطه نظر آماری و نمایش 

م بوده، دهنده نمونه برداری مطلوب نشانگر ها از کل ژنوم می باشد . به این ترتیب که هر یک از نشانگرهای مورد استفاده از بخش های متفاوت ژنو

 بنابراین دارای همبستگی کمتری هستند.
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 REMAP + IRAPهای رروگرام حاصل از نتایج نشانگددن -7-4شکل 
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 IRAP+REMAPای برای نشانگر تجزیه آنالیز خوشه -5 -4-1

، 73، شاهرود40، استیوت مراغه، شاهرود47ارقام شاهرود %17بر اساس این دندروگرام در فاصله 

، نصیری، 55، شاهرود50، مورپاک، جهانگیری، شاهرود53، شاهرود33، شاهرود11، شاهرود33شاهرود

رس، دیررس نوری دیرایدر گروه اول، و خیبه 41، شاهرود3، شاهپسند، قیصی1س، شاهرودرنوری پیش

ارقام نصیری و بندی دیزج و قوامی در گروه دوم، و رقم تنسگل در گروه سوم قرار گرفت. طبق این طبقه

ه ک 3خیبه ای که هر دو به سرمای بهاره مقاومت نسبی دارند در یک گروه جای گرفتند و رقم قیصی

زودگل ترین رقم کلکسیون اساس و نوری پیش رس که از جمله ارقام زود گل و زود رس می باشد هم 

که می توان  همه ارقام شاهرودی که یک گروه قرار می گیرند %17گروه شدند. همچنین اینکه در فاصله 

ق د شرایط محیطی یکسان و همچنین تنش های زنده و غیر زنده مشابه باعث الحاااحتمال د

و نصیری که هر دو دارای شکل و طعم  1رتروترنسپوزونی یکسان گردیده است. همچنین که ارقام شاهرود

 .مناسب می باشند در یک طبقه جای گرفتند

 

 

 انتخاب بهترین مارکر برای گروه بندی واریته ها -5-4جدول 

IRAP +REMAP REMAP IRAP  

75/0 74/0 1/0 r 

3 3 3 p 

 

ی کوفنتیک، که در آن همبستگی بین ماتریس شباهت یا فاصله به عنوان ورودی تخمین ضریب همبستگ

باشد، برای ای با ماتریس کوفنتیک که بر اساس دندروگرام که به عنوان خروجی تجزیه میتجزیه خوشه

به  عنوان  0/4با ضریب همبستگی   IRAPهر نشانگر  برآورد گردید. نتایج حاکی از این است که نشانگر 

 ترین روش تجزیه و تحلیل تلقی گردید. سبمنا
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 گیرینتیجه -2- 4

نتایج حاصله نشان داد که اگرچه تنوع قابل توجهی در بین ارقام مورد مطالعه وجود دارد ولی سطح تنوع 

های اصلی و فرعی در دندروگرام حاصل از باشد. زیرا تمایز کمی در بین گروهاغلب آنها نزدیک به هم می

یه وجود دارد. این موضوع شاید ناشی از این امر باشد که به دلیل داشتن ژنوم نسبتا کوچک، ماتریس تشا

 1/5×130حدود  Prunus armeniacaباشد. اندازه ژنوم های زردآلو بالا میمیانگین ضریب تشابه ژنوتیپ

گونه مهم و در حدود ژنوم دو  Arabidopsis thalianaبرابر اندازه ژنوم  3جفت باز است که حدود 

 Arumunganathan)جفت باز( قرار دارد 1/5×130یعنی هلو و گیلاس) n=1با  Prunusدیپلوئید در جنس 

& Earle., 1991). های تولید کننده از ارقام محلی اگر چه بیشتر تولید زردآلو در جهان در کشور

پایه ژنتیکی محدودی دارد ولی بسیاری از ارقام، به گروه اروپایی تعلق دارد که  ،(Bassi., 1991)است

(Mehlenbacker et al., 1991).  این موضوع علاوه بر ژنوم کوچک که سبب کاهش سطح تنوع زردآلو

شود، ناشی از کاهش تدریجی تنوع ژنتیکی در طی روند گزینش و گسترش آن از آسیای مرکزی به می

-تری میتر است دارای تنوع غنینزدیک طرف اروپا بوده است. بنابراین، ایران که به مرکز پیدایش زردآلو

ها و ارقام از مناطق مختلف ایران به این گستره تری از ژنوتیپآوری گستردهباشد که لازم است با جمع

 ژنتیکی دسترسی بهتری پیدا نمود.
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 پیشنهادات -4-3

 

 انجام گیرد. های بیشتر سیتولوژیکی و مولکولی رقم تنسگل برای کشف هویت واقعی این رقمسیربر  -

و نتایج حاصل از آنها را با نتایج به دست  نیز استفاده شود نشانگرهای دیگر جهت بررسی تنوع ژنتیکی از -

آمده از نشانگرهای رتروترانسپوزونی مقایسه شوند و نشانگرهای برتر برای بررسی روابط بین ارقام مختلف 

 معرفی شوند.

مورد با استفاده از نشانگرهای مورد استفاده در این تحقیق نیز  ورموجود در کش تنوع ژنتیکی، ارقام دیگر -

 بررسی قرار گیرند.

های در سرتاسر کشور ایران، لزوم تحقیقات بیشتر و شناسایی جنبه زردآلوبا توجه به وجود ارقام زیاد  -

 شود.تر حس میتر و کاملژنتیکی این درخت در تحقیقات گسترده

 نژادی کمک گرفته شود.ی بههای مطلوب و استفاده از آنها در برنامها کردن ژناز نشانگرها برای پید -

ارتباط بین تنوع ژنتیکی و جغرافیایی روشن گردد. -
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Abstract 

 

Retrotransposons are current component of plant genomes. Ubiquitous, activity and 

abundant of retrotransposons thorough the plant genome, make them useful molecular 

marker. We used inter-retrotransposon amplified polymorphism (IRAP) and 

retrotransposon-microsattelite amplified polymorphism (REMAP)  markers to assess 

genomic diversity levels and survey the activity of LTR retrotransposon elements in 23 

cultivars apricot. In this study out of 11 combined primers, 9 primers produced scorable 

and polymorphic banding patterns. This 9 primers produced 168 bands so 168 bands 

showed acceptable polymorphism. The number of replicated fragments by different primers 

were varied, the highest number of fragments was 26 belong to REMAP (LTR6+P9) 

primers and the lowest of them was 11 belong to IRAP (LTR10) primer. The highest 

Shannon's variation coefficient and observed heterozygosis belong to LTR13 primer from 

IRAP primers so that probability indicated IRAP marker with regard to other studied 

markers was better. 

 

Keywords: apricot, retrotransposon, genetic diversity, IRAP, REMAP, cluster 

analysis, Principal Component Analysis. 
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