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 (.Carum carvi Lسیاه ) زیره دارویی گیاه هایبرخی جمعیت ارزیابی ژنتیکی

 ISSR و RAPD نشانگرهای از استفاده با
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 پژوهشکده کشاورزی دانشگاه زابل، زابل، ایران2
 

 7/8/69تاریخ پذیرش:           2/5/69 تاریخ دریافت:
 

 چکیده

سهیاه از   یههای زیهره  جمعیه   بهین  ژنتیکه   فاصههه  و خویشهاوندی  رابطهه  تعیین، منظوربهدر این تحقیق 

آغهازگر   شد که تکثیر للآ 121مجموع  در RAPD با استفاده از نشانگر .استفاده شد ISSRو  RAPDنشانگرهای 

TIBMBC08  وTIBMBA02 آغازگر و تعداد کمترین للآ 7 با  TIBMBC05تعهداد داشهتند.    بیشترین للآ 22 با

 با UBC809 آغازگر و تعداد کمترین الل 1 با UBC112 آغازگر که شناسای  الل 77مجموع  در ISSR نشانگر در

 بهه  مربوط 79/0 میزان با شکه  چند شاخص میزان بیشترین ،RAPDنشانگر  تعداد داشتند. در بیشترین للآ 11

و میهزان   TIBMBA02 آغازگر به مربوط 8/0 میزان با  چندشکه شاخص میزان کمترین وTIBMBC05  آغازگر

 ، بیشهترین ISSRنشهانگر   در همچنهین . گردیهد  ( مشاهده88/0( و شاخص تنوع ن  )17/0شاخص تنوع شانن )

  چندشهکه  شهاخص  میهزان  و کمترین UBC809آغازگرهای  به مربوط 72/0 میزان با  چندشکه شاخص میزان

( 87/0( و شهاخص تنهوع نه  )   17/0شهانن ) و میزان شهاخص تنهوع    صفر میزان باUBC112 آغازگر  به مربوط

ی سهیاه  بیشترین میزان تشابه مربوط به زیره توأم صورتبه ISSRو  RAPDبر اساس اطلاعات . گردید مشاهده

ی ی سیاه کرمهان و زیهره  های زیره( و کمترین میزان تشابه مربوط به ژنوتیپ98/0ی سیاه جندق )کرمان و زیره

 اسهاس  بهر  سهیاه را  یزیهره  ههای جمعیه   یاخوشهه  تجزیهه  .باشدم  811/0انگین ( با می111/0سیاه نیشابور )

آنهها   جغرافیهای   موقعیه   تا حدودی بها  که مختهف سه گروه در ISSR و RAPD هر دو نشانگر توأم اطلاعات

 .نمود تفکیک همدیگر ازطبقه بندی و مطابف  داش ، 
 

  ISSR و RAPDنشانگر   ،چندشکه شاخص سیاه، زیرهای، تجزیه خوشه، تنهوع ژنتیک : کلیدي هايواژه

 

 1مقدمه

 از ایرانه ،  ییها زیهره  ( Carum carvi) هسیا زیهره 

 بههها گشندخون، چندسهههاله، دو ل هههه،  چتریا ادهخانو

 وموزومکر x2 =n2=19دو جنسه، دی هوئید با  های گل

(Sheidai et al., 1996)  طبیع  ه،یستگاز .باشههدمهه 

 ،غرب  ی،مرکز یسیاآ نجها سطح در اههسیههه  زیهههره

                                                           
 l.fahmideh@uoz.ac.ir  نویسنده مسئول:*

 هایاستان ان،یرا یگستره در و رق هش بجنو یپاارو

 ن،صفهاا س،عباربند ،نسااخر ،نکرما ،ینوقز ان،تهر

 ,.Ranjbarian et al) س ا دزههههی و نسمنا رس،فا

ه و خم معدز نمادر)دارویه    خهوا   دلیل. به(2004

 ،بهر ته   ،شکم نفخبرطرف کردن  ان،ستخوا شکستگ 

 کاهش و ژیلرآ ضد ،کهسترول خهون  وچرب   کاهش

 بهایی   اقتصهادی  ارزش دارای ایادویهه  و ن(وهخ قند

 )شامل کومیناسههان   حههاوی آن بههرور و اشدهبههمهه 
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 مههر ر ادموری بسیا و گاماترپنین و اپنینهههلفآ ،لدهیدآ

