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چکیده

Corylus(در فنـدق  مهم میوهشناسیریختمرتبط با صفات ISSRو RAPDینشانگرهاي مولکولهدف از این تحقیق شناسایی :هدف

avellana(بود .

ژنوتیپ فنـدق  35در ) ابعاد و وزن نات و مغز(با صفات مهم میوه RAPDو ISSRدر این مطالعه، رابطه بین نشانگرهاي :هامواد و روش
. ر گرفتمورد بررسی قرا) MRA(از طریق آنالیز رگرسیونی چندمتغیره 

برخـی از ایـن   . با صفات مورد مطالعه میوه فنـدق ارتبـاط و همبسـتگی نشـان دادنـد     RAPDو ISSRبرخی از قطعات چندشکل :نتایج
هاي مرتبط با هم در صفات QTLتواند ناشی از اثرات پلیوتروپیک بخش با بیش از یک صفت ارتباط نشان دادند که مینشانگرهاي آگاهی

دار نشـان دادنـد کـه    بخش با دو صفت طول نات و طـول مغـز همبسـتگی معنـی    عنوان مثال، برخی از نشانگرهاي آگاهی به. مختلف باشد
همچنین برخی از این نشانگرها با طول و وزن نات و وزن مغز و برخی دیگـر  . باشدکننده همبستگی مثبت این دو صفت با همدیگر میبیان

. شان دادندبا هر دو صفت وزن و طول مغز رابطه ن

جهـت  تواننـد در انتخـاب والـدین مناسـب بـراي تولیـد جمعیـت       بخش شناسایی شده در این مطالعه مینشانگرهاي آگاهی:گیرينتیجه
ها ماننـد نقشـه لینکـاژي در    خصوص وقتی که اطلاعاتی از پایه ژنتیکی آنهاي برتر بههمچنین براي انتخاب ژنوتیپ. کار روندیابی بهنقشه
.رس نیست مفید باشددست

خصوصیات میوه، فندق، نشانگرهاي مولکولی، آنالیز رگرسیونی:واژگان کلیدي



انکارو هممحمد محمدزاده ...مطالعه ارتباط بین نشانگرهاي مولکولی و صفات مهم میوه در فندق

1393پاییز،3، شماره 5جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت290

مقدمه
Betulaceaeخــانواده از)Corylus avellana(گونــه فنــدق 

گونـه هنُگونه بوده که تنها25دارايCorylusجنس . باشدمی
هاي فندق اکثر گونه.ددارننژادي اهمیتو بهاقتصادينظرازآن
دیـده درختـی صـورت بـه نـدرت بـه وبـوده درختچهصورتبه

سال قبل از میلاد6000تا5000به آنکشتتاریخچه.شوندمی
ولـی بودهغالبهاي گیاهیپوششازفندق،اروپادر. گرددبرمی
دامنـه  جغرافیـایی نظـر از. مشخص نشـده اسـت  آندقیقمنشا

جزایـر ایرلند،سواحل پرتغال،ازوبودهعوسیبسیارآنپراکنش
ازآنشـمالی گسـترش واورالهايغربی کوهقسمتوآرکنیتا

در نزدیکیفندقکشتعمدهمناطقولیباشدمینروژ تا روسیه
هايتابستانوملایمهايداراي زمستانکهآبیبزرگهايحوزه
ترکیه،فندقکشتعمدهمناطق).1(دارد باشند، قرارمیخنک

باشند که این کشـورها از نظـر تولیـد   میآمریکاوایتالیا، اسپانیا
تنوعکهاینوجودبا). 1(دارندقرارجهانهاي برتررتبهدرفندق

ایراندرآناصلیلیکن منشاباشد،میایران بالادرفندقژنتیکی
منطقـه درآناصـلی رویشـگاه چندهر. باشدنمیروشنچندان
عمـده  منـاطق ولـی داردقرارگیلاناستاندردیناچالتاحیران
کوهسـتانی نـواحی خزر ودریايحاشیهبهایراندرکاريفندق

آوري هنوز مجموعه جامع و کاملی مبنی بر جمع. شودمیمحدود
بـا ایـران . هاي فندق در ایران تاسیس نشده استارقام و ژنوتیپ

هشـتم دنیـا قـرار   رتبـه درمیوه فندقتنهزار14بالغ برتولید
ازیکیبهزراعیبهونژاديبهاقداماتباتواندمیولیاستگرفته

بـا  گـیلان استان. عمده تولیدکننده فندق تبدیل شودکشورهاي
آن ازپـس وداردقـرار صدرتولید فندق درتنهزار12از بیش

بااردبیلوتن1320با مازندرانتن،1780باقزوینهاياستان
بـه  وبـوده پـایین ایـران درفنـدق کردلعم. دارندقرارتن500

کشـورهاي کـه در حـالی دررسـد، میهکتاردرتنیکحداکثر
). 2(باشد تن در هکتار می5تا 5/4این مقدار تولیدکنندهاصلی

DNAلکولی مبتنـی بـر   وهاي منشانگرهاي گذشته در طی سال

ر گیاهان مـورد اسـتفاده   اي براي اهداف مختلف دطور گستردههب
هـاي  پیشرفت دائمـی در بهبـود اصـلاح گونـه    ). 3(اند قرار گرفته

بنابراین شناسـایی و  . گیاهی به تنوع ژنتیکی گیاهان بستگی دارد
. باشـد هـاي اصـلاحی لازم مـی   مدیریت ایـن تنـوع بـراي برنامـه    

پلاسـم  علاوه، آگاهی از تنوع ژنتیکی مـدیریت حفاظـت از ژرم  به
هـاي  یابی بر پایه مکـان اگر چه نقشه. نمایدتر میراحتگیاهی را

بـراي ردیـابی   ) Quantitative trait loci, QTL(صـفات کمـی   

باشـد امـا ایـن عمـل     هاي وابسته به این صفات مناسـب مـی  ژن
ها، براي غلبه بر این محدودیت). 4(باشد گیر و پرزحمت میوقت

