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 ITSهای مولکولی تبارشناسی تعدادی از ارقام ایرانی گل داوودی با استفاده از نشانگر
 

 3امیدعلی اکبرپور و ،*2، فرهاد نظریان فیروزآبادی1میترا شهبازی

 

 اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم آباد، گروه زراعت و دانشجوی کارشناسی ارشد -1

 استاد، گروه زرراعت و اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم آباد -2

 استادیار، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم آباد -3
 

 (03/11/1396 تاریخ پذیرش: – 31/02/1396)تاریخ دریافت: 
 

 چکیده

ر رونق صنعت گل و ست که نقش مهمی دهان زینتی دنیاترین گیایکی از مهم Chrysanthemum morifolium))داوودی  گل

نژادی این گیاه در جهت اهداف مهم های بهنیازدنیا دارد. آگاهی از تنوع ژنتیکی گل داوودی، یکی از پیش در هان باغیگیا

ای دارند. در همین گونهسزایی در تشخیص و معرفی تنوع ژنتیکی بین و درونبههای مولکولی سهم اقتصادی است. نشانگر

به کمک  rDNAیابی قسمتی از های داوودی موجود در ایران با استفاده از توالیراستا، تنوع ژنتیکی تعدادی از ارقام گل

ی تنوع متغیر بود که نشان دهنده 15/10تا  05/0بررسی شد. فاصله ژنتیکی ارقام داوودی از  ITS5و  ITS4های آغازگر

های گل داوودی به روش پارسیمونی ترسیم شد و ارقام را ژنتیکی در بین ارقام ایرانی گل داوودی بود. درخت فیلوژنی گونه

تقسیم نمود که نشان  ،های داوودییکی مربوط به کلاد موریفولیوم و دیگری کلاد مربوط به بقیه گونه ،به دو کلاد اساسی

در  ارقام ایرانی در نشان دادن تنوع ژنتیکی بین ارقام گل داوودی بود. در درخت تبارشناسی، تمام ITSی قدرت نشانگر ندهده

شناسی اند. نتایج تباردهد احتمالاً تمام ارقام ایرانی از یک ژنوتیپ یا توده منشا گرفتهکه نشان می قرار گرفتند ومیفولیکلاد مور

دهد شود. این موضوع نشان مید که تغییرات و تنوع ژنتیکی فراوانی در جنس گل داوودی مشاهده میارقام داوودی نشان دا

ای العادهجمعیتی در این گیاه سبب ایجاد تنوع فوقای و حتی بینگونهای، بینگونههای درونگیریرگکه در جریان تکامل، دو

 نژادی استفاده کرد.ها در کارهای بهتوان از آنشده است که در نتیجه می

 ITSتنوع ژنتیکی، داوودی، نشانگر مولکولی،  واژگان کلیدی:
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 و همکاران شهبازی ... تبارشناسی تعدادی از ارقام ایرانی گل داوودی با استفاده از

 مقدمه

( گیللاهی Chrysanthemum morifoliumگللل داوودی )

باشد. منشل  می Asteraceaeکوتاه و متعلق به خانواده روز

 ,.Won et al)ویژه کشور چین است بهاین گل شرق آسیا 

. در دهه هفتاد و نود میلادی گل داوودی توانسلت (2018

هلای به ترتیب رتبه اول تولید گل جهان و رتبله دوم گلل

این . شاخه بریده را پس از گل رز به خود اختصاص دهد

های مختلفی مانند صنعت گلکاری، دارویلی گل در بخش

گیرد. گلل داوودی در بلین میو زینتی مورد استفاده قرار 

ای ها به صلورت گللدانی و باغ لههایی که کاشت آنگل

تری قرار گرفته است، به طوری کله است در جایگاه ویژه

های آن، استفاده از این گل به شلکل شلاخه یکی از امتیاز

. بنلابراین گلل داوودی از (Da Silva, 2004)بریده اسلت 

-ز اهمیلت اسلت، بلهنظر اقتصادی بسیار سودمند و حلا 

طوری که توانسته است در زمینه تولید و مصرف، پلس از 

 ;Anderson, 2006) گل رز، در جایگلاه دوم قلرار بگیلرد

Da Silva, 2003) . 

