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  شكلی بر اساس چند (.Hyoscyamus spp) دانهبنگ هایتودهبرخی از در بررسی تنوع و روابط ژنتیكی 

 درج رتروترانسپوزونی حاصل از

 3محمدی ابوالقاسم  ید سو  2کیاعلوی یامکس ید س ،*،1علیرضا اصغری میرک

 شهر مشكين ، شهرنور مشكيندانشگاه پيامگروه کشاورزی، ، مربی -1

 ، تبریزدانشگاه تبریز ،دانشكده کشاورزی ،یاهيگ یوتكنولوژيو ب ینژادگروه به  ،دانشيار -2

 دانشكده کشاورزی، دانشگاه تبریز، تبریز ،یاهيگ یوتكنولوژ يو ب ینژادگروه به ، استاد -3

 (20/06/1401تاریخ پذیرش:  - 23/04/1401)تاریخ دریافت: 

 ده یچك 

ببنگ اسكوپولامين    آلكالوئيدهایواسطه  هدانه  و  است.ب   دارویی  ارزش  ازهيوسيامين  برخوردار  کميت    بهبود  الایی  و  کيفيت 

این گياه با    یكيژنت   تنوع . تنوع این گياه است   ی ابیارز  ، مستلزمپيشرفته  نژادیبه  هایبا استفاده از روش دانهبنگ  آلكالوئيدهای

  یمولكول  یبرتری نشانگرها  و شده  بررسی  بيوشيميایی و مولكولی در مطالعات متعددی  ،یكیمورفولوژ   یاستفاده از نشانگرها

آوری شده  جمع دانهبنگ  پي ژنوت  96  ی كيتنوع ژنت  1398در سال  ،  منظور  ين همبهنسبت به سایر نشانگرها به اثبات رسيده است.  

رویشگاه کشورشمالهای  از  نشانگرها  استفاده  با  ،غرب  گرفت بررسی  مورد    REMAPو   IRAPمولكولی    یاز   برای  .قرار 

 در داشتند. امتيازدهی قابل و  تكثير مناسب  ترکيب  هفت  ، LTRآغازگر هشت  از   حاصل ممكن ترکيب 36 از IRAP نشانگرهای

 امتيازدهی  قابل ترکيب  12 ممكن، ترکيب   88 از که استفاده شد LTR آغازگر هشت  با  ISSR  آغازگر 11ترکيب   از  REMAPنشانگر

 نشانگر شاخص ميانگين و 0/ 32 و  0/ 30 ترتيب به  REMAPو  IRAP نشانگرهای برای چندشكلی اطلاعات ميزان متوسط بودند.

 دانهژنتيكی بنگ  برآورد تنوعدر   REMAP نشانگر معيارها، این بر اساس  برآورد شد. 2/ 47 و 2/ 59 برابر نشانگر دو این برای

 برآورد جمعيتیبين   از بيشتر  جمعيتیدرون   ها، تنوعنشانگر ایناز   استفاده با مولكولی واریانس تجزیه در بود.  IRAPکاراتر از  

ها و  گونه  نتوانست   IRAPای بر اساس نشانگر  تجزیه خوشه  .دهدمی ایران غربشمال در  هاتودهاین   بالای نشان از تنوع که شد

تا حد بالایی از هم   H.reticulatus و H.pusillusهای گونه،  REMAPنشانگر بر اساس د ولی ماینتفكيک از یكدیگر  را هاتوده

 با درج  REMAPو    IRAPکه نشانگرهای رتروترانسپوزونی  نشان دادحصول شاخص شانون بالا در این پژوهش،    د.شدنتفكيک  

 اند.دانه القاء نمودهبنگ یهاتودهدانه، تنوع ژنتيكی بالایی را در درون بنگ  یهاتوده بالای خود در ژنوم

 REMAPو   IRAP نشانگرهای ژنتيكی، تنوع دانه،بنگ :گان کلیدی واژ
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 مقدمه