رگرسیون مناسب شناسایی نشانگرهاي وابسته به صفت از طریق
Multiple(آنــالیز رگرســیونی چنــدمتغیره . رســدنظــر مــیبــه

regression analysis, MRA (    بر پایه رابطـه بـین نشـانگرهاي
شناســی و صــفات ریخــت) عنــوان متغیــر مســتقلبــه(مولکــولی 

روش مناسبی براي شناسایی نشانگرهاي ) عنوان متغیر وابستهبه(
را تعیـین  ) R2(الیز ضریب تبیین این آن. باشدوابسته به صفت می

شناسـی را بـا   کند که این ضریب میزان رابطـه صـفت ریخـت   می
). 5(دهد نشانگر مولکولی نشان می

و صـفات ي مولکولیدر دسترس بودن تعداد زیادي از نشانگرها
رگرسـیونی بـین ایـن    آنـالیز تواند بـه مطالعـه   میشناسیریخت

اکثـر مطالعـات   . ایـد کمـک نم شناسـی ریختو صفات نشانگرها
، امکـان ردیـابی نشـانگرهاي    پیوسـتگی تجزیه ارتباطی مبتنی بر 
را مقدور نموده است، ولی شناسیریختمختلف مرتبط با صفات 

، شناسـی ریخـت و صـفت  نشـانگر دلیل فاصله زیاد بـین  اغلب به
ــک   ــا کم ــاب ب ــانگرانتخ ــازي و  نش ــین جداس ــراه و همچن هم

علاوه فقط هشکل ساخته است و بسازي ژن مورد نظر را مهمسانه
ها استفاده یابی ژنعنوان والد براي نقشهاز تعداد کمی ژنوتیپ به

هاي اخیر براي فائق آمدن بـر ایـن مشـکل از    در سال. شده است
اسـتفاده  شناسـی ریخـت و صفات نشانگرهارگرسیونی بین آنالیز
بالاتري ها را با درجه اطمینان یابی ژنکه نه تنها نقشهاست شده 

یـابی  سازد، بلکه شناسـایی نشـانگرهایی کـه در نقشـه    ممکن می
و 3،6(سـازد مبتنی بر لینکاژ قابل ردیابی نبودند را مقـدور مـی  

7 .(

استفاده از نشانگرهاي مولکولی در تعیین نشانگرهاي وابسـته بـه   
صفت در برخی از گیاهان استفاده شده است و نتایج خـوبی نیـز   

هـاي حاصـل از   عنوان مثال رابطه بین دادههب. گزارش شده است
هـاي  هاي مولکولی مختلف با صفات بیوشیمیایی در گونهتکنیک
بررسـی  ) 9(Valeriana jatamansiو گونه ) Morus)8جنس 

شناسـی  همچنین رابطه این نشانگرها با صفات ریخت. شده است
، )13(، ذرت )12(، گنـدم  )11و 10(هایی ماننـد کتـان   در گونه

Morus laevigata)14( انار ،)بررسی شده ) 16(و گیلاس ) 15
RAPD)Random amplified polymorphicتکنیـک  . است

DNA ( بر مبناي تکثیر قطعات تصادفیDNAشـود و  انجام می
از مزایـاي  . نـدارد الگـو  DNAنیازي به آگاهی و اطلاع از تـوالی  

نیاز بالا وعت سر،هزینه کم، سادگیتوان بهمیدیگر این تکنیک
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ISSRعـلاوه، تکنیـک   بـه .)14(اشاره کـرد DNAبه مقدار کم 

)Inter simple sequence repeat ( ــوالی ــاربرد ت ــامل ک ش
منظـور  اي پلیمراز بهعنوان پرایمر در واکنش زنجیرهریزماهواره به

این تکنیـک روشـی سـاده،    . باشدتکثیر نشانگرهاي چندآللی می
). 16(قابلیت تکرارپذیري بالایی دارد سریع و سودمند بوده و 

ازفنـدق پلاسموسیع ژرمتنوعبیانگرالمللیبینتحقیقاتنتایج
ایـران  .)19و 18، 17، 2(باشد میکیفیوخصوصیات کمینظر

باشـد ولـی تـاکنون رابطـه     نیز داراي تنوع بـالایی از فنـدق مـی   
ي این شناسی با نشانگرهاي مولکولی برارگرسیونی صفات ریخت
هدف از این تحقیق شناسـایی  بنابراین، . گونه بررسی نشده است

شناسی مهم ریختمرتبط با صفات ISSRو RAPDنشانگرهاي
ــوه ــپ فنــدق35در می ــالیز رگرســیونی  ژنوتی ــا اســتفاده از آن ب

نتیجه ایـن مطالعـه بـه شناسـایی     . باشدمی) MRA(چندمتغیره 
توانـد در  ید که مـی نماهاي مسئول بروز صفات مهم کمک میژن

. کار رودهاي اصلاحی بهبرنامه

هامواد و روش
در :شناسیهاي ریختمواد گیاهی مورد آزمایش و ارزیابی

ژنوتیپ ایرانـی و شـش   29(رقم و ژنوتیپ فندق 35این مطالعه 
اکثــر ). 1جــدول (مــورد مطالعــه قــرار گرفتنــد ) رقــم خــارجی

هـاي  ي ایران مانند اسـتان کارهاي ایرانی در مناطق فندقژنوتیپ
هـا از  این ژنوتیـپ . گیرنداردبیل و گلستان مورد استفاده قرار می

زمان باز شدن گـل نـر و مـاده، طـول     (هاي مهم گل نظر ویژگی
طول، عرض، وزن و شکل نات، (و میوه ) شاتون و مقدار دانه گرده

هاي بارزي با یکدیگر تفاوت) طول، عرض، وزن، رنگ و شکل مغز
. ساله و در مراحل باردهی کامـل بودنـد  این درختان هشت. ددارن

هاي مختلف درختـان  شکل تصادفی از قسمتها بهبرداشت میوه
صفات مورد ارزیابی شامل صفات مربـوط بـه نـات    . صورت گرفت

