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 چكيده

بومي ايران استفاده شد و استخراج Bombyx mori منظور جداسازي نژادهاي كرم ابريشم به ISSRنشانگر مولكولي 

DNA پس از سنجش كمي و كيفي  .كلروفرم صورت گرفت -با استفاده از روش فنلDNA استخراج شده و رقيق

دهي و آناليز صورت گرفت. نتايج  درصد نمره 5/1روي ژل آگارز  دست آمدهسازي آن، مقادير حاصل از باندهاي به 

ترين باندهاي مشاهده شده مربوط بهجفت باز قرار دارند و بيش 200-1000نشان داد كه باندهاي مشاهده شده بين 

-آغازگرها بيشباند بوده است. از ميان  25ليمويي با -باند و كمترين تعداد باند مربوط به خراساني 32گونه بغدادي با 

اي  باند بود. آناليز خوشه 30با  4ترين تعداد باند مربوط به آغازگر باند و كم 43با  2آغازگر ترين تعداد باند مربوط به

زرد و -نارنجي،   هراتي-گروه اصلي قرار داد. در گروه اول نژادهاي گيلاني 3ها را در هاي مورد مطالعه آن نژاد

قرار  اي هاي جداگانه تنهايي در گروه ليمويي و بغدادي هر كدام به -ند و نژادهاي خراسانيصورتي قرار گرفت -خراساني

 -زرد نشان داد و اين دو با نژاد خراساني -هراتينارنجي بيشترين شباهت را به -اي گيلاني گرفتند. در آناليز خوشه

ترين زرد و بيش -نارنجي و هراتي -گيلانيصورتي در گروه اول قرار گرفتند. بيشترين تشابه ژنتيكي بين نژادهاي 

هاي  خوبي نژادبتواند به ISSRرسد نشانگر  نظر ميدست آمد. بهفاصله ژنتيكي بين نژاد بغدادي با هر چهار نژاد ديگر به

فرد  14آغازگر براي  30مختلف كرم ابريشم با منشاء مختلف را از هم جدا سازد. لذا جهت اثبات آن كاربرد بيش از 

 تر است. مناسب 2n= 28 كرم ابريشم با توجه به 

 
 ISSR: كرم ابريشم، نژاد، نشانگر مولكولي، هاي كليدي واژه
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  مقدمه

صورت انبوه  پولكداران است كه در كنار زنبور عسل بهادي و اهلي شده، از راسته بالاي اقتص كرم ابريشم حشره

مدت زمان دليل نياز بهشود. كرم ابريشم در كشورهاي زيادي از جمله ايران پرورش داده شده و به پرورش داده مي

ها و استفاده  اقتصاد خانوادهتوان از پرورش آن براي كمك به نسبتا كم براي پرورش و سادگي مراحل پرورش، مي

شهرها استفاده برد. اقتصادي بودن شوند و همچنين جلوگيري از مهاجرت روستائيان به افرادي كه غيرفعال تلقي مي

دست نژادي و براي به كرم ابريشم و استفاده از ابريشم توليدي آن محققان را بر آن داشته است كه براي اصلاح نژاد، به

توليدي و ديگر خصوصيات مطلوب كرم ابريشم، مطالعات   تر از لحاظ ميزان قشر پيله هاي اقتصادي آوردن لاين

وسيله كنسرسيوم بين المللي به 2008بسياري روي ژنوم و فيلوژني آن انجام دهند. ژنوم كامل كرم ابريشم در سال 

منتشر شده بود                      2004يشم در سال توالي اوليه كرم ابر ).Xia et al., 2008(ژنوم كرم ابريشم منتشر شد 

(Xia et al., 2004; Mita et al., 2004) .هاي فيزيولوژيكي حشرات از طريق تكامل شكل جا كه بسياري از فراينداز آن

ي ساز هاي ژن و تسهيل مطالعات اهلي سازي مطالعات اعمال هومولوگ شفاف گيرند، مطالعه كرم ابريشم به مي

شناسي كمك خواهد كرد. توالي ژنوم شناسي در حشره شناسي، توليدمثل، رفتار و ايمني حشرات، مورفوژنزيس، جنين

         هاي اي براي گونه كرم ابريشم سهم مهمي در ژنوميكس عملي براي كرم ابريشم و ژنوميكس عملي و مقايسه

