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  چكيده 

، سـه اسـتان   L. (Apis mellifera( هاي زنبور عسل به منظور جداسازي جمعيتISSRبا استفاده از نشانگر ريزماهواره 

 از زنبورهاي كارگر با استفاده از روش بهينه نمكـي صـورت   DNA استخراج. كردستان، خوزستان و اصفهان مقايسه شدند   

آميزي با  درصد و رنگ2هاي حاصل با استفاده از ژل آگارز باند.  صورت گرفتISSRتكثير با چهار جفت آغازگر . گرفت

پـس از   .  شد دهينمره) صفر(يا عدم حضور  ) يك(الگوي باندي بر اساس حضور باند       . اتيديوم برومايد قابل رويت گرديد    

. درصـد چنـد شـكل بودنـد     ) 52/84( باند با ميـزان      8از اين تعداد،    .  باند توليد شد   45اي پليمراز   تكثير در واكنش زنجيره   

بندي بـا اسـتفاده از      اي براي گروه  ها بر اساس ضريب تشابه جاكارد محاسبه و روش تجزيه خوشه          دندروگرام اين جمعيت  

هاي كردسـتان و خوزسـتان در يـك         جمعيت. ها در دو گروه مشخص قرار گرفتند       رسم شد و جمعيت    NTSYSنرم افزار   

 . دو استان كردستان و خوزستان بيشترين شباهت را دارا بودند.گروه و جمعيت اصفهان در يك گروه مجزا قرار گرفتند 

  

  ISSR، زنبور عسل، تنوع ژنتيكي، ماهوارهريز: هاي كليدي واژه
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  مقدمه

هـدف اصـلي اجـراي    . رونـد افشاني از بهترين بازده اقتصادي فعاليت زنبوران عسل بـه شـمار مـي    توليد عسل و گرده   

در ضـمن آرام بـودن و     . تي مانند عسل، گرده، ژله رويال اسـت       هاي اصلاح نژاد زنبور عسل، افزايش توليد محصولا           برنامه

هاي يك كلني خوب زنبور عسل است كه اين امر با استفاده از منابع ژنتيكي و تنوع موجـود     تمايل به بچه دادن، از ويژگي     

هاي دور رايج مانهاي زنبورعسل از زاستفاده از خصوصيات مرفولوژيك براي تفكيك نژادها و توده       . گردددر آن ميسر مي   

هاي مختلف زنبورعسل در ايـران از طريـق بررسـي    تا كنون اطلاعات موجود درباره ژنوتيپ.  (Ruttner, 1988)بوده است

 اما به دليـل تـاثير شـرايط         .باشداگرچه چنين اطلاعاتي به جاي خود ارزشمند مي       . دست آمده است  هصفات مرفولوژيكي ب  

    تـر بـراي از بـين بـردن چنـين مـشكلاتي شناسـايي دقيـق             . ها چندان معتبر نيـست    هتاقليمي مرفولوژي حشره تعيين شبا    

منظور رسيدن به اين هدف روش كلاسيك به تنهايي كافي نبوده و            هاي زنبورعسل الزامي بوده و در اين راستا و به         ژنوتيپ

هاي اصلاحي شـده و   موجب تسريع پروژه هاكاربرد نشانگر . باشدعنوان مكمل شناسايي نياز مي    هاي مولكولي به  به نشانگر 

ماهواره از جمله هاي ريزنشانگر. (Vuylsteke et al., 2000)در افزايش توليد محصولات زراعي و دامي سهم اساسي دارند 

دهند و ابزار مناسبي بـراي ارزيـابي تنـوع          ها را در سطح نژاد نشان مي      نشانگرهايي هستند كه اختلاف ژنتيكي بين ژنوتيپ      

هاي هاي احاطه كننده جايگاهتوالي). ;Agrawal et al., 1999; Bernardo, 2001) Barriere, et al., 2001 .دنباشتيكي ميژن

باشند و از  ميمشخصهاي خويشاوند  در جنسهاي داخل يك جنس و ندرتادر گونهاي در داخل يك گونه يا ماهوارهريز

