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 ISSRبیان با استفاده از نشانگرهای مولکولی  های شیرینژنتیکی جمعیتبررسی تنوع  
 

 2ئیلامیترا اع و  3واد هادیان، ج2خانیمحسن ثانی ، ،*2عزیزاله خیری، 1قاسم اقلیما

 

 ، زنجاندانشگاه زنجان  ،وه علوم باغبانی، دانشکده کشاورزیدانشجوی دکتری، گر -1

 ، زنجاندانشگاه زنجان   ،وه علوم باغبانی، دانشکده کشاورزیاستادیار، گر -2

 تهران، یبهشت پژوهشکده گیاهان و مواد اولیه دارویی، دانشگاه شهید ،دانشیار -3
 

 ( 23/03/1400تاریخ پذیرش:   – 08/1399/ 19 )تاریخ دریافت: 

 

 چکیده 

برای    آغازگر  12استفاده شد. تعداد    ISSRبیان از نشانگر مولکولی  جمعیت شیرین  22در این بررسی برای مطالعه تنوع ژنتیکی  

قطعات   شیرینژنومی جمعیت  DNAتکثیر  نشانگر  های  براساس  مطلوبی  ژنتیکی  تنوع  استفاده شد.  افراد   ISSRبیان  بین  در 

های ی در بین جمعیتچندشکل  باند دارای چندشکلی بودند. میانگین درصد  105باند تشکیل شد و    130مشاهده شد. در کل  

 اختصاص   IS15و    IS23،  IS21،  IS9،  IS13به آغازگرهای    یچندشکلدرصد    یشترینب  محاسبه شد.  47/80مطالعه شده برابر  

  ی شاخص اطلاعات   .بود  47/2  و  347/0  ترتیببه   (MI)  رشاخص نشانگ  یانگینو م  (PIC)  یچندشکل  یمحتو  یانگینم  داشت.

  یتدر کل جمع  .بود  متغیر  270/0تا    140/0  ینب ( h)  ین  یو شاخص تنوع ژن  393/0تا    207/0  ینب  هایتدر سطح جمع (Iشانون )

 24/35  نیب   مورفی پل  یژن  ی هامکاندرصد    دادند.را نشان    یکیتنوع ژنت  یشترینب  یهسلطانجمعیت  و    یکیتنتنوع ژ  ینداراب کمتر

  محاسبه گردید.   34/1و    46/1  ترتیببه   ژنیمکاندر هر    مؤثرهای مشاهده شده و  تعداد آلل  میانگین  .متغیر بود  درصد  71/65  تا

های بردسیر و  ( و جمعیت0/ 888تشابه ژنتیکی )  های بردسیر و بافت دارای بیشترینجمعیتی نی،  بر مبنای میزان فاصله ژنتیک

ای به ورد مطالعه با استفاده از تجزیه خوشه های مختلف مافراد جمعیت( بودند.  132/0سلطانیه دارای کمترین تشابه ژنتیکی )

سیستم    ISSRبندی شدند. نتایج حاصل نشان داد که نشانگر  و ضریب تشابه جاکارد در سه گروه اصلی گروه  UPGAMروش  

توان از آن در بررسی تنوع ژنتیکی و انجام  سازی سطح بالایی از چندشکلی است و مینشانگری قابل اطمینان برای آشکاری

 بیان استفاده نمود. حی در شیرینهای اصلابرنامه 

 ISSR نشانگر بیان،شیرین یکی،ژنت تنوع :کلیدی واژگان
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   …بیان با استفاده از های شیرینبررسی تنوع ژنتیکی جمعیت انرو همکا  اقلیما

 مقدمه 

رویشگاه    اقلیمی بسیار گسترده،  عفلات پهناور ایران با تنو

زیادبی  یهاگونه  تعداد  است.  گیاهی   این  از  ی شمار 

ترین پرارزش  ءزی جدارویی و طب  ظلحاگیاهی به   یهاگونه 

به منحصر  ا  باشندمی   انجه  هایگونهفردترین  و  یکی  ز  و 

دارویی دارد،   اربردک  السهزار    دو  که بیش از  هاآنمهمترین  

شگی گیاهی  (.  Omidbaigi, 2007)  دباشمیان  بی  یریناه 

که در اصل    Glycyrrhizaنام    با  چندساله از خانواده بقولات

و از تیره    یرینه شمعنی ریشهگلیکوس ریزا ب  از واژه یونانی

پروانه  )فرعی  شیرین  (Papilionaceaeداران  بیان است. 

  ه و دارویی و غذایی مهم در ریش اتبودن ترکیب دارا دلیلبه 

دن در  آن  و  ریزوم  بوده  اهمیت  حائز  گی  عنوانبه یا    اهیک 

 صنعتی مورد توجه صنایع دارویی، غذایی و دخانیات قرار 

است  ,.Cirillo et al., 2011; Hagiaghay et al)  گرفته 

به    .Glycyrrhiza glabra Lترین گونه آن  (. معروف 2012

شیرین ینام  شهرت  است.  بیان  سطوح    بیانشیرینافته  در 

  یتالیا،فرانسه، آلمان، ا  یک،بلژ   انگلیس،  در کشورهای  یعیوس

در تمام    یباًتقر  یزن  یرانشود. در امی   کشت  یهو ترک  یونان

مرکز و  غرب  شرق،    شودیم  یافت وفور  به   کشور  شمال، 

(Ahmadian et al., 2017)  .دارای    بیانشیرین   یشهر

نظ  یباتترک درصد(،   18)تا    مختلف  قندهای  یرمتعددی 

صمغ و نشاسته،    ینه،آم  یدهایها، اساسترول  یدها،فلاوونوئ

روغن اسانس  ساپون   ی های    ترین عمده   . باشد می ها  ین و 

اس   ین ساپون  فرمول    یسریزین گل   یا   یسریزیک گل   ید آن  به 

16O62H42C   و    یک گلوکورون   ید واحد اس   دو   باشد که از می

اس   یک  تشک یکون )آگل   یسرتنیک گل   ید مولکول  شده    یل ( 

شیرین   (. Cirillo et al., 2011)   است  دارای  عصاره  بیان 

ضد  ضدالتهاب،  ضدویروس،  درمان  خاصیت  سرفه، 

قلب، ضد   B  ،Cهپاتیت   عملکرد  تنظیم  ایدز،  سرطان،  و 

می  درد  تسکین  و  پادزهر  حافظه،  و  بدن  باشد  تقویت 

 (Renmin et al., 2012  و غذایی  صنایع  در  همچنین   .)

