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هتای همتم و وتروری در    از فعاليتت ( ژرم پلاسم)بندی ذخاير توارثی شناخت تنوع ژنتيکی و طبقه

ژنوتيت    92در اين پژوهش تنوع ژنتيکتی  . شوندهحسوب هیهديريت حفظ ذخاير ژنتيکی گياهان 

 ISSRهتای  استان کشور بتا استتفاده از نشتان ر    91آوری شده از های سياه گينه و دافنه جمعجنس

بترای تکیيتر    ،بودنتد ( ایريزهاهواره) های تکراری سادهکه دارای توالی آغازگر 92از . شدبررسی 

بترای ارزيتابی تشتابه    . ند شکل اهتياز بندی شتدند هکان چ 11. ژنوهی استفاده شد DNAقطعاتی از 

 UPGMAای با استفاده از وريب تشتابه جاکتارد بتا رو     ها از تجزيه خوشهژنتيکی هيان ژنوتي 

و  18/1ترتيتب  بته  (MI) رو شتاخ  نشتان    (PIC) اطلاعات چندشکل هحتوای هيان ين. شداستفاده 

MI (15/99 )بالاترين هيزان  P6و آغازگر ( درصد 13) PIC بالاترين هيزان P9آغازگر . ندبود 55/8

-تر از تنوع ژنتيکی بين گتروه ها در تنوع ژنتيکی کل بيشسمم تنوع ژنتيکی داخل گروه. را داشت

-هب  ISSRهاینتايج اين تحقيق نشان داد که نشان ر. شدبرآورد  (درصد 95درصد در هقابل  15)ها 

از  .های سياه گينه و دافنته استتفاده شتوند   ژنتيکی ژنوتي توانند برای هطالعه تنوع طور هوثری هی

ترين آغتازگر بترای هطالعتات بعتدی     بالا هناسبPIC با  P9هيان آغازگرهای استفاده شده آغازگر 

  .  تشخي  داده شد

 

 های کليدی واژه

mailto:snblnazeri@yahoo.com
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با نام Thymelaeaceae  ادهاز خانو Dendrostellera lessertiiگیاه 

 تنها گونه جنس دندروستلرا ، گیاهی دارویی وفارسی سیاه گینه

(Dendrostellera )ای به این گونه گیاهی بوته. در ایران است

با انشعابات فراوان، شاخه چوبی،  ،مترسانتی 56-06ارتفاع 

. است های جوان کرکدارقسمتدر رک و شیاردار و بدون ک

غرب کشور ایران مناطق شمال و شمالپراکنش این گیاه در 

ه منتشر در گون 06، با (Daphne) جنس دافنه. استگزارش شده

خانواده  ، جنس دیگری ازاروپا، آسیا، آفریقای شمالی و استرالیا

Thymelaeaceae 06 ای به ارتفاعدرختچهدافنه . رودشمار میبه-

های گونه .های فراوان استدارای شاخه ایساقهبا  مترسانتی 56

های انعقاد عنوان داروی طبیعی برای درمان بیماریجنس دافنه به

و  کاربرد دارند مالاریاهای پوستی، دندان درد و خون، بیماری

های مختلف این در گونه متفاوتترکیباتی با خواص دارویی 

 Zhang et al. 2004Kupchan and) اندجنس شناسایی شده

Baxter 1975; .) نشانگرهای ژنتیکی اطلاعات مفیدی در مورد

ها فراهم مقدار و توزیع اختلافات ژنتیکی درون و بین جمعیت

 Mohammadi and Parsanna 2003; Cheghamirza et) کنندمی

al. 2004; Belletti et al. 2008) . میزان چندشکلی به نوع توالی

 وابسته آغازگر برای رفته کار به( لنگر -2ʹو لنگر -3ʹ، لنگرون بد)

