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چكيده

گل‌محمدي يكي از گونه‌هاي مهم رز در ايران، از گذشته‌هاي دور به منظور تهيه گلاب و روغن‌هاي معطر مورد توجه بوده است. با وجود سابقه ديرين كشت و كار گل‌محمدي در ايران، اصلاح ژنتيكي آن به دليل اطلاعات اندك در زمينه ذخاير‌توارثي اين گياه بسيار محدود بوده است. در اين راستا مطالعاتي در جهت بررسي تنوع ژنتيكي گل‌محمدي انجام شد. تعداد 41 ژنوتيپ گل‌محمدي از نواحي مختلف كشت و كار ايران (استان‌هاي فارس، كرمان، اصفهان، آذربايجان شرقي و خراسان رضوي) و يك ژنوتيپ از بلغارستان، از نظر ژنتيكي و فنوتيپي با استفاده از 31 آغازگر RAPD و10 نشانگر مرفولوژيكي مورد ارزيابي قرار گرفتند.. هر دو نشانگر ملكولي و مرفولوژيكي درجه بالايي از چندشكلي را در ميان ژنوتيپ‌هاي گل‌محمدي در ايران نشان دادند. همبستگي نسبتاً خوبي (74/0  r=) بين ماتريس‌هاي تشابه نشانگر RAPD و نشانگرهاي مرفولوژيكي بدست آمد.ژنوتيپ‌هاي مورد مطالعه بر اساس نتايج RAPD به 10 گروه در مقايسه با 4 گروه بر اساس صفات مرفولوژيكي تقسيم‌بندي شدند. مقايسه دندروگرام‌‌ها نشان‌دهنده كارايي كمتر نشانگرهاي مورفولوژيكي در جداسازي ژنوتيپ‌ها از هم با توجه به تعداد كمتر گروه‌هاي متمايز شده در مقايسه با نشانگر ملكولي  بود. با اين وجود با توجه به اين كه هر دو روش قادر به رديابي تنوع ژنتيكي در ژنوتيپ‌هاي گل‌محمدي بودند مي‌‌توان با توجه به هدف مطالعه و تسهيلات موجود از هريك از اين دو روش و يا ترجيحاً به موازات يكديگر در شناسايي ذخاير‌توارثي بهره برد. بر اساس نتايج اين مطالعه، ذخيره توارثي گل محمدي مورد بررسي از تنوع ژنتيكي قابل توجهي برخوردار بوده و منبع ارزشمندي براي پژوهش‌هاي به‌نژادي اين گونه مي‌باشد. 
كلمات كليدي: تنوع ژنتيكي، RAPD، مورفولوژي، به‌نژادي
مقدمه
رزها با توجه به كاربردهاي متنوعي كه دارند در سطح وسيعي از جهان مورد كشت و كار قرار مي‌‌گيرند. در صنعت عطرسازي گل‌محمديRosa damascena Mill.) ) مهمترين گونه‌‌اي است كه مورد استفاده قرار مي‌‌گيرد (16). گل‌محمدي از ديرباز يك گياه ارزشمند در زمينه كاربردهاي دارويي، غذايي، توليد عطر و همچنين زينت بخش باغچه‌‌ها و فضاي سبز و مورد توجه ايرانيان بوده است. زمان ابداع گلاب‌‌گيري در تاريخ ثبت نشده است و اولين مرجع در رابطه با گلاب مربوط به زماني است كه گلاب‌گيري صنعتي استقرار يافته بود. طبق اسناد قديمي يكي از ماليات‌هاي مهم حاكمان نواحي جنوب غربي ايران مقادير زياد گلاب بود كه در دوره خلفاي بني‌‌عباس تحويل حكومت مركزي مي‌‌گرديد. شاهد بر اين امر، اختصاص يافتن خراجي ساليانه معادل 30 هزار بطري گلاب از استان فارس به خليفه بغداد در فاصله سال‌هاي 810 تا 817 ميلادي مي‌باشد. در اين زمان استان فارس مركز جهاني توليد گلاب و صادر كننده اين محصول به چين و كشورهاي اسلامي بود (9 و 16). در زمينه منشاء اين گونه توافق نظر وجود ندارد اما اين فرضيه مطرح شده است كه گل محمدي در نتيجه اثرات متقابل ناشي از انتخاب آگاهانه، جابجائي و نوتركيبي بين گونه هاي رز در مناطق شرقي مديترانه ايجاد شده است (16). در طي سه دهه گذشته راهبردهاي كلاسيك براي ارزيابي تنوع ژنتيكي مانند مقايسه‌‌هاي آناتومي، مرفولوژي