 (.Sharifi and Pouresmael, 2006اس  )یگر( د

 ز دییل اهمی  بررس  تنوع ژنتیکه ، اسهتفاده در  ا

، هاینههای ژنتیک  باهدف کاهش هزمدیری  مجموعه

های اصلاح  افزایش دق  و قابهی  استفاده در برنامه

ههای اساسه  عههم اصهلاح     اس . بنابراین یک  از پایه

برای گیاهان داروی ، دسترس  و آگاه   یژهونباتات به

اصهلاح    یهها از میزان تنوع در مراحل مختهف پروژه

 از RAPD  آوریفهن  .(et al., 2007 Naghavi) اسه  

 ,.Williams et al) اسه   PCR بهر  مبتنه   نشانگر نوع

 ههاولیه  اتهاطلاعه  و نیازمند به که ارزان، سریع (1990

 et al., 1990) سهه ین مههوردنظر ژنههوم مههورد در

Agarwal)یهها روش سهایر  بهرخلاف  این روش . در 

 18 تها  1 طهول  بهه  منفهرد  از آغهازگر   PCR بهر  مبتنه  

 شهود  مه  تعیهین  اختیاری طوربهآن  توال  که یدنوکهئون

 یهک  از  توجهقابل بخش گردد. هر آغازگرم  استفاده

 چنهد  DNA آن بهه  کهه  نمایهد  مه تکثیهر   را ژن  مکان

 Williams et) گوینهد ( م RAPDیافته ) تکثیر  شکه

al., 1990)آگاروزژل  روی بر یرشدهتکث . محصویت، 

 صیتشهخ قابهل  برومایهد  اتیهدیوم  با یزیآمرنگ از دهبع

 را  ههاطلاعات RAPD  آنالیز (Gupta, 2010)باشند م 

 و هها گونهه  تمهایز  تعیین در تواند م که کندم  مهفراه

 کنهد  کمهک  مولکهول   سهطح  در فیههوژنتیک   روابه  

(Subramanyam et al., 2009). 

 Inter Simple Sequence Repeatآوری فهههن

(ISSR،) بهر  مبتن  روش یک PCR   شهامل  کهه  اسه 

 یرپهر  یهر تکث فاصهه در موجود DNA قطعه یک تکثیر

 بها فهرد   منحصهربه  ماهواره ریز تکراری ناحیه دو میان

هها  میکروساتهی  از ،آوریفن ایناس .  مختهف جهات

 یهک  آغازگر عنوانبه ،bp21-11طول  با( ماهواره ریز)

 ژنهوم   چندگانه هایلوکوس که تک آغازگری واکنش

 بهها یامههاهواره یههزر بههین هههایتههوال  تکثیههر بههرای را

. بهرد مه   بههره  ،گیهرد مه   ههدف  مختههف،  هایاندازه

 آغهازگر، عنهوان  استفاده به ماهواره مورد یزر تکرارهای

. باشهند  نوکهئوتیهدی  پهن   یها  چههار  سه، دو، توانند م

 از یانقطهه  ههر  بهه  توانند مورداستفاده م آغازگرهای

DNA 1یها   8انتههای    درمعمهوی    اگرچه. شوند متصل 

 ،هها آن براسهاس  و بوده متصل باز چهار تا یک به خود

 .(Zietkiewicz et al., 1994) یابند م گسترش

از  اسههتفاده مههوردتحقیقههات مختهفهه  در  تههاکنون

جداگانه جه   صورتبه ISSRو  RAPDنشانگرهای 

 et)بررس  تنوع ژنتیک  گیاهان مختهف مثهل رازیانهه   

al., 2015 Bahmani)    آویشهن بهاغ ،(Alamdary et 

al., 2012)  آویشن کوه ،(Zabeti et al., 2013) نعنا ،

(et al., 2006 Momeni) ،گه  یممر(Echeverrigaray 

and Agostini, 2006) ی پارس  زیره(Hashemi, and 

Safarnejad, 2010) گزنهههههه ،(et al., 2012 

Bahraminejad) سهیاه   و زیره(Dehghan-kohestani 

et al., 2008) نکهه یاه به بها توجهه    اس . شده شگزار 

 کشههور دارویهه  گیاهههان تههرینمهههم سههیاه از یزیههره

و ارزیاب  تنوع  (et al., 2012 Kafi)شود م  محسوب

ژنتیک  و اصلاح آن نیز از اهمیه  بهایی  برخهوردار    

 یهها جمعیه   اس ، لرا در این تحقیق تنهوع ژنتیکه   

 نشههانگرهههر دو  از اسههتفاده سههیاه بهها یزیههره مختهههف

RAPD و ISSR . مورد بررس  قرار گرف 

 

 هاروش و مواد

 از (1سیاه )جدول  زیره جمعی  1 تعداد: گیاهی مواد

 کشهور  مراتهع  وهها  جنگلموسسه تحقیقات  ژن بانک

 در ISSRو  RAPDبها اسهتفاده از نشهانگرهای     و تهیه

 پژوهشهکده  ژنتیک مهندس  و بیوتکنولوژی آزمایشگاه

 1879 سهال  در زابل دانشگاه کشاورزی فناوریزیس 

 .گرفتند قرار ارزیاب  مورد

بهر    ژنهوم  DNA استخراج: DNAو تکثیر  استخراج

بهههه ( 1788) و همکهههاران Dellaporta روش یمبنههها

صورت تک بوته و برای جمعی  سه بوته، در مجموع 
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 از، RAPDبرای آنالیز  .شد انجامبوته  11استخراج از 

 کههه توسهه   RAPDآغههازگر  زیههادی تعههداد میههان

Williams  تعداد بود،شده ( گزارش1770)و همکاران 

که در سایر گیاهان خانواده چتریهان تکثیهر    آغازگر 11

(. 1این تحقیق انتخاب شهد )جهدول    برایشده بودند 

و با  2مطابق با شرای  مندرج در جدول  PCR واکنش

 8ابق جهدول  مطه  Lμ 11آغازگر در حجم نههای    11

بهه همهراه نمونهه     PCRانجام شد، س   محصهویت  

درصههد الکتروفههورز  1/1شههاهد بههر روی ژل آگههاروز 

 گردید.
 