طول، عرض، وزن و (و صفات مربوط به مغز ) طول، عرض و وزن(
عدد میـوه از  50ارزیابی صفات در طی دو سال روي . بود) درصد

صفات مربوط به ابعاد نات و مغز با استفاده . هر ژنوتیپ انجام شد
گیـري  همچنـین انـدازه  . گیري شـدند از کولیس دیجیتالی اندازه

صفات مربوط به وزن نات و مغز با استفاده از ترازوي الکترونیکی 
)Lutron, GM-500 (صدم گرم انجام گرفت با دقت یک) جدول
و آزمون دانکن SASافزار با استفاده از نرمهانگینمقایسه میا). 1

. انجام شد

از نمونه هاي برگی بـالغ و  DNAاستخراج :مطالعات مولکولی
. صـورت گرفـت  ) Doyle)20و Doyleتازه با اسـتفاده از روش  

ــهDNAکمیــت و کیفیــت  ــا اســتفاده از روش  ب ــده ب دســت آم
ــوج  ــول م ــپکتروفتومتري در ط ــاي اس ــ280و 260ه انومتر و ن

در ژل آگارز بـا غلظـت یـک درصـد مشـخص      DNAالکتروفورز 
نـانوگرم در  DNA)5ها غلظـت یکسـان از   گردید و به کمک آن

براي رقیق سازي از آب مقطر دوبار تقطیر . آماده شد) میکرولیتر
بـر  RAPDبـراي تکنیـک   PCRواکـنش  . استریل استفاده شـد 

همکـاران  و Khadivi-Khubاساس روش تشـریح شـده توسـط   
بـر اسـاس   ISSRصورت گرفت و این واکنش براي تکنیک ) 21(

) 22(و همکـاران  Thimmappaiahروش بکار برده شده توسط
براي هر مخلـوط واکـنش، مقـدار یـک میکرولیتـر از      . انجام شد

DNA   24لیتـر بـه   نـانوگرم بـر میلـی   5تهیه شـده بـا غلظـت
dNTPS ،PCRشــامل PCRمیکرولیتــر از مخلــوط واکــنش 

buffer ،Taq DNA polymerase ،primer وMgCl2

و آب دوبار تقطیر استریل اضـافه گردیـد   ) شرکت سیناژن، ایران(
میکرولیتر رسید 25به PCRکه در نهایت حجم محلول واکنش 

مـراز در دسـتگاه   اي پلـی و مخلوط حاصله تحت واکنش زنجیـره 
ــ. قــرار گرفــتI-Cyclerمــدل Bio-Radترمــال ســایکلر  راي ب

سازي اولیه اي پلیمراز با واسرشت، واکنش زنجیرهISSRتکنیک 
DNA مدت چهار دقیقه گراد بهدرجه سانتی94ژنومی در دماي

مـدت  گـراد بـه  درجه سـانتی 92چرخه شامل دماي 35آغاز و با 
سازي، اتصال پرایمرها به رشته الگو بـه  یک دقیقه براي واسرشت

ــا 48یمرهــا از دمــاي اتصــال پرا(ثانیــه 50مــدت  درجــه 57ت
رشـته  ) بسط(، گسترش )گراد متناسب با پرایمر متغیر بودسانتی

گـراد و  درجـه سـانتی  72مـدت یـک دقیقـه در دمـاي     جدید به
دقیقـه  10مدت گراد بهدرجه سانتی72گسترش نهایی در دماي 

94هاي حرارتی شـامل  ، چرخهRAPDبراي تکنیک . دنبال شد
سازي اولیـه،  دت چهار دقیقه براي واسرشتمگراد بهدرجه سانتی

مدت یک دقیقه گراد بهدرجه سانتی92چرخه با دماي 35تعداد 
مـدت  گراد بـه درجه سانتی37سازي، دماي اتصال براي واسرشت

مدت دو گراد بهدرجه سانتی72یک دقیقه و دماي تکثیر قطعات 
مدت بهگراددرجه سانتی72دقیقه و در نهایت یک چرخه دمایی 

در PCRالکتروفـورز محصـول   . پنج دقیقه براي تکمیل بسط بود
.درصد مورد بررسی قرار گرفت5/1ژل آگاروز با غلظت 
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هاي فندق مورد مطالعهمیانگین صفات میوه در ژنوتیپ: 1جدول 

، بـراي  RAPDو ISSRپس از انجـام آزمایشـات   :آنالیز آماري
بررسی چندشکلی ژنتیکی بین ارقام، به حضور یـک بانـد خـاص    

انـدازه بانـدهاي   . عدد یک و به عدم حضور آن عدد صفر داده شد
) Quantity One(افـزار کـوانتیتی وان   وسـیله نـرم  تکثیر شده به

تعداد کل باندهاي تولید شـده،  براي هر پرایمر،. تخمین زده شد
تعداد باندهاي چندشکل، درصد چندشکلی و قـدرت تفکیـک یـا    

Rp)Resolving power (این ضریب بیانگر میزان . محاسبه شد
هـاي مـورد   کارآیی هر نشانگر براي جداسـازي و تفکیـک نمونـه   