اسكوپولامينآلكالوئيدها و  هيوسيامين  از    ی  مهمی  گروه 

عمده در گياهان تيره    طوربه  که  های ثانویه هستندمتابوليت 

 دانهبنگ .شونددانه یافت میجنس بنگویژه به زمينی سيب 

برخوردار   بالایی دارویی ارزش از آلكالوئيدها این واسطههب

که  به  است.  هایبيماری درمان  در هيوسيامين طوری 

تهوع، درمان دریازدگی،   ضد  داروهای  روان، تهيه و اعصاب

 چشم، درمان  مردمک انبساط  مسافرتی، هایدرمان بيماری

کاربرد هایحالت  کردن  برطرف  و  چشمعفونت    اسپاسم 

ودارد در بسيار  اثرهم   اسكوپولامين ؛  کردن  قوی  آرام 

دارای دارد  عصبی سلسله و  خواب خواص  و  آوری 

مورفين  کنندهیت تقو  تسكين   برای آن از و است  اثر 

لرزش  عصبی، هایناراحتی کهولت،   زمان هایپارکينسون، 

ی  جنس   یقوا  شیافزاو    درد دندان  ميگرن،ی  تسكين دردها

از  گونه    9  تعداد   .( et alYadav,. 2018)شود  می استفادهنيز  

گياهان،   دراین  و    منحصراً  و  آن  گونه    18ایران  ایران  در 

دارند پراکندگی  اطراف   نشان موضوع این  .کشورهای 

.  است  بسيار غنی دانهبنگ پلاسم از نظر ژرم دهد که ایرانمی

آلكالوئيدها  گسترده  بنگکاربردهای  صنعت   دانهی  در 

کميت  و    نژادیبه،  داروسازی و  کيفيت  افزایش 

 ی برااولين قدم  سازد.  این گياه را ضروری میآلكالوئيدهای  

تنوع  دانهبنگ  یرو   نژادیبه  ی هابرنامه  یاجرا از  اطلاع   ،

خو   یكيژنت روابط  مختلف    یهاپ ياکوت  ني ب  یشاوندیو 

ژنت  مطالعهبا  .  است  دانهبنگ ذخایر  توان  می  یكيتنوع  از 

گياه  ژنتيكی و  این  کرد  پدیده    القایضمن    حفاظت 

  ی ابی ارز  .دست یافت   دیبريبذور ه  انبوه  هتروزیس به توليد

ژنت اساس خصوص  ی كيتنوع    بر زمان  ک،یمورفولوژ  اتيبر 

قرار    یطيمح  راتييتغ  رياز صفات تحت تأث  یو تعداد  است 

لذا  رنديگ یم کارا   نیا.  ن  ییروش  را   اما؛  رددالازم 

 عوامل از ناشی اثرات حذف با DNA بریمبتن نشانگرهای

بسياری  نشانگرهای به مربوط  مشكلات  از محيطی، 

 Hosseini) اندکرده برطرف را بيوشيميایی و مورفولوژیكی

et al., 2021).    و  هستند  تعداد این نشانگرها بسيار فراوان

. در ضمن باشندمیمرحله از رشد گياه، قابل استفاده   در هر

 کاهشرا    نژادی بههای  پروژه  هزینهزمان و  این نشانگرها  

(.   et al ; Chen., 2021et alKaab Omeer ,.2020)  ددهنمی

گونهانگشت  ژنتيكی  بنگنگاری  از   دانههای  استفاده  با 

مورفولوژیكی  ،   ( Mirzadeh Waqfi, 2013)  نشانگرهای 

ای  های ذخيره پروتئين   ،  ( Khosru Mehr et al., 2012)   آناتومی 

 Kouhsari et)   ها ایزوزایم   ، ( Mahfouz and Ottai, 2011)   دانه 

al., 2006 ) نشانگر ،RAPD   (Yousefi, 2009 )   و نشانگر  ISSR  

 (Nejad Habib Vash et al., 2012 انجام گرفته )   .است 

پژوهشگران  عقيده  به   مولكولی  نشانگرهای ،  به  نسبت 

دقيق  نشانگرهای  ارزیابی  تنوع  مورفولوژیک،  از  ژنتيكی  تری 

می بنگ  ارائه  بين  .  (  et alPrasad. ,2022) دهند  دانه  این  در 

توليد    دليل به   REMAPو   IRAPنشانگرهای رتروترانسپوزونی  

،  ی فن  مطلوب، سهولت  تكرارپذیری بسيار  بالا،  بسيار  چندشكلی 

ها، ژنوم اغلب  در  بالا  فعاليت  و  ژنوم، فراوانی  کل  در  پراکندگی 

 بودن ژنوم، مستقل در هاآن خطی افزایشو    درج پایداری

به  نسخه از جدید نسخ درج جایگاه  بسيار ابزاری اوليه، 

فيلوژنی آلایده مطالعات  Sevindik and ayırC ,)   برای 

-انگشت  ،( et alBaloch ,.2022)  ژنتيكیتنوع  ،  (2022

به  گزینش  ،( et alCarracedo ,.2022)  ارقام ژنومی گارین

 کردن نشانمند ،( et alAfanasenko ,.2022) نشانگر کمک

از   اند.گشته تبدیل  (Sheidai and Zanganeh, 2022ها )ژن

نشانگرها گونه  سابقاً  این  بين  تنوع  تعيين  های  برای 

Solanaceae   اما در مورد تنوع ژنتيكی    ،ست ا  استفاده شده

گونه روی  گزارشی  بنگ  هایبر  بدانه  نشده    ارائهحال  هتا 

یک خانواده با تعداد زیادی    Solanaceaeطور کلی  است. به

مناسب    تروترانسپوزونی نسبتاًبرای مطالعات ر گونه است و

از  است  مختلف  مطالعات  در  پژوهشگران  اساس  این  بر   .

  Tnt1Aرتروترانسپوزونی فعال    LTR  تشخيص اولينجمله  

توتون   تنوع  بررسی  ،    (Grandbastien et al., 1989)از 

ارزیابی (،  Rogers and Pauls, 2000) فرنگی  گوجه  ژنتيكی

و برای    (Manetti et al., 2007)  زمينیسيب ژنتيكی  تنوع  

های نزدیک  زمينی، تاتوره و گونه فرنگی از سيب تمایز گوجه 
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 (Lightbourn et al., 2007  از نشانگرهای رتروترانسپوزونی )

امكان استفاده از    ی اب ی ارز   منظور به   پژوهش این  اند.  استفاده کرده 

  ن ي ب   ی ك ي تنوع ژنت   ی در بررس ی رتروترانسپوزونی  نشانگر مولكول 

بندی و ارزیابی پتانسيل  جهت طبقه   دانه بنگ   ی ها توده   و درون 

 آینده صورت گرفت.   نژادی   به های  ها در برنامه آن 

 ها مواد و روش 

اطلاعات    ی سر   ک ی   و کسب   ران ی با مطالعه فلور ا   1398در سال  

ابتدا  مغان،    مرکز تحقيقات کشاورزی   مكتوب از پژوهشگران ر ي غ 

اردب   ی شرق   جان ی آذربا   ی ها استان در    اهان ي گ   ن ی ا رویشگاه     ل ي و 

هر   دانه بنگ   توده   10  تعداد   شدند.   شناسایی  از  بوته    10توده    و 

 آوری و  جمع ها  ت ي جمع های جوان و سالم این  گزینش شد. برگ 

وارد تانک ازت مایع شده و تا زمان  اتانل،  پس از ضدعفونی با الكل  

 نگهداری  گراد سانتی درجه  - 80با دمای   فریزر  در   DNA  استخراج 

های  روش  از  تلفيقی  از   DNA   برای استخراج   (. 1  )جدول  شدند 

معروف  )  و   سقایی   و   ( Saghai-Maroof et al., 1984همكاران 

برای    .شد  استفاده  ( Probeski et al., 1997)  و همكاران  پروبسكی 

دستگاه  با استفاده از    DNA  ی ها غلظت نمونه ،  DNA  ت ي کم تعيين  

  ی ها موج طول   و   ی نور   جذب   ی ها با استفاده از نسبت اسپكتروفتومتر  

  ، ی ن ي پروتئ   ی ها ی آلودگ   ب ي ترت نانومتر به   320و   260/ 230،  260/ 280

.  قرار گرفتند   سنجش مورد    معلق   و ذرات   ی فنل ی و پل   ی د ی ساکار ی پل 

  ی رو   ها ی، نمونه استخراج   DNAی  ها نمونه ی کيفی  اب ی منظور ارز به 

 .  قرار گرفتند   ی مورد بررس ژل آگارز یک درصد  
 

 مطالعه مورد دانهبنگ های ژنوتيپ مشخصات  -1جدول 

Table 1. Characteristics of studied henbane genotypes  

 گونه

Species 

 تعداد 

 ژنوتيپ

No. of 

genotypes 

 استان
Province 

 محل جمع 

ی آور  

Gathering 

location 

 ارتفاع از سطح 

ا ی در  

Altitude 

 عرض

ییايجغراف  

Latitude 

 طول 

 جغرافيایی

Longitude 

H.reticulatus 10 

 اردبيل 
Ardebil 

 اردبيل 
Ardebil 

1350 382484 483001 

H.reticulatus 10 
 خلخال

Khalkhal 
1843 390428 477543 

H.pusillus 10 
 شهر نيمشك

Meshkinshahr 
1400 383981 476777 

H.niger 10 
 گيوی

Givi 
1700 376868 483373 

H.pusillus 10 

 شرقی آذربایجان
East Azerbaijan 

 تبریز

Tabriz 
1348 380792 462885 

H niger 10 
 شبستر

Shabestar 
1660 382130 455930 

H.reticulatus 10 
 آذرشهر 

Azarshahr 
1468 374625 458521 

H.pusillus 10 
 سراب 

Sarab 
1650 375770 473480 

H.pusillus 10 
 اهر 

Ahar 
1341 382839 400412 

H.niger 10 
 هریس

Heris 
1800 382420 472220 
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 REMAP  (Alavikia et و  IRAP نشانگرهای  پژوهش  این  در 

al., 2008 )  ژنوم   تحليل  و  تجزیه  برایHyoscyamus spp.   مورد  

 مراز پلی  ای زنجيره  واکنش   (. 3و    2  جدول گرفتند )  استفاده قرار 

 و  کلندار  روش  با  طابق م  REMAP و   IRAPهای  تكنيک  برای 

 تغييرات  اندکی  ( با Kalendar and Schulman, 2006شولمن ) 

دستگاه    ر ي تكث   .گرفت  صورت  واکنش،  سازی بهينه  جهت  در 

و   ( Bio RAD, C 1000TM Thermal Cycler)   كلر ی ترموسا 

-چرخه واسرشت   ک ی شرح انجام شد:    ن ی بد   PCR  ی ها چرخه 

 36  ، قه ي دق  4مدت  به   لسيوس درجه س  94  ی دما  در   ه ي اول   ی از س 

دما   ی ساز واسرشت شامل    چرخه  س   94ی در    لسيوس درجه 

  ن ي ب   ی اختصاص  ی دما  اتصال آغازگرها در   ، قه ي دق   ک ی   مدت به 

مرحله بسط    ،  آغازگر( بسته به نوع  )   قه ي مدت دو دق به   44-36

چرخه    ک ی و    لسيوس درجه س   72  ی در دما   قه ي دق   8  مدت به 

نها  دما   قه ي دق   8مدت  به   یی بسط  س   72  ی در   . لسيوس درجه 

  2گارز  آ با استفاده از ژل    مراز ی پل ی  ا ره ي زنج محصولات واکنش  

  35تا    25  ی از آغازگرها   IRAPفناوری  در    . ند شد   ک ي درصد تفك 

-رتروترانسپوزون  5́  به   3́  سمت   ی ها  LTRمكمل  ی د ي نوکلئوت 

 Alavikia et)   استفاده شد   ( Hordeum vulgare) ژنوم جو    ی ا ه 

al., 2008 آغازگری  ترکيبات  ایجاد  (. برایREMAP  ،  هشت  کل 

 مورد   ISSRآغازگرهای   از  مورد  11 رتروترانسپوزونی و  آغازگر 

 (. 3و    2  گرفتند )جدول  قرار  استفاده 

اتمام مراحل   از  آشكارساز به   PCRپس  قطعات   ی منظور 

ژل   درها از الكتروفورز نمونه   ن يب   ی چندشكل   و   شده  ر ي تكث 

استفاده  ساعت  2مدت  به  V120  با ولتاژ درصد   8/1آگارز  

از   بعد  ژل شد.  الكتروفورز  به انجام   در  قه يدق 15مدت  ها 

ات  م   كروگرم يم   5/0  دی بروما   وم ی د ي محلول   تر ي كرول ي در 

رنگ  ی ز ي آم رنگ  سپس  و  مقطر آن   ی بر شدند  آب  با  ها 

 انجام شد.