 این شوند، گرفته کار به قلاب بدون آغازگرهای وقتی. است

توانند لغزش در داخل واحدهای تکراری می PCR حین آغازگرها

بر روی ژل،  واضحداشته باشند و در نهایت به جای باندهای 

ها، طبق گزارش بر. باندهای اسمیر مشاهده خواهند شد

میزان چند  ازهستند  2ʹلنگر در انتهای  دارایآغازگرهایی که 

خود  3ʹ و آغازگرهایی که در انتهای ی برخوردارندترشکلی بیش

 کنندتولید میبا وضوح بیشتر تری های کملنگر دارند تعداد نوار

(Pradeep et al. 2002 .)نشانگر ISSR دلیل پراکندگی یکنواخت هب

یکی از ژنوم و عمومیت داشتن بین موجودات مختلف در کل 

 Witono and) شودمحسوب می DNAی هاپرکاربردترین نشانگر

Kondo 2006 .)دلیل هبو یک نشانگر غالب بوده  ،این نشانگر

 DNAهزینه اندک و عدم نیاز به داشتن اطلاعات اولیه از توالی 

ها مورد توجه ارزیابی تنوع ژنتیکی درون و بین گونه برای ،هدف

 ISSRنشانگر (. Nagaoka and Ogihara 1997) قرار گرفته است

های میز در مطالعات تنوع ژنتیکی، نقشهآطور گسترده و موفقیتبه

های گیاهی ژنتیکی و بیولوژی کامل در محدوده وسیعی از گونه

 Nybom and Bartish 2000; Cheghamirza et) استاستفاده شده

al. 2004 .)های دو جنس ون گزارشی از تنوع ژنتیکی گونهتاکن

، بنابراین هدف از این تحقیق استارائه نشدهسیاه گینه و دافنه 

های این دو جنس توسط نشانگر بررسی تنوع ژنتیکی گونه

    .   است ISSRکولی لمو

ژنوتیپ  دو جپنس دندروسپتلرا و     15در این تحقیق تنوع ژنتیکی 

شپد  سپتان مختلپف ایپران بررسپی     ا 16آوری شپده از  دافنه جمع

 (. 1جدول)

برگی  9تا  3ای در مرحله هفته 3تا  5های برداری از گیاهچهنمونه

 CTAB ( Doyle andروش ژنپومی بپا    DNA. صپورت گرفپت  

Doyle 1990 ) شدبا اندکی تغییر، استخراج . 
 

 

 های سیاه گینه و دافنه مشخصات ژنوتی  -1جدول

 بانک ژن کد آوری محل جمع نام علمی بانک ژن دک آوری محل جمع نام علمی
Dendrostellera lessertii 

(Dlh) 
 39332 ایلام Daphne mucronata (Dmi) 32951 همدان

Dendrostellera lessertii 

(Dlg) 
 13139 (بافق)1یزد Dapnne stafi (Dsy1) 59050 گیلان

Daphne mucronata (Dml) 10069 لرستان Dapnne stafi (Dsy2) 13602 (بافق)5یزد 

Daphne mucronata (Dmkh) 10953 کرمانشاه Dapnne stafi (Dsyb) 56999 (بهاباد)یزد 
Daphne mucronata (Dmko) 56506 (مریوان)کردستان Daphne oleoides (Doker) 50213 کرمان 

Daphne mucronata (Dme) 50361 (سمیرم)اصفهان Daphne oleoides (Doch) 39120 (مردل)الچهارمح 
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 گینه و دافنههای سیاهمورد استفاده در بررسی تنوع ژنتیکی ژنوتی  ISSRمشخصات آغازگرهای  -5جدول

Ta* آغازگر توالی آغازگر Ta* آغازگر توالی آغازگر 

21 (GA) 8C P7 29  (AG) 8T P1 

25 (GA) 8T P8 23 (AG) 8Y*T P2 

23 (GA) 8YC P9 29 (AC) 8YT P3 

29 (TC) 8C P10 23 (CA) 8G P4 

25 (TG) 8G P11 29 (CT) 8R*C P5 

20 GGGC (GA)8 P12 2/95 (CT) 8RG P6 

Y*= C or T, R*= G or A ، دمای اتصال= Ta*  

 