هاي حشرات فراهم  پولكداران و حتي گونهلوژيكي براي بالپولكداران داشته و اساسي براي تلفيق اطلاعات بيوبال

  .(Mita et al., 2004; Xia et al., 2004 Yamamoto et al., 2008)خواهد كرد 

منظور تعيين تنوع زيستي درون و برون دليل اقتصادي و مفيد بودن كرم ابريشم استفاده از نشانگرهاي مختلف بهبه

ها و نژادهاي مختلف آن همواره مورد توجه محققين بوده است  تيكي بين ژنوتيپشكلي ژن اي و شناخت چند گونه

(Dusinsky et al., 2006; Liu et al., 2010) .پژوهشگران با استفاده ازISSR- PCR  و نيز در مطالعه ديگر با استفاده از

 DNAنشانگر  .(Redy et al., 1999a; Redy et al., 1999b)اند  ها تنوع ژنتيكي كرم ابريشم را بررسي كرده ريز ماهواره

هاي جانوري از جمله  ها و ارقام گياهي و نژاد براي تحقيق در روابط ژنتيكي بسياري از جمعيت PCRمبتني بر 

 Zietkiewics et al., 1994; Prevost & Wilkinson, 1999; Deshpande)حشراتي چون كرم ابريشم استفاده شده است

et al., 2001; Bornet et al., 2002). ISSR كند                                      نشانگر غالب بوده و از قوانين ساده مندل تبعيت مي

(Gupta et al., 1994; Tsumura et al., 1996; Ratnaparkhe et al., 1998; Wang et al., 1998). ها اين  نتايج آزمايش

كنند   نگاري ژنتيكي پيشنهاد مي يابي ژنتيكي كرم ابريشم و انگشت در نقشه عنوان ابزاري مفيدنشانگر غالب را به

(Redy et al., 1999a).  

جهت بررسي تنوع ژنتيكي و  ISSRنشانگر  SSRو  AFLPبر بودن و كار زياد نشانگرهايي چون هزينه با توجه به

 گرفت.ابريشم نژادهاي بومي ايران مورد مطالعه قرار   روابط خويشاندي كرم

 

 ها مواد و روش

صورتي، بغدادي،  -ليمويي، خراسان -: در اين تحقيق از پنج نژاد بومي ايراني شامل، خراسانيDNAاستخراج 

برداري و جهت استخراج  صورت تصادفي نمونهحشره كامل به 6نارنجي، از هر جمعيت  -زرد و گيلاني -هراتي

DNA  1استفاده شد (جدول.(  
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  بانك ژن مورد استفاده در تحقيق، خلاصه نام، منشاء جغرافيايي و سال معرفي نژادها بهنژادهاي  -1 جدول
Table 1- Strains used in this study, short name, geographical origin and x 

Year of introduction to germplasm Original Code Silkworm races  

1992  (Guilan)  Gi-or Gilani-oreng 

2001 (Khorasan)  Kh-le Khorasani-lemon 

1992  (Arak)  Ha-ye Harati-yellow 

1992  (Khorasan)  Kh-pi Khorasani-pink 

1992  (Baghdad)  Ba Baghdadi  

  

استخراج شد  DNAكلروفرم) -هاي حشره با استفاده از روش بهينه شده سوزوكي (فنل پس از جداسازي بال

(Suzukiy et al., 1972). صورت پودر درآورده شدند و ا استفاده از هاون چيني و ازت مايع حشرات كاملا خرد و بهب

محتوي درجه سلسيوس نگهداري شد. به -20ميكرو ليتري منتقل و تا زمان استفاده در دماي 5/1هاي  سپس به تيوپ

فر استخراج اضافه شد و      ميكروليتر با 700درصد و  SDS 20ميكروليتر  DNA ،4ها براي جداسازي  پودر شده آن

ماري  ها از بن بار تيوپدقيقه يك 10درجه سلسيوس نگهداري شدند. هر  60مدت يك ساعت در حمام آب گرم به

ها به سانتريفيوژ منتقل  ثانيه مخلوط گرديد. پس از پايان مدت زمان، تيوپ 5ها به آرامي در حدود  خارج و محتوي آن

