
 1400/   1شماره   / 8 جلد / های ژنتیک گیاهیپژوهش

17 
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 چکیده 

با استفاده از نشانگرهای های استبرق مناطق مختلف استان کرمان  ی و بررسی تنوع ژنتیکی بین نمونهبندمطالعه حاضر جهت طبقه

ISSR   انجام شد. در مجموعDNA  آغازگر   9نمونه گیاهی با  14مربوط بهISSR  واکنش  با استفاده ازPCR  و الگوی  تکثیر شد

حداقل و حداکثر   کهنحوی( را نشان دادند به 93/35)  قبولیمورد استفاده چندشکلی قابل   دست آمد. آغازگرهایها به باندی آن 

برای آغازگرهای    41/0و    ISSR9برای آغازگر    11/0ترتیب  کار رفته در این مطالعه به شاخص اطلاعات چندشکل آغازگرهای به 

ISSR3    وISSR8    ترین شباهت ژنتیکی دست آمد و کمبه  745/0تا    405/0بود. میزان شباهت ژنتیکی بر اساس شاخص نی از

بود. با استفاده از تجزیه   2جیرفت  و    1جیرفت  های  رین شباهت ژنتیکی بین نمونه و بیشت  2دوساری  و    3جیرفت  های  بین نمونه 

تری را در خود جای  های بیشسوم نمونهدوم و    هایگروه قرار گرفتند که گروه  چهار ها در  ، نمونهUPGMAروش  ای بهخوشه 

تر بودند. همچنین که در یک خوشه قرار داشتند، نزدیک  2جیرفت  و    1جیرفت  د. از نظر نزدیکی ژنتیکی نیز دو نمونه  دندا

ها در فاصله ژنتیکی دورتری قرار داشت. تجزیه به مختصات اصلی ز عنبرآباد نسبت به سایر نمونه آوری شده اهای جمعنمونه 

داد   نشان  دوم    یهامؤلفهنیز  و  بهدرص  67اول  تنوع  از  مید  توجیه  را  آمده  برای    ISSR  نشانگرهای  یکلطور  بهکنند.  دست 

های استبرق  ر وجود تنوع ژنتیکی در بین نمونه دست آمده مبنی ببا توجه به اطلاعات به بود و  استبرق مفید    هاینمونهبندی  طبقه

 نژادی و تولید استبرق زراعی بهره جست. در بهدر آینده توان استان کرمان، از این تنوع می

 DNA نشانگرگیاه دارویی، چندشکلی، ذخایر ژنتیکی، فاصله ژنتیکی،  واژگان کلیدی: 
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 مقدمه 

از خانواده    .Calotropis procera Willdاستبرق با نام علمی  

Asclepiadaceae   2و با تعداد کروموزومn = 2x = 22   دارای ،

از    208 بیش  و  می   200جنس  درختچه گونه  و  ای  باشد 

حدود   به ارتفاع یافته از قاعده های انشعاب چندساله با شاخه 

طور گسترده  به   این گیاه پنج متر و از گیاهان کائوچویی است.  

خلیج  سواحل  و  گرمسیر  نقاط  بیابانی،  مناطق  و  در  فارس 

س  خراسان،  جنوب  مثل  مناطقی  و  عمان  و  دریای  یستان 

بلوچستان، جنوب کرمان، هرمزگان، بوشهر و خوزستان دیده  

) می   ;Raghavan, 1957; Soltani-Eini et al., 2012شود 

Babakhani and Yavari, 2018  استبرق در مناطق بیابانی .)

سیلاب  کنترل  در  کلیدی  دارد.  نقش  آبخیز  مدیریت  و  ها 

ی گرم و  مواردی همچون وسعت زیاد مناطق با شرایط اقلیم 

و   شنی  اراضی  در  گیاه  این  استقرار  ،  ی باد ماسه خشک، 

از   پایین گیاه، کاربرد آن در جلوگیری  اکولوژیکی  نیازهای 

شن  تثبیت  و  خاک  آن  فرسایش  بالای  ظرفیت  روان،  های 

بافت  در  سنگین  فلزات  جذب  مقاومت  جهت  خود،  های 

استفاده    ،( Al-Yemni et al., 2011بالای آن در برابر شوری ) 

ال  آن ی  نساج صنایع    در   اه ی گ   ن ی ا   اف ی از  شیره  در    و 

فشار  جهت  )   سازی دارو   و   ی ساز ک ی لاست  کاهش محسوس 

بیماری چش  درمان  نیش  م،  پوستی،  التهابات  کبدی،  های 

نموده و    چند برابر اهمیت این گیاه را    ( عقرب و مار و دیابت 

 Padhyنماید ) عنوان یک گیاه استراتژیک مطرح می آن را به 

et al., 2007; Abbasi et al., 2016 .) 

به    اتکا   ،طور کلی برای افزایش میزان تولید گیاهان زراعی به 

گونه  ژنتیکی  اصلاح ظرفیت  جهت  در  تلاش  و  ژنی    ها 

الگو مهم  پایدارترین  و   ,.Hoisington et al)   باشد می   ترین 

راستا ( 1999 این  در  بسزایی  شناسا   ،.  اهمیت  گیاه  ژنوم  یی 

توالی ژنوم گیاه استبرق    در مورد گونه اطلاعاتی  هیچ   ؛ اما دارد 

های  در جهان گزارش نشده است و لذا پیشرفت در بخش 

یفیت این گیاه  اشاره شده در آینده نزدیک موجب افزایش ک 

خواهد شد. افزایش    صنایع مزبور در جهت استفاده بهتر در  

های کد کننده  ژن کیفیت صفات مهم مستلزم مشخص شدن  

اطلاعاتی نظیر نحوه    ،از طرف دیگر   این خصوصیات است. 