های بررسی تنوع ژنتیکی و علل آن در بین جمعیت

مختلف یک گونه، با استفاده از صفات مورفولوژیک، 

ید بیشتر، امری برای یافتن صفات مطلوب به منظور تول

باشد. وجود تنوع ژنتیکی نژادی گیاهان میضروری در به

نژادی دارای های بهجهت انتخاب والدین در برنامه

باشد. به طور کلی، از خصوصیات اهمیت زیادی می

مورفولوژیکی، فنولوژیکی و زراعی اغلب برای شناسایی 

 Kia Mohammadi et) شودپلاسم استفاده میاولیه ژرم

al., 2011) نژادگر در امر عنوان اطلاعات پایه برای بهو به

 ای هستندبررسی تنوع ژنتیکی دارای اهمیت ویژه

(Nazarian-Firouzabadi, 2009) تنوع ژنتیکی پایه .

های متفاوتی رو روشاساس توسعه ژنتیکی است، از این

برای ارزیابی تنوع ژنتیکی وجود دارد. تنوع ژنتیکی را 

های از خصوصیات مورفولوژیکی، فرمبا استفاده توان می

مورد مطالعه  DNAهای مختلف یک پروتئین و نشانگر

ای های سادههای مورفولوژیکی نشانگرنشانگر قرار داد.

توان بدون استفاده از ها را میباشند که وراثت آنمی

 های بیوشیمیایی یا مولکولی مشاهده و بررسی نمودروش

(Nadeem et al., 2018)اثرات پلیوتروپیک، کم بودن  ؛

شکلی، غالبیت و عدم تظاهر در مراحل اولیه رشد، چند

ها سبب و تعداد کم آن پذیری از محیط، اپیستازیت ثیر

شکلی و چند .ها محدود شودشده است تا استفاده از آن

های پراکندگی مناسب در طول ژنوم، تشخیص تفاوت

لا، آسانی و کمی هزینه، سرعت ژنتیکی با ضریب دقت با

شناسایی بالا، نیاز به حجم کمی از نمونه، عدم نیاز به 

اطلاعاتی در مورد ژنوم، پیوستگی با صفات فنوتیپی از 

آل است. به علاوه، های یک نشانگر مولکولی ایدهویژگی

های مولکولی ثبات بالای یکی از مشخصات بارز نشانگر

بدون در نظر گرفتن مرحله  های فرد،ها در همه قسمتآن

 Agarwal et)رشد و نموی و ت ثیر عوامل محیطی است 

al., 2008) . گاهی علا م مورفولوژیک، بیوشیمیایی و

 DNA های موجود در سطحفیزیولوژیک ناشی از تفاوت

بررسی توان از طریق ها را میدهند و آنخود را نشان نمی

DNA های ها نشانگربه همین علت به آن .به اثبات رساند

 ,.Patwardhan et al) گویندمی DNAمولکولی مبتنی بر 

یکی nternal transcribed spacerI (ITS )نشانگر  .(2014

باشند که از می PCRهای مبتنی بر نواع نشانگراز ا

حفظ  rDNAانداز در نواحی های فاصلهخصوصیت توالی

کند. از این نشانگر برای بررسی تنوع شده استفاده می

ژنتیکی در بسیاری از گیاهان استفاده شده است. برای 

مثال، برای درک بهتر روند تکامل، روابط خویشاوندی 

بندی در برخی از و موقعیت طبقه Ajaniaگل داوودی و 

و  Asteraceae) های کوچک آسیاییجنس

Anthemideae،) های ناحیه از توالیITS  و ژن

استفاده شد. نتایج این مطالعه نشان  trnL-Fکلروپلاستی 

توانند روابط داد که هر دو نشانگر به خوبی می

 های داوودی را مشخص کنندخویشاوندی بین گونه

(Zhao et al., 2010)دهند که . مطالعات جدید نشان می

گل داوودی تک نیایی نسیت و قرابت بین 

Chrysanthemum  وAjania قدری زیاد است که باید  به

. به (Liu et al., 2012) ها را در یک تاکسون قرار دادآن
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اکولوژیکی، -رسد که عوامل جغرافیاییعلاوه به نظر می

های مؤثر در پلو یدی از جمله فاکتورگیری و پلیرگدو

 Liu et) بوده است Chrysanthemumزایی جنس گونه

al., 2012). 

