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 در استان کردستان ISSRنشانگر بر اساس  L. Allium جنسز هایی اتنوع ژنتیکی گونه بررسی

 3و هدیه بدخشان 2رهگذر محمدرضا، ،*1شهلا حسینی

 کردستان، سنندجاستادیار، گروه علوم زیستی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه  -1

 گروه علوم زیستی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه کردستان، سنندج ،دانشجوی کارشناسی ارشد -2

 نباتات، دانشکده کشاورزی، دانشگاه کردستان، سنندجگروه زراعت و اصلاحاستادیار،  -3

 (22/12/1400 :تاریخ پذیرش - 03/11/1400تاریخ دریافت: )

 چکیده

 بسیار پیچیده کیکه از لحاظ تاکسونومی است هاییبخششامل  Melanocrommyumویژه زیر جنس به ،L. Allium جنس

تنوع  ی حاضرشده است. در مطالعهدفعات بازبینیدر طول زمان به ها،بخش از هرکدامهای موقعیت سیستماتیکی گونه .هستند

مورد بررسی  ISSR هایاستفاده از نشانگر باها آنو ارتباط  Alliumگونه مختلف از جنس  10اکوتیپ متعلق به  32بین  ژنتیکی

ن یب . ازتولید کردند به ازای هر آغازگرنوار  18 با میانگینرا  چندشکل نوار 166آغازگر مورد استفاده،  نهقرار گرفت. 

 را چندشکل نوار تعداد نیکمتر نوار 2 با ISSR4 آغازگر و نیشتریب ،نوار 27با  ،ISSR873آغازگر  استفاده، مورد یآغازگرها

و  UPGMA روش به یاخوشه هیتجز. بود ریمتغ 43/0تا  04/0 نیب شانگرهان (PIC) شاخص اطلاعات چندشکلی نمودند. جادیا

و تجزیه به مختصات  ایخوشهتجزیه نتیجه  داد. قرار گروه چهار در را موردمطالعه هایپیاکوت ،تجزیه به مختصات اصلی

 برهای نزدیک به هم قرار گرفتند. به هم شبیه هستند در گروه مورفولوژیکیهایی که از لحاظ اصلی نشان داد که بیشتر گونه

( درصد 72) Allium saralicumو  Allium stipitatumهای اکوتیپن یتشابه در بدرصد  نیشتریب، دایستشابه  ضریب اساس

 Allium iranicumو  Allium tripedaleهای های گونهاکوتیپن ین شباهت در بیو کمتر Melanocrommyumاز زیر جنس 

در  که تعلق دارند Nectaroscordumو  Allium هایزیرجنس به تشابههای با کمترین درصد اکوتیپ. دست آمدبه( درصد 12)

 Proceralliumو  Pseudoprason ،Melanocrommyumهای های بخشاکوتیپ ،بر اساس نتایجهای مجزا قرار گرفتند. خوشه

 Alliumهای جنس گونهبندی برای طبقه ISSR نشانگرهای توان نتیجه گرفت کهمی طور کلیبه بیشترین قرابت را نشان دادند.

وجود تنوع  برعلاوه با توجه به نتایج مبنیها را دارا هستند. بههای فیلوژنتیک گونهکافی برای بررسی یلپتانسو  همفید بود

توان در آینده در ، از این تنوع میAlliumهای وحشی جنس های مطالعه شده از گونهاکوتیپ در بینتوجه قابلژنتیکی 

 .زراعی بهره جستهای گونهنژادی بهفرآیندهای 

 Melanocrommyum ی، تنوع ژنتیکی،اتجزیه خوشه :کلیدی گانواژ
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 مقدمه
)نرگسیان(،  Amaryllidaceaeبه خانواده  .Allium Lجنس 

و  تعلق داشته Allieaeو قبیله  .Allioideae Herbزیرخانواده 

آن در دنیا شناخته شده است. گیاهان این از گونه  900 بربالغ

 .اندبندی شدهبخش طبقه 57زیر جنس و  15خانواده در 

های این جنس عمدتاً در اوراسیا و آمریکای شمالی، از گونه

غرب مدیترانه تا شرق آسیا با مرکز اصلی تنوع در جنوب غربی 

پراکنش دارند. این جنس شامل بسیاری از  یمرکز یایآسو 

 گیاهان دارویی و زینتی و همچنین سبزیجات خوراکی است

(Fritsch and Abbasi, 2013)های. تعداد گونه Allium  در ایران

(. Fritsch and Maroofi, 2010گونه گزارش شده است ) 135

توصیف و  Alliumپس از آن چندین گونه و زیرگونه جدید از 

 ;Razyfard et al., 2011) ه استایران ثبت شد کشوربرای 

Memariani et al., 2012; Fritsch and Amini Rad, 2013; 

Fritsch and Abbasi, 2013). جنس های گونهAllium  در زیر

 170از ،  Melanocrommuym (Webb and Berthel) جنس

ویژه در اند و شامل تنوع بالایی بهگونه و زیرگونه تشکیل شده

های این زیر . با وجود تنوع بالای گونهایران و ترکیه هستند

 های آن تک نیا باشندجنس تصور بر این است که گونه

(Friesen et al., 2006; Gurushidze et al., 2008, 2010). 