 
1- Inter simple sequence repeat 

تکامل این گیاه و قرابت آن با سایر گیاهان وجود ندارد. برای  

ژنومی،   اطلاعات  شناسایی  تنوع  آغاز  ارزیابی  قدم  اولین 

استبرق   گیاهان  بین  خویشاوندی  روابط  بررسی  و  ژنتیکی 

های خارجی  ها با نمونه کشت شده در ایران و حتی مقایسه آن 

  ی ک ی تنوع ژنت   ت ی اهم   باشد. این گیاه در کشورهای همسایه می 

اصلاح   مختلف  در  بس در    اهان ی گ انواع  از    ی ار ی مطالعات 

  ق ی از طر   د توان ی م   ی ک ی تنوع ژنت   . گزارش شده است   محققان 

  ی اب ی ارز   نیز نشانگرهای ریختاری )مورفولوژیک( و مولکولی  

نشانگرهای مولکولی در سطح    (. Kakaei et al., 2013)   گردد 

ها  تواند بر روی آن کنند و شرایط محیطی نمی ژنوم عمل می 

ترین اختلاف بین دو ژنوتیپ توسط  بگذارد و کوچک   یر تأث 

 (. Golcheshmeh et al., 2019باشد ) می   یت رؤقابل ها  آن 

ترین گروه از نشانگرهای مولکولی، نشانگر بین  یکی از مهم   

باشد که برای طراحی آغازگرهای  ( می ISSR)   1ای ریزماهواره 

آن نیازی به داشتن اطلاعات از ژنوم گونه مدنظر نیست و  

توالی  که  است  ریزماهواره تکنیکی  به های  را  عنوان  ای 

زنجیره  واکنش  یک  در  پلی آغازگرها  ) ای  برای  PCRمراز   )

دهد  ایجاد نشانگرهای چند جایگاهی مورد استفاده قرار می 

 (Ahmadi-Khah, 2011  Reddy et al., 2002;  .)  این از 

در بررسی تنوع ژنتیکی استبرق  و نشانگرهای مشابه  نشانگر  

شده    استفاده و دیگر گیاهان دارویی توسط محققان مختلف  

 ,.Ying-Ben et alیینگ بن و همکاران ) مثال    عنوان به   است. 

بین  2010 رابطه  و  ژنتیکی  تنوع  ارزیابی  جهت   )134  

قرار  ژرم  گروه  در هشت  که  یونان  در  موجود  پلاسم چای 

  باند  475و از   استفاده نمودند  ISSRگرفته بودند، از نشانگر 

دیگری توسط    ی مطالعه   . باند چندشکل بود   470تشکیل شده  

 ( همکاران  و  به Ahmed et al., 2014احمد  منظور  ( 

تحلیل ژنتیکی جهت بررسی وجود چندشکلی در بین  و تجزیه 

آوری شده از شش منطقه مختلف در  استبرق جمع   نمونه   18

. نشانگر مورد  شد انجام    RAPDمصر با استفاده از پنج آغازگر  

های مورد  بالایی از چندشکلی را برای نمونه استفاده سطح  

باند    100(. در مجموع  درصد   93/ 45)   است   ه مطالعه نشان داد 

فراد مورد مطالعه  شکل در کلیه ا ندشکل و هفت باند تک چ 

همچنین دندروگرام رسم شده نشان داده  تولید شده است.  
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قرار  است منطقه اسوان و دره فران در دو خوشه مجزا از هم  

که چهار منطقه دیگر در خوشه سوم قرار  حالی . در اند گرفته 

ها نشان  های تعیین فاصله ژنتیکی بین نمونه اند. شاخص گرفته 

های جاده  ترین شباهت ژنتیکی بین نمونه بیش داده است که  

) - قاهره  نوویبا  و  بین  کم   و (  درصد   76/ 03سوئز  آن  ترین 

طور  به ( بوده است.  درصد   63/ 87های فران و نوویبا ) نمونه 

به کل  مطالعه  این  نتایج  نشانگر  ی  کارایی  که    RAPDخوبی 

در تعیین تنوع ژنتیکی  دارد را    ISSRشباهت زیادی با نشانگر  

 دهد. کار رفته نشان می های به میان نمونه 

در صنایع مختلفی ازجمله    استبرق گیاه    که ین ا با عنایت دوباره به  

برخوردار    یی بالا   ت ی از اهم سازی و داروسازی  نساجی، لاستیک 

  چندشکلی موجود   ی بررس   ی برا   ی مطالعات کم   متأسفانه   ،است 

  انجام شده است   ی ک ی در سطح ژنت آن  مختلف    ی ها ت ی در جمع 

 (Ahmed et al., 2014 .) 

برد اهدافی  پیش همچنین ارزیابی تنوع ژنتیکی، شرط لازم برای  

های  ات بین نمونه ی و تعیین تغییر مانند محافظت از مواد گیاه 

) نیز می مختلف   با  Krasteva, 2000باشد  لذا مطالعه حاضر   .)

های استبرق رشد کرده در  هدف بررسی تنوع ژنتیکی بین نمونه 

ها  نقاط مختلف استان کرمان و یافتن روابط خویشاوندی بین آن 

جهت  (  ISSRای ) مولکولی بین ریزماهواره   از طریق نشانگرهای 

 . شد انجام  گیاه  این  آینده    های اصلاحی فعالیت به  مک  ک 

 ها مواد و روش 

این مطالعه در دانشگاه    مکان اجرای آزمایش و مواد گیاهی: 

انجام    1397- 98  علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان در سال 

استبرق از سه منطقه مختلف استان  نمونه    50  مطالعه   ن ی در ا   شد. 