 

 REMAPمورد استفاده در   ISSR ی مشخصات آغازگرها -2جدول 

Table 2. Characteristics of ISSR primers used in REMAP 

 شماره

Number 
 آغازگر نام

Primer name 
 5́  →  3ʹ یتوال

Sequence 5′ → 3′ 

 (°C) ذوب دمای

Melting temperature 
(C°) 

 (°C)اتصال  یدما

Annealing temperature 
(C°) 

825 ISSR1 (AC)8T 49.2 53 
826 ISSR2 (AC)8C 53.3 53 
827 ISSR3 (AC)8G 54.9 52 
830 ISSR4 (TG)8G 56.1 ø 
834 ISSR5 (AG)8yT 48 53 
835 ISSR6 (AG)8yC 50.3 49 
840 ISSR7 (GA)8yT 48 ø 
841 ISSR8 (GA)8yC 50.3 53 
845 ISSR9 (CT)8rG 50.3 ø 
847 ISSR10 (CA)8rC 50.3 49 
848 ISSR11 (CA)8rG 50.3 49 

Ø: ،به نشانه عدم تكثير r دهنده نشان A یا G وYدهنده نشان C یا T باشدمی . 

Ø: As a sign of non-replication; r: represents A or G and Y: represents C or T. 

 
 در مطالعه مورد استفاده  یرتروترانسپوزون ی مشخصات آغازگرها -3جدول 

Table 3. The characteristics of retrotransposon primers used in the study 
 آغازگر  و جهت  نام

Name and direction of primer 
  (ʹ3 →ʹ5)  توالی

Sequence (5ʹ→ 3ʹ) 
Sukkula→ GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC 
Nikita→ CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC 

LTR6149→ CTCGCTCGCCCACTACATCAACCGCGTTTATT 
3ʹLTR→ TGTTTCCCATGCGACGTTCCCCAACA 

LTR6150← CTGGTTCGGCCCATGTCTATGTATCCACACACATGTA 
5ʹLTR1← TTGCCTCTAGGGCATATTTCCAACA 
5ʹLTR2← ATCATTCCCTCTAGGGCATAATTC 

LTR7286→ GGAATTCATAGCATGGATAATAAACGATTATC 
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 (C°)  یی دوتا   بات ي به شكل مستقل و ترک   ی رتروترانسپوزون   ی آغازگرها   نه ي اتصال به   ی دما   - 4جدول  
Table 4. Annealing temperature of retrotransposon primers either alone or in combinations (°C) 

LTR7286 5ʹLTR2 5ʹLTR1 LTR6150 3ʹLTR LTR6149 Nikita Sukkula 

 نام آغازگر
Primer 

name 

       ø Sukkula 
      ø 62 Nikita 
     62 ø ø LTR6149 
    64 ø 66 ø LTRʹ3 
   ø 65 ø ø ø LTR6150 
  ø ø ø ø ø ø 5ʹLTR1 
 60 ø ø ø ø ø ø 5ʹLTR2 
ø ø ø ø ø ø 59 ø LTR7286 

Ø :موفق  ريعدم تكث 

Ø: No successful replication  

 
 مربع  جمع  از  استفاده  با (  PIC)   چندشكل  اطلاعات  محتوای 

𝑃𝑖آللی  فراوانی 
مربع  و  2 𝑃𝑗آلل  وجود  عدم  فراوانی  جمع 

 و   2

-PIC =1رابطه   طریق  از  منومورف  لوکوس  حذف  ∑ Pi
2  

شاخص  (.  Chadha and Gopalakrishna, 2007)   شد  محاسبه 

 هر   MI = PIC × EMR  فرمول  از  استفاده  با   ( MI)  نشانگری 

 مؤثر  چندگانه   نسبت   EMRرابطه   این  در .  شد  محاسبه  آغازگر 

 در  موجود  شكل چند  ژنی  های تعداد جایگاه  بيانگر  که  باشد می 

 محاسبه  β pn = EMR ×رابطه  برحسب  و  است  یک ژنوتيپ 

  شكل چند   ی های ژن گاه ی جا کل   عداد ت  pnرابطه   ن ی ا   در .  شود می 

 تعداد  pn . آید می  دست به   =npnp + np / nβ  رابطه  از  βو  باشد می 

می یک  باندهای  تعداد   npnو    شكل چند باندهای    باشد شكل 

 (Powell et al., 1996  .) افزار نرم  از  استفاده  با  محاسبات  این 

Excel   گرفت  انجام.   

 اطلاعات  شاخص  از  استفاده  با  ها گروه  درون  ژنتيكی  تنوع 

- = Iبا رابطه  شانون  ∑ PilnPi  آن  در  که  شد.  تعيين iP  فراوانی 

  (.Zhu et al., 1998)   باشد می  معين  جایگاه  یک  در   i  آلل 

 و  اکسكوفير  روش  اساس  بر  مولكولی  واریانس  تجزیه  منظور به 

 به  تجزیه  همچنين  و   ( Excoffier et al., 1992)   همكاران 

 GenAlEx 6.4   (Peakal and  افزار نرم  از  اصلی  بردارهای 

Smouse, 2006 )  ی لوژن ي ف   هی انجام تجز   ی برا  .شد  ستفاده ا ،  

که بر اساس    GenAlEx 6.4  افزار فاصله حاصل از نرم   س ی ماتر 

تعر  توسط هاف و همكاران   ف ی فاصله   ,.Huff et al)   شده 

 ,.MEGA   (Tamura et al  افزار نرم  برآورد شده بود، به   ( 1993

 Minimumالگوریتم   از  استفاده  با  سپس   .شد  منتقل   ( 2007

Evolution   .شد رسم  هر به   دندروگرام  سهم  تعيين    منظور 

  استفاده شد.   اصلی   های مؤلفه   صفت از تنوع کل از تجزیه به 

بردارها   ه ی تجز  نرم   ز ي ن   PCOAی اصل   ی به  از  استفاده   افزار با 

GenAlEx 6.4   فاصله هاف و همكاران   س ی ماتر   و بر اساس  

 (Huff et al., 1993 )   ارز ت   ی اب ی با هدف    ه ی تجز   ج ی نتا   د یي أ و 

 انجام شد.   ای خوشه 

 و بحث   ایجنت

استخراج شده با استفاده از روش    DNA  کميت و کيفيت 

اسپكتروفتومتری و الكتروفورز ژل آگارز مورد بررسی قرار  

داد  .  گرفت  نشان  اسپكتروفتومتری   ی DNAکه  نتایج 

از کيفيت  دانه  بنگهای مختلف  ژنوتيپ استخراجی از برگ  

 ، DNA . در استخراجاست برخوردار  نسبتاً خوبیو کميت 

با  .  بود  1/ 75  ±  1/ 6نانومتر بين    280به    260نسبت جذب  

جذب   نسبت  از  آلودگ   320استفاده    ی ها ینانومتر 

ن  یفنولیپل  ،یدیساکاریپل معلق  ذرات    شد   ی بررس  ز يو 

  .(5 جدول)
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 .Hyoscyamus spp هایژنوتيپ  ژنومی استخراجی از DNAکيفيت   و کميت  تعيين اسپكتروفتومتری نتایج  - 5جدول  
Table 5. Spectrophotometric results showing the quantity and quality of genomic DNA extracted from Hyoscyamus spp 

genotypes. 
 تعداد 

 نمونه 
Number of samples 

 DNAغلظت ميانگين  

 ليتر( ر ميلی ب   )ميكروگرم 

Average DNA concentration (μg/ml) 