 های زیره سیاه مورد استفادهمشخصات جمعی  :1جدول 

 کد نمونه موقعی  جغرافیای  آوریمحل جمع اسم عهم  اسم فارس 

 N, 36° 12′ 0″ ; E, 58° 48′ 0″ 1 نیشابور Carum carvi زیره سیاه

 N, 59° 21′ 36″; E, 36° 10′ 48″ 7 مشهد Carum carvi زیره سیاه

 N, 55° 5′ 31.7″; E, 33° 46′ 12″ 8 خور بیابانک Carum carvi زیره سیاه

 N, 54° 24′ 56″; E, 24° 2′ 30″ 7 جندق Carum carvi زیره سیاه

 N, 57° 3′ 36″; E, 30° 17′ 24″ 10 کرمان Carum carvi زیره سیاه

 

 PCRهای چرخه دمای  واکنش :2جدول 

 زمان (Сº)دما  PCR تعداد چرخه مرحهه

90 

 دقیقه 1 79 اولیه سازی واسرشته

 دقیقه 1 1/81 آغازگر اتصال

 دقیقه 2 72 آغازگر بس 

 دقیقه 10 72 نهای  بس  1
 

 PCRمواد استفاده شده برای واکنش : 3جدول 

 مواد شرک  کننده در واکنش مقادیر مواد

Lμ 1  (پیکومویر 10)آغازگرها 

Lμ 1.1 ک یم مستر (x2 )(Amplicon) 

Lμ 1 DNA ( ng/ul10) 

Lμ 7.1 یونایزرآب دی 

Lμ 11 نهای  حجم 

 

با توجه بهه اینکهه تهاکنون ههی       ISSRبرای آنالیز 

 ISSRنوع اطلاعات  مبنه  بهر شناسهای  نشهانگرهای     

و حت  خانواده چتریهان وجهود نداشه ، لهرا بها       زیره

 در ISSRتوجه به اصول تکامل و نیمه تصادف  بهودن  

  و فرنگه گوجهکه در   ISSRآغازگر 10تحقیق از  این

و  Terzopoulos and Bebeli (2008) لوبیهههها

Subramanyam ( 2007و همکاران)   آزمایش و نتیجهه

(. حجم 7 جدولشد )مناسب  ارایه داده بودند استفاده 

 ی حرارته  بهر  هها چرخهو  مراز پهی ارهیزنجواکنش 

بها   Terzopoulos and Bebeli  (2008)روش اسهاس 

و  9مطابق با شرای  مندرج شده در جدول کم  تغییر 

 ژل از الکتروفهورز  به شرح زیر انجهام شهدج جهه     1

 برومایهد  اتیهدیوم  آمیهزی رنهگ  و درصهد  1/1 آگاروز

 شهده  تکثیر هایصفات  همچون تعداد الل .شد استفاده

(AB=Amplified Bands)چنهد شهکل   ، تعداد الههای 

(PB= Ploymorphic Bands)مههو ر الههل ، تعههداد 
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(Ne=Effective number of alleles)چنههد  ، درصههد

، شهاخص  (PP= Percent of Polymorphic) شهکه  

 شهانن  (، شهاخص DI= Diversity Indexچند شکه  )

(I= Shannon's Information index)،  نه   شهاخص 

(h= Nei's gene diversity )الهل  تعهداد  بهین  و ارتباط 

بهها  RAPDو  ISSR آغههازگر هههر تکثیههر شههده توسهه 

 گیری شد.شکه  اندازه چند شاخص

 

 PCRهای چرخه دمای  واکنش :4جدول 

 زمان (Сº)دما  PCR تعداد چرخه مرحهه

90 

 دقیقه 1 79 اولیه سازی واسرشته

 دقیقه 1 1/81 آغازگر اتصال

 دقیقه1/1 72 آغازگر بس 

 دقیقه 10 72 نهای  بس  1
 

 PCRمواد استفاده شده برای واکنش  :5جدول 

 مواد شرک  کننده در واکنش مقادیر مواد

Lμ 1  (پیکومویر 10)آغازگرها 

Lμ 1/7 ک یم مستر (x2 )(Amplicon) 

Lμ 1 DNA ( ng/ul10) 

Lμ 1/1 یونایزرآب دی 

Lμ 11 نهای  حجم 

 

 (Williams et al., 1990) استفاده مورد RAPDنام، توال  و دمای اتصال آغازگرهای  :9جدول 

  اتصال دمای

(Сº) 

 توال 

 (1׳→8׳)
 آغازگر نام

  دمای اتصال

(Сº) 