ميكروليتر بر اساس ميزان جدا  500تا  300ميزان ها به دقيقه سانتريفيوژ شدند و فاز بالايي آن 5مدت  به 7500و در دور 

 300ميزان ) به24:1ايزوآميل الكل ( -هاي جديد منتقل شد، در مرحله بعد كلروفرم شدن دو فاز جدا و به تيوپ

سانتريفوژ شد، اين كار دو بار تكرار و در هر  دقيقه 7به مدت  8500ميكروليتر فنل افزوده و در دور  300ميكروليتر و 

تيوپ ديگر انتقال داده شد. در مرحله بعد هم حجم آن ميكروليتر جدا سازي و به 400تا  200بار فاز رويي به ميزان 

دقيقه صورت گرفت. سپس فاز رويي  7مدت  و به 8500ايزوآميل الكل اضافه شد و سانتريفيوژ با دور  -كلروفرم

درجه  -5افزوده شد. سپس در دماي  DNAميكروليتر ايزوپروپانل سرد جهت مشاهده كلاف  300و جداسازي 

 صورت رسوب به  DNAدقيقه، 5مدت  به 5000مدت يك ساعت نگهداري و پس از سانتريفيوژ در دور سلسيوس به

 90بار با الكل اتانول سرد يكدرصد و  70درآمد و محلول رويي دور ريخته شد. در نهايت يك بار با الكل اتانول سرد 

سانتريفيوژ انجام شد و سپس الكل دور ريخته  5000دقيقه در دور  1مدت  درصد شستشو داده شد كه در هر مرحله به

ايزوآميل الكل استفاده شد. كيفيت –كلروفرم–و محلول فنل RNaseاز آنزيم  RNAشد. براي از بين بردن آلودگي 

DNA هاي با كيفيت بالا پس از تعيين ميزان دقيق آن  ارز يك درصد سنجيده شد. نمونهاستخراج شده روي ژل آگ

  مورد استفاده قرار گرفتند.  PCRتوسط نانودراپ رقيق شده و براي استفاده در زنجيره 

ميكروليتر  PCR 10X ،5/1ميكروليتر  بافر  5/1ميكروليتر مخلوط واكنش شامل  15 مراز: اي پلي واكنش زنجيره

dntps  ميكروليتر 6/0مول، ميلي 2با غلظت  Mgcl2  5/1ميكروليتر از آغازگر با غلظت  1مول ، ميلي 2با غلظت   

و  U/µL5آ پليمراز با غلظت  ان ميكروليتر تك دي 2/0نانوگرم بر ميكروليتر،  10با غلظت  DNAميكروليتر  2مول، ميلي

سازي تحت شرايطي كه در شكل نشان داده شده در از آماده مقطر دوبار استريل تشكيل شد. پس ميكروليتر آب 2/8

ها در سيكل چهارم در  ها، نمونه ) و پس از تكميل اين چرخه1مراز قرار داده شد (شكل  اي پلي دستگاه واكنش زنجيره

شده  PCRدرجه سلسيوس قرار داده شدند و سپس براي بررسي چگونگي عملكرد اين مرحله، محصولات  4دماي 

 درصد آورده شد. 5/1ي ژل آگارز رو
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  شرح زير استفاده شد:آغازگر به 4در اين تحقيق از 

P1: 5'-AGAGAGAGAGAGAGAGT-3' 
P2: 5'-AGAGAGAGAGAGAGAGG-3' 

P3: 5'-GAGAGAGAGAGAGAGAA-3' 

P4: 5'-ACACACACACACACACG-3' 
  

94°c 94 °c

51°c

72 °c 72 °c

4 °c

2' 30"

45"

2'
10'

1 cycle 30cycles 1 cycle

  
  ISSRپليمراز مورد استفاده در نشانگر اي  برنامه واكنش زنجيره -1شكل

Fig- 1- PCR Plan using ISSR markers  
 

درصد كه با اتيديوم برومايد  5/1شده روي ژل آگارز  PCRميكروليتر از محصول  PCR:10الكتروفورز محصول 

پس با استفاده با الكتروفورز اجرا شد. س TBE1Xوات درون  70ساعت با توان  3مدت مخلوط شده بود بارگيري و به