ایـن شـاخص بـر اسـاس فرمـول زیـر محاسـبه        . باشدمطالعه می
:شودمی

 IbRp

)5.02(1 pIb 

(%)درصد مغز  )g(وزن مغز  )mm(عرض مغز  )mm(طول مغز  )g(وزن نات  )mm(عرض نات  )mm(طول نات منشاء ژنوتیپ یا رقم
15/32 33/0 95/8 42/8 93/0 15/15 93/13 آذربایجان شرقی 1فندقلو
75/18 40/0 66/13 97/5 90/0 03/13 14/20 آذربایجان شرقی 2فندقلو
64/13 31/0 80/8 20/9 93/0 50/17 88/15 آذربایجان شرقی 3فندقلو
09/30 37/0 83/8 88/10 00/2 17 34/15 اردبیل 4فندقلو
78/15 26/0 85/8 25/11 95/1 52/17 51/15 اردبیل 5فندقلو
28/24 42/0 36/10 59/10 37/1 78/16 45/15 اردبیل 6فندقلو
15/36 30/0 65/8 70/11 90/1 20/18 93/16 اردبیل 7فندقلو
33/33 20/0 74/9 04/11 40/1 41/15 74/16 آذربایجان شرقی 1کلیبر
31/25 21/0 50/10 76/14 30/1 39/16 22/19 آذربایجان شرقی 2کلیبر
94/17 31/0 64/8 62/10 96/0 38/15 38/15 آذربایجان شرقی 3کلیبر
83/14 25/0 03/10 58/11 58/1 43/16 28/17 آذربایجان شرقی 4کلیبر
47/21 28/0 23/11 01/12 56/1 33/16 55/17 آذربایجان شرقی 5کلیبر
24/24 23/0 23/11 66/14 55/1 99/15 33/18 آذربایجان شرقی 6کلیبر
07/19 32/0 13/11 21/15 49/1 65/17 87/19 آذربایجان شرقی 7کلیبر
00/20 32/0 15/10 35/11 32/1 21/15 32/16 آذربایجان شرقی 8کلیبر
64/69 29/0 23/10 65/11 52/1 54/16 56/17 آذربایجان شرقی 9کلیبر
17/30 32/0 90/11 39/12 60/1 65/17 99/18 آذربایجان شرقی 10کلیبر
87/46 86/0 06/13 79/12 81/1 04/17 74/16 گیلان 1اشکورات
59/45 75/0 04/12 40/12 63/1 16/16 49/16 گیلان 2اشکورات
15/46 90/0 60/12 53/13 92/1 62/16 47/18 گیلان 3اشکورات
24/43 88/0 25/13 57/13 93/1 19/17 13/17 گیلان 4اتاشکور
91/45 90/0 11/13 75/13 95/1 94/16 46/17 گیلان 5اشکورات
42/50 96/0 40/13 10/14 22/2 52/17 06/18 گیلان 6اشکورات
66/41 90/0 09/13 09/14 96/1 55/16 60/16 گیلان 7اشکورات
33/83 60/0 12/10 28/14 19/1 48/13 50/17 کرج 1دانشکده
54/54 50/0 80/7 37/15 20/1 09/15 80/20 کرج 2دانشکده
54/51 00/1 31/10 82/21 20/1 99/13 33/22 کرج 3دانشکده
64/13 60/0 56/12 89/18 10/1 25/14 32/20 کرج 4دانشکده
33/83 50/0 13/9 08/14 97/0 06/12 35/16 کرج 5دانشکده
35/31 17/1 04/12 31/12 68/1 14/18 36/17 اسپانیا نگرت
67/40 70/0 47/11 55/14 32/2 31/18 80/20 اسپانیا مرویله
12/52 90/0 26/11 63/15 87/2 73/19 12/22 اسپانیا لونگ
45/45 72/0 47/12 38/11 77/1 68/18 15/17 اسپانیا سگوربه
51/47 86/0 23/13 53/12 65/1 04/16 38/16 ایتالیا رند
01/46 05/1 42/13 41/14 31/2 94/17 79/18 اسپانیا فرتیل
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میزان آگاهی بخش بودن هر باند یک پرایمر Ibدر فرمول بالا 
این مقدار طبق فرمول بالا براي هر کدام از باندهاي . باشدمی

نسبتی از pتواند بین یک تا صفر متغیر باشد و تولید شده می
. شدباباشند، میها که داراي باند مورد نظر میژنوتیپ

براي ردیابی رابطه ) Stepwise(تجزیه رگرسیونی گام به گام
عنوان متغیرهاي به(شناسی مورد آزمایش ریختصفاتبین

عنوان متغیرهاي به(ISSRو RAPDنشانگرهايو )وابسته
.SPSS verبا استفاده از نرم افزار ) مستقل دو .انجام شد16
یونی محاسبه شدند و با استفاده از آنالیز رگرسβو R2ضریب 

براي نشانگرهاي مختلف وابسته به صفات، مورد بررسی قرار 
ضریب همبستگی توجیه شده چندگانه بوده که براي R2. گرفتند

دهنده میزان همبستگی شود و نشانهر نشانگر محاسبه می
ضریب βهمچنین، . باشدشناسی مینشانگر با صفت ریخت

که براي هر نشانگر مرتبط به باشدرگرسیون استاندارد شده می
). 8(شود محاسبه میMRAوسیله صفت به

نتایج 
شناسیصفات ریخت

نشان داد که ارقام مورد بررسی ) ANOVA(نتایج آنالیز واریانس 
داري نشان گیري با یکدیگر تفاوت معنیاز نظر صفات مورد اندازه

تحلیل همین دلیل در مراحل بعدي وارد تجزیه ودهند و بهمی
. ها با نشانگرهاي مولکولی گردیدندآماري براي تعیین رابطه آن

باشند محدوده صفاتی که داراي ضریب تغییرات بالایی می
تري وسیعتري از کمیت صفت را دارا بوده که دامنه انتخاب وسیع

.شودبراي آن صفت محسوب می

ISSRتکنیک مولکولی 

ــالگري، در مجمــوع  بــراي انجــام ISSRپرایمــر 10پــس از غرب
. کـار رفتنـد  ها بـه انتخاب شد و براي تمام ژنوتیپPCRواکنش 

پلاسم مورد باند در ژرم150پرایمرهاي مورد استفاده در مجموع 
باند چندشـکلی نشـان   140مطالعه تولید کردند که از این تعداد 

ــد ــط   . دادن ــده توس ــابی ش ــکلی ردی ــانگین چندش ــین می همچن
ــتفاده  ــورد اس ــاي م ــا پرایمره ــر ب ــه  14/92براب ــود ک ــد ب درص

پلاسـم مـورد آزمـایش بـود     دهنده تنوع ژنتیکی بالا در ژرمنشان
).2جدول (

هاپلاسم فندق مورد مطالعه و خصوصیات آنمورد استفاده براي مطالعه ژرمISSRپرایمرهاي: 2جدول 