 توال 

 (1׳→8׳)
 نام آغازگر

1/81 GGCTTGACCT TIBMBC03 1/81 TGCTCGGCTC TIBMBA02 

1/81 GAGGCGATTG TIBMBC05 1/81 GTGCGAGAAC TIBMBA03 

1/81 GGTCTTCCCT TIBMBC08 1/81 GGACGACCGT TIBMBA06 

1/81 CCTCCACCAG TIBMBC12 1/81 TCGGCACCGT TIBMBB16 

1/81 CTGGTG CTCA TIBMBC16 1/81 ACACCGTGCC TIBMBB17 

 

 (Terzopoulos and Bebeli, 2008a & b) استفاده مورد ISSRنام، توال  و دمای اتصال آغازگرهای  :7جدول 

 دمای

 (Сº)اتصال

 توال 

 (1׳→8׳)
 آغازگر نام

دمای 

 (Сº)اتصال

 توال 

 (1׳→8׳)
 نام آغازگر

7/82 GATAGATAGATAGATA UBC872 1/97 GACAGACAGACAGACA UBC112 

7/82 ATGATGATGATG UBC864 8/11 GAGAGAGAGAGAGAGAC UBC811 

8/11 AGAGAGAGAGAGAGAGG UBC809 1/97 ACTGACTGACTGACTG UBC820 

1/10 ACACACACACACACACT UBC857 8/11 AGAGAGAGAGAGAGAGC UBC808 

1/97 GACTGACTGACTGACT UBC827 8/11 CACACACACACACACAG UBC818 

 هاداده لیتحل و هیتجز
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 یهک  تا صفر بین آن میزان که شکه  چند شاخص

( بها اسهتفاده از   Agrama and Tuinstra, 2003) اسه  

فرمههول 



n

i

jpDI
1

21 (Pj الههل   فراوانههj  ام در تمههام

 et al., 1980) دشه  محاسبه(  مورد ارزیاب یهاژنوتیپ

Botstein .) ضمنا ( شاخص مارکریMI )(Khaled et 

al., 2015)  شاخص تنوع شهانن ،(Lewontin, 1972) ،

و تنهوع بهین و درون    (Nei, 1973)شاخص تنوع نه   

بها   RAPDو  ISSRجمعیت  بر اساس هر دو نشهانگر  

 محاسهبه شهد.   POPGENE 1.32استفاده از نرم افهزار  

( یها  DIشهکه  )  یزم به ذکر اس  که شهاخص چنهد  

 PIC= Polymorphismشکه ) محتوی اطلاعات چند

Information Content   هر آغازگر برای ههر نشهانگر )

مولکهههول  مههه  توانهههد بههها اسهههتفاده از فرمهههول    

 (Pj   فراوان  الهلj بهین تمهام   ام در

( اسههتفاده مههوردهههای تولیههدی ژنوتیههپ هههای الههل

(Anderson et al., 1993)     و یا بها اسهتفاده از فرمهول

  
(Pi  وPj  فراوان  الل iو ام j هها و  در تمام جمعی  ام

n  )مجموع تعداد الل هر لوکوس(Pasqualone et al., 

 Marker) مههارکری محاسهبه گههردد. شههاخص  (1993

Indexو بها  باشهد مه   نشهانگر  کارای  ی( نشان دهنده 

𝑀𝐼فرمول از استفاده = 𝐸𝑀𝑅 ∗ 𝐷𝐼 (𝑜𝑟 𝑃𝐼𝐶)   کهه در

 تعهداد  بیهانگر  و مهو ر بهوده   چندگانه نسب  EMRآن 

 ژنهوم  یهک  در موجهود  شهکل  چنهد  ژنه   هایجایگاه

 فرمههول از اسههتفاده بهها EMRباشههد بدسهه  آمههد. مهه 

𝐸𝑀𝑅 = 𝑁𝑎 ∗ 𝛽  که در آنNa  چنهد  مکانههای  تعهداد 

 کل تعداد به شکل چند هایمکان نسب  نیز ßشکل و 

 (.Khaled et al., 2015)باشد محاسبه شد م  مکان ها

اسهتفاده از   با و Nj الگوریتمبر اساس  ایخوشه تجزیه

Darwin 6.0.12 (Seguin et al., 2003 ) افههزارنههرم

 (Nei and Li, 1979)ن  و ل   بر ماتری  تشابه مبتن 

 ههر  ضمنا برای .شد انجام( Jaccard, 1912) جاکاردو 

بها   مانتهل  آزمهون  توسه   کوفنتیک ضری  دندروگرام

 ,NTSYS-pc v.2.1 (Assessmentاستفاده از نرم افزار 

 آنالیزههای  تایید منظور به همچنین .آمد بدس ( 2012

کلاستربندی آزمون کوفنتیک و بوتسهترپینگ صهورت   

 گرف .
 