شود  کننده و اصلاح مزه استفاده می شیرین   عنوان به دارویی  

 (Gupta et al., 2013  .) 

طر  از  محصول  ژنت   یق بهبود  تنوع  از  کلید استفاده    یکی، 

 .Renganayaki et al)   است   ی اصلاح   ی ها برنامه   یت موفق 

ب   (. 2001 به یپ ژنوت   ین اختلافات  توجه  با    ی ها ویژگی   ها 

مولکول   یوشیمیایی ب   یک،مورفولوژ   ی،زراع  به و    طور ی 

غ   یم مستق  در   یرمستقیم و  اختلافات  دهندة    سطح   نشان 

DNA   بنابرا مورد   ین،است.  در  اطلاعات    روابط   کسب 

(.  Tahir and Karim, 2011)   است   یر اجتناب ناپذ   یکی،ژنت 

ارز   یاز ن   ی برا   یادی ز   یل دلا    ژنتیکی   تنوع   یح صح   یابی به 

  یل دلا  این  وجود دارد. از  یاهی گ  های جمعیت   ین درون و ب 

تنوع    ی صحیح نگهدار   یا   یت بذر، حما   ی به گواه   توان می 

  ه ی ، تجز ( Dwevdi and Gaibriyal, 2009یاهان ) گ   یکی ژنت 

توز ها ژنوتیپ در    یکی ژنت   ییرپذیری تغ    ی نگهدار   و   یع ، 

انتخاب  ( Zheleva et al., 2007)   پلاسم ژرم    صحیح   و 

برا   ی والدها  کرد ی تلاق   ی برتر  اشاره   Tahir and)   ها 

Karim, 2011 ) .   و    نشانگرهای مفید  ابزارهای  مولکولی 

خویشاوندی، انتخاب گیاهان برتر    قوی در ارزیابی روابط 

ی  شباهت  بررسی  نمونه ا  و  بین  مختلف  تفاوت  های 

نشانگرهای می  به    باشند.  وابسته  کمتر    DNAمولکولی 

 ,.Collard et alگیرند ) قرار می  ی تأثیر شرایط محیط تحت 

سال (.  2005 تکنولوژی  در  اخیر،  توسعه    به   PCRهای 

به  سریع  و  ساده  توالی تکنیک  بین  ساده نام  تکرای    های 

 (ISSR  ) هستند و    منجر شد که مستقل از شرایط محیطی

نشانگر    گیرند. این ثیر مراحل رشد گیاه قرار نمی أ تحت ت 

و  DNA   (Gupta et al., 2008  )هم برای انگشت نگاری  

استفاده شده  (  Alam et al., 2009ژنتیک جمعیت )   مطالعه 

آشکارسازی    است. این تکنیک میزان چندشکلی بیشتر و 

نشانگرهای راحت  دیگر  به  نسبت  دارد  تری    مولکولی 

 (Terzopoulos and Bebeli, 2008 .)   

طرفی   از  انحصاری  دارویی  پراکنش    دلیل به گیاهان 

بـومی  زیسـت  نیازهای  و  محدود  خاصــی    جغرافیایی 

دیگــر   طرفــی  از  و  دارنــد  های  برداشت   دلیل به کــه 

غیر بی  و  آسیب رویه  نیز  و  )مثل    های اصولی  اقلیمی 

آسیب  انسان خشکسالی(،  از  ناشی  آتش   های  زدن  )مثل 

های زراعی  به زمین   کاربری مراتع ها، تغییر مراتع و جنگل 
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رویه(، دائم در معرض  بی  یـا سـاخت و سـاز و چراهـای 

 ,.Alibrahim et al)   قرار دارنـد   خطر انقـراض و نـابودی 

تنهــا  ایـن گیاهـان نـه   سازی و حفاظت از اهلی   (. 2004

آن مـی  انقـراض  از  بلکه    هــا توانـد  نماید،  جلوگیری 

نیازهای  مین أ ت  ترک روز کننده  و    دارویـی   یبات افزون  حال 

وس   باشد ی م   کشور   ینده آ  بر    ای یله و  فشار  کاهش  جهت 

گ  م   یز ن   ی وحش   یاهی جوامع   Najafi et) شود  ی محسوب 

al., 2005  .) کردن یـک گیـاه  اهلی   نخستین گام در راستای

درون  تنـوع  ارزیـابی  جمعیت گونه   خـاص،  های  ای 

گونـه   آن  بـه مختلـف  نشانگرهای    گیـاهی  کمک 

مولکولی جهت شناسایی    شناسـی، فیتوشـیمیایی و ریخـت 

های  نیز برتری   و   ها بین جمعیت   میـزان شـباهت و تفـاوت 

نسبت  جمعیت  سایر    هر  هدف    ها جمعیت به  به  بسته 

کاربرد نشـانگرهای    (. Nemeth, 2000)  شد با گر می اصلاح 

مختلف از طرفی باعث  های  ارزیابی جمعیت   مختلـف در 

گـردد و  سرعت و دقت انتخاب جمعیت برتر می   افزایش 

هزینه   از  دیگر  اهلی طرف  می های  کاهش  را    د ده سازی 

 (Naghavi et al., 2004 .)  لا مختلف    ی ها ین تنوع 

نشانگرها   بیان شیرین  از  استفاده    یی شناسا   ISSR  ی با 

  منظور به   زیادی   مطالعات .  ( Zhang et al., 2006)   اند شده 

مرفولوژ   ی بررس  مولکول   یکی تنوع  مختلف    ی ها گونه   ی و 

 SSR   (Erayman et  های نشانگر با استفاده از    بیان یرین ش 

al, 2014; Liu et al., 2015; Esmaeili et al., 2020 )،  

RAPD   (Khan et al., 2009 )   و  ISSR   (Yao et al., 

2008; Bei-ning et al., 2012 )    شده است انجام . 

