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Aeluropus(شور ساحلی بررسی تنوع ژنتیکی گیاه چمن littoralis(با استفاده از
ESTپذیر مبتنی بر نشانگرهاي ریزماهواره انتقال

4احسان شکريو 3نجمه نصیري،2، قربانعلی نعمت زاده1مریم میدانسري

، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريتیک و ژنتیک مولکولی، استاد و دکتراي مهندسی ژنبیوتکنولوژي گیاهیکارشناس ارشد-3و 2، 1
، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريدکتراي نانوبیوتکنولوژي، پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري کشاورزي تبرستان،-4

)e.shokri62@gmail.com: ولونویسنده مس(
17/11/94تاریخ پذیرش: 23/5/94تاریخ دریافت: 

چکیده
اي هاي زیاد است که ارزش علوفهلپه مطرح از نظر تحمل به شوريهاي تکترین گراسشور ساحلی یکی از موفقگیاه چمن

سی سریع به نشانگرهاي مولکولی هدف از این مطالعه معرفی و دسترداشته و داراي خصوصیات فیزیولوژیک ارزشمندي است. 
Aeluropus)شور ساحلیو بررسی تنوع ژنتیکی در گونه شورزي و ارزشمند چمنDNAمبتنی بر littoralis)بدین منظور باشد.می

راي هاي گندم، برنج و جو ببدست آمده از گونهESTجفت نشانگر ریزماهواره110آزمون تکثیر ژنومی در این گیاه با استفاده از 
با منشاء غلات ESTریزماهوارهنشانگرهاي پذیري انتقالبر این اساس میزان کل پذیر انجام گرفت. شناسایی نشانگرهاي انتقال

توان براي دهد که از مخزن نشانگرهاي ریزماهواره غلات میاین نتیجه نشان میدرصد بدست آمد.44شور ساحلیگیاه چمندر 
در هاي ارزشمند خویشاوند با صرف کمترین زمان و هزینه استفاده نمود. مولکولی در سایر گونهدستیابی و توسعه نشانگرهاي

12ژنتیکی، از بنديشده در ارزیابی سطح تنوع و گروهشناساییپذیر انتقالمنظور بررسی میزان کارآمدي نشانگرهاي بهادامه 
که آلل به ازاي هر جفت آغازگر تکثیر شدند 1/6ژنی با میانگین مکان74در مجموعاستفاده گردید. پذیرانتقالنشانگر جفت 
محاسبه 33/0با میانگین 38/0و 26/0براي نشانگرهاي مورد بررسی بین PICها چندشکل بودند. شاخصدرصد آن90ازبیش 

اکوتیپ ها ازلحاظ فاصله بر این اساس کرد. بندي دستهگروه 7در هاي آلوروپوس را اکوتیپ،ايتجزیه خوشهدر نهایت .شد
ها با مشاهدات ظاهري و تنوع کیفی بین نمونه ها از هم تفکیک شدند و میزان چند شکلی افراد و تفاوت گروهجغرافیایی نسبتاً

مطابقت بالایی داشت. 

Aeluropus(چمن شور ساحلیتنوع ژنتیکی، ، پذیريانتقالهاي کلیدي:واژه littoralis(،ریزماهوارهEST

مقدمه
(ریزماهواره) آرایشی از هاي تکراري سادهتوالی
جفت بازي هستند که سطح بالایی از 6تا 1کوتاه هايتوالی

نسبت به سایر و ) 8،4(دهندمیچندشکلی طولی را نشان 
توارث همبارز، مثلمزایاي بسیاري نشانگرهاي مولکولی از 

. هستندژنوم برخوردار و پوشش گسترده ن تکثیر آسا
تشخیص ژنی، در طور گسترده ماهواره بهنشانگرهاي ریز

هاي لینکاژي و انتخاب به ارزیابی تنوع ژنتیکی، تهیه نقشه
شوند.کار گرفته میبهMAS(1(کمک نشانگرهاي مولکولی

از روي ریزماهوارهنشانگرهاي با وجود مزایاي فراوان، توسعه 
DNAبا توسعه ست. اخیراًبر و پرهزینه اژنومی فرآیندي زمان

مربوط EST2رکوردهايژنومیکس عملکردي تعداد زیادي از
قرار NCBI3بانک ژن در ز جمله غلات ابه گیاهان مختلف

ESTاز ریزماهوارهگرفته که منبعی غنی براي استخراج 
).18،3،1(باشندمی

بخش کوچکی از توالی ژنوم هستندESTرکوردهاي 
یک 5΄́و3΄جفت باز) که از انتهاي800تا 400(معمولاً

اطلاعات ناقصی ESTآیند. اگرچه دست میژن بیان شونده به
کند، اما از این جهت که اطلاعات زیستی را تولید می

به علاوه . )4(آورد، ارزشمند استمیرا بوجودداريمعنی
هاي ها که در گونهاز نواحی رمزکننده ژنESTریزماهواره