 ژنپپومی، از دسپپتگاه اسپپتکتروفتومتر DNAبپپرای بررسپپی کمیپپت 

(Eppendorf BioPhotometer) نسپپبت جپپذب در . اسپپتفاده شپپد

ایپن نسپبت بپرای     .گیری شدنانومتر اندازه 506به  506طول موج 

کمتر  0/1اگر این نسبت از . است 5تا  0/1یک نمونه مطلوب بین 

ولی اگر این نسپبت  . باشد، نمونه به پروتئین و یا فنول آلوده است

در ایپن تحقیپق از   . باشدمیآلوده  RNAباشد، نمونه به  5بالاتر از 

 .Liu et al)تربچه  گیاه که در مطالعات قبلی در ISSRآغازگر  15

 .شکلی مطلوبی از خود نشان داده بودند اسپتفاده شپد   چند( 2008

 .استشده ارائه 5 مشخصات آغازگرها در جدول

از شرکت  PCRتمامی مواد مورد نیاز برای انجام واکنش 

مورد های مقادیر اجزای واکنش و غلظت .سیناکلون خریداری شد

 PCR (x 16) ،2/1افر واکنش ب میکرولیتر 2/5 استفاده شامل

کلرید منیزیم  میکرولیتر 2/1، (mM01)نوکلئوتید  میکرولیتر

(mM26) ،آغازگر رقیق شده  میکرولیتر دو(Mµ 16(، 3/6 

 DNA میکرولیتر دو و( Lµ U/2) آنزیم تک پلیمراز میکرولیتر

محلول واکنش با آب کل حجم  پایاندر . بود (ngr/µL 166)الگو 

 .   میکرولیتر رسانده شد 52ه ب دوبار تقطیر

استفاده شده برای این مجموعه از  پلیمراز ایواکنش زنجیره برنامه

الگو به مدت  DNAسازی اولیه شامل مرحله واسرشت آغازگرها

چرخه شامل  96گراد، ستس درجه سانتی 99دقیقه در دمای  پنج

درجه  99دقیقه در دمای  یکسازی به مدت مرحله واسرشت

ثانیه،  12دقیقه و  یکگراد، مرحله اتصال آغازگر به مدت سانتی

درجه  05دقیقه در دمای  دومرحله گسترش رشته به مدت 

گسترش نهایی به مدت  برای و در نهایت یک مرحله گرادسانتی

برای الکتروفورز  .بودگراد درجه سانتی 05دقیقه در دمای  ده

 TBEمراه بافر درصد به هیک محصولات تکثیر شده از ژل آگارز 

به مدت یک ساعت  ولت 166و الکتروفورز با ولتاژ ثابت استفاده 

دقیقه در  12بعد از اتمام الکتروفورز، ژل به مدت  .و نیم انجام شد

 . شد قرار دادهآمیزی محلول اتیدیوم بروماید برای رنگ

ردیفی باندهای حاصل از هر آغازگر بر روی ژل بر اساس هم

 (وجود باند) و یک( عدم وجود باند) صفرصورت هها بباند

از ضریب تشابه جاکارد برای محاسبه تشابه بین . امتیازدهی شدند

ه یها با استفاده از تجزگروه بندی ژنوتی . شدها استفاده ژنوتی 

 رافزاتوسط نرم( UPGMA)ها ای بر مبنای میانگین فاصلهخوشه

(Ver.2.02) NTSYS برای . شدسیم محاسبه و دندروگرام آن تر

ها و تجزیه به مختصات بررسی تنوع ژنتیکی درون و بین ژنوتی 

  .استفاده شد GeneAlExافزار اصلی از نرم

را شکل مناسبی چند ،آغازگر به کار رفته در این تحقیق 15تمامی 

هستند که  DNAدر واقع قطعاتی از  ISSRنواحی . نشان دادند

 Zitkiewicz) ل داشته باشندجفت باز طو 3666تا  166توانند می

et al. 1994.) ای قطعات تکثیر شده در این تحقیق نیز اندازه

برای باز جفت 5266تا  P4 برای آغازگر بازجفت 566 حدود

چند شکلی  آغازگر 15ی حاصل از هاهمه باند. داشتند P3 آغازگر

  P5ترین تعداد باند تکثیر شده مربوط به آغازگر بیش. نشان دادند
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. باند بود 19با   P10ترین تعداد مربوط به آغازگرعدد و کم 99با 

همچنین متوسط تعداد باندهای تولید شده در هر آغازگر برابر با 

شکل برای هر آغازگر میانگین تعداد مکان چند. بودعدد  91/52

الگوی اکلتروفورزی قطعات تکثیر شده توسط آغازگر . بود 33/0

P5  استارائه شده 1در شکل. 
 