 نشانگر مولكولي با كاربرد ISSR . اي استفاده نمودماهوارههاي ريزر تكثير جايگاهمنظوتوان براي طراحي آغازگر بهها ميآن

گيري از موجودات بنابراين نمونه. كندها كفايت ميالگو براي بررسي ريزماهوارهDNA آسان است كه به مقدار بسيار اندك 

          هـاي ر ژنـوم، سـطح بـالاي تنـوع آللـي در جايگـاه      هـا د فراواني ريز مـاهواره . شودپذير ميها امكان بدون از بين رفتن آن    

استفاده گسترده از   . هاي ژنتيكي مشهور ساخته است    ها را در نشانگر   ها، آن كارگيري اين نشانگر  هاي و سهولت ب   ماهوارهريز

نتيكي كرم ابريـشم و     يابي ژ از اين رو روشي عالي براي نقشه      .  در ژنتيك كرم ابريشم تاييد اين امر است        ISSRهاي  نشانگر

ها در هـر   زيرا تعيين وضعيت ژنتيكي موجودات زنده زير بناي اصلاح نژاد آن(Reddy et al., 1999)باشد زنبور عسل مي

هاي زنبورعسل سه استان به همين منظور اين تحقيق جهت تعيين روابط خويشاوندي و تنوع ژنتيكي جمعيت. منطقه است

  . انجام گرفته استISSRشانگر كشور ايران با استفاده از ن

  

  ها مواد و روش
از هـر   .  شـد  بـرداري نمونـه ) خوزستان، كردستان، اصفهان  (هاي زنبور عسل از سه استان         منظور بررسي ژنتيكي توده   به

آوري و بـه آزمايـشگاه منتقـل    صورت تصادفي توسط آسپيراتور جمع     زنبور كارگر به   10 كلني و از هر كلني       5-3استان از   

بدين صورت كه حشره كامـل توسـط ازت   .  زنبور عسل از روش بهينه نمكي استفاده شد     DNAبه منظور استخراج    . ندشد

 ميكروليتر بافر اسـتخراج     DNA  ،400براي جداسازي   .  قرار داده شد   7/1صورت پودر درآمده و درون ميكروتيوب        مايع به 

)10mM Tris-HCl،2mM  EDTA،0.4mM  NaCl (ميكروليتـــر 40و SDS 20    درصـــد بـــه مجموعـــه اضـــافه                        

 1999).et al Reddy(مدت كوتاه   و به)ساعت قرار 2مدت  درجه به65ورتكس و درون حمام بن ماري در دماي )  ثانيه5 

 30 تـا  15( مـدت كوتـاه  ها افزوده و مجددا به   مولار به آن   Nacl 5/4 ميكروليتر   300ها  پس از خارج كردن نمونه    . داده شد 

.  جديد انتقال داده شد7/1هاي  رويي به تيوب دقيقه سانتريفوژ و پس از آن مايع15ها را به مدت نمونه.  شدسر و ته) ثانيه
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هاي جديد انتقال داده و  رويي به تيوبمايع.  دقيقه مجددا سانتريفوژ شد  10مدت  هم حجم مايع به آن كلروفرم افزوده و به        

        پـس از كمـي سـر و تـه كـردن      . ها افـزوده شـد   نول مطلق سرد و يك دهم حجم استات سديم به تيوب     دو برابر حجم اتا   

روز بعـد  (Chatterjee & Mohandas, 2003). شـد   براي يك شـب قـرار داده  20درون فريزر در منفي ) براي ديدن كلاف(

 درصد شستشو داده شد و مجـددا  70ها با اتانول  ت دقيقه سانتريفوژ كرده، و پلي    10 مجموعه را به مدت      ،براي ديدن پليت  

 ساعت 2ها در دماي اتاق حدودا براي  ها را دور ريخته و پليت سپس الكل موجود در تيوب.  دقيقه سانتريفوژ شد2به مدت