شوند و اند، استخراج میشدهوبی حفاظت نزدیک بخ
پذیري بالایی همین دلیل از یک گونه به گونه دیگر انتقالبه 

ها مؤثرتر یابی ژنتوانند در نشانمند ساختن و نقشهدارند و می
.)12(باشند

مناطق اگزونیاز ESTهايریزماهوارهکهاز آنجائی 
هاي ژنومی ارهنسبت به ریزماهود، معمولاًنیآبدست می

چون چندشکلی بدست آمده از اماچندشکلی کمتري دارند
مربوط به ناحیه کدشونده ژنوم بوده و بازتابی از تنوع هاآن

باشد، ژنتیکی قابل دستیابی در نواحی عملکردي ژنوم می
).10(تواند اطلاعات اصلاحی مفیدي را فراهم کندمی

Aeluropus(شور ساحلیگیاه چمن littoralis( از
متعلق به خانواده گندمیانايلپهتکچندسالههايهالوفیت

طور تواند در معرض شوري بالایی قرار گرفته و بهبوده که می
. )2(طبیعی رشد کند، بدون اینکه علائم سمیت را نشان دهد 

) بوده و ژنوم کوچکی در حدود2n=2x=14(این گیاه دیپلوئید 
Mb342 ها پیش از از مدتساحلی چمن شور. )19(دارد

مثل هاي فیزیولوژیکی جهت ارزش مرتعداري و ویژگی
و از دیدگاه ) 17(مورد توجه بودهشوري مقاومت به تنش

ژنتیکی ارزشمندي براي متخصصان فیزیولوژي مولکولی مدل
باشد. درك سازوکارهاي مقاومت به شوري می

هاي گونهدرESTریزماهوارههاي جایگاهقابلیت تکثیر
ها در توان به راحتی از آنمیلذا نزدیک بهم اثبات شده است، 

جنس استفاده هاي همهاي گونهپلاسمبندي انواع ژرمطبقه
212تعداد در تحقیقی ) 4چاي و همکاران (نمود.

مربوط به گیاه گریپ فروت چینی ESTریزماهوارهنشانگر 
1- Marker Assisted Selection 2- Expressed Sequence Tag 3- National Center for Biotechnology Information

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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)Pummelo(ین پذیري ببه منظور بررسی انتقال
هاي مرکبات، بررسی چندشکلی و تنوع ژنتیکی مورد جنس

درصد از باندهاي تکثیر 73نتایج نشان داد .دادندارزیابی قرار 
پذیر است. همچنین هاي مورد بررسی انتقالشده بین جنس

یابی درصد از نشانگرها چندشکلی نشان داده و در نقشه53
.کار گرفته شدندجمعیت به

را براي ESTرکورد 407663تعداد )9(لی و همکاران 
هاي هاي گندم، جو، ذرت، برنج و سورگوم از پایگاه دادهگونه

EST مورد ریزماهواره بانک ژن بدست آورده و براي یافتن
ریزماهوارهجفت آغازگر 1367استفاده قرار دادند. در مجموع، 

EST بر روي گندم، برنج، ذرت، مورد آن 715طراحی شد که
مشابه بررسی شد و درجه PCR1ن و سویا، تحت شرایط کتا

،93/69،57/53،22/63ترتیب بهگیاه5پذیري در این انتقال
.درصد بدست آمد27/56و 93/49

کاربرد ) 16در مطالعه دیگري سیم و همکاران (
غلات را در چاودار وحشی بررسی ESTهايریزماهواره

غلات ESTریزماهوارهر نشانگ165در مجموع تعداد .کردند
درصد) و 57پذیري (بررسی شد که درصد بالایی از انتقال

کردندگزارش بدست آمد. این محققین درصد)67چندشکلی (
پذیري دست آمده انتقالبهESTهاي ریزماهوارهکه 

نشان همبههاي نزدیکتوجهی را بین گونهاي قابلگونهبین
ESTریزماهوارهپذیري انتقاليکه درصد بالاطوريبهدادند 

رسید.بین غلات و چاودار وحشی به اثبات
ESTبر اساس رکوردهاي )10(و همکاران لی فانگ

نشانگر 81گزارش شده مربوط به تنش شوري در گندم، 
جایگاه 81جدید را معرفی کردند. درنهایت، ESTریزماهواره

م گندم کروموزو18نشانگر بر روي 43تکثیر بوسیله 
یابی شدند. همچنین جایگاه کروموزومی تعدادي از این نقشه

پذیر بودند و جایگاه که انتقالESTریزماهوارهنشانگرهاي 
,Rهاي خاصی را در چاودار تکثیر کردند، روي کروموزوم 4R,

5R 7وRیابی گردیدند. این نقشهچاودار با موفقیت

EST–ي شانگرهايپذیري بالاوضوح انتقالنتایج به
هاي نزدیک نشان ها و گونهرا در بین جنسریزماهواره