 نسبت جذب ميانگين  

280/260 
The average absorption ratio is 

260/280 

 جذب ميانگين  

 نانومتر   320

Average absorbance 320 nm 
96 410 ± 771.5 1.6  ±1.75 0.002  ±0.005 

 

  از :  IRAP  نشانگرهای  کارایی  و  ژنومی  اطلاعات  چندشكلی، 

  ب ي ت ترک ف ، ه  LTRممكن حاصل از هشت آغازگر   ب ي ترک   36
و   ر ي تكث  هشت  تمام    البته   داشتند.   ی ازده ي امت   قابل   مناسب 

بررس  مورد  نتا   ، داشتند   ر ي تكث   ی رتروترانسپوزون    نشان   ج ی اما 

  جو در   LTRواجد    ی ها رتروترانسپوزون   کم   تعداد  دهنده وجود 

در مجموع    ی آغازگر   بات ي ترک   است. Hyoscyamus spp . ژنوم  

کردند که تمام    جاد ی ا   باز جفت   3000تا   200نشانگر با طول   59
  ی تعداد متوسط نشانگرها به ازا (.  1  شكل )   بودند   چندشكل  ها آن 

ترک  مقاد   3/ 675آغازگر،    ب ي هر  از    ر ی و    ب ي ترک   ی برا  1/ 5آن 

-LTR6149ی برا   5/ 18تا    LTR7286-Nikita  ی آغازگر 

LTR6149   ا   ن یي پا   بود.   ر ي متغ در   ن ی بودن  با    سه ی مقا   مقدار 

  جاد ی شكل ا تعداد کم نشانگر چند   دليل به   تواند ی م   گر ی مطالعات د 

تواند مبين فاصله  که خود نيز می   شده توسط هر آغازگر باشد 
و    Hyoscyamusدر ژنوم    LTRهای  زیاد این رتروترانسپوزون 

آن  اندک  فراوانی  کل  باشد در  تحقيق    . ها  این    ی محتوا در 

چند  ) شكل اطلاعات  م   متوسطی   ( PICی  ی  برا   0/ 30ن ي انگ ي با 
برآورد شد.   ی نشانگرها  مقدار   حاصل   PICحداکثر و حداقل 

و    LTR6149-LTR6149  ی ترکيب برا   0/ 434برابر با    ب ي ترت به 
 محاسبه شد   Sukkula-Nikitaی  آغازگر  ب ي ترک   ی برا   0/ 208

تواند  می در نشانگرها    PICدليل پایين بودن مقدار   . ( 6 جدول ) 
رتروترانسپوزونی و در نتيجه  مربوط به یكسان بودن الگوی درج  

  تسيه حسنی  یكسان بودن افراد از لحاظ ژنتيكی و تكاملی باشد. 

همكاران     تنوع  ارزیابی   در   (  2014et alHassani Tsieh ,.) و 
  از  استفاده  با  توتون  مختلف  های تيپ  درون  و  بين  ژنتيكی 

  ی چندشكل   اطلاعات   ميزان   ،   REMAP  و   IRAP  نشانگرهای 

  تا   0/ 34  را   نشانگر   شاخص   و   0/ 33  تا   0/ 16  بين   را   نشانگرها 
گروهی    . آوردند   دست به   مطالعه   مورد   های ژنوتيپ   کل   در   6/ 25

با    ی ن ي زم ب ي س   پ ي ژنوت   151  ی ك ي ژنت در بررسی تنوع    از محققان 

  ی اطلاعات چندشكل   ی محتوا   ن ي انگ ي م ،  iPBSاستفاده از نشانگر  
 ,.Demirel et al)  آوردند   دست به   0/ 31تا    0/ 12  را آغازگرها  

)   گلفزایی زاده حسن م   . ( 2018 همكاران   Mohsenzadehو 

Golfzaei et al., 2012 )    های  بررسی تنوع ژنتيكی ژنوتيپ در

گرمخانه  توتون  نشانگر مختلف  از  استفاده  با  و    ISSR  ای 

اطلاعات چندشكلی نشانگرها    ، رتروترانسپوزون  بين  را  ميزان 
نشانگر    0/ 46تا    0/ 27 شاخص  دست  ه ب   5/ 87تا    1/ 15را  و 

  نه ي ش ي ب   ر ی و مقاد   2/ 59برابر با   این پژوهش   در   MIن ي انگ ي م   آوردند. 

کم  با    ب ي ترت به   آن   نه ي و    آغازگر   ی برا   1/ 073و    4/ 344برابر 
LTR6149   ی آغازگر   ب ي و ترک LTR7286-Nikita  آمد   دست به  

  LTR6149و    LTR-LTR6150ʹ3های  آغازگر (.  6  جدول ) 
یی  کارا توانند  می   4/ 344و    3/ 560  ی شاخص نشانگر   با   ب ي ترت به 

 . ها داشته باشند بالایی در تفكيک ژنوتيپ 

کارا   ی چندشكل   ترکيب  88 از :  REMAP  ی نشانگرها   یی و 

 ترکيب  LTR  ، 12آغازگر  8 و  ISSR آغازگر  11 از  حاصل  ممكن 

 نشانگر  92 ترکيب،  12بودند. حاصل این   مطلوب  تكثير  دارای 

تعداد  باز جفت  3000 تا  200 طول  با  شكل چند  متوسط   بود. 

 2/ 01 از  آن  مقادیر  و  3/ 636 آغازگر،  ترکيب  هر  ازای  به  نشانگر 
 برای   5/ 69تا    ISSR834  و   LTRʹ3  آغازگرهای  ترکيب  برای 

 مقادیر  حداقل  و  حداکثر   .بود  متغير   ISSR841و   LTR2ʹ5 ترکيب 

PIC   3 ترکيب  برای  0/ 405 با  برابر  ترتيب بهʹLTR-ISSR834  و 

 آن  ميانگين  و   LTR-ISSR841ʹ3آغازگری   ترکيب  برای  0/ 276

 بيشينه  مقادیر  و   2/ 47  با  برابر  MI ميانگين  شد.  محاسبه  0/ 32 برابر 

 آغازگری  های ترکيب  برای  1/ 217 و  3/ 460 با  برابر  آن  کمينه  و 

LTR7286-ISSR835   3  وʹLTR-ISSR834   آمد.  دست به   
،  LTR2-ISSR835   ،5ʹLTR2-ISSR841ʹ5آغازگرهای 

LTR7286-ISSR825 ،  LTR7286-ISSR847   و  LTR7286-

ISSR835    یی بالایی در  کارا   های نسبتاً بهتر، شاخص نشانگر با
ژنوتيپ  )جدول  تفكيک  داشتند   و گلفزایی  زاده محسن   (. 7ها 

 (  در  نيز   ( Mohsenzadeh Golfzaei et al., 2012همكاران 

را بين    PICای ميزان  های گرمخانه توتون  ژنتيكی  تنوع  بررسی 
 . گزارش کردند   0/ 46تا    0/ 27
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 IRAP باتيترک( PIC) یچندشكلاطلاعات  زانيو م(  MIنشانگر ) شاخص  - 6جدول  