و فيزيولوژي به طور روزافزوني با روش‌هاي ملكولي تكميل شده‌‌اند (14) و نشانگرهاي ملكولي براي ارزيابي تنوع زيستي گونه‌‌هاي مختلف رز در مناطق مختلف بكار برده شده‌‌اند. در بررسي‌هاي اخير در زمينه تنوع ژنتيكي گل‌محمدي با استفاده از نشانگرهاي RAPD وSSR  در بلغارستان (2 و 11) و AFLP در تركيه (4) تنوعي در بين ژنوتيپ‌هاي گل‌محمدي مورد كشت و كار براي توليد روغن رز در اين دو منطقه يافت نشد. در حاليكه در گزارش‌هاي قبلي در زمينه بررسي تنوع ژنتيكي در ايران با استفاده از نشانگرهاي AFLP (9) و SSR (2)تنوع زيادي گزارش شده است. در رابطه با ارزيابي صفات مورفولوژيكي در بين ژنوتيپ‌هاي گونهR. damascena  در ايران نيزگزارش‌هاي محدودي داده شده است. دوازده امامي (1) در شناسايي ژنوتيپ‌هاي گل‌محمدي در منطقه كاشان با مقايسه خصوصيات مورفولوژيكي گزارش كرد كه انواع گل‌محمدي مورد كشت و كار انبوه در آن ناحيه داراي خصوصيات مورفولوژيكي يكسان هستند. اما طبائي عقدايي و همكاران
 (12) با مقايسه ژنوتيپ‌هاي گل‌محمدي در سطحي وسيع تر از كشور با استفاده از 5 صفت مورفولوژيكي (وزن گل، قطرگل، طول دمگل، تعداد گلبرگ و پرچم) تنوع صفات مورد بررسي را گزارش كردند. با توجه به اينكه شناسايي و معرفي ژنوتيپ‌هاي برتر و نيز بررسي ميزان قرابت ژنوتيپ‌هاي گل محمدي مي‌تواند در برنامه‌ريزي‌هاي آينده جهت اصلاح عملكرد و كيفيت محصول كمك قابل توجهي نمايد. لذا ارزيابي دقيق‌تر ژنوتيپ هاي جمع آوري شده از 5 استان كشور با استفاده از هر دو نشانگر ملكولي RAPD و مرفولوژيكي به عنوان هدف اين پژوهش انتخاب شد.

مواد و روش‌ها

تعداد 41 ژنوتيپ گل محمدي جمع آوري شده از عرصه‌هاي كشت و كارآن در ايران (استان‌هاي فارس، اصفهان، آذربايجان شرقي، كرمان و خراسان رضوي) و رقم خزانليك
 از بلغارستان (با همكاري شركت گلاب زهرا، لاله زاركرمان)، در اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفتند (جدول 1). براي انجام ارزيابي‌ها با استفاده از نشانگر RAPD، استخراج DNA از نمونه هاي برگ با استفاده از روش ورابي و همكاران
 (13) انجام شد. 130 آغازگر (سري TIBMOLBIOL و OPERON-آلمان) با استفاده از نمونه‌هاي DNA چهار ژنوتيپ متمايز از نظر ويژگي‌هاي ظاهري، غربال شدند. اين آزمون 2- 3 بار تكرار و تنها نشانگرهايي كه الگوهاي باندي ثابتي نشان دادند، براي ارزيابي تمام ژنوتيپ‌ها بكار برده شدند. واكنش زنجيره‌اي پلي‌مراز درحجمl µ 25 كه شامل بافر واكنش PCR به صورت  X1، 75/1 ميلي مولار MgCl2، 2/0 ميلي مولار dNTPs، 4/0 ميكرو مولار آغازگر، 1 واحد آنزيم Taq پلي مراز و 5 نانوگرم DNA انجام گرديد. شرايط دمائي PCR عبارت از1 چرخه در C°94 به مدت 4 دقيقه، 35 چرخه در
C °92 (1 دقيقه)،C °37 (1 دقيقه)،C °72 (2 دقيقه) و در نهايت 1 چرخه درC °72 (5 دقيقه) تنظيم شد. محصولات تكثيري بر روي ﮊل آگارز 2/1 درصد الكتروفورز و باندهاي حاصل كه از وضوح و شدت مناسب برخوردار بودند به صورت حضور (يك) و عدم حضور (صفر) امتيازدهي شدند. فواصل ژنتيكي با محاسبه ضريب تشابه جاكارد تخمين زده شد و تجزيه خوشه‌اي به روش UPGMA و آزمون منتل براي مقايسه ماتريس‌‌هاي تشابه داده‌‌هاي مورفولوژيكي و ملكولي با استفاده از نرم افزار NTSYS انجام شد.