. جفت باز متغیر بود2000تا 250اندازه باندهاي تشکیل شده از 
-UBCبراي پرایمر (عدد 21بیشترین باند چندشکل تکثیر شده 

. بود) UBC-881براي پرایمر (عدد 8و کمترین آن )  880
براي پرایمر (42/1یز در محدوده پرایمرها ن) Rp(قدرت تفکیک

UBC-813 ( 54/7تا) براي پرایمرUBC-880 (میانگین . بود
براي تمامی پرایمرهاي مورد استفاده به ) Rp(قدرت تفکیک 

ها در دامنه میزان تشابه بین ژنوتیپ. دست آمدبه20/4مقدار 
پلاسم مورد دهنده تنوع بالا در ژرمبود که نشان 76/0تا 18/0
.العه بودمط

بین باندهاي چندشـکل و  ) MRA(آنالیز رگرسیونی چندمتغیره 
شناســی مــورد بررســی نشــان داد کــه برخــی از صــفات ریخــت

داري بـا ایـن صـفات دارنـد     همبستگی معنـی ISSRنشانگرهاي 

)Rp(قدرت تفکیک  )b/a×100(درصد چندشکلی  )b(تعداد قطعات چندشکل  )a(د کل قطعات تکثیر شده تعدا پرایمر
88/3 31/92 12 13 UBC-810
42/1 43/71 10 14 UBC-813
42/5 75/93 15 16 UBC-816
77/5 100 20 20 UBC-849
77/3 100 16 16 UBC-850
28/6 100 17 17 UBC-866
02/3 75 9 12 UBC-868
97/2 100 12 12 UBC-873
54/7 100 21 21 UBC-880
94/1 89/88 8 9 UBC-881
- - 140 150 کل
20/4 14/92 14 15 میانگین
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34(بیشترین تعداد نشانگر بـراي صـفت طـول مغـز     ). 3جدول (
 ـ) نشانگر12(و کمترین تعداد نشانگر ) نشانگر راي عـرض مغـز   ب

24نشانگر با طول نات همبستگی نشان دادند کـه  31تعداد . بود
. همبسـتگی منفـی داشـتند   نشانگر7همبستگی مثبت و نشانگر

در بـین  . درصد بود100ها توجیه شده توسط آنR2مجموع کل 
داراي UBC868300نشانگرهاي وابسته بـه ایـن صـفت، نشـانگر     

β(بـود  βبیشـترین مقـدار   توجیـه شـده و   R2بیشترین مقـدار 

R2و 0.53= نشانگر با عـرض نـات   14همچنین تعداد ). 0.23=
توجیـه شـده توسـط    R2همبستگی نشان دادند که مجموع کـل  

داراي همبسـتگی  نشـانگر 12از این تعـداد  . درصد بود99ها آن

داراي مبسـتگی منفـی بـا صـفت عـرض نـات       نشانگر2مثبت و 
بسته به این صفت، بیشـترین مقـدار   در بین نشانگرهاي وا. بودند

R2    ــدار ــترین مق ــده و بیش ــه ش ــانگر   βتوجی ــه نش ــوط ب مرب
UBC8101720 بود)β R2و 0.70-= 32بعلاوه، تعـداد  ). 0.48=

R2نشانگر با وزن نات همبستگی نشان دادنـد کـه مجمـوع کـل     

در بـین نشـانگرهاي   . درصـد بـود  100توجیه شده توسـط آنهـا   
داراي بیشـترین  UBC8101720شـانگر  وابسته بـه ایـن صـفت، ن   

β(بـود  βتوجیه شده و بیشترین مقدار R2مقدار  R2و 0.75-=

=0.43.(

میوه فندقبا صفات مهم ISSRنشانگرچندشکل باندهايبینرگرسیونی گام به گامآنالیزنتایج حاصل از : 3جدول 
βداراي بیشترین نشانگر R2داراي بیشترین نشانگر βبیشترین  (%)توجیه شده R2بیشترین  R2کل(%) بخشنشانگر آگاهیتعداد  صفت

UBC868300 UBC868300 53/0 23 100 31 طول نات
UBC8101720 UBC8101720 70/0 - 48 99 14 ناتعرض
UBC8101720 UBC8101720 75/0 - 43 100 32 وزن نات
UBC868300 UBC868300 94/0 25 100 34 طول مغز
UBC810475 UBC810475 71/0 31 95 12 مغزعرض
UBC810735 UBC810735 78/0 - 24 100 32 مغزوزن
UBC880845 UBC8801115 64/0 - 33 95 13 درصد مغز

نشـانگر بـا طـول مغـز     34در مورد صفات مربوط به مغز، تعـداد  
توجیـه شـده توسـط    R2همبستگی نشان دادند که مجموع کـل  

نشانگرهاي وابسته به ایـن صـفت،   در بین. درصد بود100ها آن
مربـوط بـه   βتوجیه شده و بیشـترین مقـدار   R2بیشترین مقدار 

β(بود UBC868300نشانگر  R2و 0.94= عرض مغز با ). 0.25=
توجیـه شـده توسـط    R2نشانگر رابطه داشت که مجموع کل 12
در بین نشانگرهاي وابسـته بـه ایـن صـفت،     . درصد بود95ها آن

مربـوط بـه   βتوجیه شده و بیشـترین مقـدار   R2ر بیشترین مقدا
β(بـود  UBC810475نشـانگر   R2و 0.71= 32تعـداد  ). 0.31=

R2نشانگر با وزن مغز همبستگی نشان دادنـد کـه مجمـوع کـل     

در بین نشانگرهاي . درصد بود100ها توجیه شده توسط آن

توجیه شده و بیشـترین  R2وابسته به این صفت، بیشترین مقدار 
β(بـود  UBC810735مربوط به نشـانگر  βمقدار  R2و 0.78-=

دهد که را نشان میUBC810پروفایل پرایمر1شکل .)0.24=
همچنــین . روي آن مشــخص شـده اســت UBC810735نشـانگر  