ها اضافه   به هر كدام از ميكروتيوب    ) دو بار تقطير  ( ميكروليتر آب استريل     50.طور كامل خشك شوند   نگه داشته شدند تا به    

  .شد

  

  PCR)(1اي پليمراز واكنش زنجيره

 Taq ميكروليتـر آنـزيم      PCR  ،2/0 ميكروليتـر بـافر      dNTPs  ،5/1 ميكروليتـر    5/1 ميكروليتر مخلوط واكنش شـامل       15

 ميكروليتر آب دوبار تقطير شده      6/8 ژنومي و    DNA ميكروليتر   8/1 ميكروليتر آغازگر و     MgCl2  ،1 ميكروليتر   4/0پليمراز،  

 درجـه   94مرحله واسرشته سـازي اوليـه در دمـاي          . قرار داده شد   اي پليمراز   سازي در دستگاه واكنش زنجيره    پس از آماده  

 52 تا 45 ثانيه، مرحله اتصال در دماي 30 درجه سليسيوس در 94 دقيقه، مرحله واسرشته سازي در دماي  2سليسيوس در   

 دقيقـه،  2 درجه سليسيوس در72 ثانيه، و مرحله گسترش در دماي    45ر  د) بسته به آغازگر مورد استفاده    (درجه سليسيوس   

مـدت   درجه سليسيوس به72 مرحله گسترش نهايي در دماي      DNA تكرار شد و جهت تكميل سنتز          چرخه 45و به تعداد    

  . دقيقه صورت گرفت10

  

  PCRالكتروفورز محصول 

 ميكروليتـر از هـر يـك از محـصولات نهـايي             10.  درصد صورت گرفت   2 روي ژل آگارز     PCRالكتروفورز محصول   

 Taq ميكروليتر آنـزيم     PCR  ،2/0 ميكروليتر بافر    dNTPs  ،5/1 ميكروليتر   5/1 ميكروليتر مخلوط واكنش شامل      15(واكنش  

بـر  )  ميكروليتر آب دوبار تقطيـر 6/8 ژنومي و DNA ميكروليتر 8/1 ميكروليتر آغازگر و MgCl2 ،1 ميكروليتر   4/0پليمراز،  

 100در انتهاي رديف چاهـك از يـك مـاركر    . گذاري شد ساعت بار4 الي 3 وات به مدت     70 درصد در توان     2 ژل   روي

 روي ژل با اسـتفاده از  ISSR، از طرح ايجاد شده توسط نشانگر    PCRپس از الكتروفورز محصول     . بازي استفاده شد  جفت

  .برداري شد تصويرUVو سيستم تصويربرداري اشعه  BioDoc Analyzerدستگاه 

  

  هاآناليز داده

گيري فاصله   براي اندازهNTSYS 2.02 از نرم افزارصورت صفر و يك در نرم افزار اكسل، ها بهپس از وارد كردن داده

 اي بـر اسـاس روش  دندروگرام حاصل از آناليز خوشهو رسم ) (Jaccard, 1908ضريب جاكارد بر اساس يا تشابه ژنتيكي 
2UPGMAانجام شد  .  

                                                
1
 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

2Unweighted Paris Group Method Alitmetic Average 
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  تايج و بحثن

ISSRباشد  ابزاري مناسب جهت بررسي تنوع ژنتيكي حشرات مي.(Black et al., 1992)ها نيز اين  نتايج آزمايش

                       كننديابي ژنتيكي زنبور عسل و انگشت نگاري ژنتيكي پيشنهاد ميعنوان ابزاري مفيد در نقشهنشانگر غالب را به

(Reddy et al., 1999; Zietkiewicz et al., 1994). ها و چند  جفت آغازگر متفاوت و تعيين توالي آن4 پس از آزمايش

ها باندهاي تشكيل شده در تمامي آغازگر. ها از لحاظ شفافيت و باند، داراي باندهاي قابل قبول بودندشكلي، تمام آغازگر