که نشان از    پراکنش وسیعی در ایـران داشـته   بیان شیرین 

اغلب شـرایط آب  با  آن  بالای  ایران    سازگاری  و هوایی 

بـه   باشد،می  بیشتر    کـه   رسـد مـی نظـر  لـذا  شناخت 

نیـز پتانسیل  و  گیـاه  این  دارویی  فر   های  به  یند  آ کمک 

جلـوگیری کـرده و    سازی آن بتواند از انقـراض آن اهلی 

کشـت همچنـی  زمینـه  و و ن  را  اشتغال   کـار  زیادی  زایی 

پـژوهش  ایـن  در  آورد.  از    فراهم  برخی  ژنتیکی  تنوع 

مورد    ISSRاستفاده از نشانگر    ی ایـن گونـه بـا ها جمعیت 

 . ارزیابی قـرار گرفت 

 هاروش  و مواد

 یزبا استفاده از اطلاعات موجود در فلور و ن  یهدر مطالعه اول

مختلف   هاییشگاه رو  یرامون،با مراجعه به مناطق مختلف پ

نمونه  برای  .  یدگرد  ییمختلف شناسامناطق  در    بیانیرینش

فرد از    5-10  متری،  100  فاصله   با  یشگاهدر هر رو   یزومر

جمع جمع  یتهر  اندازه  به  جمعیت)بسته   یدگرد  آوری( 

(Hadian et al., 2014a)بلافاصله    هشد  آوری. نمونه جمع

تحق مزرعه  کشاورز  یقاتیبه  زنجان    یدانشکده  دانشگاه 

از    ی،اندازه کافبه   هاپس از رشد بوته   .یدکشت گرد  منتقل و

یغ  با استفاده از ت  ینمونه برگو  فرد انتخاب    3  جمعیتهر  

 و سپس در ازت  ینیومیآلوم  یلشد و درون فو  یهته  استریل

  درجه   -80  یزرها به فرقرار گرفت. پس از آن نمونه  مایع

شدند  گرادسانتی  گرفت  DNAاستخراج    و  منتقل   انجام 

(Doyle and Doyle, 1987)   و از دو روش اسپکتروفتومتر

برا  استخراج   DNA  یفیتو ک  کمیت  یینتع  یو ژل آگارز 

مورد استفاده آغازگر برای تکثیر  دوازده    شده استفاده شد.

 1  قرار گرفت. مشخصات و توالی این آغازگرها در جدول

است. شده  در  PCR)   پلیمراز  ایزنجیره  واکنش  آورده   )

 مولاریلیم  2الگو،    DNAنانوگرم    50)  یکرولیترم  20حجم  

2MgCl،  05/0   هر    مولاریلیم  یکرومول م  dNTP،  2/0از 

بافر    Taq DNA Polymerase  یمواحد آنز  یکآغازگر،   و 

 یکشامل    یانجام شد. چرخه حرارت  (1xواکنش به مقدار  

 گرادیسانتدرجه  95  یدر دما  یهاول  یسازمرحله واسرشت 

بود که هر چرخه    یچرخه حرارت  35و    یقهدق  5  مدتبه و  

  95و    یهثان  30  ترتیببه   یساز واسرشت   یزمان و دما   یز،ن

 آن   دمای  و  ثانیه  30  آغازگر  اتصال  زمان  گراد،سانتی درجه  

توسعه    یزمان و دما   ینهمچن  .بود  متفاوت  آغازگر  هر  برای

انجام    گرادی درجه سانت  72  یدر دما  یقهدق  5مدت  به   یینها

درصد با بافر واکنش   2از ژل آگارز    یشآزما   ینشد. در ا

TBE  5  یزانکه ابتدا م  یبترت  یندرصد استفاده شد. بد  یک  

  اضافه  شده تکثیر هایDNAبه  یگذاربافر نمونه  یکرولیترم

  درون   به  نمونه   هر  از  میکرولیتر   10  میزان   سپس  و

 100  ولتاژ  با  و  تزریق  آگارز  ژل   در  شده  ایجاد  هایچاهک

 را  ژل  سپس  و  گرفت  صورت  حرکت  ساعت  5/2  مدت  و
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  یک)  مایدوبر  اتیدیوم  محلول   در  آمیزیرنگ   جهت

داده و   قرار  یقهدق  30-45  مدت به(  میکرولیتر  در  میکروگرم

شده باندها استفاده    یانجهت نما  Gel Documentاز دستگاه  

 شد.

آماری ها  دستبه عات  طلاا:  تحلیل  ژل  از  در    آمده 

 شدند.   تنظیم  از صفر و یک  یالب ماتریسقالکتروفورز در  

و صفر   یک  صورتبه  نشان دادند  یکه چندشکل  ییباندها

حضور  یبرا) عدم  و  امتیازبندیحضور   یبرا  شدند.  ( 

  یجاد و ا  SimQual  رویه  تشابه از  یس ماتر  یلمحاسبه و تشک

و جاکارد، و    یسدا  ساده،  به سه روش تطابق  یسماتر  ینا

رو  یبندگروه   یبرا و    UPGMAروش    به  SAHN  یهاز 

از ضرشد  استفاده  NTSYS 2.02افزار  نرم استفاده  با   یب. 

 یین . جهت تعیدگرد  انتخاب  تشابه مناسب  یب ضر  یک،کوفنت

 یبندبرازش خوشه  یزانم  و  استفاده مورد  یتم الگور  ییکارآ

محاسبه    NTSYS 2.02  افزارنرم   که با  یککوفنت  یباز ضر

 .گردیداستفاده  ،شده بود

فرمول    با  (1PIC)  گرهاآغاز  یعات چندشکلطلاا  یمحتوا 
2piΣ-PIC=1 رابطه،  ندر اید. محاسبه شPi  برابر با آللi  ام