 نتایج

، اسهتفاده  مهورد  RAPDآغهازگر   10از : یشککل  چند

  مناسهب  از خهود   چندشهکه آغازگر تکثیر و  7تعداد 

الهل شناسهای     121 درمجموع(. 8نشان دادند )جدول 

 7با  TIBMBA02و TIBMBC08 شد که آغازگرهای 

 22بها   TIBMBC05الل کمترین تعداد و آغازگرههای  

های تولیهدی توسه    الل بیشترین تعداد را در میان الل

ها تعداد الل در کل جایگاههر آغازگر داشتند. میانگین 

 بود. 19برابر 

و  رشهده یتکث اسهتفاده  مورد ISSRآغازگر  10تمام 

(. 7جهدول  دادنهد )   مناس  از خهود نشهان   چندشکه

 UBC112الل شناسای  شد که آغهازگر   77 درمجموع

الهل   11بها   UBC809الل کمترین تعداد و آغازگر  1با 

توسه  ههر    های تولیدیبیشترین تعداد را در میان الل

هها  آغازگر داشتند. میانگین تعداد الهل در کهل جایگهاه   

 .بود 7/7برابر 

بیشهترین   RAPDدر نشهانگر  : شککلی  شاخص چند

 ( مربوط به آغهازگر  79/0  )شکه چندمیزان شاخص 

TIBMBC05  شهکه   چنهد  و کمترین میهزان شهاخص 

با میانگین کهل   TIBMBA02( مربوط به آغازگر 8/0)

بهود بیشهترین میهزان شهاخص     گردیهد  مشاهده  87/0

و  TIBMBC05( مربوط بهه آغهازگر   18/20مارکری )

( 71/9( و )7/9ن شههاخص مههارکری ) کمتههرین میههزا 

و  TIBMBA02ترتیهه  مربههوط بههه آغازگرهههای  بههه

TIBMBC08 ( ضههمنا در نشههانگر   8جههدول  ) بههود

RAPD ( و شهاخص  17/0میزان شاخص تنوع شانن )

 ISSRدر نشههانگر  ( بدسهه  آمههد. 88/0تنههوع نهه  ) 
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( مربوط بهه  72/0  )شکه چندبیشترین میزان شاخص 

و کمترین میزان )صفر( مربهوط بهه    UBC809آغازگر 

مشههاهده  71/0و بهها میههانگین کههل  UBC112آغههازگر 

( 8/18بیشههترین میههزان شههاخص مههارکری )  .گردیههد

و کمترین میزان شهاخص   UBC809مربوط به آغازگر 

 بههود UBC112مههارکری )صههفر( مربههوط بههه آغههازگر 

میهزان شهاخص    ISSR(. ضهمنا در نشهانگر   7جدول )

( بدس  87/0( و شاخص تنوع ن  )17/0تنوع شانن )

های ادغام شده از اطلاعات حاصهل از دو  دادهدر  آمد.

میهزان شهاخص تنهوع شهانن      RAPDو  ISSR نشانگر

.( بدسهه  آمههد87/0( و شههاخص تنههوع نهه  ) 17/0)

 

 
 TIBMBA-02با استفاده از آغازگر  RAPD در نشانگر رشدهیتکث ینوار یالگوای از نمونه :1 شکل

 

 
 

 UBC812با استفاده از آغازگر  ISSRدر نشانگر  رشدهیتکث ینوار یالگوای از نمونه :2 شکل
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 شهاخص  ،(DI) چنهد شهکه    شاخص ،(Ne) مو ر الل تعداد ،(PB) چند شکل الل تعداد ،(AB) شده تکثیر الل تعداد :8 جدول

 RAPDدر آغازگرهای ( MI) مارکری شاخص و( h) ن  شاخص ،(I)شانن

MI DI h I PP Ne PB AB آغازگر 

7/9 8/0 811/0 197/0 1/87 17/1 7 8 TIBMBA-02 

72/19 72/0 921/0 111/0 100 71/1 11 11 TIBMBA-06 

71/11 7/0 888/0 17/0 88/78 11/1 19 11 TIBMBB-16 

77/12 71/0 901/0 172/0 71/78 71/1 11 11 TIBMBB-17 

18/17 78/0 811/0 197/0 100 17/1 21 21 TIBMBC-03 

18/20 79/0 818/0 197/0 100 17/1 22 22 TIBMBC-05 

7/9 81/0 888/0 179/0 1/87 11/1 7 8 TIBMBC-08 

8/8 88/0 982/0 121/0 100 78/1 10 10 TIBMBC-12 

88/12 72/0 888/0 179/0 100 11/1 19 19 TIBMBC-16 

 

 شهاخص  ،(DI) چنهد شهکه    شهاخص  ،(Ne) مو ر الل تعداد ،(PB) چندشکل الل تعداد ،(AB) شده تکثیر الل تعداد: 6جدول 