Table 6. Marker index (MI) and polymorphic information content (PIC) of IRAP combination 
 شاخص نشانگر

Marker index 
 ی چندشكلاطلاعات  زانيم

Polymorphic information 
 ی آغازگر اتبيترک

Premier combination 
2.033 0.290 3ʹLTR- Nikita 
2.835 0.315 3ʹLTR-3ʹLTR 
3.560 0.356 3ʹLTR-LTR6150 
1.073 0.268 LTR7286- Nikita 
4.344 0.434 LTR6149-LTR6149 
2.644 0.240 5ʹLTR2-5ʹLTR1 
1.665 0.208 Sukkula-Nikita 

2.59 0.30 
 ميانگين 

 Mean 

 

 
 دانه بنگ درLTRʹ3 آغازگر از حاصل IRAP نشانگرهای یچندشكل  - 1شكل  

Figure 1. Polymorphism of IRAP markers from the 3ʹLTR primer in henbane 

 

 
 دانهبنگ در ISSR835-LTR7286 آغازگری ترکيب  از حاصل REMAP نشانگرهای شكلیچند  - 2شكل  

Figure 2. Polymorphism of REMAP markers resulting from ISSR835-LTR7286 primer combination in henbane 
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 REMAP باتيترک  ((PIC یشكلاطلاعات چند زانيو م  ((MIشاخص نشانگر   - 7جدول  

Table 7. Marker index (MI) and polymorphic information content (PIC) of REMAP combination 
 شاخص نشانگر

Marker index 

 ی چندشكلاطلاعات  زانيم

Polymorphic information 

 ی آغازگر اتبيترک

Premier combination 
3.329 0.369 5ʹLTR2-ISSR835 

3.264 0.326 5ʹLTR2-ISSR841 

1.881 0.313 3ʹLTR-ISSR827 

1.217 0.405 3ʹLTR-ISSR834 

1.464 0.366 3ʹLTR-ISSR847 

2.229 0.276 3ʹLTR-ISSR841 

2.863 0.278 5ʹLTR1-ISSR826 

2.295 0.286 5ʹLTR1-ISSR841 

3.388 0.286 LTR7286-ISSR825 

1.817 0.376 LTR7286-ISSR840 

3.460 0.302 LTR7286-ISSR847 

3.460 0.346 LTR7286-ISSR835 

2.47 0.32 
 ميانگين 

Mean 

 
ژنت  یبررس گروه  یكیتنوع   ژنتيكی تنوع ميزان:  هادرون 

 Zhu)  شانون اطلاعات شاخص از استفاده با هاگونه درون

et al., 1998) برای  (.8  جدول) گردید محاسبه  

 تنوع سطح کمترین و بيشترین ترتيب به   IRAPنشانگرهای

  و   0/ 523 با برابر شانون ژنی تنوع شاخص بر اساس ژنتيكی

نشانگرهای  برای مقدار  این حداقل و حداکثر بود.  0/ 267

REMAP  بيشتر بودن   شد. رآوردب  0/ 306  و 0/ 516 با برابر

است.  جمعيتی   درون  تنوع دهنده نشان شانون  ميزان شاخص

ها بالاتر باشد، که ميزان شاخص شانون در آن ژنی هایمكان

بين میها  ژنوتيپ  تنوع  نشان  بهتر  و دهند. حسنیرا  تسيه 

شاخص  ميانگين  (Hassani Tsieh et al., 2014)همكاران  

توتون   شرقی  و  ای گرمخانه  بارلی،  های تيپ برای  را شانون 

و ه ب   37/0و    26/0،  37/0،  5/0  ترتيببه  آوردند  دست 

  و   RTR-1،RTR-10 ،RTR-8   ،RTR-2  آغازگرهای 

UBC823+RTR-8  که  شاخص ميزان بيشترین دارای را 

آغازگرهایبه  را  بودند شانون برای عنوان   توجيه مطلوب 

کردند.   جمعيتی  درون ژنتيكی   تنوع بهتر معرفی  در توتون 

زمينی با استفاده از  سيب   هایژنتيكی ژنوتيپ  تنوعبررسی  

 Sokhdariو همكاران )  سخدریتوسط  ،  ISSRنشانگرهای  

et al., 2013  )که   ست آمددهب  0/ 5اطلاعات شانون   شاخص

دهنده   ژنوتيپ وجود  نشان  بين  مناسب  -سيب   هایتنوع 

-در مطالعه(  Niu and Zhao, 2010)  ژاو و  نيوو است.  زمينی

  ی رقم بادمجان توسط نشانگر مولكول  73  ی كيتنوع ژنت  ی

REMAP،  را   بادمجان  بين ارقام  اطلاعات شانون  شاخص  

آورددهب  0/ 5424 از    ندست  نشان  ارقام   بالاتنوع  که   بين 

برآورد شاخص  .(Niu and Zhao, 2010) دهدمی  بادمجان

، نشان دهنده تنوع ژنتيكی  این پژوهش  تنوع شانون بالا در

نشانگرهای   بالای دانه و درجهای بنگجمعيت بالا در درون  

 دانه است. بنگ هایجمعيت  در ژنوم رتروترانسپوزونی

 نتایجمطابق    (:AMOVA)  ی مولكول واریانس تجزیه

 92 و IRAP نشانگر 59 از حاصل مولكولی واریانس تجزیه

لحاظ گونه بين اختلاف REMAP نشانگر از  ها 

نشانگرهای  غيرمعنی  IRAPنشانگرهای لحاظ  از  ولی  دار 

REMAP  (. 9 بود )جدول دارمعنی  0/ 05احتمال   سطح در

درون جمعيت  و  بين  سيستم  واریانس  دو  هر  لحاظ  از  ها 

در دو   دارمعنی  0/ 01احتمال   سطح نشانگر  هر  در  و  بود 

 واریانس از ها بيشترجمعيت  واریانس درون سيستم نشانگر، 

 تواننتایج حاصل می  شد. بر اساس ها برآوردجمعيت  بين

ها  جمعيت  بالا بودن واریانس درون علت که به داشت  اظهار

گونه بين  آزادی  درجه  بودن  کم  همچنين  تنوع و   بين ها، 
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  IRAPویژه  ای از نظر نشانگرهای رتروترانسپوزونی بهگونه

دار بودن  قابل مشاهده نبود. از سوی دیگر با توجه به معنی

بين که  می نيز هاجمعيت  واریانس  داشت  اذعان  توان 

 توجهیقابل مقادیر نيز دارای  جمعيت  های درونواریانس

های مورد  ی در داخل جمعيت املاحظهقابلباشند و تنوع  می

-جمعيت  در جمعيتی درون ژنتيكی مطالعه وجود دارد. تنوع

بود   بيشتر بين جمعيتی تنوع با مقایسه در  مطالعه مورد ایه

های ژنتيكی زیاد وجود تفاوت ناشی ازتواند این امر می که

های ژنی تكثير یافته  افراد درون جمعيت از لحاظ مكاندر  

 باشد.ناهمگنی درون جمعيت یدی بر و مؤ باشد

 

 REMAPو IRAP یآغازگر  باتيترک مربوط شاخص اطلاعات شانون   - 8جدول  
Table 8. Shannon information index related to IRAP REMAP primers 

 شاخص اطلاعات شانون 

Shannon information 

index 

 IRAP آغازگری اتترکيب
IRAP primer  

combination 

 شاخص اطلاعات شانون 

Shannon information 

index 

 REMAP یآغازگر ترکيبات
REMAP primer  

combination 
0.368 3ʹLTR-Nikita 0.414 5ʹLTR2-ISSR835 

0.397 3ʹLTR-3ʹLTR 0.352 5ʹLTR2-ISSR841 
0.424 3ʹLTR-LTR6150 0.414 3ʹLTR-ISSR827 
0.322 LTR7286-Nikita 0.516 3ʹLTR-ISSR834 
0.523 LTR6149-LTR6149 0.423 3ʹLTR-ISSR847 
0.318 5ʹLTR2-5ʹLTR1 0.318 3ʹLTR-ISSR841 
0.267 Sukkula-Nikita 0.306 5ʹLTR1-ISSR826 

- - 0.326 5ʹLTR1-ISSR841 
- - 0.343 LTR7286-ISSR825 
- - 0.474 LTR7286-ISSR840 
- - 0.338 LTR7286-ISSR847 
- - 0.446 LTR7286-ISSR835 

0.374 IRAP    ميانگين 
Mean of IRAP 

0.778 REMAP   ميانگين 

Mean of REMAP 

 
تواند دلایل  طور کلی ناهمگنی زیاد در درون جمعيت میبه

های  ، دگرگشنی، تلاقیپلوئيدیپلیجمله ماهيت    زیادی از

مختلف بين ارقام، اختلاط فيزیكی بذور و غيره داشته باشد.  