 در ارزيابي صفات مرفولوژيكي در مجموع 10 صفت مرفولوژيكي با توجه به راهنماي جمع‌آوري صفات UPOV
 و برخي صفات معرفي شده توسط ون و همكاران
 (15) در ارزيابي تنوع گونه
 Rosa roxburghii استفاده شد. اين صفات شامل تعداد گلبرگ و پرچم، شكل انشعاب كاسبرگ، خارهاي ريز كاسه‌گل و دمگل، شكل گوشواره، شكل نوك و قاعده برگچه انتهايي، حاشيه برگ و شكل خار بودند. 
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جدول 1- مشخصات محل جمع آوري 42 ژنوتيپ گل محمدي مورد مطالعه

نتايج
نشانگر RAPD
از بين 130 آغازگري كه روي 4 ژنوتيپ به صورت مقدماتي غربالگري شدند، 31 آغازگر كه چندشكلي مناسبي را در بين ژنوتيپ‌ها نشان داده و از نظر حضور و شدت باندها همسان بودند، انتخاب و براي ارزيابي 42 ژنوتيپ گل‌محمدي بكار برده شدند. آغازگرهاي انتخابي منتج به 343 باند قابل امتيازدهي شدند كه از بين آنها 190 باند (4/55%) چندشكل بودند. تعداد باندهاي چندشكل هر آغازگر از 2 تا 12 متغير بود و باندها در دامنه اندازه 300 تا 3000 جفت باز قرارگرفتند. دندروگرام حاصل از روش UPGMA همخواني بالايي را با ماتريس تشابه نشان داد (99/0= r) و مقادير بالايي از تنوع ژنتيكي را مشخص كرد (شكل 1). با در نظر گرفتن ضريب تشابه 85/0 ژنوتيپ‌هاي مورد مطالعه به 10 گروه تقسيم شدند. 27 ژنوتيپ از مناطق مختلف جغرافيايي در گروه اول قرار گرفتند كه شامل تمامي ژنوتيپ‌هاي كرمان، بيشتر نمونه‌هاي اصفهان و شيراز به استثناي G2 از اصفهان و G5، G9، G30 و G33 از فارس بودند. ژنوتيپ‌ G31 با گل‌هاي منفرد (5 گلبرگي) كه به عنوان اجداد اوليه گل‌محمدي معرفي شده اند (7) نيز در اين گروه قرار گرفت. 3 زيرگروه در گروه اول شكل گرفت كه نشاندهنده مقادير پائين تنوع در اين گروه بود. ژنوتيپ بلغاري نيز به همراه تعداد زيادي از ژنوتيپ‌هاي بومي در اين گروه قرار گرفت و 19 ژنوتيپ از 20 ژنوتيپ زيرگروه اول فنوتيپ RAPD مشابهي با ژنوتيپ بلغاري نشان دادند. 5 ژنوتيپ از فارس در دومين زيرگروه و 2 ژنوتيپ از فارس و يك ژنوتيپ از اصفهان در سومين زيرگروه قرار گرفتند. مقادير شباهت در بين ژنوتيپ‌هاي اين دو زيرگروه نيز بالا (97 تا 100%) بود. 6 ژنوتيپ بعدي در گروه‌هاي مجزا قرار گرفتند كه به ترتيب ژنوتيپ‌هاي G33 از فارس، G24 از خراسان، G3 از تهران، G1 از آذربايجان شرقي، G26 از آذربايجان شرقي و G2 از اصفهان بودند. دو گروه بعدي كه بيشتر شامل ژنوتيپ‌هاي آذربايجان شرقي بودند، تنوع ژنتيكي بيشتري نشان دادند و ميزان تشابه آنها با گروه اصلي 27% بود. آخرين گروه نيز شامل ژنوتيپ‌هاي G5، G9 و G30 بودند. اين سه ژنوتيپ، متمايزترين ژنوتيپ‌ها بوده و در ضريب تشابه 16/0 با ساير گروه‌ها، خوشه بندي شدند. 
