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  چكيده:
رقم  20، تنوع ژنتيكي هاي اصلاح نباتات است. به منظور تعييني گياهي اولين قدم در برنامهميزان تنوع ژنتيكي در ذخاير توارثتعيين 

جفت آغازگر بكار گرفته  10ريزماهواره مورد مطالعه قرار گرفتند. در اين مطالعه تكرار با استفاده از نشانگرهاي  5اسفناج ايراني در 
 42از ادامه آزمايشات حذف شدند. سيستم ماركر در مجموع توانست باند جفت از آغازگرهاي استفاده شده به علت عدم تكثير  2شد. 

جاد يبا ا X66559آلل و آغازگر  7با  U33330و  X17631 ، X80044آغازگرجفت باز شناسايي كنند.  110 -280ي بين آلل را با اندازه
. برآورد شد 963/4گاه يهر جا يار شده به ازاكآش يهان تعداد آلليانگيم. داشتندرا ن تعداد آلل يمتركن و يشتريب بيآلل به ترت 4
مربوط به آلل  005/0مشاهده شده  يآلل يانن فراويمترك. و 460/0فراواني ، با X17031گاه يجا 4مربوط به آلل  يآلل ين فراوانيشتريب

 يب مربوط به آغازگرهايترت به  703/0و  839/0با مقدار  اطلاعات چندشكليزان ين ميمتركن و يشتريب باشد.يم X17162گاه يجا 6
X80044  وZ66559 ن يانگيم .ديمشاهده گردPIC يگوسيتي بالا را در كه هتروز بود 774/0ها برابر با گاهيتمام جا يدست آمده برا به
  گروه قرار داد.  رها را در چها، تودهUPGMAبندي با استفاده از ضريب تشابه ني و الگوريتم ها نشان داد. گروهاين توده

  
  كلمات كليدي: اسفناج، تنوع ژنتيكي، نشانگر ريزماهواره، هتروزيگوسيتي

  
  مقدمه:

ترين سبزيجات باشد و يكي از مهممي Chenopodiaceaي يه متعلق به خانواده، گياهي علفي و دو پا).Spinacia oleracea L(اسفناج 
اند. اسفناج يك هاي متعددي اسفناج را بومي آسياي مركزي و به احتمال زياد ايران دانستهبرگي از نظر ميزان توليد است. در گزارش

، منگنز، منيزيم، فوليك اسيد، آهن، A، ويتامين Kويتامين  مل؛رود. اين مواد شابه شمار مي هامنبع عالي از مواد معدني و ويتامين
) تأثير 2010باشد. ميد و همكاران (نيز مي 3-چنين داراي مقدار زيادي فيبر و امگاباشند. همو پتاسيم مي B2، ويتامين  Cويتامين

ها تأثير اكسيدانش دادند كه اين آنتيهاي سرطاني بررسي كردند و گزارهاي موجود در اسفناج را بر روي سلولاكسيدانآنتي
  هاي سرطاني دارند. داري روي رشد سلولمعني

هاي مختلفي جهت تعيين روشهان، اولين گام در اصلاح براي صفت مهم زراعي است. هاي گياآگاهي از ميزان تنوع در ميان ژنوتيپ
و از اثرات محيطي نيز مولكولي كه چند شكلي بالايي را نشان داده  تنوع ژنتيكي ارقام وجود دارد و در اين ميان استفاده از نشانگرهاي

بارز بودن و ها به علت چندشكلي بالا، همتأثيرپذيري كمتري دارند از كارايي بيشتري برخوردار هستند در بين نشانگرها، ريزماهواره
هستند كه پشت سر  DNAهاي كوتاهي از ها تواليعدم تأثير از شرايط محيطي، به عنوان نشانگري مطمئن مطرح هستند.. ريزماهواره

نوكلئوتيدي تشكيل شده اما هاي تكراري از واحدهاي دييكنند. اغلب اين توالاند و بصورت اختصاصي عمل ميهم تكرار شده
رار توالي ساده ) توانستند شصت تك1998وم گياهان ديده شده است. گروبن و همكاران (تكرارهاي سه و چهار نوكلئوتيدي نيز در ژن
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)SSR(  توالي اسفناج با يك  237درDNA  ريز ماهواره  50هاي تكراري كيلو بازي يافت كنند كه پس از حذف توالي 4/342كلي
ها وجود داشت كه اين اختلاف بين نوع و طول هسته و كلروپلاست در تعدادي از ريزماهواره DNAمختلف باقي ماندند. اختلاف بين 

  بود. هاريز ماهواره
  

  ها:مواد و روش
در آزمايشگاه مركزي دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي رامين خوزستان انجام گرديد. مواد گياهي مورد  1392- 93اين تحقيق در سال 

برگ با اندازه متوسط جدا  2برگي از هر توده  4- 6تكرار بوده است كه در مرحله  5توده اسفناج بومي ايران در  20استفاده شامل 
ژنومي، يك  DNAبراي استخراج داري شد. نگه -Cº80 در فريزر DNAگرديد و پس از انجماد سريع در ازت مايع تا زمان استخراج 