و صفت وزن UBC810735رابطه رگرسیونی بین نشانگر 2شکل 
. دهدمغز را نشان می

R2باط داشت که مجموع کـل  نشانگر ارت13درصد مغز با تعداد 

در بـین نشـانگرهاي   . بـود درصـد 95هـا  توجیه شده توسـط آن 
داراي بیشـترین  UBC8801115وابسته بـه ایـن صـفت، نشـانگر     

R2(توجیــه شــده  R2مقــدار  داراي UBC880845و ) 0.33=
β(بود βبیشترین مقدار  =-0.64 .(

UBC810735که نشانگر UBC810 ISSRپروفایل پرایمر : 1شکل 

این نشانگر با . را براي صفت وزن مغز داشته استβو R2آن بیشترین 
.علامت فلش مشخص شده است



محمد محمدزاده و همکاران...                                       مطالعه ارتباط بین نشانگرهاي مولکولی و صفات مهم میوه در فندق

1393295پاییز، 3، شماره 5جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

و صفت وزن مغزUBC810735پلات رابطه رگرسیونی بین نشانگر : 2شکل 

RAPDتکنیک مولکولی

ــداد  ــوع  100از تع ــایش شــده، در مجم ــر آزم ــر 15پرایم پرایم
RAPDواکنش براي انجامPCR  و بـراي تمـام   ندانتخـاب شـد
قطعـه  201این تعداد پرایمر در مجمـوع  . کار رفتندها بهژنوتیپ
DNAها قطعه در بین ژنوتیپ188ها تولید کردند که از بین آن

همچنـین میـانگین چندشـکلی ردیـابی    . چندشکلی نشان دادند
د درصـد بـو  94/97شده توسط پرایمرهاي مورد استفاده برابر با 

پلاسـم مـورد آزمـایش    دهنده تنوع ژنتیکـی بـالا در ژرم  که نشان
300اندازه قطعات در تمام پرایمرها در محدوده ). 4جدول (بود

بیشترین باند چندشکل تکثیر. جفت باز تخمین زده شد3000تا
3و کمتـرین آن  )  TIBMBC-17بـراي پرایمـر   (عدد 20ده ش

پرایمرهـا  ) Rp(ت تفکیک قدر. بود) OPN-08براي پرایمر (عدد 
بـراي  (28/6تـا  ) OPN-08براي پرایمـر  (42/1نیز در محدوده 

بـراي  ) Rp(میـانگین قـدرت تفکیـک    . بـود ) OPAB-04پرایمر 
). 4جـدول  (بدسـت آمـد   71/3تمامی پرایمرهاي استفاده شـده  

بـود کـه   75/0تـا  27/0هـا در دامنـه   میزان تشابه بین ژنوتیـپ 
.پلاسم مورد مطالعه بودژرمدهنده تنوع بالا درنشان

هاپلاسم فندق مورد مطالعه و خصوصیات آنمورد استفاده براي مطالعه ژرمRAPDپرایمرهاي: 4جدول 
)Rp(قدرت تفکیک  )b/a×100(درصد چندشکلی  )b(تعداد قطعات چندشکل  )a(تعداد کل قطعات تکثیر شده  پرایمر

88/3 33/93 14 15 TIBMBC-07
74/4 47/89 17 19 TIBMBC-04
77/5 100 20 20 TIBMBC-17
88/3 31/92 12 13 TIBMBC-08
94/1 62/84 11 13 TIBMBC-19
62/1 50/87 7 8 TIBMBC-15
48/3 78/77 7 9 TIBMBC-18
48/1 33/83 5 6 TIBMBC-03
14/3 100 19 19 OPE-13
51/4 67/86 13 15 OPN-13
28/6 100 17 17 OPAB-04
48/5 100 15 15 OPE-11
20/3 100 12 12 OPN-01
77/3 100 16 16 OPE-17
42/1 75 3 4 OPN-08
- - 188 201 کل
71/3 94/97 53/12 40/13 میانگین

UBC810735



انکارو هممحمد محمدزاده ...مطالعه ارتباط بین نشانگرهاي مولکولی و صفات مهم میوه در فندق

1393پاییز،3، شماره 5جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت296

ت ابا استفاده از روش رگرسیونی گام به گام بین هر یـک از صـف  
گـروه  نشـانگرهاي ، RAPDباند چندشکل 188با شناسیریخت

RAPD شناسـایی  شناسی میوهریختمرتبط با هر یک از صفات
ــروه ). 5جــدول (ندشــد ــراي صــفات RAPDنشــانگرهايگ ب

ترتیـب داراي  بـه شناسی طول نات، عرض نات و وزن نـات ریخت
توجیـه  R2که مجموع کـل  بودندRAPDنشانگر 27و 32، 28

همچنـین  . رصد بودد100شده توسط آنها براي صفات ذکر شده 
تعداد نشانگرهاي وابسته به صفات طول مغز، عرض مغز، وزن مغز 

نشــانگر بودنــد کــه 34و 32، 28، 32ترتیــب و درصــد مغــز بــه

ها براي صـفات ذکـر شـده    توجیه شده توسط آنR2مجموع کل 
در بین نشانگرهاي وابسته به طول نات، نشـانگر  . درصد بود100

TIBMBC191545ترین مقـدار  داراي بیشR2    توجیـه شـده بـود
)R2 بود TIBMBC04330مربوط به βو بیشترین مقدار ) 0.30=
)β در بین نشانگرهاي وابسته به عرض نـات، بیشـترین   ). 0.63=

TIBMBC081765مربوط به βتوجیه شده و بیشترین R2مقدار 

β(بـود   R2و 0.79-= همچنــین در بــین نشــانگرهاي ). 0.48=
βتوجیه شده و بیشترین R2ات، بیشترین مقدار وابسته به وزن ن

β(بود TIBMBC081765مربوط به  R2و 0.89-= =0. 42.(

میوه فندقبا صفات مهم RAPDنشانگر چندشکل باندهايبینرگرسیونی گام به گامآنالیزنتایج حاصل از : 5جدول 
βداراي بیشترین نشانگر R2داراي بیشترین نشانگر βبیشترین  (%)توجیه شده R2یشترین ب R2کل(%) بخشگاهیآنشانگرتعداد  صفت