نتايج ارزيابي صفات مرفولوژيكي

تجزيه خوشه‌اي داده هاي مرفولوژيكي بر اساس مربع فاصله اقليدسي ژنوتيپ‌ها با در نظر گرفتن را به 4 گروه منتسب كرد (شكل 2). 27 ژنوتيپ در گروه اول قرار گرفتند كه شامل شش ژنوتيپ از مجموع هشت ژنوتيپ استان فارس، هفت ژنوتيپ از استان‌‌هاي اصفهان و كرمان و يك ژنوتيپ از خراسان رضوي بودند. ژنوتيپ بلغاري نيز به همراه عمده ژنوتيپ‌هاي ايراني در گروه اول قرار گرفت. ژنوتيپ‌هاي آذربايجان شرقي به استثناي ژنوتيپ G1 با توجه به صفات متمايزي مانند تراكم بيشتر خارهاي ريز دمگل، شكل متفاوت گوشواره و قاعده برگچه گرد دومين گروه را تشكيل دادند. سه ژنوتيپ G3، 5G و G9 نيز با توجه به انشعابات كاسبرگي متفاوت، تراكم كمتر خارهاي ريز كاسه‌گل و دمگل در گروهي مجزا قرار گرفتند. ژنوتيپ‌هايي با تعداد بيشتر گلبرگ شامل ژنوتيپ‌هاي 2G از اصفهان، G26 از آذربايجان‌شرقي، 28G از فارس نيز از ساير ژنوتيپ‌ها جدا شدند. 
مقايسه نتايج نشانگر RAPD و مرفولوژيكي

در مقايسه نتايج حاصل از نشانگر RAPD و نشانگرهاي مرفولوژيكي، همبستگي نسباً خوبي بين ماتريس‌هاي تشابه (74/0 r=) بدست آمد. در مجموع نشانگر ملكولي  RAPDتنوع ژنتيكي بالاتري را در مقايسه با نشانگرهاي مرفولوژيكي نشان داد و ژنوتيپ ها را به 10 گروه مجزا در مقايسه با 4 گروه حاصل از نتايج داده‌هاي مرفولوژيكي، تقسيم بندي كرد. نشانگرRAPD دو ژنوتيپ G24 از خراسان و 33 G از فارس را در گروه‌هاي مستقل قرار داد در صورتيكه با استفاده از نشانگرهاي مرفولوژيكي، اين دو ژنوتيپ در گروه اصلي قرار گرفتند. همچنين نشانگرهاي مرفولوژيكي ژنوتيپ‌هاي آذربايجان‌شرقي را در يك گروه قرار دادند در صورتي كه با استفاده از نشانگر RAPD برخي از آنها از هم جدا شدند. ژنوتيپ‌هاي G28 (فارس) و G2 (آذربايجان) بر اساس داده‌هاي مرفولوژيكي تشابه نشان دادند ولي بر اساس داده‌هاي ملكولي از هم جدا شدند. از ويژگي‌هاي مشابه اين دو ژنوتيپ مي‌توان به تعداد بيشتر گلبرگ در مقايسه با ساير ژنوتيپ‌ها و از ويژگي‌هاي متمايز آنها نسبت به هم به گسترش كاسبرگي متفاوت و شكل متفاوت برگ اشاره كرد.