در مجموع با توجه به قیمت ارزان، سرعت توسعه و دهد. می
، استفاده از این ESTکارآمدي نشانگرهاي ریزماهواره 

نشانگرها در مطالعات ژنتیکی از توجیه علمی، تکنیکی و 
نگرها ابزارهاي این نشااقتصادي لازم برخوردار است و

اي، براي انواع اهداف شامل تجزیه روابط شجرهیمناسب
اي، مطالعه ، ژنومیکس مقایسهصفت- مطالعه ارتباط نشانگر

اي هستند.هاي مقایسهیابیمکانبیان ژن و 
پذیري، اهداف مطالعه حاضر، بررسی میزان انتقال

حلیپذیر از غلات به چمن شور ساشناسایی نشانگرهاي انتقال
)Aeluropus littoralis و توسعه سریع نشانگرهاي (

مولکولی ارزان قیمت و همچنین برآورد اولیه کارایی 
برآورد نشانگرهاي معرفی شده براي ارزیابی تنوع ژنتیکی و

هاي مختلف گیاه چمن شور ساحلی فاصله ژنتیکی بین اکوتیپ
.باشدمی

هامواد و روش
تهیه مواد گیاهی

20مورد نیاز در این تحقیق مشتمل بر مواد گیاهی 
باشد که در میشور ساحلیاکوتیپ مختلف گونه گیاه چمن

مختلف مناطق از 1390و 1389هاي بهار و تابستان سال
و بذر یا قلمه آن در گلخانه ) 1(جدولآوري ایران جمع

زیست فناوري کشاورزي پژوهشی پژوهشکده ژنتیک و
وم کشاورزي و منابع طبیعی واقع در دانشگاه علطبرستان 

ها ارتفاع از سطح در جمع آوري اکوتیپ.تکثیر گردیدساري 
با .هاي جغرافیایی متفاوت مدنظر قرار گرفتدریا و عرض

درجه عرض 40تا 25جه به این که کشور ایران بین وت
درجه شمالی و 40مدارهاي بینفاصلهاز شمالی قرار دارد، 

30و 35فاصله بین مدارهاي ازنمونه، 9تعداد درجه35
درجه 25درجه و 30نمونه و از فاصله بین مدارهاي 7درجه 
نمونه جمع آوري گردید.4تعداد 

هاي گیاه چمن شور ساحلی(محل جمع آوري) اکوتیپمنشاء جغرافیایی- 1جدول
Table 1. Geographic origins (place of collection) of  A. littoralis ecotypes

کد اصلی ارتفاع عرض جغرافیایی طول جغرافیایی آوريمحل جمع
A 1362 32 59 اصفهان رود دشت
B 958 35 51 تهران-اتوبان قم
C 958 35 50 تهران-اتوبان قم
D 878 34 50 بعد از بهشت معصومهتهران،-اتوبان قم
E 1290 38 45 بندر شرفخانه نزدیک ساحلآذربایجان شرقی،
F 851 34 51 متر درون کویر1000قم،مشکان -جاده قدیمی کاشان
G 1156 35 50 اشتهارد،روستاي جعفر آباد-جاده کرج
H 1300 37 45 شرکت ایران نشاطارومیه-جاده قوشچی
I 1299 38 45 شهر وایقان شبستر
J 1153 35 50 تهران-اتوبان قم
K 1306 38 45 شبستر،روستاي علیشاه-جاده صوفیان
L 1362 32 59 ف، دریاچه فیروز آباداجاده نهبندان به بیرجند، بعد از پلیس راه خو
M 824 29 60 کیلومتر مانده به زاهدان50جاده زاهدان به زابل، منطقه ارمک،
N 877 34 50 تهران،بعد از بهشت معصومه-اتوبان قم
O 1014 34 51 رود خشک قندي اکی درون کویر،خکیلومتري جاده 20کاشان،ابوزید،
P 1658 37 47 کیلومتري سراب10سراب منطقه قشلاق حدود 
Q 558 27 60 جاده سرباز به ایرانشهر، روستاي رسول آباد
R 676 28 55 فورك-جاده بندر عباس
S 1589 29 53 قلات معروف به چشمه شور40جاده سروستان به فسا،پلاك 
T 1122 33 59 کیلومتري مهدي آباد داخل رودخانه شور10اف، وجاده قائن به خ

1- Polymerase Change Reaction
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پذیريآزمون تکثیر و تعیین انتقال
ریزماهوارهجفت آغازگر 110اي متشکل از مجموعه

EST با منشاء غلات شامل برنج، گندم و جو جهت بررسی
پذیري و آزمون تکثیر با استفاده از ژنوم گیاه میزان انتقال

د. این مجموعه از آغازگرها چمن شور ساحلی انتخاب گردیدن
پذیري خود را حداقل در سه مورد از گیاهان خانواده قبلاً انتقال

براي .)11،7(گندم، جو و برنج نشان داده بودندگرامینه شامل
اکوتیپ با هم مخلوط و در 20ژنومی هر DNAاین منظور 

سازي اي پلیمراز بعنوان الگو استفاده شد. بهینهواکنش زنجیره
اي پلیمراز جهت تکثیر نشانگر مولکولی کنش زنجیرهوا

با ) 13(و همکارانMonicaروشبر اساسESTریزماهواره
اندکی تغییر انجام شد. 