جمع  نهایت    شد آوری  کرمان  در  حاوی  نمونه    14و  گیاهی 

از  و انجام کارهای بعدی    DNAبرای استخراج  های جوان  برگ 

استخراج شده    DNAکیفیت  و  کمیت  زیرا  ؛  انتخاب شد ها  بین آن 

(.  Zamani et al., 2005باشد ) تر می مطلوب های جوان  برگ از  

قالب    اه ی گ   هر نام   و    ات ی و جزئ گردید    ادداشت ی کد    ک ی در 

رشد آن    نطقه و م   اه ی گ   ی ظاهر   ات ی اطلاعات مربوط به خصوص 

 . نشان داده شده است   1در جدول  

استخراج  نمونه  مولکولی:   DNAبرداری،  بررسی  برای    و 

برداشت    هر گیاه برگ از    سه تا    دو طور متوسط  به برداری  نمونه 

پلاستیکی همراه با کد مربوط به هر گیاه  های  شد و در پاکت 

نمونه  سپس  گرفت.  به  قرار  و  گرفت  قرار  یخ خشک  در  ها 

آزمایشگاه دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان منتقل  

نمونه  کوبیدن  جهت  هاون شد.  ابتدا  محلول  ها،  با  چینی  های 

دمای    هیپوکلرید  در  و  شدند  ضدعفونی  درجه    200سدیم 

شوند.    گراد سانتی  استریل  تا  گرفتند  قرار  آون  دستگاه  در 

های برگی در هاون با اضافه کردن ازت مایع کوبیده شدند  نمونه 

روش دویل و دویل  ها به نمونه   DNAتا کاملاً پودر شوند. سپس  

 (Doyle and Doyle, 1987 استخراج شد ) ند . 

در دستور کار قرار گرفت،    ISSRآغازگر    35در این مطالعه ابتدا  

لی برای گزینش آغازگرهای مناسب با توانایی تکثیر خوب و  و 

به  امتیازدهی،  جهت  واضح  نوارهای  از  دارای  یکی  کمک 

واکنش  1)جیرفت    DNAهای  نمونه   ،)PCR    انجام آزمایشی 

آن  بین  از  و  و  گرفت  داشتند  تکثیر  توانایی  که  آغازگر  نه  ها 

ات  قبولی را نشان دادند انتخاب شد که مشخص چندشکلی قابل 

جدول   در  آغازگر  نه  این  توالی  است.    2و  شده  داده  نشان 

شرکت  همچنین   از    Metabion International AGآغازگرها 

 بود.   شده یه  ته 

 T مراز با استفاده از دستگاه ترموسایکلر ای پلی واکنش زنجیره 

Gradiant   دل  مRS 232    شرکت Biometra   در حجم   آمریکا

از    17نهایی   نیاز  مورد  مواد  تمامی  پذیرفت.  انجام  میکرولیتر 

شرکت سینا ژن تهیه شد. نام و غلظت مواد استفاده شده در  

PCR    جدول است.   3در  شده  داده  واکنش    نشان  شرایط 

  4در جدول    ISSRمراز برای تکثیر آغازگرهای  ای پلی زنجیره 

 نشان داده شده است. 

مح  بهتر  تفکیک  جهت  الکتروفورز    PCRصول  به  دستگاه  از 

  ساخت شرکت   H-vertigel2آمید مدل  اکریل پلی   ژل   ی عمود 

و مشاهده    PCRمحصول    ی جهت بارگذار APELEX   فرانسوی 

  هشت   زان ی م به   در هر چاهک   . شد شده استفاده    جاد ی ا   ی باندها 

م به   PCRمحصول    تر ی کرول ی م  دو  بافر  محلول    تر ی کرول ی همراه 

.  قرار گرفته شد   ،باهم مخلوط شده بودند که از قبل    بارگذاری 

با استفاده از موادی که در جدول    د ی آم ل ی اکر ی ژل پل   ی ز ی آم رنگ 

 .  انجام شد   ،ذکر شده است   5
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 رشد  هایو موقعیت جغرافیایی منطقه شده یآورجمع )استبرق(  یاهیگ ی هانمونه اتیخصوص -1جدول 
Table 1. Description and latitude and longitude of the collection place of collected plant accessions (Calotropis 