هدف از این مطالعه بررسی روابط خویشلاوندی و تنلوع  

ژنتیکی در بلین مهمتلرین ارقلام گلل داوودی موجلود در 

بود تا بتوان از این طریلق  ITSهای ایران به کمک نشانگر

نلژادی های بلهمبادرت به انتخاب والدین مناسب برای کار

 و مولکولی نمود. 

 هامواد و روش

رقم گل  11تعداد : DNAج تهیه مواد گیاهی و استخرا 

، Ashraf ،Avadis  ،Bolur ،Golgisهای داوودی به نام

Farahnaz ،Fariba2 ،Mani2 ،Paridokht ،Ramtin ،

Tanaz  وShekarnaz  پژوهشکده گل و گیاهان زینتی از

 Salehan) دار دریافت شدبه صورت قلمه ریشهمحلات 

and Nazarian Firouzabadi 2017) ارقام . پس از کاشت

عدد برگ جوان  5ساله، تعداد در مزرعه، از گیاهان یک

فاصله در ازت مایع لاآوری و با هم مخلوط و بتازه جمع

-درجه سانتی -80منجمد و با ثبت کد مربوطه در فریزر 

ژنومی  DNAگراد در آزمایشگاه، تا زمان استخراج 

 CTABژنومی به روش  DNAاستخراج  نگهداری شدند.

ه از بافر مربوطه صورت گرفت. کیفیت و و با استفاد

استخراج شده با استفاده از دو روش  DNAکمیت 

 % بررسی شد. 1اسپکتروفتومتری و ژل آگارز

در این مطالعه از : (PCRای پلیمراز )های زنجیرهواکنش

با توالی زیر استفاد شد  ،ITSیک جفت آغازگر

(Schilling et al., 2001:)  
 (ITS5:5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3')  

(ITS4:5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')  
لیتر انجام شد )جدول میکرو 25در حجم  PCRواکنش 

سیکل به صورت: واسرشت 35در  PCR(. واکنش 1

اتصال ثانیه،  30گراد به مدت درجه سانتی 95سازی در 

گراد به مدت یک دقیقه و درجه سانتی 53در  آغازگر

ثانیه صورت  80گراد به مدت درجه سانتی 72 بسط در

ضمن در شروع واکنش یک پیش  گرفت. در

دقیقه  10مدت  هگراد بدرجه سانتی 95سازی در واسرشت

 10مدت  هگراد بدرجه سانتی 72و یک بسط نهایی در 

 دقیقه در انتها صورت گرفت. 

 

در  ITSبرای تکثیر ناحیه  PCRاجزای واکنش  -1جدول 

 ارقام گل داوودی
Table 1. PCR reaction components used to amplify 

the ITS region in Chrysanthemum morifolium 

cultivars 
 ماده 

Reagent 

 غلظت پایه

Initial Concentration 

 حجم
Volume 

(µl) 
DNA ng 10 5 
 PCR 10X 2.5بافر 

MgCl2 50 Mm 1.5 
 ITS5 Pm 10 1آغازگر 

 ITS4 Pm 10 1آغازگر 

dNTPs mM 10 0.5 
Taq DNA 

polymerase U 5 0.2 

 13.3 لل ddW آب مقطر

 حجم نهایی

Final volume 
 25 لل

 