)، برنامه 52-64دماي اتصال (محدوده دمایی بین جزبه
در این آزمون یکسان بود.تنظیم شده براي تمامی آغازگرها

یر با استفاده از هر جفت آغازگري که موفق به تکث
ژنوم گیاه مورد نظر شد و الگوي باندي واضحی 

GTES: Graminea(انتقالایجاد کرد، بعنوان نشانگر قابل
Transferable EST SSR( .محسوب گردید

ارزیابی مولکولی
مورد) GTES)12در گام بعدي، تعدادي از نشانگرهاي 

انتخاب ژنتیکیتنوع بر اساس کیفیت تکثیر براي بررسی 
). 2شدند (جدول 

مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده- 2جدول 
Table 2. Description of the used primers

رآغازگ
Primer

نوع توالی
Motif

توالی رفت
Forward 3´→ 5´

توالی برگشت
Reverse 5´→3´

دماي اتصال
Annealing Tm

GTES 1 (CCG)7 F:CAAAGGAAGAGGCCCAGTC R:GTAGTCCGGGAACTTGTCCA 55
GTES 2 (GGC)5(CGG)5 F:AACATCACCGTCAACGAGG R:TAGGATAATTGGCCAGCGAG 55
GTES 3 (CCG)8 F:GGCAACCTACTGCGCCTAC R:ATTTACAACCTGCGGGTCAG 55
GTES 4 (CCT)6 F:ACTCGAGAGAGGCTGACGAC R:GTTCTTGCGGAACGACCTC 55
GTES 5 (CCCT)6 F:CGACACAGACGAGAAAGCAA R:GGAGCATCAAAATTGGAGGA 55
GTES 6 (AG)114 F:AAAGATAAGCGGCGCTCTGC R:CACCATGATGCAGTGAAGTC 54
GTES 7 (AGC)5(AAC)14 F:GCAGCCGCAACCATTTCGAC R:ACAATTCTCGCAGCAGTTGG 58
GTES 8 (AAC)9 F:GACAACTGCCACATAGGAGG R:TAACACCTGATGGGTGGAGG 54
GTES 9 (GG)8 F:CCGGCCCGAGGAAAAGCT R:GGCCGAAGAGGCGGTAGATCTT 60

GTES 10 (GGC)4(GGC)3 F:CGAGAAGAAGGTGGTGTCGT R:AGGTCGTGGAAGGTCTTGG 55
GTES 11 (GAC)7 F:CTACGGCATCAGGAAGCTC R:CCATACACCGCATCTCTGTG 54
GTES 12 (CGG)5 F:CCAAGAAGCGCAAGAAGC R:CTGGAACTCCTCCGACTCCT 55

ژنومی از برگ DNAع ژنتیکی، منظور بررسی تنوبه
شد. استخراج)5(ها به روش دلاپورتا و همکاراناکوتیپ

با استفاده از الکتروفورز ژل DNAهاي کیفیت و کمیت نمونه
درصد و با استفاده از اسپکتروفتومتر تعیین گردید. 8/0آگارز 

با استفاده از مواد تهیه شده از شرکت PCRواکنش 
در مورد)GTES)12ده از نشانگرهاي سیناژن و با استفا

هاي حرارتی شامل یک میکرولیتر انجام شد. چرخه25حجم 
گراد به درجه سانتی94سازي اولیه در دماي چرخه واسرشته

دقیقه، اتصال 1گراد به مدت درجه سانتی92دقیقه، 4مدت 
گراد (بسته به دماي ذوب درجه سانتی52- 62آغازگر در دماي 

درجه سانتی گراد 72دقیقه، بسط در دماي 1به مدت آغازگر)
به مدت یک دقیقه و در انتها یک چرخه بسط نهایی در دماي 

تکثیري دقیقه بود. محصولات 7گراد به مدت درجه سانتی72
درصد تفکیک شدند. محصولاتی 5/2با استفاده از ژل آگارز 

د با که الگوي باندي شفافی را روي ژل آگارز ارائه ندادن
درصد تفکیک 6آمید واسرشته ساز اکریلاستفاده از ژل پلی

شدند. 
هاتجزیه و تحلیل داده

صورت صفر (عدم وجود باند) و یک الگوهاي نواري به

پارامترهاي(وجود باند) امتیازدهی شدند. براي هر جایگاه 
از) D(ژنیتنوعو) PIC(چندشکلاطلاعاتمیزان
:)11(شدنددبرآورزیرهايرابطه

jو iهاي به ترتیب فراوانی آللPjو  Piها در این رابطه
باشد. سپس ضرایب تشابه در یک جایگاه ریزماهواره می