ژن جایگاه  برایهر  ین همچن  است.  هاژنوتیپهمة    ی 

 =MIهمة آغازگرها از رابطة  یبرا  (2MIص نشانگر )خشا

PIC × N × β   که  ،  محاسبه شدPIC  عات  طلاا   ی، محتوا

تعدادN  ی؛چندشکل و  کل    ،  چندشکلβنوارها  درصد   ی، 

برای هر آغازگر از  نیز    3RP  مقدار  .است  هر آغازگر   یبرا

میزان    =bIΣ RP رابطه رابطه    bIکه    Pi|)-(2|0.5-Ib= 1از 

درصد فراوانی یک آلل از    iPمحاسبه شد که در این رابطه،  

 (. Pawell et al., 1996هر نوار است )

 ,Nei)  شد  انجام  ین  یلماتریس فاصله براساس تحل  ینهمچن

ی مشاهده شده، تعداد تعداد آلل ها یارزیاب ندر ای (.1973

و شاخص شانون    ثر، شاخص تنوع ژنتیکی نیؤهای مآلل

  6.3نسخه    GenAlexافزار  ها با نرم برای هر یک از جمعیت

و تحلیل واریانس    4اصلی  مختصات  به  محاسبه شد. تجزیه

( نرمAMOVAمولکولی  با    6.3نسخه    GenAlexافزار  ( 

 .  انجام شد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1- Polymorphism information content 

2- Marker index 

3- Resolving power 

4- Principal coordinate analysis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (Y= G/C ،R= A/Tمورد استفاده به همراه توالی و دمای اتصال ) ISSRلیست آغازگرهای  -1جدول 

Table 1. List of ISSR primers used with sequence and annealing temperature (Y = G / C, R = A / T) 
 ISSR آغازگر

Primer ISSR 

 (ʹ3→ʹ5) یتوال
Sequence (5ʹ→3ʹ)  

 اتصال   یدما
Annealing temperature (℃) 

 منبع
Reference  

IS4 CACACACACACACACACAG 52 

Hadian et al., 2014b 

IS5 ACACACACACACACACACG 52 

IS6 ACACACACACACACACACC 52 

IS7 ACGACGACGACGACGG 52 

IS8 ACGACGACGACGACGC 52 

IS9 TCGTCGTCGTCGTCG 52 

IS11 ACACACACACACACACG 52 

IS13 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 49 

IS15 ACACACACACACACACYG 49 

IS21 AGAGAGAGAGAGAGAGRC 52 

IS23 CTCCTCCTCCTCRC 49 

UBC849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 52 
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 نتایج و بحث 

شاخص  مولکولی محاسبه  جمعیت :  های  ژنتیکی  های  تنوع 

  مورد بررسی قرار گرفت.   ISSRآغازگر    12بیان با استفاده از  شیرین 

  105حاصل گردید که    نوار   130تعداد    ،ISSR  مر ی پرا   12  مجموع از  

بین    چندشکل   ی ها نوار دامنه  بودند.    چندشکل   درصد(   80/ 47)   نوار 

  نوار   8/ 75  با میانگین (  IS21)   11( تا  IS6و    849UBC  ،IS4)   هفت 

  ( IS4)   70بین    چندشکل نیز   ی ها نوار متغیر بود. درصد  چندشکل  

  با برابر    EMR(. میزان  2دست آمد )جدول  به (  IS23درصد )   90تا  

-Havمورف ) میانگین هتروزیگوسیتی برای باندهای پلی و    7/ 08

p  )347 /0   آمد.    دست به ( شاخص نشانگریMI  یک معیار برای )

تخمین  در  نشانگر  کارایی  می چندشکل   تعیین  ص  خ شا   باشد. ی 

  است که به   آغازگرها   ی مناسب از کارای   ی برآورد (  MIنشانگر ) 

ژنوم با   زیاد ش  آمده و به پوش  دست به  ی چندشکل   ی نوارها  تعداد 

بودن    زیاد  (. Milbourne et al., 1997)   شود   ی نشانگر نسبت داده م 

  ژنوم   از  یشتر،عات ب طلا کنندة فراهم کردن ا  یان ب  نشانگر، ص خ ا ش 

شاخص نشانگر    . است   ی نوار چندشکل   یشتر تعداد ب   ید باتوجه به تول 

 (MI  )  و قدرت تفکیک (Rp  )  محاسبه شد تا توانایی نشانگرهای

ISSR   تمایز جمعیت میانگین  های شیرین را در  نشان دهد.  بیان 

آمد   ت دس به  2/ 47های مورد مطالعه  شاخص نشانگر در جمعیت 

( در  1/ 75و کمترین آن )   IS21  آغازگر ( در  3/ 24که بیشترین آن ) 

تا    IS4برای    3/ 27مشاهده شد. قدرت تفکیک بین    IS4  آغازگر 

  4/ 54  آغازگرها و میانگین قدرت تفکیک تمام    IS21برای    5/ 69

برا خ شا   ن بهتری آمد.    دست به  مناسب،  ی ص  آغازگر    انتخاب 

  ی افراد دارا   تعداد   زیرا هم از است،   ( Rp)   یک درت تفک ق   شاخص 

  خصی شا   یک،درت تفک ق پذیرد.  یر می نوار و هم از تعداد آلل تأث 

که  نشان   ی انتخاب   ی آغازگرها   یک تفک   توانایی   است  د  ده   می   را 

 (Kayis et al., 2010  .) جمعیت   نسبت   میانگین   آغازگر   هر   برای-

دهنده    آگاهی   باند   میانگین   و  ( mp)  بخش   آگاهی   نوار   دارای   ای ه 

 (bIm  ) در محتوا خ شا .  است   شده   آورده   2جدول    نیز    ی ص 

ی  مهم مقایسة نشانگرها   ی ها ص خ از شا   ی ، یک ( PIC) ی چندشکل 

ص،  خ شا  ن ای   است. مقادیر زیاد   ها آن تمایز   قدرت ازنظر   مختلف 

و تمایز    یک دارد که در تفک   جایگاه   زیاد در یک   ی بر چندشکل   یل دل 

مقادیر  (. Thimmappaiah et al., 2009دارد )  سزایی ه ش ب افراد نق 

و هرچه اعداد    یر هستند از صفر تا یک متغ   ی عات چندشکل طلا ا 

  ی چندشکل   یشتر ب   ی فراوان   ه کنند بیان   تر باشند،آمده بزرگ   دست به 

 ,.Wei et alشده است )   ی بررس   ی نمونه ها   در   آن جایگاه   ی برا 

اطلاعات    .( 2005 در  PIC)   چندشکل محتویات  ی  آغازگرها ( 

ISSR    0/ 281بین   (IS5  تا )0/ 376   (IS15  و با میانگین )متغیر    0/ 37

  مهم   ی ها شاخص   از   ی ک ی   ،( PIC) ی چندشکل   اطلاعات   ی محتو   بود. 