به  دتوانمیبالا بودن تنوع در درون جمعيت  این تحقيقدر 

های مختلف، اختلاط بذور انجام تلاقی بين ارقام از گروه

هنگام تكثير یا کافی نبودن ترکيبات آغازگری برای پوشش  

ها از لحاظ کامل ژنوم و در نتيجه عدم ارزیابی کامل ژنوتيپ 

بين   تنوع کمتر در.  مرتبط باشدتنوع ژنتيكی در کل ژنوم  

  های مورد مطالعه نشان دهنده ميزان بالای جریان جمعيت 

این، بخش بزرگی    برعلاوهباشد.  می  هاژنی مابين جمعيت 

فعاليت    خاطربهتواند  ها احتمالاً میجمعيت   از تنوع درون

های  چندشكلی درجی منحصر خانواده مختص جمعيت و

جمعيت ارتروتر این  در  مطالعه  مورد  باشد. نسپوزونی   ها 

  تسيه حسنی  توسط   ج حاصل از تجزیه واریانس مولكولینتای

همكاران   تنوع   ( 2014et alHassani Tsieh ,.)و  روی 

تيپ  درون  و  بين  که  ژنتيكی  داد  نشان  توتون  کل  از  های 

ژنتيكی تيپ   32/ 73  ،تنوع  بين  ژنتيكی  تنوع  و  درصد  ها 

تيپ   67/ 27 درون  تنوع  آن  می ها  درصد  توجيه  کند. را 

از   ديتتراپلوئ   ین يزمب يس  تيجمع  24ژنتيكی  محققان تنوع  

را مختلف  از    کشورهای  استفاده  ،  SCOT  ینشانگرهابا 

ISSR    وRAPD    با و  تحل  هیتجزبررسی    انس یوار  ليو 

  جمعيتی که تنوع درون    ندنشان داد  ( AMOVA)  یمولكول

Gorji ) است   جمعيتیبالاتر از تنوع بين    یتوجهقابل  طوربه

et al., 2011).   
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 REMAPو    IRAP  ی نشانگرها   ی مولكول   انس ی وار   ه ی تجز   ج ی نتا   - 9جدول  
Table 9. Results of molecular variance analysis of IRAP and REMAP markers 

 نوع آغازگر 
Primer type 

 منابع 

 ات تغيير   

S.O.V 

 درجه 

 آزادی 
D.F 

مجذور  
 مربعات 

S.S 

ميانگين  
 مربعات 
M.S 

درصد  
 واریانس 

%Variance 

برآورد    انس ی وار 
 شده 

Estimated 
Variance 

شاخص  
 تثبيت 

Fixatin 
index 

P 

IRAP 

 ها گونه  بين 
Between Species 

2 35.176 17.638 0 0.00 0.000 0.967 

 ها جمعيت  بين 
Between Populations 

7 142.941 20.420 12 1.196 **0.117 0.001 

 ها درون جمعيت 
Within Populations 

86 772.867 8.987 88 8.986 **0.882 0.001 

 کل 
Total 

95 951.083  100 10.183   

REMAP 

 ها گونه  بين 
Between Species 

2 84.092 42.046 1 0.157 0.010 0.036 

 ها جمعيت  بين 
Between Populations 

7 258.015 36.859 15 2.447 **0.152 0.001 

 ها جمعيت  درون 
Within Populations 

86 1157.633 13.461 84 13.461 **0.838 0.001 

 کل  

Total 
95 1499.740  100 16.065   

 درصد  1 احتمال سطح دار درمعنی: **
**: Sighnificant at 1% probability level 

 

اساس    ای خوشه   ه ی تجز   دندروگرام :  IRAP  ی نشانگرها بر 

 بين  های فاصله  اساس ماتریس  بر  IRAP نشانگرهای  از  حاصل 

همكاران  هاف  ماتریس  از  حاصل  گروهی   ,.Huff et al)   و 

 شده  آورده   3  شكل  در   Minimum Evolution  روش  با  ( 1993

دندروگرام،  توجه  با  است.   از  دانه بنگ  ژنوتيپ   96 برای  به 

 بندی گروه  H.niger و   H.reticulatus  ،H.pusillusهای گونه 

 حالت  و در  نشد  مشاهده   یكدیگر ها از  برای تفكيک توده مناسبی  

 IRAP نشانگرهای  لحاظ  از  ها توده  در  که  گفت  توان کلی می 

نشان   امر  این  نداشت.  وجود  جغرافيایی  نظر  از  تفكيک چندانی 

بنگ توده   بين  ژنتيكی  شباهت  دهنده   های استان  در  دانه های 

 .است  اردبيل  و  شرقی آذربایجان 

 توجه با  :REMAP  یبر اساس نشانگرها  ای خوشه  هی تجز 

 از ژنوتيپ   96،  (4شكل  )  دندروگرام به

  3در    H.nigerو H.reticulatus ، H.Pusillusهایگونه

تقسيم گروهگروه  در  شدند.  قرار   39اول   بندی  ژنوتيپ 

 متعلق ژنوتيپ  10و    8،  10،  2،  9تعداد   ترتيببه گرفتند که

عبارت بودند. به خلخال و به شبستر، گيوی، اردبيل، آذرشهر

و     H.nigerگونه از ژنوتيپ  11دیگر افراد این گروه شامل 

 یک، گروه بودند. در   H.reticulatusاز گونه ژنوتيپ   28

اردبيل هایتوده  به مربوط هایژنوتيپ   بيشتر  و آذرشهر، 

گرفتند. گروه   قرار هستند  H.reticulatusگونه   از خلخال که

،  10، 10ترتيب تعداد ژنوتيپ شد که به 29دوم مشتمل بر 

متعلق به اهر، سراب، هریس و گيوی بودند.  ژنوتيپ   4و    5

 ژنوتيپ  9 و   H.pusillusژنوتيپ از گونه  20از این تعداد،  

 بود که ژنوتيپ  28 ، شامل3بودند. گروه  H.niger گونه از

-مشكين تبریز، به متعلق  1و  2،  5،  10،  10تعداد   ترتيب به

بودند. و آذرشهر  هریس، هر،ش گروه شبستر  این   20 در 

 و H.niger گونه از ژنوتيپ  H.pusillus   ،6گونه از ژنوتيپ 

 قرار داشتند.  H.reticulatus گونه از ژنوتيپ  2

داشت  گروه سه هر در  H.niger  گونه   تفكيک و وجود 

های  ژنوتيپ   .نشد  مشاهده گونه این برای مناسبی

حالیمشكين در  شبستر  و  آذرشهر  فاصله  شهر،  دارای  که 

 شدند.  گروههم های یک و سه  جغرافيایی بودند، در گروه

در مقایسه با    REMAP  در حالت کلی در نتایج نشانگرهای
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به   IRAP  نشانگرهای  بهتری مشاهده شد.  که  طوری تفكيک 