) 85/42(حداكثر درصد چند شكلي با ميزان ) P4 (4ازگر كمترين و آغ(P1) 1آغازگر .  جفت باز بودند1000 الي 100بين 

 دليل مشهود بر چند شكلي زياد و از طرفي 4حداكثر محتواي اطلاعات چند شكلي در آغازگر . ددندرصد را نشان دا

ن ها و مناسب بودن نوع آغازگر انتخابي در بيهاي موجود در جمعيتبيانگر كارايي بالاي اين آغازگر در تمايز ژنوتيپ

 روش مناسبي براي تشخيص ميزان چند ISSRدست آمده تكنيك هبر اساس نتايج ب. باشدهاي مورد مطالعه ميآغازگر

       شكلي در زنبور عسل است اما با توجه به چند شكلي آغازگرهاي مورد مطالعه لزوم استفاده از آغازگرهاي ديگر با

بررسي محدوده قطعات تكثير شده در مطالعه انجام . بال داشته باشدهاي متفاوت ممكن است نتايج متفاوتي به دنتوالي

-850 و 350-3000هاي متناوب متغيير است كه در تحقيقات ديگر اين ميزان جفت باز در آغازگر 1000تا  100شده از 

  .(Paplauskiene et al., 2006; Al-Otaibi, 2008)   جفت باز بود100

  

  ها و چند شكلي مشاهده شده در نژادهاي زنبور عسلآن ليست آغازگرها، توالي -1جدول
Tabel 1- Primers list, sequence & polymorphism observed in honey bees races 

Polymorphism 

Information 

Content  

Percent of 

polymorphic 

fragments 

  

Number of 

polymorphic 

fragments  

Total 

number 

of fragments 

Temperature 

of the primer 

Rang of 

fragment 

Sizes (bp)  

Primer No 

0.111  8.33 1 12 52  100- 100  (AGA)5 GT P1  

0.148 22.22 2 9 52 200- 750  (GAG)5 AC  P2  

0.049 11.11 1 9 52 150- 700  (GAG)5 AA  P3  

0.253 42.85 3 7  52 200- 100  (ACA)5 CG  P4 

0.562 84.52 8  45 -  -    Total 

0.112 16.90 -  -  -  -    Average 

 

وسيله هر آغازگر در بررسي تنوع ژنتيكي زنبور عسل ايران در تصاوير زير نمايش داده               هالگوي باندهاي تشكيل شده ب    

 كمتـرين  1 بيشترين باندهاي چنـد شـكل و آغـازگر    5اين موضوع بيانگر اين است كه آغازگر ) 4 تا 1اشكال (شده است   

دهـد كـه   ها، نـشان مـي  چند شكل وتك شكل در ميان تمام ژنوتيپهاي   محاسبه باند . باشدباندهاي چند شكل را دارا مي     

 ـ        ISSR نشانگر دسـت آمـده بـا    هتوانايي تمايز و تعيين رابطه ژنتيكي بين سـه جمعيـت زنبـور عـسل را دارد كـه نتـايج ب

)2008(Al-Otaibi و )2006(Paplauskiene و همكاران مطابقت داشت .  
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  bp 100 با استفاده از ماركر 1آغازگر  درصد 2 ژل آگارز -1شكل
Fig. 1- Agarose gel 2% primer 1(P1) with molecular marker 

100 base- pair ladder  

  

  bp 100 با استفاده از ماركر 3 درصد آغازگر2 ژل آگارز -2شكل
Fig. 2- Agarose gel 2% primer 2(P2) with molecular marker 

100 base- pair ladder  

    

  bp 100 با استفاده از ماركر 4 درصد آغازگر 2 ژل آگارز -3شكل
Fig. 3- Agarose gel 2% primer 3(P3) with molecular marker 

100 base- pair ladder  

  bp 100 با استفاده از ماركر 5 درصد آغازگر 2 ژل آگارز -4شكل
Fig. 4- Agarose gel 2% primer 4(P4) with molecular marker 