  شمار به   ها آن   ز ی تما   قدرت   نظر   از   مختلف،  ی ها نشانگر   سه ی مقا   ی برا 

  ک ی   در   اد ی ز   ی چندشکل   بر   ت ل دلا   ار ی مع   ن ی ا   ی بالا   ر ی مقاد .  رود ی م 

  یی سزا به   نقش   افراد   ز ی تما   و   قدرت   در   که   دارد   ی آغازگر   گاه ی جا 

محتوا   ی آغازگرها   ن،ی بنابرا .  دارد    بالا   ی چندشکل   لاعات اط   ی با 

 (PIC )   هستند   د ی مف   ک ی نزد   ی شاوند ی خو   با   ی ها پ ی ژنوت   ز ی تما   ی برا  

 (Esmaeili et al., 2020  .)  که آغازگرهای  PIC    داشته    0/ 5بزرگتر از

هستند  زیادی  سودمند  اطلاعات  دارای  که    . باشند،  آغازگرهایی 

های که کمتر  باشد سودمند و آن   0/ 5و    0/ 25ها بین  آن   PICمقادیر  

هستند    0/ 25از   اندکی  سودمند  اطلاعات  حاوی  باشد، 

 (Mohsenzadeh Golfazani et al., 2012  .) ی ها شاخص   براساس  

آغازگرها    ن ی تر مناسب   ( PIC)   ی چندشکل   اطلاعات   ی کل   ی محتوا 

  IS15،  IS7،  IS23،  IS11  ی آغازگرها   ان،ی ب ن ی ر ی ش   ی ها ی بررس   ی برا 

  پلاسم م ر ژ مجموعه    ز ی آنال   ی برا   گردد ی م   هاد شن ی شد و پ   ن یی تع   IS8و 

شوند. در    استفاده   ی بعد   قات ی تحق   در   گونه   ن ی ا   ی ها ت ی جمع   گر ی د 

با استفاده    نعناع مختلف  ی ها از گونه   ی برخ   ی ک ی روابط ژنت   ی بررس 

(  PIC)   ی اطلاعات چندشکل   ی براساس محتوا   ISSRاز آغازگر  

 Zinodini)   شد   ی معرف   نعناع   پلاسم ژرم   ز ی آنال   ی برا   برتر   ی آغازگرها 

et al., 2013 .) 

حاصل از    دندروگرام محاسبه ماتریس تشابه و تجزیه کلاستر:  

روش    ی ا خوشه   یه تجز  ضر   UPGMAبه  تشابه    یب براساس 

در شکل   نتا   1جاکارد  به  توجه  با  است.    یب ضر   یج ارائه شده 

  یب مختلف، ضر   بندی گروه   ی ها و روش   یب ضرا   ی برا   یک کوفنت 

بود    یک کوفنتت   یب ضر   ین بالاتر   ی دارا   UPGMA  ش رو جاکارد و  

ژنوتیپ    66در این کلاستر،    شدند.   ی بند گروه   افراد اساس    ین و بر ا 

به سه گروه تقسیم شدند.    0/ 59بیان بر اساس ضریب تشابه  شیرین 

در یک گروه کاملا مجزا قرار    ( 21)  ه ی سلطان یک فرد از جمعیت  

  ربط ها نیز، یک فرد از جمعیت  گرفت. در تقسیم بندی زیر گروه 

در گروه جداگانه قرار گرفت. در این تقسیم بندی، اکثر افراد    ( 1) 

   های مجزا قرار گرفتند. مربوط به هر منطقه در گروه 
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 ISSR زیآمده از آنال دستبه  یباند یمربوط به الگوها اتیجزئ و آغازگرها -2جدول
Table 2. Primers and details of banding pattern revealed through ISSR analysis 

  شاخص 
نشانگر  
Marker 
index 

  چند   نسبت 
 مؤثر   گانه 

effective 
multiplex 

ratio 

  ی محتو   میانگین 
ی چندشکل   

Main of 
polymorphic 

information content 

  ی باندها   میانگین 
 دهنده   ی آگاه 

Main values of 
band 

informativeness 

  قدرت 
 تفکیک 

Resolving 
power 

  دارای   های نسبت جمعیت 
بخش   آگاهی   باند   

Main values of proportion 
of accessions containing 

band 

 درصد 
 ی چندشکل 
% of 

polymorphism 

 تعداد قطعات 
 چندشکل 
No. of 

polymorphic 
fragments 

قطعات    تعداد 
شده   یر تکث   

No. of 
amplified 
fragments 

 آغازگر 
Primer 

1.75 5.443 0.322 0.467 3.272 0.367 77.77 7 9 IS4 
1.80 6.400 0.281 0.416 3.333 0.351 80.00 8 10 IS5 
1.65 4.900 0.338 0.515 3.606 0.488 70.00 7 10 IS6 
2.73 7.29 0.375 0.599 5.393 0.470 81.80 9 11 IS7 
2.11 5.81 0.362 0.579 4.636 0.477 72.70 8 11 IS8 
2.96 8.33 0.356 0.518 5.181 0.396 83.30 10 12 IS9 
2.67 7.36 0.362 0.552 4.969 0.499 81.80 9 11 IS11 
2.78 8.33 0.334 0.478 4.787 0.410 83.30 10 12 IS13 
3.13 8.33 0.376 0.566 5.666 0.189 83.30 10 12 IS15 
3.24 9.307 0.348 0.517 5.696 0.495 84.61 11 13 IS21 
3.00 8.100 0.371 0.501 4.515 0.315 90.00 9 10 IS23 
1.82 5.443 0.334 0.489 3.424 0.458 77.77 7 9 UBC849 