هر دو نشانگر RAPD و مرفولوژيكي درجه بالايي از چندشكلي را در ميان ژنوتيپ‌هاي گل‌محمدي در ايران نشان دادند كه مغاير با فقدان تنوع گزارش شده در مطالعات انجام شده در بلغارستان (2 و 11) و تركيه (4) بود. ژنوتيپ بلغاري با اغلب ژنوتيپ‌ها در زيرگروه اصلي طبقه‌بندي شد كه مطابق با گزارش‌هاي قبلي با استفاده از نشانگر SSR (3 و 10) مي‌باشد. بنابراين مي‌توان اين‌گونه فرض كرد كه ژنوتيپ‌هاي گل‌محمدي بلغارستان از ايران به آن منطقه انتقال يافته باشند (5 و 6). در مجموع روابط اصلي بدست آمده براي دو نشانگر مرفولوژيكي و ملكولي مشابه بودند اگرچه درجه تفكيك‌پذيري ژنوتيپ‌ها براي داده‌‌هاي مرفولوژيكي كمتر بود. نتايج حاصله نشان داد كه هر دو نشانگر مي‌توانند براي ارزيابي روابط بين ژنوتيپ‌هاي گل محمدي با توجه به هدف مطالعه، كاربرد داشته باشند. اما نشانگرهاي ملكولي از دقت و قدرت بيشتري در مقايسه با نشانگرهاي مرفولوژيكي مورد استفاده در اين مطالعه برخوردار بودند. تفكيك‌پذيري محدود ژنوتيپ‌ها با استفاده از داده‌هاي مرفولوژيكي را مي‌توان به كارايي كمتر نشانگرهاي مرفولوژيكي در تفكيك نمونه‌ها با درجه خويشاوندي بالا در مقابل كارايي بالاي انگشت نگاري‌هايDNA  دانست (8). همچنين تعداد كم نشانگرهاي مرفولوژيكي مورد استفاده در اين آزمايش مي‌تواند از ديگر دلايل تفكيك‌پذيري كمتر آنها باشد.تنوع ژنتيكي مشاهده شده در ژنوتيپ‌هاي گل محمدي بيانگر پايه ژنتيكي وسيع‌تر اين گونه در ايران است كه مي‌تواند به عنوان منشاء تنوع و كشت و كار در طي قرون گذشته باشد. نتايج حاصل و مقادير بالاي چندشكلي مشاهده شده در ژنوتيپ‌هاي گل محمدي ايران به ويژه با توجه به عدم رديابي تنوع ژنتيكي در كشورهاي تركيه و بلغارستان، مي تواند نقش قابل توجهي در برنامه‌ريزي‌هاي به‌نژادي اين گونه در ايران داشته باشد. 
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شكل 1- دندوگرام UPGMA محاسبه شده از داده‌هاي RAPD براساس ضريب تشابه جاكارد براي گروه‌بندي ژنوتيپ‌هاي گل‌محمدي
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شكل 2- گروه بندي ژنوتيپ هاي گل محمدي با استفاده از 10 صفت مورفولوژيكي به روش وارد
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Molecular and morphological diversity of Damask rose in Iran

M. Kiani1, Z. Zamani2, A. Khalighi2, R. Fatahi2
1- Ornamental plant department, The Research Center for Plant Sciences, Ferdowsi university of Mashhad, 91775-1491
2- 2. Department of Horticultural Sciences, Faculty of Agriculture, University of Tehran, Karaj, 31587
Rosa damascena Mill., an important species as a source of rose oil and rose water, is one of the oldest rose species grown in Iran. Genetic improvement of this species has been greatly limited by the sparse information on its genetic background. As Damask rose is widely cultivated in different parts of Iran, it could comprise a rich gene pool of this species, therefore  a diversity study was done using 31 RAPD decamer primers and 10 morphological markers. Number of 41 genotypes from the most important rose oil production regions (Fars, Isfahan, East Azerbaijan, Kerman and Razavi Khorasan provinces) and ‘Khazanlik’ the main Damask rose cultivar of Bulgaria were compared in this study. Both RAPD and Morphological markers revealed high level of polymorphism among Damask rose genotypes. Relatively good correlation (r=0.74) between the similarity matrices of the two markers, was found. Genotypes were divided to 10 groups base on RAPD marker comparing to 4 for morphological markers. The basic revealed relationships were similar among systems, although the degree of discrimination was much less for the morphological data that was revealed by less numbers of separated groups. However both kinds of markers were capable of detecting genetic diversity among Damask rose genotypes. One might preferably use both of them or study objectives and available facilities may take part as selective factors. This study revealed that studied Damask rose germplasm has a considerable genetic variation and potentially represents a rich and valuable gene pool of this species in Iran.
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