، Silica gel (Fermentase)سپس با استفاده از کیت 

برای از ژل استخراج و خالص شدند و  DNAقطعات 

 FASTAبعد از دریافت فایل  یابی ارسال شدند.توالی

ها توالیگرام مربوطه به کمک فایل کرومو ،هاتوالی

استفاده  BLASTNها برای جستجوی ویرایش و از آن

 NCBIها از پایگاه ترین توالیشد. تعدادی از نزدیک

رسم درخت  و چینیهمها برای زیردریافت و از آن

فیلوژنتیکی استفاده شد. برای بررسی روابط خویشاوندی 

استفاده شد. درخت فیلوژنی با  MEGA7افزار از نرم

 1000و با  Maximum Parsimonyاستفاده از روش 

 استرپ ترسیم شد.بوت

 نتایج و بحث

ای پلیمراز با در این بررسی بعد از انجام واکنش زنجیره

تکثیر  bp 790، باندی به طول ITS5و  ITS4دو آغازگر 

داشت. تک ی ناحیه مورد انتظار هماهنگی شد که با اندازه

مورد بررسی قرار  BLASTNها به کمک تک توالی

-ها به توالیمیزان شباهت توالیگرفتند و مشخص شد که 
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 و همکاران شهبازی ... تبارشناسی تعدادی از ارقام ایرانی گل داوودی با استفاده از

متغیر بود.  %93تا  %96از  NCBIهای ثبت شده در پایگاه 

 1های گل داوودی در شکل درخت تبارشناسی گونه

شود. بر اساس نتایج این مطالعه، ارقام داوودی مشاهده می

، دو  NCBIهای انتخابی از پایگاه در ایران با گونهموجود 

( کلاد 2( کلاد مربوط به موریفولیوم و )1کلاد اساسی؛ )

های داوودی را تشکیل دادند. تمام مربوط به بقیه گونه

ارقام این مطالعه بدون استثناء در کلاد موریفولیوم قرار 

 اند.گرفته

سیمونی دهد که روش پاراین درخت به خوبی نشان می

به خوبی توانسته است از اطلاعات موجود در توالی 

ها استفاده و درخت مناسبی از روابط نوکلئوتید

-میزان بوت خویشاوندی ارقام گل داوودی ترسیم کند.

ها به دهد که توالیها نشان میبندیاسترپ بالای گروه

اندازه کافی از اطلاعات مناسبی برای ترسیم درخت 

 Maximumارزشمندی روش اند. برخوردار بوده

Parsimony های در بررسی روابط خویشاوندی جنس

 ;Sonboli et al., 2012) خانواده چتریان اثبات شده است

Huang et al., 2017.)  در کلاد بزرگ موریفولیوم دو زیر

بندی درون کلاد را نشان شود که تقسیمکلاد دیده می

و  Mani2،Fariba2سه گونه  Iکلاد در زیر دهد.می

Shekarnaz کلادو در زیر II  بقیه ارقام گل داوودی این

دهد که ارقام مطالعه جای گرفتند. این موضوع نشان می

گل داوودی موجود در ایران دارای تنوع ژنتیکی هستند. 

 ITSهای شواهد خوبی برای اعتبار درخت مبنی بر توالی

ها در مقایسه با سایر جنس Chrysanthemumدر کلاد 

با این حال اطلاعات  (.Liu et al., 2012وجود دارد )

به بخش  Chrysanthemumمولکولی در خصوص جنس 

های این جنس اختصاص دارد که در دودی از گونهمح

 اند.واقع غالب  از یک محدوده جغرافیایی منش  گرفته

 

  

 

 ITSبا استفاده از نواحی  Maximum Parsimonyهای گل داوودی به روش درخت تبارشناسی گونه -1شکل 

 تکرار استفاده شد 1000با  Bootstrappingبرای تعیین اعتبار درخت تبارشناسی از روش 

Figure 1. Phylogeny tree of Chrysanthemum species based on Maximum Parsimony method by using the ITS 

region.  Bootstrapping method with 1000 replications was used to validate the tree 

file:///C:/Users/pishro/Downloads/Shabazi%20et%20al_28-11-96_Hamedan%20Journal.docx%23_ENREF_11
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 هامیزان واگرایی تکاملی بین توالیخمین ت -2جدول 

درصد  95های با کمتر از محاسبه گردید. توالی Kimura-2 Parameters methodها توسط روش ها در یک جایگاه بین توالیعداد جابجایی بازت

 یت برای محاسبه استفاده شدعموق 180مشابهت حذف شدند. در مجموع از 

Table 2. Estimates of evolutionary divergence between sequences 

The number of base substitutions per site between sequences was analyzed using the Kimura 2-parameter model. 