       105 130 Total 

2.47 7.088 0.347* 0.516 4.540  80.47 8.75 EMR 10.38 MR Average 

 مورف میانگین هتروزیگوسیتی برای باندهای پلی : *

for polymorphic bands heterozygosity : Average* 
 

  تطابق   ی ا ی جغراف   تنوع   با   ی ک ی ژنت   تنوع   براساس   ها ت ی جمع   پراکنش 

ا   ،نداشت  علت  است  ممکن  جدا   ن ی که  منشاء    یی موضوع 

مجزا در    ی ژنتک   ی ها و تجمع جهش   جاد ی ا   ا ی   ها پ ی ژنوت   یی ا ی جغراف 

  گر ی کد ی ها نسبت به  تنوع در آن   جاد ی سطح ژنوم باشد که باعث ا 

 ( است  فواصل    (. Noorian and Shirvani, 2020شده  میزان 

جمعیت  بین  در  اساس  ژنتیکی  بر  فاصله  ماتریس  توسط  ها 

تا    0/ 1322فاصله ژنتیکی نی بین    زان ی م .  شاخص نی تعیین شد 

در این ارزیابی، بیشترین شباهت مربوط به    مشاهده شد.   0/ 8888

( بود که نشان دهنده وجود  0/ 88های بردسیر با بافت ) جمعیت 

باشد. بیشترین تفاوت  ها می تر بین این جمعیت جریان ژنی قوی 

ه  ک   ( بود 0/ 1322های بردسیر با سلطانیه )  نیز مربوط به جمعیت 

که حداکثر فاصله ژنتیکی بر    ها ت ی گردد از این جمع پیشنهاد می 

اساس نشانگرهای مورد استفاده را داشتند در جهت استفاده از  

هر چند    های اصلاحی استفاده شود. حداکثر هتروزیس در برنامه 

گرده  برجسته   افشانی سیستم  ژنتیکی  نقش  تعیین ساختار  در  ای 

بر روی  جمعیت  متعدد دیگر  دارد. عوامل محیطی  های گیاهی 

 ,Bussellهای یک گونه گیاهی اثر دارند ) یکی جمعیت ساختار ژنت 

(. عواملی مانند فرم رویشی مثل یکساله یا چندساله بودن،  1999

به  اکولوژیک،  روی  شرایط  بر  مختلف  تنوع  طریق  و  ساختار 

ت ژنتیکی جمعیت  گذارند  ثیر می أ های مختلف یک گونه گیاهی 

 (Nybom and Bartish, 2000 همچنین تنش .)  های محیطی مانند

تواند بر روی تنوع و  می   ( مثل خاک و اقلیم ) های غیرزیستی  تنش 

ژنتیکی جمعیت  ) شباهت  بگذارد  اثر  گیاهی   ,Van valenهای 

های گیاهی که در شرایط  . بر اثر انتخاب طبیعی جمعیت ( 1995

کنند،  اکولوژیک مشابه، ولی در نقاط مختلف جغرافیایی رشد می 

های گیاهی که در شرایط اکولوژیک متفاوت  قایسه با جمعیت در م 

دهند  کنند شباهت ژنتیکی بیشتری با یکدیگر نشان می رشد می 

 (Volis et al., 2001  .) 

شاخص  جمعیت محاسبه  ژنتیک  جمعیت :  های  بین  های  در 

شیرین  مکان وحشی  میزان  ژنی بیان،  (  NPL)   چندشکل   های 

و    مورف پلی   ژنی   مکان   49/ 13و با میانگین    69تا    37ی بین  دامنه 

و    65/ 71تا    35/ 24  ن ی ب (  %PL)   مورف پلی های ژنی  درصد مکان 

  ی جهت بررس   ی ا مطالعه   در درصد مشاهده شد.    46/ 80با میانگین  

استفاده شد    ISSRآغازگر    38سبز از    ره ی ز   ی توده   24  ی ک ی تنوع ژنت 

 Maنمودند )   چندشکل قطعات    د ی آغازگر تول   12  ان ی م   ن ی که در ا 

yanming et al., 2008 .)   میزان تعداد آلل ( های مشاهده شدهNa  )

بود. تعداد    1/ 46و با میانگین    1/ 60  تا   1/ 35بین    ژنی مکان در هر  

و میانگین    1/ 48تا    1/ 24  بین   ژنی مکان ( در هر  Neثر ) ؤ های م آلل 

آنجا   محاسبه گردید.   1/ 34 از معیارهای مهم در  ی که  ی از  یکی 

است    مؤثر های  انتخاب آغازگرهای مناسب و سودمند، تعداد آلل 

 (Gheitarani et al., 2020 ) می برای  ،  آغازگرها  این  از  توان 

به  بعدی  تنوع مطالعات  بررسی    ی ها ت ی جمع ژنتیکی    منظور 

 استفاده کرد.   ان ی ب ن ی ر ی ش 
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(Similarity coefficient)  ضریب تشابه 

 ISSRهای  بیان با استفاده از دادهفرد شیرین 66بندی دندروگرام مربوط به گروه -1شکل
Figure 1. UPGMA cluster analysis of different 66 individuals of G. glabra based on ISSR data matrix 
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از با   یک  هر  یکنواختی  میزان  موضوع  این  به  توجه 

های مؤثر به ها از طریق محاسبه نسبت تعداد آللجمعیت

( تعیین گردید که این  Ne/Naهای مشاهده شده )تعداد آلل

متغیر    913/0و با میانگین    934/0تا    805/0نسبت از دامنه  

نزدیک بود. یک  به  نسبت  این  نشان هرچه  باشد  دهنده تر 

 (. Zinodini et al., 2013ی گونه مورد نظر است )یکنواخت

( شانون  اطلاعاتی  جمعیتIشاخص  سطح  در  بین (    ها 

و شاخص تنوع ژنی نی   287/0و میانگین    393/0تا    207/0

(h  بین )بود، که در   191/0و با میانگین    270/0تا    140/0

کمترین تنوع ژنتیکی و سلطانیه بیشترین   دارابکل جمعیت  

-ها )سطح گونهتنوع ژنتیکی را نشان دادند. در کل جمعیت

های ، تعداد آلل99/1های مشاهده شده  ای(، میزان تعداد آلل

هر    مؤثر شانون 60/1  ژنیمکان در  اطلاعاتی  شاخص   ،  

  لجدوآمد )  دستبه  347/0و شاخص تنوع ژنی نی    517/0

  یهایل تفاوتدلها به یتدر جمع   یکیژنت  ع تنو  یبررس  (.3

تشک افراد  در   یهایپیچیدگی  هایتجمع  هدهند  یلموجود 

ای بررسپژوهش  ندارد.  افراد  تعداد  به  هر   یها  در  شده 

مکان   ت،یجمع جمع  یآلل  یهاتعداد  هر   تیعقمو  ت،یدر 

ژنوت  یآلل جمع  یتلاق  عنو  ت،یجمع  یپیو  اندازة    ت یو 

 .(Latifi et al., 2018) دارد یبستگ

( مولکولی  واریانس  از  (:  AMOVAتجزیه  نتایج حاصل 

( که در آن تغییرات  AMOVAتجزیه واریانس مولکولی )