procera) 
 کد

Code 

 نام شهر 
City name 

 توضیحات 
Descriptions 

آوریطول و عرض جغرافیایی محل جمع  

Latitude and longitude of the collection place 

1جیرفت   
J1 

 جیرفت 
Jiroft 

متر، خاک از جنس ماسه  4ارتفاع   
Height 4 meters, Sandy soil 

28o43' N, 57o44' E 

2جیرفت   
J2 

 جیرفت 
Jiroft 

رس -متر، خاک شنی 2ارتفاع   
Height 2 meters, Sandy-clay soil 

28o42' N, 57o48' E 

3جیرفت   
J3 

 جیرفت 
Jiroft 

رس -لوممتر، خاک  2ارتفاع   
Height 2 meters, Loam-clay soil 

28o37' N, 57o39' E 

4جیرفت   
J4 

 جیرفت 
Jiroft 

متر، خاک شنی  2ارتفاع گیاه   
Height 2 meters, Sandy soil 

28o37' N, 57o50' E 

1عنبرآباد   
A1 

 عنبرآباد
Anbarabad 

متر، خاک دج  2ارتفاع   
Height 2 meters, Dej soil 

28o30' N, 57o43' E 

2عنبرآباد   
A2 

 عنبرآباد
Anbarabad 

متر خاک رس 2ارتفاع   

Height 2 meters, Clay soil 
28o22' N, 57o43' E 

3عنبرآباد   
A3 

 عنبرآباد
Anbarabad 

آهکی -ارتفاع یک متر، خاک شنی  
High 1 meter, Sandy calcareous soil 

28o20' N, 57o48' E 

4عنبرآباد   
A4 

 عنبرآباد
Anbarabad 

متر، خاک شنی  2ارتفاع   
Height 2 meters, Sandy soil 

28o23' N, 58o03' E 

5عنبرآباد   
A5 

 عنبرآباد
Anbarabad 

متر، خاک شنی  4ارتفاع   
Height 4 meters, Sandy soil 

28o32' N, 57o55' E 

1دوساری   
D1 

 دوساری 
Dosari 

 ارتفاع یک متر، خاک شنی 
High 1 meter, Sandy soil 

28o24' N, 57o57' E 

2دوساری   
D2 

 دوساری 
Dosari 

 ارتفاع نیم متر، خاک رس 
Half a meter high, Clay soil 

28o24' N, 57o54' E 

3دوساری   
D3 

 دوساری 
Dosari 

متر، خاک رس  6ارتفاع   
Height 6 meters, Clay soil 

28o20' N , 57o55' E 

4دوساری   
D4 

 دوساری 
Dosari 

رسی -متر، خاک شنی 3ارتفاع   
Height 3 meters, Sandy-clay soil 

28o21' N, 57o59' E 

5دوساری   
D5 

 دوساری 
Dosari 

رسی -متر، خاک شنی 3ارتفاع   
Height 3 meters, Sandy-clay soil 

28o21' N, 58o02' E 

 

 استفاده شده  ISSRنه آغازگر  توالی و دمای اتصال -2جدول 
Table 2. Sequence and annealing temperature of the nine used ISSR primers 

 (Co) دمای اتصال آغازگر
Annealing temperature of primer (oC) 

 توالی آغازگر 
Sequence of primer 

 نام آغازگر 
Name of primer 

58 5'-GAGAGAGAGAGAGAATG-3' ISSR1 
47 5'-GAGAGAGAGAGAGAGAC-3' ISSR2 
50 5'-AGAAGAGAGAGAGAGACTT-3' ISSR3 
50 5'-AGAAGAGAGAGAGAGACTG-3' ISSR4 
58 5'-TGTGTGTGTGTGTGTGAGT-3' ISSR5 
58 5'-CCACTCTCTCTCTCTCTCT-3' ISSR6 
58 5'-GAAGAAGAAGAAGAAGAA-3' ISSR7 
58 5'-GAAACCTGCTGCGGACAAG-3' ISSR8 
58 5'-GTTGGCCGGTCGGCTGCCATG-3' ISSR9 

 

 PCRنام و غلظت مواد استفاده شده در  -3جدول 
Table 3. Name and concentration of materials used in PCR 

 مقدار )میکرولیتر(
Amount (Microliter) 

ها دهندهواکنشنام   
Reactant’s name 

2 PCR buffer (10X) 
0.4 dNTPs (10 mM) 
1 (50 mM) 2MgCl 

0.5 DNA polymerase (Taq polymerase 1 U) 
1 DNA (10 ng per μl) 
2 Primers (10 pmol) 

13.1 Distilled water 
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 مراز ای پلی واکنش زنجیره شرایط -4دول ج
Table 4. Polymerase chain reaction conditions 

)دقیقه( زمان   

Time (Minutes) 

گراد(دما )درجه سانتی  

Temperature (°C) 

 نام مرحله 
Name of step 

 سازی اولیهواسرشت 94 5
 (Initial denaturation) 

 سازی واسرشت 94 1
(Denaturation) 

 اتصال 58 1
(Annealing) 

 سنتز و بسط 72 2
(Extension) 

 بار 35برای چرخه  - -
(Cycle For 35 times) 

 بسط نهایی 72 10
(Final extension) 

 نگهداری 4 60
(Hold) 

 

 آمید اکریل آمیزی ژل پلی مواد مورد استفاده برای رنگ   - 5جدول  
Table 5. Materials used for staining polyacrylamide gel  

لیتر( حجم نهایی محلول )میلی   
Final volume of 

solution (ml) 

لیتر( تقطیر )میلی   دو بار مقدار آب    
Amount of double 
distilled water (ml) 

 مقدار ماده 
The amount of 

material 

 نام ماده 
Name of 

the material 
200 180 20 (ml) 10% acetic acid 

100 100 0.2 (g) Silver nitrate 

200 195 6 (g) Sodium hydroxide 

1 - 1 (g) Formaldehyde 

 

ژل    ها: داده   تحلیل و تجزیه  باندی  الگوی  بررسی  در 

الکتروفورز    آمید اکریل پلی  از  که  عمودی حاصل  باندهایی   ،

عدم  صورت یک )حضور( و صفر ) چندشکلی نشان دادند به 

امتیازبندی شدند.  حضور  شاخص اطلاعات چندشکل که  ( 

ها است، طبق  قدرت هر نشانگر برای تمایز نمونه نشان دهنده  

∑-PICi=1  فرمول  p
ij
2n

j=1    محاسبه شد که در این رابطهijP  

نشانگر    باند امین  iفراوانی   باند   nو    jبرای  کل  های  تعداد 

 Anderson et)   مشاهده شده برای لوکوس نشانگری است 

al., 1993 .)   افزار  در ضمن شاخص مذکور توسط نرمExcel  

 محاسبه شد. 

ها ابتدا ماتریس صفر و یک برای  تحلیل داده و جهت تجزیه 

نشانگرها   توسط  تولید شده  مبنای چندشکلی  بر  نمونه  هر 

 
1-  Principal coordinate analysis 

2-  Unweighted pair group method with arithmetic mean 

یا  شد تشکیل   شباهت  درجه  اساس  بر  بعدی  مرحله  در   .