مختلف (جاکارد، دایس و تطابق ساده) با استفاده از نرم افزار 
NTSYS pc هاي محاسبه گردید و با استفاده از الگوریتم2.0

ام (اتصال ساده، اتصال کامل و اتصال مختلف ترسیم دندروگر
متوسط) و مقایسه ضرایب کوفنتیک، بهترین الگوریتم 

ها بندي و ضریب مشابهت انتخاب و دندروگرام اکوتیپخوشه
هاي بر اساس آن ترسیم شد. پلات سه بعدي تجزیه به مؤلفه

NTSYS pc2.0افزار ) نیز با استفاده از نرمPCAاصلی (
بدست آمد.
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نتایج و بحث
پذیر انتقالپذیري و شناسایی نشانگرهايارزیابی انتقال

ها (برنج، گندم و جو) به گیاه چمن شور از گرامینه
ساحلی

پذیري نشانگرهاي میزان کل انتقالدر این تحقیق 
44چمن شور ساحلی با منشاء غلات در گیاه ESTریزماهواره

درصد بدست آمد. همچنین مشخص گردید که بیشترین 
درصد و کمترین 40ژنوم برنج به میزان ازپذیري انتقال
درصد وجود دارد. در 27پذیري از ژنوم جو به میزان انتقال

) 19(زوآري و همکارانتوان به گزارش یید این نتایج میأت
مورد ESTکلون 492درصد از57نشان دادندکهاشاره کرد
با را یهمولوژي بالای،(چمن شور ساحلی)گیاهاین مطالعه در 
نزدیکی و مشابهت در نواحی .داردبرنج گیاه ESTرکوردهاي 

کدکننده ژنوم دو گیاه چمن شور ساحلی و برنج، امکان
درك اي برايهاي ژنومیکس مقایسهمندي از رویکردبهره

منظور اهداف اصلاحی چون سازمان ژنومی و عملکردي به
.سازدفراهم میرا هاي غیرزیستیمقاومت به تنش

هاي نشانگريارزیابی چندشکلی و شاخص
GTESنشانگر 12مکان ژنی با استفاده از 74در مجموع 

آلل به ازاي هر جفت آغازگر تکثیر شدند که 1/6با میانگین 
بیشترین تعداد مکان ها چندشکل بودند.درصد آن90بیش از 

12با 4GTESدهی مربوط بهژنی تکثیر شده قابل امتیاز
جایگاه و کمترین آن مربوط 10با 6GTESجایگاه و 

. )3(جدول با دو جایگاه بدست آمد11و 10هاي GTESبه
هاي تکثیر شده توسط هر آغازگر در در کل، تعداد مکان

عدد و دامنه طول باندهاي تکثیر شده نیز 12تا 1اي از دامنه
باز متغیر بود. جفت1000تا 100از 

) براي PICت چندشکلی (همچنین شاخص میزان اطلاعا
33/0با میانگین 38/0و 26/0نشانگرهاي مورد بررسی بین 

و کمترین 9GTESمحاسبه شد که بیشترین مقدار به نشانگر 
مقادیر  ).3(جدول تعلق داشت3GTESمقدار آن به نشانگر 
براي کلیه آغازگرها حاکی از کارایی PICقابل توجه میانگین 

نشانگرهاي انتقال پذیر گرامینه در و توانمندي بالاي روش 
از نظر شاخص . )15(باشدها میمطالعات ژنتیکی سایر گراس

)=5/0D(9GTESو 7GTESنشانگرهاي)D(تنوع ژنی 
کمترین مقدار را داشت)=3GTES)31/0Dبیشترین و 

یکشده توسطهاي تکثیرکه تعداد آللاز آنجائی).3(جدول 
را براي تخمین تنوع ژنییگاهجاآنمناسب بودن نشانگر

با تعداد آلل بیشترنشانگرهايدهد، بنابراین ژنتیکی نشان می
تر براي بررسی تنوع ژنتیکی مناسبو چند شکلی بالا

با توجه به نتایج بدست آمده در این تحقیق لذا باشند.می
پذیر از گرامینهرسد نشانگرهاي انتقالبه نظر می) 3(جدول 

تعداد آلل و نمایش چندشکلی تکثیر بی از لحاظ توانایی مناس
براي هر آغازگر نشان PICمقدار شاخص 3در جدول .دارند

.داده شده است

GTESپذیري انتقالاطلاعات چندشکل و تنوع ژنی آغازگرهاهاي تکثیر شده چند شکل، میزان کل باندهاي تکثیر شده، تعداد مکان-3جدول 
اکوتیپ گیاه چمن شور ساحلی20تنوع ژنتیکی مورد استفاده در بررسی 

Table 3. Total amplified amplicons, number of amplified polymorph loci, polymorphism information content (PIC)
and variation of GTES transferable primers used for genetic diversity assessment of twenty ecotypes of A. littoralis