های مشاهده شده داخل و بین اجزا توده با استفاده از فاصله

دسته میژنتیکی  نرم بندی  از  استفاده  با  افزار شود، 

GenALEx    نمایش داده شده است.   4برآورد و در جدول

دسته این  نتایج  مطالعه  براساس  این  در  درصد   77بندی، 

جمعیت بین  شده  یافت  ژنتیکی  وهتغییرات  درصد   23  ا 

جمعیت احتمال  درون  سطح  در  آزمون  این  بود.   01/0ها 

تعیینمعنی بود.    ی پروژها   انجام   جهت  ژنتیکی  تنوع  دار 

اهل ا  سازیی حفاظت،  اصلاح  است   یضررو   یاهگ  ینو 

(Wasala and Prasanna, 2012  .)بین   و  درون  ژنتیکی  تنوع  

 چرخه  پراکنش،  بیولوژیکی،  عوامل  ثیرتأ  تحت   هاجمعیت

  فرسایش  جهش،  نرخ  ژنی،  جریان  جمعیت،  اندازه   زندگی،

 ,.Petrova et al)  است  افشانیگرده  سیستم  و  ژنتیکی

  بودن   چندساله  و  گسترده  پراکنش  دلیل  به(.  2017

  به منجر  و  گرفته  قرار  جهش  معرض  در  بیشتر  بیانشیرین

 Esmaeili et)  شودمی  هاجمعیت  بین  ژنتیکی  تنوع  افزایش

al., 2020  ا  در(. اگرچه  یلبه دل  یاهگ  ینا   یراناکثر مناطق 

 ی در معرض انقراض قرار گرفته است، ول  رویهی برداشت ب

ا  ینا  یجنتا که  داد  نشان  تنوع   یدارا  یاهگ  ینمطالعه 

  این  مقاومت  افزایش  سبب  تنوع  اینکه    است  یتوجهقابل 

 . شد خواهد متفاوت محیطی شرایط به گیاه

اصلی:   مختصات  به  نتاتجزیه  اساس  به    یهتجز  یجبر 

 هایی ، دادهISSR  یدر نشانگرها ( PCoA)  یمختصات اصل

عامل قرار گرفتند که    5داشتند در    یک  یبالا  یژهو  یرکه مقاد

ا مجموع  توانستند    یندر  کل   42/61عوامل  از  درصد 

عوامل، عامل اول درصد   ین ا  ینکنند. در ب  یهرا توج  ییراتتغ

نمود. دو    یهرا توج  یانسوار  زدرصد ا  45/18  یزانبا م  ییبالا

سوم   و  دوم  در   68/9و    40/13با    ترتیببهعامل  درصد 

داده  یبعد  هایرتبه در  گرفتند.   چههر  یمولکول  هایقرار 

وار عامل   یافتهاختصاص    یانسدرصد  کمتر    یاصل   هایبه 

امر   ینداشته و نشان دهنده ا  یبهتر  یعتوزنشانگرها  باشد  

از ژنوم    ترییعوس  ینواح  ی مولکول  یکه نشانگرها  باشدیم

  یشتریاطلاعات ب  نتیجه  در  و  اندقرار داده  یرا مورد بررس

حاو که  ژنوم  مختلف  مناطق  کننده  هایژن   یاز    یکنترل 

قرار داده    یرا مورد هدف و بررس  باشندیصفات مختلف م 

 Mohammadi and Prasanna, 2003; Fazeli andاست )

Cheghamirza, 2011 .) گرفت که    یجهنت  توانیم  ین بنابرا

  اند داشته  یمناسب  ییکارا  ISSR  نگرهایر نشا ضدر مطالعه حا 

 از ژنوم را پوشش دهند. وسیعی سطح توانستند و

میزان چندشکلی  بودن  بالا  داد که  نشان  این تحقیق  نتایج 

در    ISSRدهنده کارایی مناسب نشانگر  دست آمده نشانبه 

جمعیت ژنتیکی  تنوع  شیرینمطالعه  میهای  و  بیان  باشد 

ابزار مفیدی در بررسی تنوع ژنتیکی   عنوانبه توان از آن  می

 د.های اصلاحی در گیاهان استفاده نموو انجام برنامه 

 

 ISSRتوسط نشانگرهای مولکولی  G. glabraهای پارامترهای تنوع ژنتیکی در جمعیت -3جدول
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Table 3. Genetic diversity parameters within population of G. glabra revealed by ISSR markers 

 ردیف
Row 

 جمعیت
population 

 اندازه
 نمونه 
sampl
e size 

  یهامکان  تعداد
 چندشکل

Polymorphic 
loci number 

  یها درصد مکان 
 چندشکل

Percentage of 
polymorphic loci 

(%) 

 آلل تعداد
 شده   مشاهده

Observe 
allele No. 

 مؤثر  آلل تعداد
Effective 

allele 
No. 

 آلل تعداد نسبت
  مشاهده بر مؤثر

 شده
Effective allele/ 
Observe allele 

No. 