دهي استفاده شد و اعداد جهت آناليز وارد برنامه اكسل شدند برداري و جهت نمره داك از ژل عكس از دستگاه ژل

  ).2(شكل 

  

  
  M=50bp(سمت چپ)،  2(سمت راست) و آغازگر  3، آغازگر ISSRدرصد نشانگر  5/1تصوير ژل آگارز  -2شكل 

Fig. 2-- Image gel 1.5% marker ISSR, primer 3 (right) and primer 2 (left), M=50bp 
Image  of1.5% gel of ISSR marker 

  

صورت صفر (عدم حضور باند) و يك  ، بهPCRها: محصولات حاصل از تكثير در مرحله  تجزيه و تحليل داده

شكل  شكل و تك د. تعداد باند چندبندي ش امتياز 2007ها با استفاده از نرم افزار اكسل  (حضور باند) براي تمام جمعيت

  و درصد چندشكلي براي هر آغازگر و نژاد محاسبه گرديد.

 ... Bombyx moriهاي بومي كرم ابريشم بررسي تنوع ژنتيكي نژاد :زارعي و همكاران
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شكل با استفاده  محتواي اطلاعات چندشكلي نشانگر با استفاده از جمع مربع فراواني آللي و حذف جايگاه ژني تك

 .(Anderson et al., 1993)محاسبه شد  PICi (Polymorphism Information Content) از فرمول

∑−=

j

iji fPIC
21 

ijf  فراواني الگويth
j  از باندth

i  

BI (Band Informativness) :از فرمول زير محاسبه شد 

)5.02(1 pBIi −×−=
 

 

  باشد. هاي داراي باند مي نسبتي از ژنوتيپ pكه در آن 

 محاسبه شد: RP (Resolving Power)قدرت حل هر آغازگر از فرمول 

∑
=

=

n

i
iBIRP

1 
 

 باشد از طريق فرمول پلاسم مي هاي ژني چندشكل موجود در يك ژرم نسبت چندگانه موثر كه بيانگر تعداد جايگاه

EMR (Effective Multiplex Ratio) شود  محاسبه مي(Powel et al., 1996).  

EMR=np×B 

B=np/(np+nnp) 
 

باشد    نسبت تعداد باند چندشكل به تعداد كل باند مي Bاد كل باندهاي چندشكل و تعد npدر اين فرمول 

(Powel et al., 1996).  

عنوان شاخصي جهت برآورد كارايي يك نشانگر تواند به شاخص نشانگري كه بيانگر ميزان چندشكلي است و مي

محاسبه شد                MI (Marker Index)پلاسم ناشناخته استفاده گردد با استفاده از رابطه  در يك ژرم

(Milbourne et al., 1997; Powel et al., 1996).  

MI=PIC×EMR 

 

گيرد كه در هر فرد وجود داشته باشد  هايي را در نظر مي گيري ميزان تشابه تنها باند ضريب تشابه جاكارد در اندازه

(Jaccard, 1908) .شده بين سه ضريب تشابه  لازم به ذكر است كه در مطالعات انجامJaccard, Sorenson Dice  و

Simple matching  تفاوتي مشاهده نشد(Dalirsefat et al., 2009)  در نتيجه در اين تحقيق از ضريب جاكارد استفاده

  گرديد. 

cba

a
sij

++

=  

a تعداد باندهايي كه در هر دو فرد :i  وj .وجود دارد  

b در فرد : تعداد باندهايي كهi وجود دارد ولي در فرد j .وجود ندارد  

C تعداد باندهايي كه در فرد :i  وجود ندارد ولي در فردj .وجود دارد  

  رسم شد.NTsys و  MVSP3.2 افزار  ها با استفاده از نرم دندروگرام نمونه
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 ٢٤٢

  نتايج و بحث

 
باند  9نارنجي با  -صورتي و گيلاني -خراسانيهاي  حداكثر تعداد باند توليد شده مربوط به جمعيت P1در آغازگر 

باند بود. همچنين حداكثر تعداد باند توليد شده در  4ليمويي با  -جمعيت خراسانيو حداقل تعداد باند مربوط به

صورتي -خراسانيباند و حداقل تعداد باند توليد شده مربوط به 10ليمويي با  -جمعيت خراسانيمتعلق به P2آغازگر 