 
 بر روی ژل آگارز)تکثیر شده  DNAالگوی الکتروفورزی قطعات  -1شکل

مورد مطالعه توسط  ژنوتی  15از ( بازیجفت 166با نشانگر  یک درصد

  P5آغازگر

 

 
با استفاده از ماتریس تشابه  ISSRنشانگر  15دندروگرام حاصل از  -5شکل

 مورد مطالعه ژنوتی  15جاکارد برای 

 

شاخص  و (PIC) شکلیاطلاعات چندمحتوای  یر میانگین،مقاد -3جدول

 ISSRآغازگر  15برای  (MI) نشانگری

 

سیاه گینه و دافنه با استفاده از  هایژنوتی ای بین تجزیه خوشه

و  UPGMA، بر اساس الگوریتم NTSYS( Ver.2.02) افزارنرم

بر . ضریب جاکارد و دایس به عنوان معیار مقایسه انجام گرفت

 999/6تا  69/6از  هاژنوتی اساس ضریب جاکارد دامنه تشابه 

-یاد شده هایژنوتی این دامنه در واقع نمایانگر تنوع بالا در . بود

بر اساس ضریب تشابه دایس، دامنه شباهت ژنتیکی از . است

بندی برای هر ضریب برازش خوشه. متغیر بود 051/6تا  600/6

دو ضریب تشابه جاکارد و دایس از طریق محاسبه ضریب 

ضریب همبستگی کوفنتیک . فنتیک تعیین شدهمبستگی کو

دندروگرام حاصل از ضریب تشابه جاکارد بزرگتر از ضریب 

. همبستگی کوفنتیک دندروگرام حاصل از ضریب تشابه دایس بود

 تواند به دلیلکه می .بودتر مقادیر تشابه در روش جاکارد کم

های ژنتیکی از تر این روش در تعیین شباهتحساسیت بیش

ای بر مبنای در نتیجه ادامه تجزیه خوشه. باشددایس روش 

 . ضریب جاکارد صورت گرفت

ترین تمایز منظور تعیین تعداد مطلوب خوشه که در آن بیشبه 

از تجزیه واریانس مولکولی  ،ها حاصل شودبین گروه

(AMOVA) الگوی . در نقاط مختلف برش دندروگرام استفاده شد

نشان داد که  ISSRبرای نشانگرهای  کلی از توزیع تنوع مولکولی

 12ها و درصد از واریانس مولکولی به تفاوت در داخل گروه 02

 .گرددبر می( هایا خوشه) هاهدرصد دیگر مربوط به تنوع بین گرو

ها و شباهت  آمده از اختلاف داخل گروهبر اساس نتایج بدست

ان در دو گروه توهای سیاه گینه و دافنه را نمیها، نمونهبین گروه

توان نتیجه گرفت که یج مولکولی میابر اساس نت. مجزا قرار داد

 . ها ندارداقلیم نقش مهمی در تنوع ژنتیکی ژنوتی احتمالا 

ترین تمایز بین ای نشان داد که بیشقایسه نتایج تجزیه خوشهم

درصد  50گروه در سطح شباهت  0ها در نقطه برش با گروه

مورد بررسی  ژنوتی  15برای  که معنیبدین. (5شکل) بدست آمد

های نمونه .نگرفتها صورت تفکیک واضحی بر اساس گونه

دلیل اختلافات به( Dlg) و گیلان( Dlh) جنس دندروستلرا همدان

درصد در دو  15جغرافیایی و آب و هوایی با ضریب تشابه 

-نهاین نتایج بیانگر این است که نمو. خوشه جداگانه قرا گرفتند

 . های سیاه گینه از دید مولکولی با هم اختلافات ژنتیکی دارند

 

 

MI PIC آغازگر MI PIC آغازگر 

12/9 03/6 P7 310/5 00/6 P1 

9/2 9/6 P8 355/5 00/6 P2 

59 /16 930/6 P9 029/16 000/6 P3 

900/3 009/6 P10 330/0 910/6 P4 

92/2 02/6 P11 20/16 001/6 P5 

90/3 090/6 P12 69/11 956/6 P6 

 میانگین  00/6 920/0
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با ( Doker) با کرمان( Doch) های اولئوئید چهار محالگونه