100 base- pair ladder  
  

 (M= Marker, Ko= Kordestan, Kh= Khozestan, Es= Esfahan)   

M  KO  Kh  ES  M  KO  Kh  ES  

M  KO  Kh  ES  M  KO  Kh  ES  
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 باند كمتـرين بانـد توليـد        30 باند، اصفهان با     35در اين تحقيق بيشترين تعداد باند توليد شده در جمعيت كردستان با             

 در تكرارهـاي  ISSRدست آمده نشان داد باندهاي هنتايج ب). 5شكل (  باند قرارگرفت31شده و بعد از آن نيز خوزستان با    

هاي مولكولي حتي در ميان نژادهـاي         پذير هستند كه در مقايسه با ساير تكنيك        فراوان بروي نژادهاي مختلف بسيار تكرار     

د                       رهــا تــا حــدودي مطابقــت دا ســازند كــه بــا ســاير پــژوهش نزديــك نيــز الگوهــاي متفــاوتي از بانــدها را آشــكار مــي

(Al-Otaibi, 2008).  

  
  هاي توليد شده در هر جمعيت زنبور عسل سه استان مورد مطالعه تعداد باند-5شكل

The number of bands produced in the bee population of three provinces Fig. 5- 

  

هـاي تكثيـر شـده       بيـشترين تعـداد بانـد      3 و   1هـاي   در ميان آغازگرهاي مورد مطالعه در نژادهاي زنبور عسل آغازگر         

  GAG و AGAها را در آغازگرهايي كه داراي توالي بيشترين تعداد باند.)6شكل ( را دارا هستند)  باند26 و 31ترتيب به(

 .)Abott, 2001(  عسل مشاهده كرد ابوت در ژنوم زنبورA+C و A+Gهاي  دليل وجود تواليبهبودند 

  

 
هاي توليد شده توسط هر آغازگر براي جمعيت زنبور عسل سه استان مورد مطالعهد باند تعدا-6شكل  

Fig. 6.-The number of bands produced by each primer for honey bees populations of three provinces 
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به دليل . هزينه است نياز نيستماهواره كه روشي پر يابي ناحيه متصل به ريزبه انجام كلونينگ و تواليISSR در روش 

اين نشانگر به خوبي درصد بالايي . عنوان بهترين نشانگر براي نژادهاي بررسي شده معرفي كردتوان به را ميISSR اين امر

هـاي تنـوع     جهت بررسـي   ها را آناين ميزان بالاي چند شكلي      .  درصد نشان داد   90/16از ميزان چند شكلي را با ميانگين        

بـرداري شـده از سـه اسـتان بيـشترين شـباهت بـين         بين زنبورهاي نمونـه .ها مناسب ساخته استراد و جمعيت ژنتيكي اف 

با دو استان ديگر    ) 20/0( اصفهان   هاي در نمونه  و بيشترين فاصله ژنتيكي   ) 84/0(زنبورهاي استان خوزستان و كردستان با       

فراد انتخاب شده در هر نسل و آميزش خويـشاوندي شـديد             بر اساس نتايج تحقيقات انجام شده، تعداد كم ا         .مشاهده شد 

اي ايـن  دليل تبادل زياد كلني بين اين دو استان موجب شده كه تنـوع درون گونـه    بين دو جمعيت كردستان و خوزستان به      

  . ها شديدا كاهش يابدجمعيت

  

   ISSRمعيت زنبور عسل بر اساس نشانگر بين سه ج) قسمت بالا(و فاصله ژنتيكي ) قسمت پايين( ضريب تشابه ژنتيكي -2جدول
Tabel 2- The genetic similarity coefficient (the low part) and genetic distance (The top part) between three population of bees 

based on ISSR marker 

 

  
Esfahan  Khozestan  Kordestan  population 

0.20 0.15 ****  Kordestan  

0.18  ****  0.84 Khozestan  

****  0.81 0.79 Esfahan  

  

 و با استفاده از ضريب تشابه جاكارد سه جمعيت مورد UPGMAاي و دندروگرام حاصل براساس روش آناليز خوشه