 ISSR آغازگرهای در( MI) مارکری شاخص و( h) ن  شاخص ،(I) شانن

MI DI h I PP Ne PB AB آغازگر 

8/9 8/0 9/0 181/0 100 17/1 1 1 UBC808 

8/18 72/0 901/0 172/0 100 71/1 11 11 UBC809 

8/8 88/0 982/0 121/0 100 78/1 10 10 UBC811 

0/0 0/0 0/0 0/0 100 1 1 1 UBC112 

79/7 81/0 871/0 177/0 100 17/1 7 7 UBC818 

81/1 88/0 91/0 177/0 100 71/1 7 7 UBC820 

19/2 17/0 99/0 127/0 80 8/1 9 1 UBC827 

21/7 7/0 881/0 172/0 71/81 11/1 12 19 UBC857 

81/8 77/0 9/0 11/0 100 8/1 1 1 UBC864 

7/8 87/0 81/0 1/0 100 19/1 10 10 UBC872 
 

بیشههترین میههزان  RAPDدر نشههانگر : ضکریب تاککابه 

سهیاه جنهدق و    ( مربوط به زیره888/0تشابه ژنتیک  )

( 088/0ی سیاه کرمهان و کمتهرین میهزان تشهابه )    زیره

ی ی سهیاه کرمهان و زیهره   های زیهره مربوط به ژنوتیپ

مشاهده گردید. میهانگین   218/0با میانگین  سیاه مشهد

درصد( و تنهوع بهین    1/19میزان تنوع درون جمعی  )

 ISSRدر نشهانگر   درصد( بدس  آمد. 1/81جمعی  )

سهیاه   مربهوط بهه زیهره    (108/0بیشترین میزان تشابه )

سهیاه جنهدق  و کمتهرین میهزان تشهابه       کرمان و زیره

سیاه کرمهان و   یهای زیره( مربوط به ژنوتیپ118/0)

مشاهده گردید.  871/0با میانگین ی سیاه نیشابور زیره

درصهد( و   1/12میانگین میزان تنهوع درون جمعبه  )  

امها بهر    درصد( بدس  آمهد.  9/87تنوع بین جمعی  )

 تههوأم صههورتبههه ISSRو  RAPDاسههاس اطلاعههات 

ی سهیاه کرمهان و   بیشترین میزان تشابه مربوط به زیهره 

( و کمتهرین میهزان تشهابه    98/0) ی سهیاه جنهدق  زیره

ی ی سهیاه کرمهان و زیهره   های زیهره مربوط به ژنوتیپ

. از اسهه  811/0( بهها میههانگین 111/0سههیاه نیشههابور )

ها جهه   اهداف این تحقیق انتخاب دورترین جمعی 

 اس  دتریمفی احتمال  و ایجاد تنوع جدید و ها تلاق
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 (.10جدول بودند ) هاجمعی سهیاه نیشهابور دورتهرین     سیاه کرمهان و زیهره   که زیره
 

 توأمو  RAPD ،ISSRاز روش ن  و ل  و نشانگرهای  آمدهدس بهبر اساس ماتری  تشابه  هاجمعی دورترین : 11جدول 
 هادورترین جمعی  مورداستفادهنشانگر  میزان تشابه

088/0 RAPD ی سیاه مشهدزیره –ی سیاه کرمان زیره 
118/0 ISSR ی سیاه نیشابورزیره -ی سیاه کرمانزیره 
111/0 ISSR –RAPD ی سیاه نیشابورزیره -ی سیاه کرمانزیره 

 

 ايتجزیه خوشه

سیاه بر اساس اطلاعات نشهانگر   های زیرهجمعی 

RAPD ،ISSR بندی و توأم در سه گروه مختهف طبقه

موقعی  جغرافیای  تا حدودی از همهدیگر   لحاظ ازو 

(. به منظور تایید نتهای  خوشهه  8تفکیک شدند )شکل 

بهاز خوشهه بنهدی     100بندی از بوتسترپینگ )میانگین 

اده( و درصد د 70به طور تصادف  هر بار با استفاده از 

ضههری  همبسههتگ  کوفنتیههک کههه در ایههن بخههش    

(r=0.97  بود استفاده شد. ضمنا در این خوشه بنهدی )

ی سیاه مشهد ی سیاه نیشابور و زیرهی زیرههاجمعی 

ی سهیاه خهور بیابانهک از اسهتان     در یک گروه و زیهره 

ی سیاه جندق از اصهفهان  اصفهان در یک گروه و زیره

دو منطقه متفهاوت هسهتند    ی سیاه کرمان که ازو زیره

با هم در یک گروه قرار گرفتند و تنهها گهروه مخهته     

ی هههاشههجرهبههر اسههاس اطلاعههات    ضههمنا اسهه . 