های ماکروناتای درصد در یک گروه و گونه 96ضریب تشابه 

 2/99با ضریب تشابه ( Dmko) و کردستان( Dmkh) کرمانشاه

توان نتیجه بر این اساس می. در یک گروه قرار گرفتند نیز درصد

های مختلف های اولئوئید با ماکروناتا در استانگرفت که گونه

 های ماکروناتای اصفهانژنوتی . خویشاوندی نزدیکی با هم دارند

(Dme )5 با استافی یزد ( Dsy2)  درصد در  0/99با ضریب تشابه

با  (Dsy1) 1 با استافی یزد( Dmi) یک گروه  و ماکروناتای ایلام

. قرار گرفتنددیگر درصد در گروه جداگانه  99ضریب تشابه 

 و یزد بهاباد( Dsy2) 5 ، یزد(Dsy1) 1 های گونه استافی یزدنمونه

(Dsyb ) درصد قرار  2/51در سه گروه جداگانه با ضریب تشابه

توان نتیجه گرفت که اختلافات موجود بر این اساس می. گرفتند

   . ها استناشی از اختلاف درون گونه

عنوان پرکاربردترین هب( PIC) شاخص محتوای اطلاعات چندشکل

(.Nagy et al. 2012) شودارزشیابی نشانگرها شناخته می شاخص

  نشانگر با استفاده از رابطه محتوای اطلاعات چندشکل یک

PIC= 1-∑ Pi
2 (Pi فراوانی آلل ،i ام وn تعداد آلل)  محاسبه شد

(Powell et al. 1996).  این شاخص با استفاده از فراوانی آللی

منظور به(. 3جدول) شدطور جداگانه محاسبه برای هر آغازگر به

( MI)تعیین کارایی نشانگرها در بروز چندشکلی، شاخص نشانگر 

به P9 و P4 ،P6 ،P8های توان از آغازگربنابراین می. شد محاسبه

 هایژنوتی ، جهت مطالعات مشابه بر روی PICدلیل بالا بودن 

-به MIو  PICمیانگین کل  .نمودها استفاده نزدیک به این گونه

 .محاسبه شد 920/0و  00/6ترتیب 

فاصپله   نشان داد کپه  روی ژرم پلاسم خربزه و طالبیمطالعات بر 

بپوده و   00/6تپا   39/6ژنتیکی بر اساس ضریب تشابه جاکارد بین 

 95ترتیپب  بپه  P8آغپازگر  مربوط بپه   MIو   PICترین مقداربیش

 بر اساس نتایج(. Fabriki et al. 2009) شد گزارش 90/0درصد و 

(2013) Ghandehari et al. پرایمرP1 تپرین مقپدار  بیشPIC  (99 

گزارشپات ایپن    .های شمال ایران نشان دادروی شمشادرا ( درصد

بر اساس گزارشات . محققان با نتایج تحقیق حاضر اختلاف داشت

تپوان نتیجپه گرفپت کپه ایپن      ق حاضپر مپی  تحقیپ  واین محققین 

. اسپت  مربپوط هپای گیپاهی   اختلافات تا حد زیادی به نوع گونپه 

نتپایج دور از انتظپار    ISSRهپای  گاهی مواقع با استفاده از نشانگر

گاهی متضاد  بینی است و ممکن است نتایج آن همسو وقابل پیش

ان بپه  تودر توجیه این مطلب می. با مشاهدات مورفولوژیکی باشد

و نواحی رمزکننده و غیر رمز کننده  ISSRهای ارتباط میان نشانگر

 افولوژیپک فقپط بپ   رهپای مو در حالی که نشپانگر . ژنوم اشاره کرد

بپا   .(Roldan et al. 2001)باشپند  کننده ژنوم مرتبط مینواحی رمز

توجه به اینکه آغازگرهای مورد استفاده در این تحقیق چند شکلی 

در مطالعات آینپده روی   هااز آن توانشان دادند، میقابل توجهی ن

 . این گیاه و سایر گیاهان دارویی استفاده کرد
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nderstanding of genetic diversity and classification of inheritance reserves (germplasm) are 

important and necessary activities in the management of preservation plant genetic reserves. In 

this study, the genetic diversity of twelve genotype of Daphne and Dendrostellera genera 

collected from 10 Iran Provinces, were analyzed using Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) markers. 12 

primers, which contained different simple sequence repeat (microsatellite), were used as single primer, 

and tested for PCR amplification. 88 polymorphic loci were scored. Cluster analysis method using the 

Jaccard coefficient with UPGMA method was assessed for genetic similarity among genotypes. The mean 

polymorphism information contents (PIC) and Marker Index (MI) were 0.86 and 6.45 respectively. P9 

primer had the highest PIC (93%) and P6 primer had highest MI (11.04). The contribution of intragroups 

genetic diversity in total genetic diversity was estimated over than that of intergroups genetic diversity 

(0.85 versus 0.15). The results of this study revealed that ISSR markers could be efficiently used for 

genetic diversity of Daphne and Dendrostellera genotypes. Among used primers, the P9 primer with 

higher PIC is recommended for further analysis.     
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