All positions with less than 95% site coverage were eliminated. There were a total of 180 positions in the final 

dataset 

 Fariba2 Mani2 Shekarnaz Golgis Bolur Ramtin Tanaz Avadis Paridokht 

Fariba2 1.00 
        

Mani2 0.58 1.00 
       

Shekarnaz 0.61 0.99 1.00 
      

Golgis 3.27 4.06 4.00 1.00 
     

Bolur 5.74 6.80 5.27 0.22 1.00 
    

Ramtin 5.44 7.36 3.92 0.24 0.05 1.00 
   

Tanaz 4.37 6.32 10.15 0.76 0.64 0.66 1.00 
  

Avadis 4.06 3.65 4.51 0.31 0.13 0.12 0.62 1.00 
 

Paridokht 9.12 7.88 4.69 0.28 0.07 0.08 0.62 0.15 1.00 

Ashraf 5.06 5.04 4.49 0.27 0.07 0.09 0.56 0.16 0.15 

 

اگرچه در این مطالعه تمرکز روی ارقام جنس 
Chrysanthemum های بود، اما دادهITS ها توانستند گونه

را تا حدودی براساس خصوصیات مورفولوژیکی از هم 
(. Salehan and Nazarian Firouzabadi, 2017) جدا کنند

بندی دارای از مواقع گروهای با این حال، در پاره
. چنین نتایجی را نیز ماسودا و هایی نیز بوداستثناء

. برای (Masuda et al., 2009)اند همکاران به دست آورده
ی مثال، در درخت فیلوژنی مطالعه اخیر گونه

C.yoshinaganthum پلو ید است با گونهای تتراکه گونه 
C.vestitum پلویئد در یک کلاد قرار گرفته است. هگزا

داوودی، موضوع سطح های ژنتیکی گل یکی از پی یدگی
سطح پلو یدی در  (.Luo et al., 2017) پلو یدی آن است
، از این رو  (x=9)متغیر است 10xتا  2xگل داوودی از 

تغییرات و تنوع ژنتیکی فراوانی در جنس گل داوودی 
دهد که در جریان شود. این موضوع نشان میمشاهده می
ای و حتی گونهای، بینگونههای درونگیریرگتکامل، دو

العاده جمعیتی نیز در این گیاه سبب ایجاد تنوع فوقبین
سطح پلو یدی در  .(Ma et al., 2016) شده است

 8x=72به صورت  zawadskiiو  monogolicumهای گونه
اند. گرفته است که هر دو در یک کلاد و در کنار هم قرار

،  vestitumهایهم نین سطح پلو یدی در گونه
zawadskii و oreastrum  6نیزx=54 های و در گونه است

Potentilloides و indicum،nankingense  به صورت

2x=18 ها نیز در کنار هم قرار دارند. با است که این گونه
هایی نیز با سطوح پلو یدی متفاوت در بین حال گونهاین
بندی براساس دهد گروهها قرار دارند که نشان میکلاد
ITS بندی براساس سطح پلو یدی همخوانی ندارد با گروه

(. تنوع رنگ گل، مشخصه دیگری است که از آن 1)شکل
های داوودی استفاده کرد. گل بندی گلتوان برای دستهمی

در سه  Zawadskiiو Oreastrum , Chanetiiهای در گونه
باشد که در رنگ، صورتی و سفید میرنگ بنفش کم

نیز هر سه گونه در یک کلاد قرار  درخت مورد مطالعه
 vestitum و rhombifoliumاند. هم نین دو گونه گرفته

باشند که در درخت نیز هر های سفید رنگ میدارای گل
 , dichrumهای باشند. در گونهدو در یک کلاد می

indicum , lavandulifolium , nankingense , 
potentilloides که در درخت  باشندها زرد رنگ میگل

 nankingenseمربوطه در یک کلاد قرار دارند و سه گونه 
, Potentilloides , indicum  در نزدیکی یکدیگر قرار

دارند. این موضوع از این نظر جالب است که در برخی از 
نظر وجود ندارد مطالعات مشابه در این خصوص اتفاق

((Roein et al., 2014; Zhao et al., 2010. 