بهر اسهاس    هها جمعیه  مشخص شد کهه   آمدهدس به

 RAPDو  ISSRاطلاعههههات حاصههههل دو نشههههانگر 

و  RAPDتوأم با استحکام بیشتری نسب  به  صورتبه

RAPD    نیز نسهب  بههISSR     در سهه گهروه مختههف

در ایهن   RPADبندی شدند یعن  نتهای  نشهانگر   طبقه

بههوده اسهه . تههرمهمههوس ISSRتحقیههق نسههب  بههه  

 
 NJ، مهاتری  تشهابه نه  و له  و روش     ISSRو  RAPDی سیاه بر اساس نشهانگر  های زیرهای جمعی تجزیه خوشه: 3شکل 

 Darwin افزارنرمدرصد داده ها( با استفاده از 70دفعه با استفاده از  100)میزان بوتسترپینگ 
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 بحث

تهاکنون مقهادیر   : ی و شکاخص چندشککلی  چندشکل

  چندشههکهمختهفهه  بههرای چندشههکه  و شههاخص   

و همکهاران   Bahraminejad مهثلا  اسه    شهده گزارش

ی سههبز از چندشههکه  را در زیههره ، شههاخص(2018)

( میهانگین  1777و همکهاران )  Bryan، 87/0تا  071/0

11/0 ،Maccaferi  8/0تا  07/0از  (2007)و همکاران 

میهانگین   (28)و همکاران  Prasad، 11/0و با میانگین 

و  zhouهای دی نوکهئوتیدی(، )فق  برای موتیف 7/0

و  888/0ین و بها میهانگ   1تا  9/0از  (2008)همکاران 

Bohn  گهههزارش  8/0میهههانگین  (1777همکهههاران )و

نتای  این تحقیق نشهان   علاوهبهاند. مطالعات قبه  داده

دهد که شاخص چندشکه  دارای میزان  ابت  نبوده م 

و بستگ  به عوامه  مثل تعداد الل تولیدی توس  ههر  

جایگاه داشته و حت  تعداد ژنوتیهپ و تعهداد آغهازگر    

 ددارمثبتهه  بهها شههاخص چندشههکه    نیههز همبسههتگ 

(Fazeli-nasab and Naghavi, 2011) . کهه یطهور بهه 

Roder  میههههانگین شههههاخص  (1771)و همکههههاران

آغهازگر   11ژنوتیپ و  18چندشکه  را در تحقیق  با 

و همین میهزان را زمهان  کهه تعهداد      18/0در گندم را 

 ,.et al)آوردنهد   به دسه  /. 19عدد بود  1ها ژنوتیپ

2000 Prasad) بها  چندشکهمیزان  کهنیا. با توجه به  

میانگین تعداد الل تولیدی در ههر جایگهاه همبسهتگ     

مثب  دارد لرا در این تحقیق نیز همبستگ  بایی بهین  

توسه  ههر آغهازگر و شهاخص      شهده  دیتولتعداد الل 

مطه  بای و صهح  آزمهایش اسه      دیمرچندشکه  

خودگشهن   گزارش شده که در گیاهان (.1و  9)شکل 

تنههوع درون جمعیتهه  بیشههتر از بههین جمعیتهه  اسهه   

(Terzopoulos and Bebeli, 2008)   و در این تحقیهق

نیز تنوع درون جمعیت  نسهب  بهه بهین جمعیته  بهر      

اساس اطلاعات ههر دو نشهانگر بیشهتر بهود. نشهانگر      

RAPD  وISSR  دار و بر اساس شاخص مارکری معن

شهاخص   RAPDمقایسه میانگین نشان داد که نشانگر 

توانهد بهه   مه  داشته لرا  ISSRمارکری بایتری نسب  

تصهادف  بهوده امها     RAPDاین دلیل باشد کهه نشهاگر   

نیمههه تصههادف  و چههون نشههانگرهای   ISSRنشههانگر 

تصادف  معموی در صهورت تکثیهر تعهداد الهل بیشهتر      

نسهته تعهداد الهل    توا RAPDدر نتیجهه  کننهد  م تکثیر 

بیشتر و پیرو آن شاخص مارکری بهایتری نیهز داشهته    

 اس .

 
  چندشکه یو محتوا RAPD توس  هر آغازگر دشدهیبین تعداد الل تول ارتباط: 4 شکل

 

y = 0.0086x + 0.7699
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  چندشکهشاخص و  ISSR توس  هر آغازگر شدهکثیر بین تعداد الل ت ارتباط :5 شکل
 

با توجهه بهه اینکهه     در ضمن :ISSRو  RAPDمقایسه 

RAPD  وISSR     دو نشانگر غال  بهوده و بهر اسهاس

و آسان بودن جهه  انجهام و قابهیه  تکهرار      نهیهزکم

ی مختهههف نسههب  بههه هههاشههگاهیآزمادر  ISSRبههودن 

RAPD    از ایههن دو نشههانگر بههه طههور گسههترده در ،

اس  و از طرف  برخ   شده استفادهتحقیقات مختهف 

الگههوی نشههانگری  ISSRکههه  انههدافتهههیدرمحققههین 

 Zinodini ) کند متولید  RAPDی نسب  به تردهیچیپ

et al., 2013; Yang et al., 2007; et al., 2008 Ye; 

Sarwat et al., 2008 )  برخه  دیگهر نیهز     نیهمچنه و

تولید  تردهیچیپالگوی نشانگری  RAPDکه  اندافتهیدر

  et al., 2010 Domblides; et al., 2015) کنههد مهه

Khaled;et al., 2010 Rostami-Ahmadvandi)  البتهه .