باند و حداقل تعداد باند  10بغدادي با   جمعيتحداكثر تعداد باند توليد شده مربوط به P3ند بود. در آغازگر با 6با 

جمعيت حداكثر تعداد باند توليد شده مربوط به P4 باند بود. در آغازگر 2نارنجي با  -جمعيت گيلانيمربوط به

  ).2باند بود ( جدول 5ليمويي با  -جمعيت خراسانيباند و حداقل تعداد باند مربوط به  7صورتي با  -خراساني

 

  ISSRبا نشانگر  كرم ابريشم نژاد بوميتعداد باند توليدي هر آغازگر در هر   -2جدول
Table 2- The number of bands produced by each primer in native silkworm race with ISSR markers 

Local silkworm races 
Perimer 

Baghdadi Kh-pink Ha-yellow Kh-lemon Gi-orange 
7 9 8 4 9 1 

9 6 9 10 9 2 

10 9 6 6 2 3 

6 7 6 5 6 4 

 

ترين تعداد باند ايجاد شده در آغازگرها مربوط به  باند ايجاد شده از چهار آغازگر مورد بررسي، بيش 143از ميان 

) و 3باشد (شكل  باند ايجاد شده مي 30با  4آغازگر مربوط به ترين تعداد باند باند ايجاد شده و كم 43با  2آغازگر 

ترين باند توليد شده مربوط به نژاد   باشد و كم باند مي 32حداكثر باند توليد شده در بين نژادها مربوط به نژاد بغدادي با 

   ).4باشد (شكل  باند مي 25ليمويي با  -خراساني

 

  

شده توسط هر آغازگر براي نژادهاي تعداد باندهاي توليد  -3شكل 

  بومي كرم ابريشم
Fig. 3- The number of bands produced by each primer for 

native silkworm races 

تعداد باندهاي توليد شده در نژادهاي بومي كرم ابريشم با  -4شكل 

 آغازگر 4كاربرد 

Fig. 4- The number of bands produced in native silkworm races 

using 4 primer 
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ميزان شاخص نشانگري، قدرت حل، ميانگين قدرت حل و نرخ موثر چندگانه آغازگرهاي مورد استفاده در مطالعه 

گيري شده تابع تعداد باندهاي توليدي  هاي اندازه نشان داده شده است. شاخص 3نژادهاي بومي كرم ابريشم در جدول 

باشد. با افزايش تعداد باندها قدرت آغازگرها در جداسازي افزايش     ر هر آغازگر ميو تعداد باندهاي چندشكل د

يابد. بر طبق جدول  شكل و افزايش باندهاي چندشكل اين قدرت افزايش مي يابد و با كم شدن تعداد باندهاي تك مي

كه از اين  377/0و  342/0، 328/0، 344/0عبارت بودند از:  4تا  1ترتيب از آغازگر  آغازگر به 4براي  PICمقدار  3

 328/0با  2ترين مقدار آن براي آغازگر شماره واحد و كم 377/0با  4براي آغازگر شماره  PICبين بيشترين مقدار 

، 24/11عبارت بودند از:  4تا  1ترتيب از آغازگر  آغازگر به 4(قدرت حل آغازگر) براي هر  RPواحد بود. مقدار 

واحد و كمترين مقدار آن مربوط به  12/15با  2مربوط به آغازگر شماره  RPترين كه بيش 39/12 و 15/12، 12/15

 4تا  1هاي  ترتيب براي آغازگر (ميانگين قدرت حل آغازگر) به MRPواحد بود. مقدار  24/11با  1آغازگر شماره 

و  4ترين مقدار مربوط به آغازگر شماره ش، كه از ميان آغازگرها بي953/0و  934/0، 945/0، 936/0عبارت بودند از: 

ترتيب از  آغازگر به 4براي  (نرخ چند گانه موثر) EMRبود. مقدار عددي  3كمترين مقدار مربوط به آغازگر شماره 

   و 2مربوط به آغازگر شماره  EMRكه بيشترين مقدار  13و  071/12، 473/13، 076/11عبارتند از:  4تا  1آغازگر 

 EMRدر  PIC(شاخص نشانگري) كه از ضرب اعداد  MIبود. همچنين  1دار آن مربوط به آغازگر شماره ترين مقكم