آن  گروه تفاوت  روش ها  از  راستا  این  در  شدند.  های  بندی 

خوشه  تجزیه  قبیل  از  چندمتغیره  به  آماری  تجزیه  و  ای 

به   ( APCo)   1اصلی   مختصات  توسط  استفاده  و  آمد  عمل 

قابل ذکر است    محاسبه شدند.   2/ 02سری    NTSYSافزار  نرم 

به سه روش تطابق ساده، دایس  برای تشکیل ماتریس تشابه  

بر اساس مقادیر نااریب نی برای محاسبه شباهت  و جاکارد  

گروه همچنین  و    ژنتیکی  با  برای  دندروگرام  رسم  و  بندی 

بر اساس فاصله تشابه ژنتیکی    2UPGMA  روش استفاده از  

 ( نرم (  Nei, 1978نی  مذکور  از  خمین  ت .  شد استفاده  افزار 

های  های مقایسه الگوریتم یکی از روش   ضریب کوفنتیک نیز 

بندی است و درجه همبستگی بین ورودی و  مختلف خوشه 
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خوشه  تجزیه  می خروجی  نشان  را  با    دهد ای  افزار  نرم و 

NTSYS   است  .  محاسبه شد ذکر  به  درجه همبستگی  لازم 

 .  باشد متغیر    r  >  9 /0  <0/ 7بین    تواند می 

 و بحث نتایج 

  ISSRآغازگر    35نتایج حاصل از الکتروفورز نشان داد از  

نشان   چندشکلی  آغازگر  نه  مطالعه،  این  در  شده  استفاده 

باند   106که از این تعداد    شد باند تولید    295دادند و در کل  

یک بقیه  و  دادند  نشان  به چندشکلی  بودند.  عبارتی شکل 

شده  چندشکل مشاهده  بیش  93/35ی  بود.  و  درصد  ترین 

ترتیب توسط آغازگرهای ترین تعداد باند تولید شده بهکم

ISSR8    وISSR7  ترین . همچنین بیشترین و کمایجاد شد

  ISSR8ترتیب توسط آغازگرهای  تعداد باند چندشکل نیز به

آمدبه   ISSR4و   به  .  دست  شده  تولید  باند  تعداد  میانگین 

آغازگر   هر  باندهای    77/32ازای  تعداد  میانگین  و  درصد 

آغازگر  چن هر  ازای  به  میزان   77/11دشکل  بود.  درصد 

  11/0( در این مطالعه از  PIC)  شاخص اطلاعات چندشکل

و    ISSR3برای آغازگرهای    41/0تا    ISSR9برای آغازگر  

ISSR8    متغیر بود. همچنین متوسط میزان شاخص اطلاعات

 (.  6بود )جدول  29/0چندشکل در این مطالعه 

ژنتیکی نی، بیشترین شباهت ژنتیکی بر اساس ضریب تشابه  

( با مقدار  J2)  2( و جیرفت  J1)  1های جیرفت  بین نمونه 

  3های جیرفت  ترین شباهت ژنتیکی بین نمونهو کم  745/0

(J3  دوساری و   )2  (D2  مقدار با  شد   405/0(  مشاهده 

 (.7)جدول 

خوشه تجزیه  نمونه نتایج  ماتریس ای  تجزیه  مبنای  بر  ها 

یک حاصل از الگوی بانددهی آغازگرهای  های صفر و  داده

ISSR   روش با استفاده از معیار فاصله تشابه ژنتیکی نی به

UPGMA    نمونه    14نشان داده شده است که    1در شکل

مورد بررسی را به چهار گروه مجزا تقسیم نمود. ضریب 

 (. 1بود )شکل  62/0کوفنتیک این دندروگرام 

 
 استفاده شده ISSRتعداد باند تولید شده، تعداد باند چندشکل و شاخص اطلاعات چندشکل آغازگرهای   -6جدول 

Table 6. Number of total bands, number of polymorphic bands and polymorphism information content of ISSR primers 
 ( PICاطلاعات چندشکل ) شاخص  

Polymorphism information content 
 تعداد باند چندشکل 

Polymorphic band number 
 تعداد باند تولید شده 

Number of bands produced 

 نام آغازگر 
Primer name 

0.39 12 26 ISSR1 

0.13 9 26 ISSR2 

0.41 6 25 ISSR3 

0.40 4 25 ISSR4 

0.19 8 27 ISSR5 

0.26 18 42 ISSR6 

0.33 5 23 ISSR7 

0.41 29 59 ISSR8 

0.11 15 42 ISSR9 

 تعداد کل  295 106 -
(Total) 

 متوسط  32.77 11.77 0.29
(Average) 

 



 1400/   1شماره   / 8 جلد / های ژنتیک گیاهیپژوهش

23 

 های استبرق مورد مطالعهی بین نمونه ن ماتریس ضرایب تشابه -7جدول 
Table 7. Nei similarity coefficients matrix between the studied Calotropis procera 

D5 D4 D3 D2 D1 A5 A4 A3 A2 A1 J4 J3 J2 J1 
 جمعیت

Population 
             1 J1 
            1 0.745 J2 

           1 0.566 0.490 J3 
          1 0.726 0.613 0.622 J4 
         1 0.679 0.556 0.575 0.660 A1 
        1 0.650 0.669 0.518 0.641 0.660 A2 
       1 0.650 0.528 0.547 0.415 0.594 0.547 A3 
      1 0.518 0.669 0.556 0.584 0.490 0.490 0.490 A4 
     1 0.547 0.613 0.641 0.603 0.613 0.500 0.547 0.528 A5 
    1 0.575 0.622 0.660 0.669 0.556 0.584 0.462 0.509 0.500 D1 
   1 0.603 0.490 0.518 0.566 0.679 0.452 0.537 0.405 0.584 0.528 D2 
  1 0.660 0.632 0.603 0.660 0.547 0.584 0.575 0.632 0.528 0.509 0.471 D3 
 1 0.726 0.547 0.547 0.547 0.537 0.613 0.641 0.584 0.650 0.641 0.603 0.566 D4 
1 0.716 0.622 0.452 0.547 0.509 0.500 0.490 0.547 0.613 0.726 0.716 0.566 0.518 D5 