TIBMBC04330 TIBMBC191545 63/0 30 100 28 طول نات
TIBMBC081765 TIBMBC081765 79/0 - 48 100 32 عرض نات
TIBMBC081765 TIBMBC081765 89/0 - 42 100 27 وزن نات

OPE11440 TIBMBC171850 72/0 41 100 32 زطول مغ
TIBMBC191545 TIBMBC151435 91/0 - 32 100 28 مغزعرض

OPN131215 TIBMBC041010 78/0 32 100 32 مغزوزن
TIBMBC04680 OPN131970 84/0 - 17 100 34 درصد مغز

داراي TIBMBC171850در مورد صفت طول مغز، نشانگر 
R2(توجیه شده R2بیشترین مقدار  و نشانگر ) 0.41=

OPE11440راي بیشترین مقدار داβ بود)β در بین ). 0.72=
TIBMBC151435نشانگرهاي وابسته به عرض مغز، نشانگر 

R2(توجیه شده R2داراي بیشترین مقدار  و نشانگر ) 0.32=
TIBMBC191545 داراي بیشترین مقدارβ بود)β در ). 0.91-=

TIBMBC041010بین نشانگرهاي وابسته به وزن مغز، نشانگر 

R2(توجیه شده R2بیشترین مقدار داراي و نشانگر ) 0.32=
OPN131215 داراي بیشترین مقدارβ بود)β در مورد ). 0.78=

داراي بیشترین مقدار OPN131970صفت درصد مغز؛ نشانگرهاي 
R2 توجیه شده)R2 داراي TIBMBC04680و نشانگر ) 0.17=

β(بود βبیشترین مقدار  =-0.84.(

بحث
هاي فنـدق مـورد مطالعـه    طالعه نشان داد که ژنوتیپنتایج این م

هـاي  شناسی میوه و جنبهداراي تنوع بالایی از نظر صفات ریخت
د و در نتیجه این تنوع بالا اجازه ردیـابی رابطـه   نباشمولکولی می

ــالیز   ــق آن ــوه را از طری ــین نشــانگرهاي مولکــولی و صــفات می ب

اي تولید شده توسط برخی از بانده. رگرسیونی چندمتغیره را داد
شناســی مــورد بــا صــفات ریخــتRAPDو ISSRنشــانگرهاي 

در نشـانگرها محل قرارگیري این . مطالعه همبستگی نشان دادند
هاي که کدکننده ژنباشدمیداخل ژنوم احتمالا مناطقی از ژنوم 

بـا هـر   ).23(باشـد میشناسی مورد نظر صفات ریختمربوط به 
کـه  نشـانگري ی نشان دادنـد کـه   همبستگنشانگرصفت چندین 

نشـانگر در کـد   عنـوان مـوثرترین   بـه است را داشته R2بالاترین 
). 8(شود میآن صفت محسوب کردن

برخی از نشانگرها با بیش از یک صفت میوه ارتباط نشـان دادنـد   
توانـد ناشـی از   که ارتباط یک نشانگر با بیش از یـک صـفت مـی   

هاي مرتبط بـا هـم در   Pleiotropic (QTL(اثرات پلیوتروپیک 
، اما براي آگـاهی بیشـتر از ایـن    )25و 24(صفات مختلف باشد 

یابی لینکـاژي آن  ایجاد یک جمعیت در حال تفرق و نقشه،رابطه
دهـد کـه   اثر پلیوتروپیک زمانی رخ می). 26(تواند مفید باشد می

زمان در بروز چندین صفت تاثیر داشـته  طور همیک ژن بتواند به
هاي مرتبط با همدیگر که صفات مختلـف  QTLهمچنین . باشد

توانند منجر به ایجاد یک نشانگر واحـد  کنند نیز میرا کنترل می
بـه  ). 25(شوند که با بیش از یک صفت همبستگی داشته باشـد  

ــین نشــانگرهاي    ــه حاضــر، در ب ــال در مطالع ــوان مث ، ISSRعن
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ا دو بUBC8101750و UBC868300 ،UBC8101340نشانگرهاي 
دار نشان دادند کـه  صفت طول نات و طول مغز همبستگی معنی

. باشـد کننده همبستگی مثبت این دو صفت با همـدیگر مـی  بیان
ــانگرهاي    ــین نشــ ــین در بــ ــانگرهاي RAPDهمچنــ ، نشــ

TIBMBC191545 ،TIBMBC151435 وOPE111125 با این دو
این نتیجه با نتایج محققـان  . صفت همبستگی مثبت نشان دادند

که گـزارش شـده اسـت طـول نـات      طوريدیگر مطابقت دارد، به
).29و 28، 27(دار با طول مغز دارد همبستگی مثبت و معنی

، UBC868330، نشـانگرهاي  ISSRعلاوه، در بین نشـانگرهاي  به
UBC873755 ،UBC866775 ،UBC868950 ،UBC850410 ،
UBC850825 ،UBC8812410 وUBC810685 با طول نات، وزن

همچنـین در بـین   . ت و وزن مغز همبستگی مثبت نشان دادندنا
با این صفات همبستگی OPE11740، نشانگر RAPDنشانگرهاي 

گزارش شده است که این صفات با همدیگر همبستگی . نشان داد
تواند باعث کاهش مثبت دارند و کاهش یا افزایش در هر کدام می

، ISSRنشانگرهاي در بین ). 29و 27(یا افزایش در دیگري شود 
با طول و وزن مغـز  UBC8101260و UBC8492335نشانگرهاي 

، RAPDهمچنـین در بـین نشـانگرهاي    . همبستگی نشان دادند
بـــا ایـــن دو صـــفت OPE11935و OPAB04380نشـــانگرهاي 

همبستگی مثبت بـین ایـن دو صـفت بـا     . همبستگی نشان دادند
). 28و 27(شناسی گزارش شده استاستفاده از مطالعات ریخت