، 817/3نشان دهنده اعداد روبرو هستند:  4تا  1ترتيب از آغازگر  آغازگر محاسبه شد كه به 4دست آمد براي هر به

ترين مقدار آن واحد و كم 902/4با  4ه مربوط به آغازگر شمار MIترين مقدار ، كه بيش902/4و  138/4، 425/4

 )3واحد بود (جدول  817/3با  1مربوط به آغازگر شماره 

 

با هاي آغازگرهاي مورد استفاده در مطالعه تنوع ژنتيكي نژادهاي بومي كرم ابريشم  ميزان برخي شاخص -3جدول

  ISSRنشانگر 
Table 3- Primers used in this study measures the amount of genetic variation in native silkworm races 

with ISSR markers 

MI EMR MRP RP PIC Mean Primer 

3.817 11.076 0.936 11.24 0.344 P1 

4.425 13.473 0.945 15.12 0.328 P2 

4.138 12.071 0934 12.15 0.342 P3 

4.902 13 0.953 12.39 0.377 P4 

4.32 12.405 0.942 12.72 0.347 Average 

 
RP=Resolving power, PIC=Polymorphism Information, EMR=Effective Multiplex Ratio, MI=Marker 

Index 

  

جايگاه  12شكلي نيز در آغازگرها مورد بررسي قرار گرفت كه آغازگر شماره يك  شكلي و چند همچنين تك

شكلي، آغازگر شماره سه  جايگاه تك 3شكلي و  جايگاه چند 16شكلي، آغازگر شماره دو  شكلي و يك جايگاه تك چند

شكلي  شكلي و صفر جايگاه تك ايگاه چندج 13شكلي و آغازگر شماره چهار  شكلي و يك جايگاه تك جايگاه چند 13

شكلي در  ترين چند شكلي و كم درصد چند 100با  4شكلي در آغازگر شماره  چنين بيشترين چندايجاد كردند. هم

درصد چند شكلي زيادي را  8/92با ميانگين  ISSRشكلي بود. در كل آغازگرهاي  درصد چند 2/84با  2آغازگر شماره 

  ).4جدول از خود نشان دادند (
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  شكلي شكل و درصد چند شكل و چند هاي تك ها، جايگاه توالي آغازگرها، تعداد جايگاه -4 جدول
Table 4 - Primers sequences. Number of positions. A single place. Polymorphic. Percentage of polymorphic 

Percentage of 
Polymorphism 

(%) 

Number of 
Monomorphic  

bands 

Number of 
polymorphic 

bands 

Number of 

total band 
Fragment 
size (bp) 

Sequence 
(5'_3') 

Prime 

name 
Primer 

number 

92.3 1 12 37 200-1000 (AG)8T Ow-01 1 

84.2 3 16 43 200-1000 (AG)8G Ow-02 2 

92.8 1 13 33 300-1000 (GA)8A Ow-03 3 

100 0 13 30 400-1000 (AC)8G Ow-04 4 

92.3 5 54 143 - - - Total 

  

) مشاهده شد و 4864/0زرد ( -نارنجي و هراتي -ها بين گيلاني در ماتريس شباهت نژادها، بيشترين شباهت

) در رتبه دوم قرار 4442/0صورتي ( -نارنجي و خراساني -) و گيلاني4442/0صورتي ( -زرد و خراساني -هراتي

     هر چهار نژاد ديگر مشاهده شد و ) بين نژاد بغدادي با6669/0). بيشترين فاصله ژنتيكي (5(جدول  گرفتند

) فاصله در رتبه دوم قرار داشتند 6461/0ليمويي با ( -زرد با خراساني -ليمويي و هراتي -نارنجي با خراساني -گيلاني

دست آمد با اندكي تفاوت اي مشابه به نيز آناليز شدند كه نتيجه FAMD). شباهت ژنتيكي نژادها با برنامه 5(جدول 

ميزان دقت بالاتري داشته  FAMDرسد كه برنامه  نظر ميباشند و به مي NTsysدست آمده با برنامه اعداد بهنسبت به 

استفاده شد تا آناليزها و كلاستر با يك برنامه انجام  NTsysدست آمده توسط برنامه جا از نتايج بهباشد ولي در اين