توده ژنوتيپ تمام   در  سراب،   های ها  اهر،  خلخال،  اردبيل، 

های  طور کلی تفكيک شدند و ژنوتيپ شهر و تبریز به مشكين 

ها در یک گروه قرار گرفتند. البته  از توده   هرکدام مربوط به  

تفكيک   ژنوتيپ   صورت به این  برای  به  نسبی  مربوط  های 

از نظر جغرافيایی   شبستر و آذرشهر نيز مشاهده شد.  های توده 

هایی از مناطق  ی مشاهده نشد و ژنوتيپ توجه قابل نيز تفكيک  

عنوان  به   . قرار گرفتند جغرافيایی متفاوت با هم در یک گروه  

شبستر، هریس  های جمعآوری شده از آذرشهر،  نمونه   ، مثال 

از هم قرار  در زیرگروه و گيوی   کاملًا متفاوت و دور  های 

که از نظر جغرافيایی نسبتاً دور    هایی نمونه مخالف  گرفتند و  

مثل )مشكين  بودند  در یک  از هم  شهر، شبستر و آذرشهر( 

 مقدم  مورد  این  در بندی شدند.  زیرگروه و در کنار هم دسته 

بررسی    ( Moghaddam et al., 2000) همكاران   و  تنوع  با 

د   ی ها ت ي جمع   ی ك ي ژنت   Triticum)   ی وحش   د ي پلوئ ی گندم 

trartu Thum ex. Gandil.  ) نشانگرها بيان   م ای زوز ی ا   ی با 

 نظر  از  است  ممكن  هم به  نزدیک  جغرافيایی  مناطق  که  کردند 

 همچنين مناطقی  باشند.  کاملًا متفاوت  با یكدیگر  اکولوژیكی 

 از  است  ممكن  دارند  فاصله  یكدیگر  با  جغرافيایی  نظر  از  که 

 خاطر به  باشند که  شبيه  یكدیگر  به  فيزیولوژیكی  نظر شرایط 

 باشد. می  مشابه  ميكروکليمایی  مناطق  در  ها توده  گرفتن  قرار 

(  Kharestani et al., 2013همكاران )  و  خارستانی  همچنين 

هستند  زمينه  این  در   های گونه  بين  است ممكن   که  معتقد 

توده  شود  مشاهده  ژنتيكی  نظر  از  زیادی  وحشی شباهت  و 

مختلف   های گروه  در  مشابه  های مكان  از  شده  آوری جمع  ای ه 

نشانگرهای   حاصل  دندروگرام  بگيرند.  قرار  ،  REMAPاز 

 چون باشد.می هاتوده تفكيک واره برایدرخت  ترین مناسب 

دارند، پس   نقش نواحی ریزماهواره نشانگرها ایجاد این در

تمایز در تفكيک پراکنش،   توزیع به نسبت  هاتوده و 

 .بيشتری دارند نقش رتروترانسپوزونی

 

 
 Minimum Evolution تمیبا استفاده از الگور  IRAP یدندروگرام حاصل از نشانگرها -3شكل 

Figure 3. Dendrogram of IRAP markers using Minimum Evolution algorithm 
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 Minimum Evolution الگوریتم از استفاده با REMAP نشانگرهای از حاصل دندروگرام -4شكل 

Figure 4. Dendrogram of REMAP markers using Minimum Evolution algorithm 

 
تحلیل   و  تجزیه    نشانگرهای  اساس بر  PCoAنتایج 

IRAP:  در PCoA کلدرصد    25/ 28 اول اصلی مؤلفه  سه 

 در نشانگرها دهدمی نشان که کردند توجيه را تغييرات

  اند و توزیع نسبتاً نكرده پيدا تجمع ژنوم خاصی از قسمت 

 . (10جدول ) یكنواختی در کل ژنوم دارند

 معمولاً و سراسری توزیع دارای  LTRهای  رتروترانسپوزون

 تكنيک در هستند. از سوی دیگر گياهی هایژنوم در همگنی

IRAP  هنگامی تكثير  دو که گيردمی انجام قطعات 

 باشند نزدیک هم به کافی  حد به رتروترانسپوزون

(Kalendar and Schulamn, 2006)  قرارگيری    بنابراین؛

مختلف در نزدیكی یكدیگر و    LTRهای  رتروترانسپوزون

نمی انتظار  از  دور  ژنوم  کل  در  یكنواخت   .باشدبه شكل 

 تجزیه از حاصل هاییافته اصلی، بردارهای به تجزیه نتایج

  5شكل به توجه با کهیطوربه  کند.می یيدأت را فيلوژنی

  .شودنمی مشاهده هاجمعيت  بين مشخصی کاملاً بندیگروه

م  که  پژوهشی  همكاران  و    گلفزایی زاده حسن در 

 (Mohsenzadeh Golfzaei et al., 2012 )    ژنتيكی  روی تنوع 

گرمخانه ژنوتيپ  توتون  مختلف  از  های  استفاده  با    نشانگر ای 

ISSR   تجزیه به بردارهای اصلی    ، انجام دادند   و رتروترانسپوزون

درصد از واریانس    16/ 75لفه اول در مجموع  ؤ که دو م   د نشان دا 

  تنوع   تجزیه به مختصات اصلی در ارزیابی   ند. ن ک می کل را توجيه  

  IRAP  از نشانگرهای   استفاده   با   توتون   مختلف   های تيپ   ژنتيكی 

 Hassani Tsieh etتسيه و همكاران ) توسط حسنی   REMAPو  

., 2014al داد نشان  اول    (  مؤلفه  دو  کل    44/ 39که  از  درصد 

می  توجيه  را  توجيه  واریانس  در  اول  مؤلفه  دو  سهم  و  کنند 

به    درصد بود.   14/ 06و    30/ 33  ترتيب به واریانس کل   تجزیه 

ژنتيكی   تنوع  ارزیابی  در  اصلی  گياه    100مختصات  ژنوتيپ 

  خرازی   و   احمدی شازده توسط    ISSRتوتون با استفاده از نشانگر  

 (Shajdehahmadi and Kharazi, 2015  ) لفه  ؤ نشان داد که سه م

 .  کنند می درصد از واریانس کل را توجيه    79/ 65اول در مجموع  
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تحلیل   و  تجزیه   اساس  بر   PCoAنتایج 

استفاده :   REMAPنشانگرهای   ، REMAPنشانگرهای    از   با 

  تجزیه به مختصات اصلی نشان داد که سه مؤلفه اول در مجموع 
توجيه    18/ 74 را  از واریانس کل    (. 10جدول  (کردند  درصد 

تجمع   تواند ناشی از می  ، REMAPکم توسط نشانگرهای  تبيين 

و   ریزماهواره  های جایگاه  مابين  تكثير  قابل  فواصل  پایين 

درصد   بودن  کم   باشد.  ژنوم  از  خاصی  رتروترانسپوزون، در مناطق 

 به  تجزیه  چندمتغيره مانند  های تجزیه  در  مولكولی  تغييرات  تبيين 

توزیع  ناشی  تواند می  اصلی  های مؤلفه   نشانگرهای  مناسب  از 

 اول  سه مؤلفه  کفایت   عدم  نتيجه  در  و  سراسر ژنوم  در  مولكولی 

توجيه  توزیع  از  . باشد  مولكولی  تغييرات  حداکثر  برای   طرفی 

 بهتر  و  تر دقيق  مفهوم ارزیابی  به  ژنوم  سراسر  در  نشانگرها  مناسب 

 Fazli)  است  ژنوم  کل  از  مناسب  برداری نمونه  دليل به  مولكولی 

and HaghMyrza, 2012  .) عبارت دیگر مناطق قابل تكثير در  به

بودند.   پراکنده  ژنوم  ژنوتيپ کل  نمودار  پراکنش  یک  در  ها 

بندی حاصل  اساس دو مؤلفه اصلی اول، همانند گروه   بعدی بر سه 

ای سه گروه را معرفی کرد و توانست ارقام را  از تجزیه خوشه 

 شكل نماید )  تائيد  را   ای خوشه   تجزیه  نتایج  بالایی  حد  تا تفكيک و  

6 ) .   