  یها آللتعداد 
بر   مؤثر

 ه مشاهده شد
Shannon 

Index 

  شاخص
 نی
Nei 

index 

1 
 ربط

(Rabat) 
3 63 60.00 1.60 1.48 0.925 0.265 0.373 

2 
 تاکستان 

(Takestan) 
3 51 48.57 1.48 1.35 0.912 0.199 0.289 

3 
 مهاباد

(Mahabad) 
3 44 41.90 1.41 1.29 0.915 0.166 0.244 

4 
 شهررضا

(Shahreza) 
3 55 52.38 1.52 1.38 0.908 0.216 0.313 

5 
 قوچان

(Quchan) 
3 42 40.00 1.40 1.28 0.914 0.159 0.233 

6 
 کرمانشاه

(Kermansha) 
3 37 35.24 1.35 1.27 0.941 0.148 0.214 

7 
 سلطانیه

(Solataniyeh) 
3 69 65.71 1.65 1.48 0.897 0.270 0.393 

8 
 یاسوج 

(Yasuj) 
3 50 47.62 1.47 1.34 0.912 0.192 0.281 

9 
 تفت

(Taft) 
3 48 45.71 1.45 1.35 0.931 0.194 0.280 

10 
 بردسیر 

(Bardsir) 
3 56 53.33 1.53 1.39 0.908 0.219 0.318 

11 
 بافت 

(Baft) 
3 51 48.57 1.48 1.37 0.926 0.204 0.295 

12 
بک شهربا  

(Sharebabak) 
3 60 57.14 1.57 1.37 0.873 0.219 0.325 

13 
 سمیرم

(Semirom) 
3 52 49.52 1.49 1.33 0.893 0.193 0.284 

14 
 مروست 

(Marvast) 
3 52 49.52 1.49 1.35 0.906 0.198 0.290 

15 
 شهربابک 

(Shahrekord) 
3 41 39.05 1.39 1.27 0.914 0.154 0.227 

16 
ازونرک  

(Kazerun) 
3 38 36.19 1.36 1.25 0.919 0.144 0.211 

17 
 سپیدان

 (Sepidan) 
3 55 52.38 1.52 1.39 0.914 0.219 0.317 

18 
 داراب 

 (Darab) 
3 38 36.19 1.36 1.24 0.912 0.140 0.207 

19 
 باجگاه

(Bajgah) 
3 42 40.00 1.40 1.27 0.908 0.155 0.229 

20 
 سیرجان
(Sirjan) 

3 49 46.67 1.46 1.35 0.925 0.197 0.284 

21 
آباد حاجی  

 (Hajiabad) 
3 39 37.14 1.37 1.28 0.934 0.156 0.225 

22 
 اهر 

(Ahar) 
3 49 46.67 1.47 1.33 0.907 0.190 0.277 

ر سطح گونه د   

Species level 
66 105 81.00 1.99 1.60 0.805 0.347 0.517 

 
 میانگین 
 )Mean( 

 49.13 46.80 1.46 1.34 0.913 0.191 0.278 
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   …بیان با استفاده از های شیرینبررسی تنوع ژنتیکی جمعیت انرو همکا  اقلیما

 بیان های شیرین( جمعیتAMOVA)های مولکولی نتایج تجزیه واریانس داده -4 جدول
Table 4. Results of molecular variance analysis (AMOVA) of ISSR data from population of G. glabra 

تغییرات  منابع  
S.O.V 

آزادی  درجه  
df 

مربعات   مجموع  
Sum of squares 

مربعات  میانگین  
Mean Square 

شده برآورد وایانس  
Estimated variance 

واریانس  از درصد  
Percentage of variance 

ها یتدرون جمع  
Among Populations 

21 129.212 6.153 0.965 23% 

ها جمعیت بین  
Within Populations 

44 143.333 3.258 3.258 77% 

 کل
Total 

65 272.545  4.223 100% 

 

  یکی ژنت  یر از ذخا  حفاظت  یاهی،گ  نژادگرانبه  از اهداف  یکی

مقاومت به آفات و    یشباعث افزا  یکیژنت  تنوع   که  باشدیم

. از آنجا که مطالعه شودیبقای گونه م   یجهنت   در   و  هایماریب

روی گ  یکیژنت  روابط  بر  اصلاح  همچن  یاهانبرای   ینو 

 ,.Aghaei et alباشد )یضروری م  یکیحفاظت از منابع ژنت

نشان داد با وجود در معرض خطر بودن    این بررسی  (،2012

ژنت  گیاهی،  هایگونه  ملاحظه   یکیتنوع  بقابل  در   ین ای 

توان تدابیری برای حفاظت و  وجود دارد و می   هایتجمع

های اصلاحی بر روی این گونه انجام داد. از آنجایی برنامه 

برنامه  بین  که  در  بالایی  ژنتیکی  تنوع  به  اصلاحی  های 

در  جمعیت موجود  تنوع  دارند،  نیاز  مورد  جمعیت ها  های 

می  برنامه بررسی  پیشبرد  در  شایانی  کمک  های تواند 

 اصلاحی بکند. 
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Abstract  
Twenty-two G. glabra populations were used to study the genetic diversity of ISSR molecular markers. 

12 primers were used to amplification of genomic DNA fragments of G. glabra populations. High 

genetic diversity based on ISSR markers was observed among individuals. A total of 130 bands were 

formed and 105 bands were polymorphic. The mean polymorphism percentage among studied 

populations was 80.47. The highest polymorphic percentages were assigned to IS23, IS21, IS9, IS13 

and IS15 primers. The mean of PIC and MI were 0.347 and 2.47, respectively. The Shannon index (I) 

varied between 0.207-0.393 and the Nei genetic variation index (h) from 0.140 to 0.026. Darab and 

Solataniyeh populations showed the lowest and highest genetic diversity, respectively. The percentage 

of polymorphic loci was varied between 35.224 to 65.71%. The observe allele number and effective 

alleles number was 1.46 and 1.34, respectively. Based on the genetic distance Nei, populations Bardsir 

and Baft had the highest genetic similarity (0.888) and populations Bardsir and Solataniyeh had the least 

genetic similarity (0.132). The studied populations were grouped into three main groups by cluster 

analysis using UPGAM and Jaccard's similarity coefficient. The results showed that the ISSR marker is 

a reliable marker system for revealing a high level of polymorphism and can be used to study genetic 

diversity and further examinations as a subset of breeding programs in G. glabra. 

Keywords: Genetic diversity, G. glabra L., ISSR marker 
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