به روش موري و  DNAچيني و در حضور ازت مايع پودر شد و استخراج آوري شده از هر بوته در هاون گرم از بافت برگي جمع
هر  DNAهاي حاصله با روش اسپكتروفتومتري و نيز مقايسه تراكم باندهاي DNA تامسون صورت گرفت. سپس كميت و كيفيت

 )PCR(اي پليمراز جهت انجام واكنش زنجيرهتخمين زده شد.  bp100با تراكم باندهاي نشانگر  TBEنمونه در روي ژل آگارز در بافر 
ميكروليتر بافر  5/2ميكروليتر شامل  25در حجم  PCRهاي اختصاصي اسفناج استفاده شد. واكنش SSRجفت آغازگر  8از 
X10Cinnagen Co).(، 75/0 ميكروليتر  5/0مولار كلريد منيزيم، ميليdNTPs ،2/0  ميكروليتر از هر  2ميكروليتر آنزيم تگ پليمراز و

 95در دماي  سازي اوليههاي حرارتي شامل يك مرحله واسرشتژنومي از هر نمونه تهيه شد. چرخه DNAميكروليتر 2آغازگر و 
دقيقه، اتصال در دماي مناسب بسته به نوع  1درجه به مدت  95سازي در شامل واسرشتسيكل حرارتي  35دقيقه،  5درجه و به مدت 
درجه  72دقيقه در دماي  5دقيقه بود. تكثير انتهايي به مدت  2گراد به مدت درجه سانتي 72دقيقه، تكثير در  1آغازگر به مدت 

سپس در چاهك ژل  از بافر بارگذاري مخلوط شد. وليتركريم 2به همراه  PCRميكروليتر از محصول  7مقدار ام شد. گراد انجسانتي
آمپر الكتروفورز گرديد. جهت نمايان ميلي 160ساعت با ولتاژ  4الي  3ساز بارگذاري شد و به مدت درصد غير واسرشت12آميد اكريل

 يكژل توسط  يبعد از ظاهر شدن باندها بر روه روش نيترات نقره استفاده شد (). آميزي بدر ژل، از رنگ DNAكردن قطعات 
ن اعداد در واقع اعداد يه اكبه دست آمد  يدامنه آلل  UVIDocافزار س گرفته شد. سپس با استفاده از نرمكها ع ن ژلين از ايدورب

 Excelاز نرم افزار استفاده شد.  ياصل يهاه به مولفهيتجز نجامبراي ا SASافزار  آمدند. از نرم يزها به شمار مياز جهت آناليمورد ن
  د.ياستفاده گردو رسم نمودارها  oHو  PICهاي مختلف نظير  ر آمارهيجهت محاسبه مقاد

  
  يج و بحث:انت

جهت بدست آمده داراي كيفيت مناسبي  DNAاستخراج شده نشان داد كه  DNAهاي نتايج حاصل از بررسي كميت و كيفيت نمونه
 ه آغازگركد شد، ي، توسط آغازگرها توليمورد بررس يگاه ژنيجا 8 يل براكآلل چند ش 42در مجموع اند. بوده PCRهاي انجام واكنش

X17631 و X80044  وU33330  آلل و آغازگر  7باX66559 ان ين تعداد آلل را در ميمتركن و يشتريب بيآلل به ترت 4جاد يبا ا
كه در آلل برآورد شد. در حالي 963/4گاه يهر جا يار شده به ازاكآش يهان تعداد آلليانگيم .توسط هر آغازگر داشتند يديتول يهاآلل

آلل و كمترين آلل توليدي مربوط به آغازگر  3با  U03006) بيشترين آلل توليدي مربوط به آغازگر 1998وهمكاران ( گروبننتايج 
U33330  زان ين ميمتركن و يشتريب جاد شد.يچندگانه ا يهامورد مطالعه آلل يهاگاهياآلل بود.. در تمام ج يكباPIC  839/0با مقدار 

ها برابر با گاهيتمام جا يدست آمده برا به PICن يانگي. مديمشاهده گرد Z66559و  X80044 يب مربوط به آغازگرهايترت به  703/0و 
 يه نشانگرهايتوانسته است بهتر از بق PICن يشتريبا ب  X80044ه نشانگركان گفت تويدست آمده، م ج بهيتوجه به نتابا بود.  774/0

ورامين بذر در جمعيت  هتروزيگوسيتي مورد انتظار بيشترين ميانگين. ندكها را مشخص درون نمونه و استفاده شده تنوع موجود بين
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) بود. بيشترين ميانگين هتروزيگوسيتي 362/0( وميهار) و كمترين ميانگين هتروزيگوسيتي مورد انتظار در جمعيت 515/0( گرد
) 625/0( اروميه) و كمترين ميانگين مشاهده شده نيز جمعيت 950/0(و تبريز  ورامين بذر گردمشاهده شده نيز مربوط به جمعيت 