 

 دانه بنگ  در  REMAP و  IRAP نشانگرهای  بر اساس  اصلی  بردارهای  توسط  شده  تبيين  واریانس  درصد   - 10جدول  

Table 10. Percentage of variance explained by the main vectors based on IRAP and REMAP markers in Henbane 

 مؤلفه 
Component 

IRAP 

ینشانگرها  

IRAP 

markers 

 درصد واریانس تجمعی 

IRAP 

Cumulative variance 

percentage of IRAP 

ینشانگرها  
REMAP 

REMAP 

markers 

 درصد واریانس تجمعی 
REMAP 

Cumulative variance 

percentage of REMAP 

1 10.99 10.99 7.55 7.55 
2 7.65 18.64 6.49 14.04 

3 6/64 25.28 4.70 18.74 

 

 
 IRAPمربوط به نشانگر  PCoAلفه های اول و دوم تجزیه و تحليل دیاگرام دو بعدی مو  -5شكل 

Figure 5. Two-dimensional diagram of first and second coordinates (axis) principal coordinate analysis (PCoA) 

in henbane based on IRAP markers 
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Figure 5. Two-dimensional diagram of first and second coordinates (axis) principal coordinate analysis (PCoA) 

in henbane based on REMAP markers 

واره  درخت  که داد نشان هاروش این از حاصل نتایج مقایسه

حالت   ترینمناسب ،  REMAP  هایداده از حاصل

 اطلاعات باها  توده  بندیگروه انطباق نظر از بندیخوشه

 بابت  این از  IRAP  نشانگرهای بود. مولكولی و جغرافيایی

بودن    نبودند مطلوب چندان ناکافی   توالی و تعدادکه 

احتمالی  تواند  می،   IRAPآغازگرهای این دليل  ضعف 

   .باشد هاگروه  مناسب  تفكيکدر  نشانگرها

 از حاصل رتروترانسپوزونی آغازگرهای از  پژوهش این در

 ژنتيكی تنوع بررسی در  (Hordeum vulgare)  جو  ژنوم

 در آغازگرها این نسبی کارایی. مشاهده  شد دانه استفادهبنگ

 ژنوم  دو بين تشابه وجود و   .Hyoscyamus spp  ژنوم مطالعه

 ،  BARE-1های رتروترانسپوزون  اجدادی  نقش ،  دانه و جو بنگ 

Sukkula   و Nikita   د. ده می نشان    ها آن  تكامل  و  تكوین  در را  

 که  داشتند  اظهار   ( Alavikia et al., 2008)   همكاران  و  کيا علوی 

  REMAP  و  IRAP های آزمایش  از  حاصل  نشانگرهای  تعداد 

 مربوطه  های نسخ رتروترانسپوزون  تعداد  با  مستقيمی  همبستگی 

 فرد  تكامل  سطح  با  مستقيم  ارتباط  خود  نوبه به  نيز  آن  و  ژنوم  در 

 در  شده  توليد  نشانگرهای  تعداد  که  آنجایی  از  دارد.  مطالعه  مورد 

 ی ها توده  این  که  گرفت  نتيجه  توان می  بوده  کم  نسبتاً پژوهش  این 

 ژنوم  در  جو  های رتروترانسپوزون  از  کمتری  نسخ  دارای  دانه بنگ 

 .هستند  خود 

نسبتاً پایين    IRAPمقادیر تعداد نشانگر به ازای هر ترکيب  

  ی هارتروترانسپوزونبود که این امر نشان دهنده تعداد کم  

LTR  ها از  دانه و در نتيجه فاصله زیاد آنجو در ژنوم بنگ

بود. ترکيب    یكدیگر  هر  ازای  به  نشانگر  تعداد  مقادیر 

REMAP  ها  نسبتاً مطلوب بود که بيانگر حضور ریزماهواره

دانه  جو در ژنوم بنگ  LTR  یهارتروترانسپوزوندر نزدیكی  

نسبتاً    IRAPنشانگرهای  برای    MIو    PICمقادیر    باشد.می

در حد مطلوب    REMAPنشانگرهای  برای  پایين بود ولی  

و همچنين   REMAPید کارایی بالای نشانگرهای  ؤبود که م

ریزماهواره بارزتر  بود.نقش  تنوع  ایجاد  در  تجزیه   ها 

  REMAPو    IRAPواریانس مولكولی بر اساس نشانگرهای  

مورد مطالعه های  تودهداری را در درون و بين  تنوع معنی

ها  تودهتوان اظهار داشت که این  این اساس می  نشان داد و بر

تجزیه   در  هستند.  برخوردار  مطلوبی  ژنتيكی  تنوع  از 

نشانگرهای   در   IRAPخویشاوندی،  بالایی  کارایی  از 

نبودند  و گونهها  تودهتفكيک   های مورد مطالعه برخوردار 

نشانگرهای   قبولی    REMAPولی  قابل  حد  و  تودهتا  ها 
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کرگونه تفكيک  را  مطالعه  مورد  نشانگرهای    دند.های 

REMAP  گونه  طوربه   و   H.reticulatusهای  کامل 
H.pusillus  ولی گونه  ر تفكيک کردندرا از یكدیگ  H.niger  

 . ها پراکنده بوددر تمام خوشه

جو در ژنوم    LTR  ی ها رتروترانسپوزون به تراکم پایين   توجه  با 

که   دانه بنگ  است  مورد  بنگ   ی ها رتروترانسپوزون بهتر  دانه 

توالی  و  آینده  شناسایی  در  تا  گيرند  قرار    عنوان به سنجی 

   قرار گيرند. برداری  نشانگرهای ژنتيكی مورد اعتماد تحت بهره 

 سپاسگزاری 

مولكولی  ژنتيک  آزمایشگاه  محترم  مسئولان  زحمات  از 

دکتر مصطفی جناب آقای    قدرگراندانشگاه تبریز و استاد  

 .آیدبه عمل میوليزاده کمال تشكر و سپاسگزاری 
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Abstract 
Henbane has a high medicinal value due to the presence of hyoscyamine and scopolamine alkaloids. 

Improving the quality and quantity of henbane alkaloids using modern breeding methods requires 

evaluating the genetic diversity. The genetic diversity of henbane has been investigated using 

morphological, biochemical and molecular markers in several studies and the superiority of molecular 

markers over other markers has been proven. To this end, in 2018, the genetic diversity of 96 henbane 

genotypes collected from the habitats of northwest Iran was investigated using IRAP and REMAP 

molecular markers. For IRAP markers, out of 36 possible combinations obtained from eight LTR 

primers, seven combinations had a fine and scalable amplification. In the REMAP technique, the 

combination of 11 ISSR primers with eight LTR primers was used, and 12 combinations could be scored 

out of 88 possible combinations. The average amount of polymorphic information for IRAP and 

REMAP markers was 0.30 and 0.32, respectively, and the average marker index for these two markers 

was estimated as 2.59 and 2.47. Based on these criteria, REMAP marker was more efficient than IRAP 

in estimating the genetic diversity of henbane. In the analysis of molecular variance using IRAP and 

REMAP markers, intra-population variability was estimated to be higher than inter-population, which 

indicates the high diversity of these populations in northwestern Iran. Cluster analysis based on IRAP 

marker failed to separate species and populations, but REMAP marker was able to separate H. pusillus 

and H. reticulatus species to a high degree. A high shannon index in this research suggests that IRAP 

and REMAP retrotransposon markers resulted in a high genetic diversity within henbane populations 

with a high insertion in the genome of henbane populations. 

Keywords: Henbane, Genetic diversity, IRAP and REMAP markers 
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