  ).5شده باشند (جدول 

  

  NTsysبا استفاده از برنامه  ISSR(قسمت پايين) و فاصله ژنتيكي (قسمت بالا) بر اساس نشانگر ضريب تشابه ژنتيكي  -5جدول 
Table 5- Coefficients of genetic similarity (bottom) and genetic distance (above) based on ISSR markers using the program 

NTsys 

Ba Kh-pi Ha-ye Kh-le Gi-or Races 

0.6649 0.5558 0.5154 0.6461 ***** Gi-or 

0.6649 0.6461 0.6461 ***** 0.3539 Kh-le 

0.6649 0.5558 ***** 0.3539 0.4864 Ha-ye 

0.6649 ***** 0.4442 0.3539 0.4442 Kh-pi 

***** 0.3351 0.3351 0.3351 0.3351 Ba 

 

بندي شدند كه در گروه مجزا تقسيم در سه UPMGAروش پنج جمعيت مورد مطالعه پس از رسم دندروگرام به

صورتي رابطه  -زرد بيشترين نزديكي را دارا هستند و اين دو با خراساني -نارنجي با هراتي -گروه اول گيلاني

تنهايي در  تنهايي و در گروه سوم نژاد بغدادي نيز به ليمويي به -خويشاوندي نزديكي دارند و در گروه دوم خراساني

  ).5فتند (شكل يك گروه قرار گر
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و ضريب تشابه جاكارد حاصل از آناليز پنج نژاد بومي ايران با استفاده از  UPGMAروش دست آمده بهدندروگرام به -5شكل 

  FAMDو  NTsysبرنامه 
Fig 5- Dendrogram obtained by the method UPGMA. Jaccard's similarity coefficients obtained from the analysis of 

five indigenous races using the program FAMD and NTsys  
 

ترسيم  FAMDاي نژادهاي مطالعه شده به خوبي در پلات سه بعدي حاصل از برنامه  نتايج حاصل از آناليز خوشه

ژنتيكي نژادها را  خوبي توانست فاصلهباشد اين دندروگرام به شد و بيانگر فاصله نژادهاي مورد مطالعه از يكديگر مي

  ).6(شكل ديگر ترسيم كند از هم

 

 
براي پنج نژاد  FAMDروش ماتريس تشابه، با استفاده از برنامه حاصل از تجزيه به مختصات اصلي به (Pcoa)پلات سه بعدي  -6شكل 

  RAPDبا استفاده از نشانگر  كرم ابريشم بومي ايران
Fig. 6- Three-dimensional plot (Pcoa) of the principal coordinate analysis using similarity matrix, using a five-race program 

FAMD Iranian native silkworm using RAPD markers 

 

در دو گروه مجزا قرار  ليمويي را -صورتي و خراساني -هاي خراساني گونه ISSRمحققان با استفاده از نشانگر 

دو جمعيت  ISSR. بر اساس نتايج تحقيق ديگر با استفاده از (Balvasi, 2003)ابهي دست يافتند نتايج مشدادند و به

نارنجي را در  -نتايج مشابهي دست يافتند و گيلانيصورتي در يك گروه قرار گرفتتند و به -زرد و خراساني -هراتي

خاطر ها ممكن است به فتند كه اين تفاوتليمويي قرار دادند و به نتايج متفاوتي دست يا -گروه بغدادي و خراساني

        دست آمده دو جمعيتبر اساس نتايج به .(Radjabi et al., 2012)استفاده از تعداد آغازگرهاي بيشتر باشد 

اي در يك گروه  ليمويي در دو گروه متفاوت قرار گرفتند كه اين دو نژاد با هيچ گونه -صورتي و خراساني -خراساني

خاطر استفاده از تعداد آغازگرهاي كمتر و دست آوردند و اين احتمالا بهر نگرفتند و نتايج متفاوتي بهمشترك قرا

ليمويي و  -. در تحقيق ديگري نژادهاي خراساني(Balvasi, 2003)باشد  همچنين استفاده از ژل اكريل آميد مي
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          طور نژادهاي دست يافتند و همين صورتي در دو گروه متفاوت قرار گرفتند و به نتايج مشابه -خراساني