نشانگر تنوع ژنی میزان اطلاعات چندشکلی باندهاي چندشکل کل باندها
1GTES 46/0 35/0 9 9
2GTES 47/0 36/0 5 5
3GTES 31/0 26/0 5 5
4GTES 46/0 35/0 12 12
5GTES 47/0 36/0 4 4
6GTES 36/0 3/0 10 10
7GTES 5/0 37/0 7 7
8GTES 43/0 34/0 1 3
9GTES 5/0 37/0 5 6
10GTES 48/0 36/0 2 2
11GTES 32/0 27/0 2 2
12GTES 43/0 34/0 9 9

منظور انتخاب نوع معیار فاصله یا ضریب تشابه مناسب، به
پس از بررسی ضریب همبستگی کوفنتیک بین ماتریس 
ضرایب مختلف، ماتریس ضرایب تشابه دایس انتخاب گردید. 

هاي بر اساس ماتریس ضرایب تشابه دایس براي اکوتیپ
درصد 20مختلف، کمترین و بیشترین درصد تشابه به ترتیب 

(جاده سروستان به فساء با سرباز به Qو Sهاي یپبین اکوت
مشکان)- (قمFوDهاي درصد بین اکوتیپ86ایرانشهر) و 

درصد بدست آمد. 59مچنین میانگین درصد تشابه هباشد. می
ها و برآورد فاصله ژنتیکیبندي اکوتیپگروه

و UPGMAاي بر اساس الگوریتم تجزیه خوشه
کرد.بنديدستهگروه 7را به هاوتیپژن،ضریب تشابه دایس

تمام میانگین ضریب تشابه براي خط برش از طریق محاسبه 
در نظر گرفته شد59/0در فاصلههاي مورد بررسینمونه

در نواحی اختلاف درصد40حدود بر این اساس. )2(شکل 
سجادي و وجود دارد.هاي مورد بررسیاکوتیپکنندهرمز

درصد تنوع بین 50تفاده از نشانگر رپید، با اس) 14همکاران (
هاي گیاه چمن شور ساحلی مشاهده کردند. اکوتیپ

بطور کلی در مقایسه با سایر نشانگرهاي غیر ژنی مثل 
بهESTریزماهواره هاي ژنومی و رپید نشانگرهاي ریزماهواره 

برداري هدف قرار دادن نواحی ژنی یا نواحی که نسخهعلت 
شدگی حفاظتکلی کمتري دارند زیرا سطحچند ش،شوندمی

آوري هاي جمع. بیشتر نمونهبیشتري در نواحی ژنی وجود دارد
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، قم و اصفهان) و (جنوب)هاي تهرانشده از مرکز (استان
شمال غرب کشور در یک گروه (گروه یک) قرار گرفتند. بر 

,A, G, C, D, F, E(اکوتیپ 12این اساس گروه یک، شامل 
I, J, O, P, S, T(شود که به سه زیر گروه تقسیم می

شوند. می
تهران، - ناطق قمهایی از ماکوتیپدر گروه دوم نیز 

ها زابل  قرار گرفتند. بقیه اکوتیپ- فورك و زاهدان- بندرعباس
هاي گروه نشده و کلاس)، با هم همQوK, L, H, N(شامل 

HوK ،Lهاي عضوي ایجاد کردند. بطوریکه اکوتیپتک

نیز Nهاي گروه یک و اکوتیپ نزدیکی بیشتري با اکوتیپ
اد. فاصله کمتري با گروه دو نشان د

اي، بیشترین اختلاف همچنین بر اساس تجزیه خوشه
که از منطقه سرباز Qبررسی را اکوتیپ هاي موردنمونهبا کل

آوري شده بود، نشان داد استان سیستان و بلوچستان جمع
هاي با همه اکوتیپQ). میانگین اختلاف اکوتیپ2(شکل 

65موردبررسی با استفاده از ضریب تشابه دایس بیش از
درصد بدست آمد، امري که احتمال انتقال فیزیکی از کشور 

اي را در جنس همسایه یا احتمال وجود گیاهان بین گونه
).2رساند (شکلآلوروپوس به ذهن می

حل خط برش با درنظر گرفتن . م)UPMGAبا استفاده از روش (ESTهاي حاصل از نشانگرهاي مولکولی ریزماهوارهدندروگرام داده-1شکل
هاي گیاه چمن شور ساحلی که اکوتیپ20کد شناسایی Tتا Aحروف هاي مورد مطالعه تعیین شد.) اکوتیپ59/0میانگین ضریب تشابه (

ه سه زیر شود که بمی)A, G, C, D, F, E, I, J, O, P, S, T(اکوتیپ 12گروه یک، شامل آورده شده است. 1اطلاعات کامل آن در جدول 
قرار گرفتند. بقیه )M(زابل-و زاهدان)R(فورك-، بندرعباس)B(تهران-هایی از مناطق قماکوتیپشاملشوند. گروه دومگروه تقسیم می