ها ميزان هتروزيگوسيتي  هدر بيشتر جايگا احتمال وجود خودگشني در جمعيت اروميه وجود دارد. دست آمدهبا توجه به نتايج به بود.
درصد آنها از نظر  75/68 تركيب جايگاه در توده يعني در 110طوري كه در  به .بيش از هتروزيگوسيتي مورد انتظار بود  مشاهده شده

 درصد موارد ميزان 75/3فقط در و  درصد بيش از هتروزيگوسيتي مورد انتظار بود 5/27 حداقل سه جايگاه كاملا هتروزيگوت و در
مورد  نسبت بهميزان هتروزيگوسيتي مشاهده شده زياد بودن هتروزيگوسيتي مشاهده شده كمتر از هتروزيگوسيتي مورد انتظار بود. 

. نتايج به دست آمده از بررسي تنوع در درون و رسد تر است. به نظر مي هتروزيگوسيتي در اين گياه مطلوب كه دهد انتظار نشان مي
درصد  18درصد و تنوع درون جمعيت  85ها تجزيه واريانس مولكولي نشان داد كه تنوع بين جمعيتها به وسيله بين جمعيت

هاي هاي مورد مطالعه در درون خود تنوع كمي دارند و تنوع كافي براي انجام برنامهباشد. اين مطلب حاكي از اين است كه تودهمي
  باشند.اصلاحي را دارا نمي

  
  مورد استفاده در اين تحقيق : مشخصات آغازگرهاي1جدول 

  شماره  نام آغازگر  توالي تكراري  توالي آغازگر در رشته پيشرو و معكوس  دماي اتصال
61  F: ACTAGTGAGGGGGCCAGTTTACA 

R: CAGCTGAGGCTCTTCTTCTTCTTC 
(GAA)9 U03006 1  

47  F: GGTACTCCATCCGTCCCAACC 
R: TCCAAAAGAAGCGGCCATGT 

(GCAACA)5  U33330 2  
 F: GGATCATCACTGGAGAAACACA  ندادجواب 

R: GCAACACTAAAAATACCCTAATCG 
(AG)15 X73298 3  

55  F: CTGCTCATTTCTGGTTTGATTGG 
R: TCGGGTGTGTTATGATAGGTTGG 

(TCA)6(TCTTCA)3 X17031  4  
 F: TGCTTGGGTTCTATTGGTC  جواب نداد

R: TTTTTTTTACAGAAGTGAATGCAA 
(TAT)9 X13134 5  

4/61  F: AGGTAGAGGCAAAGGAAGAGGCA 
R: ACAGAACCGGAAAAAAAAAAAGGG 

(AGAGGC)5 X56691 6  
59  F: TGAAATCAACAACGATTACGC 

R: AAGAACAAAGCAAGATAAGGTTCC 
(AAG)8 X80044 7  

4/61  F:CCTGAGGTGCAGAACAATAACACG 
R: GAGGGGATTTCACCTTAACCTTGC 

(TCA)6 X77162 8  
53  F: GCGTTTCTAATTGCACCATATCA 

R: TTTGGCGGTTGGTAGGTTTG 
(AT)7GT(AT)7 X17257 9  

63  F: AGGGATAGTTTCGACACGGAGAGA 
R: TTTAAGGGCAAAGGGAGCATCA 

(CAA)7CGA(CAA)3 Z66559 10  
 
 
 

  جدول تجزيه واريانس مولكولي: 2جدول 
 F Pr < F درصد  واريانس تخميني ميانگين مربعات مجموع مربعات درجه آزادي  منابع

 B 851/0 010/0 85 710/4 375/24  120/463 19 ها بين جمعيت

 W 18 825/0 825/0 000/66 80 ها درون جمعيت

  W+B 100 535/5 120/529 99 كل
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Investigation of genetic diversity among native populations of Spinach Iranian (Spinacia oleracea L.) 

by Microsatellite Markers 
Abstract  
Determine the extent of genetic variation in the inheritance of plant resources is the first step in breeding 
programs. In order to determine the genetic diversity of 20 Iranian spinach cultivars using microsatellite 
markers were studied in five replicates. In this study, 10 primer pairs were used. 2 pairs of primers were used 
in the experiments were removed from the band due to non-proliferation. Marker systems have a total of 42 
alleles with a size between 110-280 bp to detect. Primers X17631, X80044 and U33330 7 allele and X66559 
started creating 4 allele had the highest and lowest number of alleles. The mean number of alleles detected 
per locus 4.963, respectively. The highest allele frequency of allele 4 position X17031, with a frequency of 
0.460. The lowest allele frequency was observed in 0.005 to 6 allele status is X17162. Polymorphism 
information content of the lowest 0.839 and 0.703 the primers X80044 and Z66559, respectively, were 
observed. Mean PIC obtained for all positions equal to 0.774 in the high heterozygosity of the masses. 
Grouped using Nei's genetic similarity algorithm and UPGMA, the masses of the four groups. 
 
Keywords: spinach, genetic diversity, microsatellite markers, heterozygosity  
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