. (Dalirsefat et al., 2009)نتايج متفاوتي دست يافتند نارنجي و بغدادي در يك گروه قرار گرفتند كه به -گيلاني

باشد.  دليل استفاده از نژادهاي كمتر و همچنين استفاده از آغازگرهاي متفاوت در تحقيق حاضر مي تفاوت در نتايج به

توان  باشند كه مي ترين نزديكي را دارا مينارنجي با هم بيش -زرد و گيلاني -ر اين مطالعه دو جمعيت هراتيد

مشابهت و نزديكي مدت زمان تفريخ تخم (ساعت)، تعداد پيله توليدي، تعداد پيله خوب و تعداد پيله خوب داراي 

ن قشر پيله خوب نر در اين دو جمعيت را مويد اين گفته شفيره زنده، ميانگين وزن قشر پيله خوب ماده و ميانگين وز

          ترين نزديكي را دارند كه يكسان بودن وزن تخم گونهبدانيم اين دو گونه با گونه خراساني صورتي بيش

زرد و  -صورتي با هراتي -هاي متوسط خراساني چنين نزديكي تعداد پيلهصورتي و هم -نارنجي و خراساني -گيلاني

تواند  صورتي مي -زرد و خراساني -نارنجي، هراتي -چنين يكسان بودن طول دوران تفريخ در هر سه نژاد گيلانيهم

هاي مورفولوژيكي و  هاي كرم ابريشم را بر اساس ويژگي تاييد كننده اين دندروگرام باشد. محققان بسياري نژاد

در  .(Salehi et al., 2009)اند  بندي كردهآن طبقه اقتصادي همچون وزن پيله، وزن قشر پيله، درصد قشر و مانند

ليمويي در دو گروه متفاوت قرار  -صورتي و خراساني -دو نژاد خراساني UPGMAروش دست آمده بهدندروگرام به

ج رفت كه هر دو در يك گروه قرار بگيرند كه نتاي گرفتند. چون اين دو نژاد از يك منطقه جغرافيايي هستند و انتظار مي

 چنين چيزي را نشان نداد.

  

 گيري نتيجه

هايي كه از نظر  هم هستند در يك گروه و گونههايي كه از نظر منشاء جغرافيايي نزديك به انتظار بر اين بود كه گونه

هاي خراساني صورتي  تري دارند در گروه ديگري قرار بگيرند كه وجود نژادمنشاء جغرافيايي با يكديگر اختلاف بيش

زرد  -هاي هراتي صورتي با گونه -چنين نزديكي بيشتر جمعيت خراسانيخراساني ليمويي در دو گروه متفاوت و هم و

ها نزديكي كمتري را داد، چنين پيش فرضي را رد كرد. اما با توجه  نارنجي كه از نظر منشاء جغرافيايي با آن -و گيلاني

نظر و هند بررسي اين نشانگر با تعداد آغازگرهاي بيشتر ضروري به هاي ايران مطالعات صورت گرفته قبلي در كشوربه

 رسد. مي
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Abstract 
 

ISSR molecular marker, in order to isolate the Iranian native Bombyx mori silkworm breeds 

were used. Extracted DNA by using phenol-chloroform was performed. The qualitative and 

quantitative measurements of extracted DNA and its dilution, was obtained from the bands on 

1.5% agarose gel and they marked and analyzed. The results showed that the observed bands 

were between 200-1000 bp and the most bands were observed corresponding to Harati-yellow 

with 32 bands and Khorasani-lemon had their lowest with 25 bands. Second Primers were the 

highest number of bands with 43 bands and the fourth primer had the lowest number of bands 

with 30 bands. Cluster analysis of races, placed them in three main groups. The first groups 

consisted of Gilani-orange, Harati-yellow and Khorasani-pink, Khorasani-lemon and Baghdadi 

races placed in seprate groups. In cluster analysis, Gilani-orange showed the most similar to 

Herati-yellow and this two races with khorasani-pink were the first group. The most genetic 

similarity were between Gilani-orange and Herati–yellow and the most genetic distance was 

obtained between Baghdadi and other four races. It is concluded that, ISSR marker can seperate 

different races of silkworm with different origin very well.there fore to approve the it is suitalle 

to use more than more than 30 primer for 14 silkworm individuals with 2n= 28 is better. 
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