عضوي ایجاد کردند.هاي تکگروه نشده و کلاس) ، با هم همQوK, L, H, Nها (شامل اکوتیپ
Figure 1. Cluster analysis using data obtained from the  EST-microsatellite molecular markers based on UPMGA

method. Cutoff line was determined according to the average similarity coefficient (59/0) of studied ecotypes. Letters
A to T indicates the identification codes of 20 A. littoralis ecotypes , which are their complete descriptions was

mentioned in table 1. Group I is consist of 12 ecotypes ((A, G, C, D, F, E, I, J, O, P, S, T), which are divided into
three subgroups. The second group includes the ecotypes from Tehran –Qom (B), Bandar Abbas- Fork (R) and

Zahedan- Zabol (M) regions. Other ecotypes (including: K, L, H, N و Q) are not grouped together and remained as
single-member classes

هاي ایجاد شده به روش ها و زیرگروهبررسی بیشتر گروه
آوري شده ازهاي جمعاي نشان داد که نمونهتجزیه خوشه

هاي شمال غرب و مناطق شرقی هاي مرکزي با اکوتیپاستان
شوند و یا در یک زیرگروه قرار گروه میو جنوبی کشور هم

آوري شده از هاي جمعوجود اکوتیپرسد مینظر گیرند. بهمی
(بعنوان مثالهادر اکثر گروهمناطق مرکزي

مال از شIو Eهاي از مرکز با اکوتیپD ،F ،Jهاي اکوتیپ
هاي مناطق شرقی و از مرکز با اکوتیپBغرب یا اکوتیپ 

و همچنین سطح بالاي تفاوت ژنتیکی در این جنوبی) 
. باشددهنده جریان ژنی مینشانها اکوتیپ
هاي گروه شدن اکوتیپ(همطبق این نتایجطوري که به

، غرب، مناطق شرقی و جنوبیهاي شمالاکوتیپمرکزي با

هاي مرکزي در ابه پایین بین اکوتیپمیانگین ضریب تش
سایر مناطق و تنوع ظاهري مشاهده شده هاي مقایسه با نمونه

براي این مرکز تنوعرود ل میاحتما) هاي مرکزيبین نمونه
از آنجا به سایر نقاط و ، مناطق مرکزي بودهدر ایرانگیاه

هاي مولکولی دادهبندينتایج گروهکلی بطور.باشدمنتقل شده
. ردبا مناطق جغرافیایی در بسیاري از موارد با یکدیگر تطابق دا

هاي مربوط به مناطق جغرافیایی البته در برخی موارد نیز نمونه
اند. بعنوان مثال در زیرگروه سوم گروه گروه شدهمختلف هم

O:جغرافیایی متفاوت مانندمناطق هاي مربوط به نمونهیک،
قرار گرفتند. (جنوب)Sرق) و (شT،(شمال غرب)P(مرکز)، 

با این وجود با بررسی بیشتر شرایط اقلیمی (نوسانات درجه 
حرارت، بارندگی، سطح تبخیر و وضعیت خاك) مشخص 
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یی هاي جغرافیاگردید که اگر چه مناطق فوق داراي عرض
متفاوت هستند، اما از نظر پارامترهاي اقلیمی و شرایط آب و 

رود، تبع آن انتظار میبههوایی مشابهت بالایی دارند و لذا 
هاي بدست آمده از این مناطق فشار انتخابی و تکاملی اکوتیپ

مشابهی را تجربه کرده باشند. بنابراین صرف توجه به عرض 
، بدون در نظر گرفتن شرایط جغرافیایی و ارتفاع از سطح دریا

کننده باشد. تواند گمراهمیاقلیمی و اکولوژیکی، 
مربوط به شرایط هاي همچنین قرار گرفتن نمونه

تواند به واسطه میجغرافیایی متفاوت در یک گروه
ها باشد. در هاي فیزیکی یا شباهت ژنتیکی بین نمونهاختلاط
ه فواصل ژنتیکی بین براي داشتن دیدگاه بهتر راجع بادامه 
هایی که در اهمیت نسبی لوکوسو همچنینهانمونه

)، PCA(اصلی هاي لفهؤمتجزیه به گروهبندي نقش دارند،
هاي اصلی بعنوان مکمل تجزیه به مولفهانجام شد.

اي منجر به استفاده بهینه و استخراج حداکثر اي خوشهتجزیه
).6(هاي مولکولی خواهد شد دادهزاطلاعات ا

با استفاده ازاصلی نشان داد کههاي لفهؤمتجزیه به 
درصد از تغییرات 12هاي اول و دوم و سوم در مجموع لفهؤم

دهد از نقطه نظر ژنتیکی این نتیجه نشان میشود.توجیه می
هاي مختلف ژنومکه نشانگرهاي مورد بررسی از بخش

ی کمتري بنابراین داراي همبستگواندبرداري کردهنمونه
اصلی نشان داد که هايلفهؤمتجزیه بههمچنین هستند.