قرار I دو جمعيت كردستان و خوزستان مجزا از جمعيت ديگر در گروه . هاي متفاوتي قرار داده استمطالعه را در گروه

يكي از دلايل شباهت بين زنبورهاي عسل اين . هم استرفتند كه نشان دهنده شباهت زنبورهاي اين دو استان نسبت بهگ

پس از مطالعه در مورد . داران اين دو استان و كوچ به استان دانستدو استان را ميزان داد و ستد زياد كلني توسط زنبور

خص شد كه جمعيت زنبورهاي استان اصفهان مجزا از گروه اول در گروه دست آمده مشهجمعيت استان اصفهان و نتايج ب

II7شكل(گيرد  قرار مي.(  

  هاي سه زنبور از سه استان براي جمعيتجاكارد با ماتريس تشابه UPGMAاي بر اساس روش  دندروگرام حاصل از آناليز خوشه-7شكل
Fig. 7- Dendogram generated by UPGMA Cluster analysis based on Jaccard's coefficient for populations of bees  

 from three provinces  

I  
 

II  
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نگاري سه جمعيـت مـورد       براي تعيين ژنوتيپ و انگشت     ISSRدهد كه نشانگر    دست آمده به وضوح نشان مي     هنتايج ب 

 ,.Paplauskiene et al) .قـت دارد  مطابPaplauskiene و Al-Otaibi دست آمده با نتايجهباشد كه نتايج بمطالعه مناسب مي

2006; Al-Otaibi, 2008) همچنين Roux et al., 2007 اثبات كرد كه ISSR- PCR     يك ابزار مناسب بـراي آنـاليز و تمـايز

بـا  Dusinsk et al., 2006  .باشـد در منـاطق جغرافيـايي مختلـف مـي     L. Plutella xylostella هايساختار ژنتيكي جمعيت

  .ها را متمايز سازداي سفيد بالكبا موفقيت توانست ساختار تنوع درون و برون گونه ISSRنگر استفاده از نشا

        بـراي مثـال  . هاي مختلف انجام شده اسـت تاكنون مطالعات زيادي روي تنوع ژنتيكي زنبور عسل با استفاده از نشانگر       

Tunca & Kence استفاده از نشانگر RAPDتركيه  بروي نژادهاي زنبور عسل (Tunca & Kence, 2011)   و ارزيـابي تنـوع 

رسـد كـه از    بنـابراين بـه نظـر مـي    .صورت گرفته استISSR (Paplauskiene et al., 2006) ژنتيكي با استفاده از نشانگر 

  .عنوان روش مناسبي براي تشخيص ميزان چند شكلي و تنوع ژنتيكي در زنبور عسل استفاده نمودتوان به ميISSRتكنيك 
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Abstract 

 
Microsatellite markers ISSR were used for isolation of Apis mellifera L. from populations of 

Kurdistan, Khuzestan and Esfahan. DNA was extracted from worker bees by optimized salting 

method. Reproducing was done by 4 pairs of ISSR Primers. The obtained bands were visible using 

2% agaroz gel & satining with ethidium bromaid. The Bands pattern was recorded by presence (1) 

or absence (0) method. Total of 45 bands were observed which of 84.52 were diffrent.The cluster 

analysis based on jaccard similarity cofficient indicated the genetic distance. Populations of  

Kurdistan & Khuzestan were located in group (I) and Esfahan in group (II). Therefore, populations 

of  Kurdistan and Khuzestan provinces showed the highest similarity. 

 
Key Word: Microsatellite, Honey bee, Genetic Diversity, ISSR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Corresponding Author, E-mail: nedapalvaneh@gmail.com 

Received: 12 Nov. 2013 – Accepted: 17 Dec. 2014 

Islamic Azad University, Arak Branch 

ISSN 2008-4668 

http://jer.iau-arak.ac.ir 

 

Journal of Entomological Research  

 

Volume 7, Issue 3, pages: 209-218 
 

218 