از این محققین اطلاعات  که  اب  کنهد کهدام    کدام یه

. از طرف  چهون در  اندنداده ارائهنشانگر بهتر اس ، را 

 RAPDاین تحقیق میانگین شاخص تنوع آغازگرههای  

یزم دانسهته تها مقایسهه     جهه یدرنتبهود   ISSRبیشتر از 

از آغازگرههای   آمدهدس بهمیانگین بین شاخص تنوع 

RAPD  وISSR     صههورت گیههرد لههرا نتههای  تجزیههه

ی دار معنه ( نشان داده که اختلاف 7واریان  )جدول 

وجهود نهدارد از طرفه      ISSRو  RAPDبین نشهانگر  

برابری شاخص تنوع شانن و شاخص تنوع ن  در ههر  

دو نشانگر م  تواند دلیه  بر صح  ایهن موضهوع در   

 این تحقیق باشد.
کهه در ایهن    ISSRیزم به ذکر اس  کهه آغازگرههای   

قرار گرف  برای اولهین بهار در گوجهه     مورداستفادهتحقیق 

 Terzopoulos and)فرنگ  و لوبیا آزمایش شهده بودنهد   

Bebeli, 2008 a & b) سبز نیز تکثیهر   و توانستند در زیره

 دلیه  بر روند تکامه  باشد. تواند مشوند که این خود 

 

 RAPDو  ISSRتجزیه واریان  شاخص تنوع آغازگرهای  :7جدول 

 F میانگین مربعات مجموع مربعات درجه آزادی منابع تغییر

 n.s27/2 07289/0 07289/0 1 شاخص تنوع

  09082/0 17900/0 17 خطا

   78189/0 18 کل

n.s  داریغیر معن 
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R² = 0.9
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 ISSRنشانگردرتوس  هر آغازگر شدهتکثیراللتعداد
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با توجهه بهه میهزان پهایین اعهداد بهین       : ضریب تاابه

تهوان  در ایهن تحقیهق مه     اسهتفاده  موردی هاجمعی 

ههای سهیاه دارای تنهوع زیهاد     زیهره نتیجه گرفه  کهه   

در بهبهود خصوصهیات کمه  و     تهوان باشد که مه  م 

کیفهه  اسههتفاده کههرد. مطالعههات نشههان داده اسهه  کههه 

 تعهداد ژنوتیهپ،   ریتهث  ضری  تشابه تا حدودی تح  

 Terzopoulos and)گیهرد  قرار م ..... تعداد آغازگر و

Bebeli, 2008) .Parashar  در  (2019)و همکهههاران

تشهابه را از   ISSRی سبز بها اسهتفاده از نشهانگر    رهزی

و همکهههاران  Seidler-Łożykowska، 79/0تههها  18/0

( 1777و همکهاران )  Bohn، 78/0تا  88/0از  (2019)

 (2007)و همکههههاران  Maccaferi، 17/0میههههانگین 

 Agrama and Tuinstra (2008)، 99/0میهههههههانگین 

 دس  آوردند.به 98/0میانگین 

در تحقیق  مشخص شده که نشانگر  :ياخوشهتجزیه 

ITS    جه  بررس  تنوع ژنتیک  در زیره سیاه مناسه

( از طرفهه  در Azimzade et al., 2014باشههد )نمهه 

 Dehghan-kohestaniتحقیق  دیگر که توس  توسه   

ی سههیاه صههورت در مههورد زیههره (2008) و همکههاران

تها  توانسته جمعی  را  RAPDگرفته بود مشخص شد 

از همههدیگر جغرافیههای   ر اسههاس فواصههلحههدودی بهه

ضهر نیهز ننهای  حاصهل از     تفکیک کند. در تحقیهق حا 

 ISSRو  RAPDای بر اساس دو نشانگر تجزیه خوشه

ن دو نشههانگر توانههای  تفکیههک   نشههان داده کههه ایهه  

 های زیره  را از هم دارند.جمعی 

 

 نهایی يریگجهینت

 تهوأم  صهورت به ISSRو  RAPDبر اساس اطلاعات 

ی سهیاه کرمهان و   بیشترین میزان تشهابه مربهوط بهه زیهره    

( و کمترین میزان تشابه مربهوط  98/0ی سیاه جندق )زیره

ی سیاه نیشهابور  ی سیاه کرمان و زیرههای زیرهبه ژنوتیپ

 یاخوشهه  تجزیهه  .باشهد مه   811/0( با میانگین 111/0)

ههر   تهوأم  اطلاعات اساس بر سیاه را یزیره هایجمعی 

تها   کهه  مختههف  سه گروه در ISSR و RAPD دو نشانگر

آنها مطابف  داش ، طبقهه   جغرافیای  موقعی  حدودی با

هها  دورتهرین جمعیه    .نمود تفکیک همدیگر بندی و از

 ،دتریه مفی احتمال  و ایجاد تنوع جدید و ها تلاقجه  

ی سهیاه کرمهان بودنهد. همچنهین     سیاه مشهد و زیره زیره

داری بین نتهایح حاصهل   که اختلاف معن نتای  نشان داد 

 وجود ندارد. ISSRو  RAPDاز 
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