 

 
 UPGMAی، با روش  ژنتیکی نتشابه  ه استبرق بر اساس فاصله نمون 14بندی دندروگرام گروه -1شکل 

Figure 1. Dendrogram grouping of 14 Calotropis procera strains based on Nei genetic similarity distance using UPGMA method 
و    3  ، دوساری 5  ، دوساری 4  ، جیرفت 3  های مربوط به مناطق جیرفت رنگ قرمز شامل نمونه   ؛ 1  و عنبرآباد   2  ، جیرفت 1  های مربوط به مناطق جیرفت رنگ آبی شامل نمونه 

 است   5  عنبرآباد رنگ زرد مربوط به منطقه  و    ؛ 4  عنبرآباد و    1  ری ، دوسا 3  ، عنبرآباد 2  ، دوساری 2  عنبرآباد های مربوط به مناطق  رنگ سبز شامل نمونه ؛  4  دوساری 

Blue color includes samples related to Jiroft 1, Jiroft 2 and Anbarabad 1; red color includes samples related to 

Jiroft 3, Jiroft 4, Dosari 5, Dosari 3 and Dosari 4; green color includes samples related to Anbarabad 2, Dosari 2, 

Anbarabad 3, Dosari 1; and yellow color includes sample related to Anbarabad 5 

 

گروه   ،یاخوشه   هیوگرام حاصل از تجزردند  جهیبراساس نت

نمونه شامل  مناطق  به   A1و    J1  ،J2های  اول  از  ترتیب 

جیرفت1  جیرفت عنبرآباد  2  ،  شامل    ؛1  و  دوم  گروه 

 ترتیب از مناطق جیرفتبه  J3  ،J4  ،D3  ،D4  ،D5های  نمونه 
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گروه   ؛5  و دوساری  4  ، دوساری3  ، دوساری4  ، جیرفت3

ترتیب از به  D2و   A2  ،A3  ،A4  ،D1های سوم شامل نمونه 

عنبرآباد عنبرآباد2  مناطق  عنبرآباد3  ،  دوساری4  ،  و    1  ، 

از منطقه عنبرآباد   A5و گروه چهارم شامل نمونه    2  دوساری

شکل    ها درالگوی پراکنش نمونه طبق  (.  1بودند )شکل    5

گروه نظر  به  2 ژنتیکی  این  فاصله  اساس  بر  بیشتر  بندی 

 های مورد بررسی است.نمونه 

مختصات   به  مقیاس  اصلیتجزیه  روش  یا  یک  گذاری 

های  ها یا تفاوتیابی است که با ماتریس شباهتمختصات

مجموعه  میبین  شروع  افراد  از  آن  ای  از  هدف  و  شود 

ها با ابعاد کمتر وجود آوردن یک نمودار گرافیکی از دادهبه 

به  به طوریاست؛  نزدیک  نمودار،  در  نقاط  بین  فاصله  که 

 Amiri et al., 2017; Salami)باشد  های اصلی میتفاوت 

et al., 2018برای نشان دادن رابطه  نیز    (. در مطالعه حاضر

توده بین  این گونهژنتیکی  از  استفاده  به   های مورد  تجزیه 

اصلی و    مختصات  شد  بین   67انجام  تغییرات  از  درصد 

(. نمودار  8جدول  اول توجیه شد )  مؤلفهها توسط دو  داده

ی اصل  مؤلفهها با توجه به دو  نمونه   یکیرابطه ژنتگرافیکی  

بر طبق آنچه که در    نمایش داده شده است.  2نیز در شکل  

)شکل   پراکنش  می 2نمودار  مشاهده  گروه (  بندی  شود، 

مورد بررسی توسط این نمودار تا حدودی مطابق    هاینمونه 

. ( است1)شکل    UPGMAبا دندروگرام رسم شده با روش  

  A2و    D2های  چهار گروه ایجاد شد و نمونه نحوی که  به 

های  در گروه دوم، نمونه  A4و    A5های  در گروه اول، نمونه 

A1    وJ2   های  در گروه سوم و نمونهD4  ،D5    وJ3    در گروه

های  ها جزو نمونه(. سایر نمونه 3م قرار گرفت )شکل  رچها

 بحرانی بودند. 

 

تجزیه به مختصات ، مقادیر ویژه، درصد واریانس توجیه شده و درصد تجمعی واریانس توجیه شده در هامؤلفه -8دول ج

 ایهای بین ریزماهوارهبرای دادهاصلی 
Table 8. Components, eigenvalues, percentage of determined variance and cumulative percentage of determined 

variance in principal coordinate analysis for inter-satellite data 

 درصد تجمعی واریانس توجیه شده 
Cumulative percentage of determined 

variance 

 درصد واریانس توجیه شده
Percentage of determined variance 

 مقدار ویژه
Eigenvalue 

 مؤلفه 

Component 
60.93 60.93 8.53 1 
66.87 5.94 0.83 2 

 

 
 ای های بین ریزماهواره اصلی حاصل از تجزیه به مختصات اصلی برای داده   مؤلفه ها با توجه به دو  نمودار پراکنش رابطه ژنتیکی نمونه   - 2شکل  

Figure 2. Genetic relationship distribution diagram of samples according to two principal components of principal coordinate 

analysis for inter-satellite data 
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چندشکلی شامل وجود اشکال مختلف از یک ژن یا آلل در  

می  تفاوت  این  از  که  است  به گیاهان  نشانگرهای  توان  عنوان 

ژن  شناسایی  برای  صفات  مولکولی  نتیجه  در  و  خاص  های 

های  ها با ژن طوری که این چندشکلی مطلوب استفاده نمود. به 

بوده )  از  Ribaut et al., 2002صفات مطلوب مرتبط  این  ( و 

بوته  های استبرق مناطق مختلف،  چندشکلی مشاهده شده در 

طور مشابه در  توان در برنامه اصلاح این گیاه استفاده نمود. به می 

به مطالعه  ژنتیکی جمعیت ای  تنوع  ارزیابی  های مختلف  منظور 

آغازگر    13، در مجموع  ISSRدنایی با استفاده از نشانگر  آویشن 

تعداد  به  که  شد  گرفته  بودند    271کار  چندشکل  آغازگر 

 (Khorshidi et al., 2018 .) 