-دوره گلدهی مشخصه دیگری است که از آن برای گروه 

 ,.Ma et al) شودهای داوودی استفاده میبندی گل

دوره  nankingenseو  rhombifolium. در دو گونه (2016
ماه است، که هر دو گونه در یک کلاد  11 گلدهی حدود
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 و همکاران شهبازی ... تبارشناسی تعدادی از ارقام ایرانی گل داوودی با استفاده از

و  vestitum ،indicumهای علاوه، گونهاند. بهقرار گرفته
lavandulifolium نیز دارای دوره گلدهی یکسانی به 

ماه هستند که هر سه نیز در یک کلاد جا  9-11مدت 
در  lavandulifoliumو  vestitum اند و دو گونهگرفته

 باشند.نزدیکی هم می

های از نظر محل جفرافیایی و پراکندگی، خاستگاه گونه 
dichrum،rhombifolium،lavandulifolium ،vestitum 

،nankingense ،monogolicum ، zawadskii ،oreastrum 
،boreale ،chanetii و morifolium  .کشور چین است

 ،کنار هم nankingense و chanetiiهای براین اساس گونه
، monogolicum، oreastrum، vestitum هایگونه

zawadskii و lavandulifolium های گونه کنار هم و
dichrum  وrhombifolium .هم نیز نزدیک هم قرار دارند

 crassum ،okiense ،japonenseهای چنین خاستگاه گونه
 ،orantum ،yoshinaganthum، zawadskii  وboreale 

باشد، که در درخت مورد مطالعه کشور ژاپن می
در کنار یکدیگر  boreale و crassum  ،okienseهایگونه

گرفت که توالی  توان نتیجهمیاند. بنابراین جای گرفته
تا حدودی قادر است منش  و خاستگاه  ITSناحیه 

ها را در نظر بگیرد. با این حال، مطالعاتی جغرافیایی گونه
ها را در این نیز وجود دارد که عدم توانایی این توالی

 .(Baliyan et al., 2014) اندخصوص نشان داده
فاصله ژنتیکی ارقام داوودی این مطالعه محاسبه و 
مشخص شد که این فاصله ژنتیکی بین ارقام داوودی بر 

متغیر بود.  15/10تا  05/0از  ITS4و  ITS5اساس 
و  Ramtinو  Bolurترین فاصله مربوط به دو رقم کم

 Tanazو  Shekarnazبیشترین فاصله ژنتیکی به دو رقم 
، نتایج این مطالعه نشان داد به طورکلی اختصاص داشت.

شناسی ارقام برای بررسی تبار rDNAکه اطلاعات ناحیه 
های داوودی مناسب است. تمام ارقام مورد مطالعه و گونه

ایرانی در یک کلاد مربوط به گونه موریفولیوم قرار 
خوبی نشان داد که حداقل در مورد گرفتند. این موضوع به

الاً همگی از یک ژنوتیپ ارقام موجود در ایران، احتم
اند و جد مشترکی دارند. با این حال، به دلیل اصلاح شده

، این فرضیه باید با ITSاستفاده از یک ناحیه از مناطق 
 نشانگرهای بیشتری مورد بررسی قرار گیرد.
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Abstract 
Chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium) is one of the most important ornamental plants which 

plays a significant role in the development of gardening industry in the world. The knowledge of 

genetic diversity is one of the prerequisite criteria for Chrysanthemum breeding with important 

economic goals. Molecular markers have a significant share in elucidation of inter and intra species 

genetic diversity. To this end, genetic diversity of a number of Iranian cultivars was molecularly 

investigated by sequencing a part of rDNA, using ITS4 and ITS5 primers. Genetic distance between 

Chrysanthemum cultivars ranged from 0.05 to 10.15, demonstrating the power of ITS region in 

revealing the genetic diversity among cultivars of morifolium, suggesting Iranian cultivars have been 

genetically improved from morifolium species. Genetic diversity assessment of Iranian 

Chrysanthemum cultivars demonstrated that presumably inter, intra species or even inter population 

hybridization may have been involved in creating enormous genetic diversity among Chrysanthemum 

cultivars. 
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