یک روش مناسب و سریع ) MRA(تجزیه رگرسیونی چندمتغیره 
ــین صــفات و نشــانگرها مــی  ــافتن رابطــه ب ــراي ی ). 30(باشــد ب

فندقنشانگرهاي شناسایی شده در این مطالعه که با صفات میوه
MASهاي اصـلاحی  توانند در برنامهاند میهمبستگی نشان داده

تواند ین آنالیز این است که این روش میمزایاي بارز ا. کار بروندبه
همچنین نیـاز بـه   . را ردیابی کند) QTL(هاي صفات کمی مکان

و به تشـکیل جمعیـت جهـت    ) 30(زمان و هزینه کمتري داشته 
.)23(یابی نیاز ندارد نقشه

انتخاب اولیه صفات مطلوب مربوط به میـوه و گـل نیـاز بـه نمـو      
بلوغ دارد و یا به عبارت دیگـر  گیاهان و وارد شدن آنها به مرحله

درختان میوه باید مرحله طولانی نونهـالی را طـی نماینـد و وارد    
دهی شوند تا بتوان این صفات را مـورد بررسـی قـرار    مرحله میوه

داد و گیاهان داراي صفات مطلوب از نظر گل و میوه پیـدا نمـود   
بـه وارد  اما با ردیابی نشانگرهاي وابسته به این صفات، نیاز). 23(

عبـارت دیگـر، بـراي    بـه . باشـد شدن گیاهان به مرحله بلوغ نمـی 
داراي دوره طولانی نونهـالی،  ) مانند درختان میوه(گیاهان چوبی 

انتخاب نتاج برتر از نظر صفات مهـم گـل و میـوه کـاري دشـوار      
، )MAS(باشد اما با شناسایی نشانگرهاي وابسـته بـه صـفت    می
مراحل اولیـه رشـد آنهـا شناسـایی کـرد      توان نتاج برتر را در می

DNAتـوان قطعـات   صورت است که مـی روش کار به این). 23(

بخش براي صفت عنوان نشانگر آگاهیچندشکل شناسایی شده به
را از روي ژل جدا کرد ) مانند صفات مربوط به میوه(مورد مطالعه 
سپس توالی شناسایی شده را در پایگـاه اطلاعـاتی   . و کلون نمود

NCBIردیـف  هـاي موجـود هـم   با توالی)Alignment (  نمـود و
کـه شـباهت بـالایی بـه     ) Candidate genes(هـاي کاندیـد   ژن

. مشـخص نمـود  را بخش مـورد نظـر داشـتند    نشانگرهاي آگاهی
SCARدست آمده، پرایمرهاي توان از روي توالی بههمچنین می

بـه صـفت   واسطه نشانگر وابسـته را طراحی نمود و در انتخاب به
)MAS (هاي اصلاحی بهره برد در برنامه)30.(

-کنتـرل اصـلی هـاي  لکولی مرتبط با ژنوهاي منشانگرشناسایی 
هـاي اخیـر از طریـق ایجـاد     صـفات مـورد نظـر در سـال    کننده 

ودرگیاهـان هتروزیگـوت  F1هاي در حال تفرق همچونجمعیت
F2،RILوDHی بعض ـ. در گیاهان هموزیگوت انجام گرفته است

، اما اندجهت انجام کارهاي اصلاحی استفاده شدهنشانگرهااز این 
یـابی،  هاي در حال تفرق جهت نقشـه در دسترس نبودن جمعیت

در اختیار نبودن زمان کافی و نبود همبستگی کافی بـین صـفات   
ــت ــانگرو شناســیریخ ــه مهمتــرین   نش هاي ملکــولی از جمل

تبط بـا صـفات   ها در زمینه شناسـایی نشـانگرهاي مـر   محدودیت
انجام آنالیز همبستگی رگرسیونی فاقد اماباشدمیشناسیریخت

. )31(باشدمیهااین محدودیت

نتیجه گیري

تـوان نتیجـه گرفـت کـه     با توجه به نتـایج مطالعـه حاضـر، مـی    
بخش شناسایی شـده وابسـته بـه خصوصـیات     نشانگرهاي آگاهی

ــی ــوه در فنــدق م ــراي  می ــد راهنمــاي خــوبی ب شناســایی توانن
هـاي  در برنامـه . هاي داراي صـفات بـا ارزش میـوه باشـد    ژنوتیپ

وقـت و هزینـه   اصلاحی انتخاب مواد گیاهی بـا کیفیـت معمـولاً   
بخـش شناسـایی   حال، نشانگرهاي آگـاهی با این. طلبدزیادي می

هـاي برتـر   تواننـد در انتخـاب ژنوتیـپ   شده در این مطالعـه مـی  
هـا ماننـد نقشـه    ژنتیکـی آن بخصوص وقتی که اطلاعاتی از پایه

همچنین، ایـن نشـانگرها   . لینکاژي در دسترس نیست مفید باشد
جهـت  توانند در انتخاب والدین مناسب براي تولیـد جمعیـت  می

. کار بروندیابی بهنقشه
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Abstract

Aim: This study was carried out to evaluate association of ISSR and RAPD markers with fruit traits of
hazelnut (Corylus avellana).

Material and Methods: In this research, associations between ISSR and RAPD markers with fruit
traits were investigated in 35 genotypes of hazelnut by applying multiple regression analysis (MRA).

Results: Some ISSR and RAPD fragments were found to be associated with seven of affecting fruit
traits. Some of ISSR and RAPD markers were associated with more than one fruit trait in multiple
regression analysis. Such an association may arise due to pleiotropic effect of the linked quantitative
trait locus (QTL) on different traits. For example, some informative markers were associated with both
nut length and kernel weight traits. Also, some informative markers showed association with all nut
length and weight and kernel weight. Also, some markers had correlation with both kernel length and
weight, indicating a significant correlation among these traits.

Conclusion: It is possible to use these markers along with morphological traits in hazelnut breeding
programs for identification of suitable parents to produce mapping populations and hybrid cultivars.
Also, these results could be useful in marker-assisted breeding programs when no other genetic
information is available.
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