ی تعیین  تواند برا ( می PICمیزان شاخص اطلاعات چندشکل ) 

بیش  که  کارآمد  می آغازگرهای  نشان  را  چندشکلی  دهند  ترین 

  0/ 5استفاده شود و میزان آن برای نشانگرهای غالب بین صفر تا  

دهنده چندشکلی بالا و  باشد و مقادیر بالای آن نشان  متغیر می 

آلل  یا  آلل  است  وجود  نشانگری  جایگاه  یک  در  نادر  های 

 (Mondak, 2013 از آنجایی .)  که در مطالعه حاضر دو آغازگر

ISSR3    وISSR8    اطلاعات شاخص  میزان  بیشترین  دارای 

چندشکل بودند، لذا دو آغازگر اخیر نسبت به سایر آغازگرها از  

بود  برخوردار  بالایی  مطالعه به ند.  کارایی  در  مشابه  ای  طور 

همکاران  قندهاری   جهت (  Ghandehari et al., 2013) و    به 

از نشانگرهای  بررسی جمعیت  استفاده  با  ،  ISSRهای شمشاد 

نمودند که متوسط میزان    38تعداد   باند چندشکل را گزارش 

  36/ 4( در جمعیت شمشاد  PICشاخص اطلاعات چندشکل ) 

های استبرق کمی  ر مقایسه با نمونه که این نتیجه د دست آمد به 

 بیشتر بود. 

دارد اگر دو جمعیت از نظر  ضریب تشابه ژنتیکی نی بیان می 

تر از  ها بزرگ ژنتیکی یکسان و مشابه باشند، فاصله ژنتیکی آن 

که این مقدار بین صفر تا یک متغیر است،  صفر است. از آنجایی 

یک باشد آن دو  لذا هرچه فاصله ژنتیکی دو جمعیت نزدیک به  

(.  Nei, 1978جمعیت از لحاظ ژنتیکی با یکدیگر مشابه هستند ) 

  1جیرفت    های در مطالعه حاضر شباهت ژنتیکی زیاد بین نمونه 

 (J1  ) 2جیرفت    و   (J2  ) بین نمونه   های و شباهت ژنتیکی کم 

احتمال فراوان مربوط به  به ( D2)  2دوساری  و ( J3)  3جیرفت 

باشد. در مورد دو  ها می ین نمونه فواصل جغرافیایی متفاوت ا 

از    نمونه  با یکدیگر دارند، اگر  اخیر که فاصله ژنتیکی زیادی 

ترکیب  می قدرت  باشند،  برخوردار  نیز  بالایی  توانند  پذیری 

گران تولید کنند. به  دنظر اصلاح ور های م هایی با ویژگی دورگ 

نیز  (  Yang et al., 2005) و همکاران  یانگ  های  این مهم در یافته 

نمونه استبرق    14  ی بند گروه پرداخته شده است. نتایج حاصل از  

  د ی مؤ نیز    UPGMAبا روش    ،ی ن   ی ک ی بر اساس فاصله تشابه ژنت 

ر زمینه  تحقیقات کمی د   متأسفانه (.  1این موضوع است )شکل  

نمونه  ژنتیکی  تنوع  انجام شده  بررسی  کشور  در  استبرق  های 

-Agossou) و همکاران  آگوسویائو  است. در یک بررسی توسط  

Yao et al., 2015  ) در  به استبرق  ژنتیکی  تنوع  بررسی  منظور 

با استفاده از نشانگر   ، تنوع ژنتیکی  AFLPمنطقه غرب آفریقا 

اند که  وسیعی را بر اساس ضریب تشابه جاکارد مشاهده کرده 

 بود.    0/ 966تا    0/ 056بین  مقادیر آن  

بر اساس فاصله  های استبرق  بندی نمونه در نتایج حاصل از گروه 

  1که در شکل    طور همان ،  UPGMAبا روش    ی ن   ی ک ی تشابه ژنت 

( اغلب  Aهای مربوط به عنبرآباد )گروه  گردد، نمونه مشاهده می 

قرار گرفته  این  در گروه سوم  به اند که  از  نظر  امر    ر ی تأث حاکی 

به نظر این    . تواند باشد می فواصل جغرافیایی در توارث ژنتیکی  

و  ا زماهواره ی ر   ن ی ب   ی آغازگرها   یی کارا   نتیجه    ه ی تجز   ت ی قابل ی 

مبنا   ح ی صح   ی بند در خوشه   ی ا خوشه  داده   ی بر    ی ها اطلاعات 

را مولکول  سودمندی    . رساند ی م   د یی أ ت  به نیز    ی  و  کارآمدی 

دارویی    ISSRآغازگرهای   گیاهان  ژنتیکی  تنوع  بررسی  برای 

 ( همکاران  و  اش  چون  محققینی  (،  Ash et al., 2002توسط 

( و دیگر  Ramezani and Rahimi, 2017رمضانی و رحیمی ) 

) گونه  همکاران  و  یانگ  توسط  و  Yang et al., 2007ها   )

( نیز گزارش شده  Sabzalian et al., 2009همکاران ) سبزعلیان و  

ای نتوانست  رفت تجزیه خوشه که انتظار می   بر طبق آنچه   است. 