ها ها وجود داشته و اکوتیپپراکندگی بسیار زیادي در اکوتیپ
دندروگرام حاصل از ). 3(شکل نمودار پراکنده هستندسطحدر 

ها است.ید پراکندگی زیاد اکوتیپؤنیز مايتجزیه خوشه
و ماتریس تشابه، PCAاي و همچنین بر اساس تجزیه خوشه

وجود دارد. نتایج Qو Sهاي بیشترین اختلاف بین اکوتیپ
PCAاي تا حدآمده از روش تجزیه خوشهبا نتایج بدست

است.مشابه نسبتاً زیادي

طلاعات کامل هاي گیاه چمن شور ساحلی که ااکوتیپ20کد شناسایی Tتا A. حروف هاي اصلیپلات سه بعدي تجزیه به مؤلفه-2شکل
دارد.ها وجود نمونهبینزیادي که پراکندگیدهدمیاصلی نشان هايمؤلفهتجزیه به آورده شده است. 1آن در جدول 

Figure 2. 3D plot of Principle Component Analysis (PCA). Letters A to T indicates the identification codes of 20 A.
littoralis ecotypes, which are their complete descriptions was mentioned in Table 1. PCA shows that there is clear

separation among samples.

پذیري رسد با توجه به سطح انتقالنظر میدر مجموع به
هاي تیره گرامینه، شناسایی و استفاده از مطلوب بین جنس
تواند راهکاري میESTاهوارهریزمپذیر نشانگرهاي انتقال

صرفه براي ایجاد و توسعه نشانگرهاي سریع و مقرون به
هاي فاقد نشانگر باشد. غیرتصادفی، در گونهDNAمبتنی بر 

همچنین نتایج بدست آمده در این تحقیق از قبیل میزان 
دهدچندشکلی بالا، الگوي باندي واضح و تکرارپذیر نشان می

مناسبی از این نشانگرها با دقت نسبتاًتوان که می)4شکل(
براي ارزیابی تنوع ژنتیکی استفاده نمود. البته بایستی توجه 

این دسته از نشانگرها نواحی عملکردي داشت چون عمدتاً

ها دهند، درنتیجه استفاده از آنژنوم را مورد هدف قرار می
و هاي با فواصل جغرافیایی دوردربررسی تنوع ژنتیکی اکوتیپ

شرایط اقلیمی معنادار مفیدتر خواهد بود.

تشکر و قدردانی 
این تحقیق با پشتیبانی علمی و مالی  پژوهشکده ژنتیک 

م گردید. نویسندگان و زیست فناوري کشاورزي طبرستان انجا
آقایان مجتبی جهانی و مسعود حق پناه بخاطر همکاري در از

این مطالعه کمال تشکر را دارند.
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ن شور ساحلی (از راست به چپ هاي گیاه چمدرصد در اکوتیپ5/2بر روي ژل آگارز GTES6الگوي باندي حاصل از نشانگر -3شکل 
Lو Qهايهاي منحصر بفرد در پروفیل تکثیر در اکوتیپهاي سفید به برخی تفاوت،  پیکانbp50نشانگر مولکولی-T ،(MتاAاکوتیپ 

کند.اشاره می
Figure 3. Amplicon profiles of GTES 6 marker in different ecotypes of A. littoralis on 2.5 % agarose gel, (From right

to left ecotype A to T), M, 50bp ladder, white arrows refer to some unique differences between Q and L ecotypes
PCR amplifying profiles.
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Abstract
Aeluropus littoralis is one the most successful monocot grasses in terms of high salinity

tolerance, that contains forage quality and has valuable physiological features. The goal of this
study is to introduce and provide quick access to DNA-based molecular markers for valuable
halophyte, Aeluropus littoralis to assessment of genetic diversity.  For this, a total number of
110 EST-SSR markers derived from wheat, rice and barley were amplified using A.littoralis
genomic DNA to identify markers were being transferable. Accordingly, the total transferability
of gramineous EST-SSR markers in A.littoralis was  calculated about 44 %. This result showed
that gramineous  SSRs pool can be used easily for development of molecular markers in the
valuable related species by spending less time and cost.Then, 12 pairs of transferable markers
were used to evaluate the effectiveness of identifying markers in diversity assessment and
genetic clustering of A. littoralis plants. Overall, 74 alleles of which over 90% were
polymorphic were detected with an average of 6.1 alleles per marker. The polymorphism
information content (PIC) values ranged from 0.26 to 0.38 with an average of 0.33. Cluster
analysis using Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means (UPGMA) and Dice´s
coefficient similarity grouped the Aeluropus ecotypes into seven groups. In this regard, ecotypes
were rather separated in terms of geographical distances and the polymorphism among
individuals and differences between groups was highly consistent with visual observations and
variation of samples.

Keyword: Aeluropus littoralis, EST-SSR, Genetic diversity, Transferability
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