های متعلق به هر منطقه را در یک گروه قرار دهد، اما  همه توده 

هایی را که در یک  توان توده بندی این تجزیه، می با توجه به گروه 

تری لحاظ  نتیکی در فاصله نزدیک اند را از نظر ژ گروه قرار گرفته 

 کرد. 

 ( اصلی  مختصات  به  نوعی روش  PCoAتجزیه    بندی گروه (، 

های گرافیکی، فواصل بین هر  است و با ایجاد نقاطی در پلات 
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می  عرضه  اقلیدسی  فضای  در  ازاین ژنوتیپ  و  نقاط  شود  رو 

هایی که بر روی پلات گرافیکی نزدیک به  مربوط به ژنوتیپ 

هستند،   می یکدیگر  برخوردار  بیشتری  شباهت  باشند  از 

 (Farshadfar, 1998 نتایج دیاگرام پراکنشی نمونه .)  ها بر اساس

ای  (، با نتایج تجزیه خوشه 2تجزیه به مختصات اصلی )شکل  

( تا حد قابل قبولی مطابقت داشت. نتایج مشابهی در  1)شکل  

)   مطالعه  و شیروانی    ( Rahmati and Shirvani, 2018رحمتی 

با    Dactylis glumerataهای  منظور بررسی تنوع ژنتیکی نمونه ه ب 

نظر در  دست آمده است. به به   ISSRاستفاده از نشانگر مولکولی  

مطالعه حاضر نتایج حاصل از تجزیه به مختصات اصلی گواه بر  

 (.  6توزیع مناسب نشانگرها بر روی کل ژنوم است )جدول  

های مولکولی،  تحلیل داده و دست آمده از تجزیه بر طبق نتایج به 

های بومی منطقه جیرفت  درون استبرق   ی توجه قابل تنوع ژنتیکی  

ها  تواند فاصله کم جغرافیایی آن وجود نداشت و دلیل آن می 

  بودند های استبرق از نظر ژنتیکی با یکدیگر متفاوت  باشد. نمونه 

مطالعه تنوع  مناسبی برای  عنوان ابزار  به توانست    ISSRو نشانگر  

مورد  و  ژنتیکی   گونه  این  در  ژنتیکی  شباهت  درجه  تخمین 

مورد استفاده    ISSR8و    ISSR3و نشانگرهای    استفاده واقع شود 

.  در این مطالعه از کارایی بالایی در این زمینه برخوردار بودند 

های ژنتیکی بسیار  های استبرق مورد مطالعه زمینه همچنین نمونه 

ای کمک به تولید و اصلاح یک استبرق زراعی را دارا  خوبی بر 

دوساری    و (  J3)   3جیرفت    های و با توجه به اینکه نمونه   بودند 

2   (D2  )  دارای فاصله ژنتیکی زیادی با یکدیگر  در این تحقیق

توانند  در آینده می   های تولید هیبرید این گیاه بودند، لذا در برنامه 

های ممتاز  . این مهم با توجه به ویژگی مورد استفاده قرار گیرند 

منظور تولید صمغ و ماده اولیه صنایع  استبرق در عرصه صنعتی به 

سازی و کائوچو اهمیتی مضاعف دارد، چراکه ارزیابی  لاستیک 

ها و نشانگرهای  خصوص با نمونه به   تنوع ژنتیکی گیاه استبرق 

نژادی جهت اصلاح زراعی  های به نیاز اصلی برنامه پیش   فراوان،

آن است. همچنین موضوع تولید نسوج و نخ ابریشمی در صنایع  

دارویی، ضرورت    مؤثره نساجی از این گیاه و ظرفیت تولید مواد  

 کند.  چندان می گسترش و توسعه مطالعات اصلاحی را دو 

 گزاری سپاس 

طب منابع  و  کشاورزی  علوم  دانشگاه  جهت  از  گرگان  یعی 

پاسداران   سپاه  خودکفایی  جهاد  سازمان  و  مالی  حمایت 

همکاری  به  و  مالی  مساعدت  جمع  مؤثردلیل  آوری در 

 . آیدعمل میها سپاسگزاری به نمونه
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Abstract 
The present study was performed to classify and study genetic diversity between Calotropis procera 

accessions from different regions of Kerman province (Iran) using ISSR markers. In total, DNA from 

14 plant samples with nine ISSR primers was amplified by PCR and their banding pattern was obtained. 

The primers showed acceptable polymorphism (35.93) and minimum and maximum polymorphic 

information content (PIC) of primers in this study were 0.11 for ISSR9 primer and 0.41 for ISSR3 and 

ISSR8 primers, respectively. Genetic similarity based on Nei index was varied from 0.405 to 0.745 and 

the lowest genetic similarity was found between J3 (Related to Jiroft) and D2 (Related to Dosari) and 

the highest genetic similarity was found between J1 and J2 (both of them for Jiroft). By using UPGMA 

cluster analysis, samples divided into four groups, and the second and third groups contained more 

accessions. In terms of genetic similarity, two accessions of Jiroft 1 (J1) and Jiroft 2 (J2) which classified 

in the same cluster were closer. Also, the accessions collected from Anbarabad were at a longer genetic 

distance than other accessions. Principal coordinate analysis also showed that the first and second 

components justify 67 percent of obtained genetic diversity. In general, ISSR markers were useful for 

classifying Calotropis procera accessions and according to the obtained information about existence of 

genetic diversity between Calotropis procera accessions of Kerman province, this diversity could be 

useful in the future for breeding and production of Calotropis procera. 
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