های این زیر جنس با مطالعات فیلوژنتیک متعددی روی گونه

 Fritsch and) استفاده از نشانگرهای مختلف انجام شده است

Gurushidze 2009; Li et al., 2010; Gurushidze et al., 2008, 

های زیرجنس در بیشتر این مطالعات گونه(. 2010

Melanocrommyum فایلتیک تشخیص داده فایلتیک یا پاراپلی

بندی بر پایه صفات شده است. این نتایج مغایر با رده

ها در بندی گونهاست. بنابراین ارزیابی مجدد رده مورفولوژیکی

 Gurushidze) عنوان نیاز مبرم پیشنهاد شده استسطح بخش به

et al., 2008, 2010.)  مختلف هایبخش و محتوایمحدوده 

 Melanocrommyumخصوص زیر جنس به Alliumجنس 

 بالایطور مکرر تغییر کرده است و این نشان از تنوع به

های این جنس است که با زیاد گونه و تعداد نسبتاً مورفولوژیک

 ,.Razyfard et al) شناختیریختمتنوع  وجود ارزیابی صفات

2011; Fritsch and Abbasi, 2009, 2013; Memariani et al., 

2012; Fritsch 2012 ،)مولکولی (Friesen et al., 2006; 

Gurushidze, 2009; Fritsch et al., 2010،) کروموزومی 

(Fritsch and Abbasi, 2013; Hosseini and Go, 2010; 

Hosseini, 2018 )خوبی هی باگونهو غیره همچنان ارتباط درون

در بین تنوع وسیع نشانگرهای . و دقیق مستند نشده است

( که نخستین بار ISSRتوالی تکراری ساده ) مولکولی، نشانگر

معرفی  (Zietkiewicz et al., 1994) و همکاران زیتکیویچتوسط 

های ژنتیکی گیاهان استفاده ها و تفاوتشد، برای تعیین شباهت

های ایران با اخیر مطالعاتی بر روی آلیومهای در سال شده است.

اخوان و در مطالعه  .انجام شده است ISSRاستفاده از نشانگر 

هایی از گونهنتیکی ژتنوع  (Akhavan et al., 2015)همکاران 

مورد  Melanocrommyum زیر جنسمختلف های بخش

نشان داد که آنالیز ها آن . نتیجه کاربررسی قرار گرفته است

ای گونهبرای تشخیص ارتباطات نزدیک درون ISSRهای داده

تنها تا دست آمده های بهبندیگروه هرچندمناسب است. 

کرده  ییدتأهای مولکولی را حدودی مطالعات گذشته بر پایه داده

ای نیز در مطالعه (Sudha et al., 2019)و همکاران  سودها است.

پیاز خوراکی  کولتیوارهایدرون  تشخیص تنوع ژنتیکی برای

(Allium cepa L. )های تکثیر توالیهای تکراری ساده و از توالی

( استفاده کردند. در مطالعه اخیر بینشی RAPDشده تصادفی )

با ارزیابی های اصلاحی در ارقام پیاز جدید برای تغییر استراتژی

در مطالعه سمیعی و همکاران  دست آمد.بههای مولکولی داده

(Samiei et al., 2015)  نیزISSR ثر در ؤنشانگر م عنوان یکبه

تشخیص  Alliumی اگونهآنالیز تنوع ژنتیکی و ارتباطات درون

نیز  (Rezaee et al., 2018). رضایی و همکاران ه استداده شد

برای نمایش تنوع در  ISSRنشان دادند که نشانگرهای مولکولی 

بندی دقت طبقه توانند برای بهبودو می بودهمفید  Alliumجنس 

 استفاده شوند.

نشانگرهای مولکولی ابزار قدرتمندی برای ارزیابی تنوع ژنتیکی 

ها آنو در بین  ها هستندو روابط ژنتیکی درون و بین گونه

است  PCR بریمبتنساده، یک روش  یتکرار نشانگرهای توالی

که در یک فاصله  است DNA هایی ازبخش تکثیرشامل  که

دو سوی ریزماهواره یکسان در  یتکرار ناحیهبین دو  کثیرقابل ت

با موفقیت برای ارزیابی  ISSR نشانگر د.نقرار دار مختلف

های مختلف گیاهی استفاده شده تنوع ژنتیکی در گروه

 ,.Eghlima et al., 2021; Navabpour et al) است

منظور بررسی تنوع ژنتیکی و روابط مطالعه حاضر به(. 2021
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از مناطق مختلف که  Alliumهای برخی از گونه ایگونهینب

آوری شده است و ارزیابی پتانسیل نشانگر جمعاستان کردستان 

ISSR  انجام شد.ها آندر تشخیص تنوع ژنتیکی بین  

 هامواد و روش

جنس  مختلف گونه 10 اکوتیپ از 32 تعداد: مواد گیاهی

Allium زیر جنس متعلق بهها آنهشت گونه از  که 

Melanocrommyum دیگر و دو گونه ( A. iranicumو A. 

tripedale )های جنس زیر متعلق بهترتیب بهAllium  و

Nectaroscordum از مناطق مختلف استان کردستان  ،هستند

 1های موردمطالعه در جدول . اطلاعات نمونهندآوری شدجمع

های هر گونه بر اساس میزان پراکنش تعداد اکوتیپآمده است. 

 در حداقل دو و حداکثر هفت اکوتیپها آنجغرافیایی 

 شدند. آوریجمع

زر یفری که در هایبرگژنومی از  ISSR :DNA ارزیابی ژنتیکی

 DNA ز کیت استخراجا قرار داده شده بود با استفاده -20

(Sinnaclon plant extraction kit) ت و یکم .استخراج شد

و الکتروفورز  یتومترفروبا استفاده از روش اسپکت  DNAتیفیک

 یDNA سپس .(1)شکل  شد نییتع درصد8/0 ژل آگارز 

 PCRلیتر رقیق و در نانوگرم بر میلی 50استخراج شده تا غلظت 

 .قرار گرفت استفادهمورد 

بر اساس آغازگرهای  ISSRر برای تشخیص ناحیه آغازگ 9تعداد  

( Akhavan et al., 2015اخوان و همکاران )پیشنهادی در مقاله 

آمده  2اطلاعات مربوط به آغازگرها در جدول  .انتخاب شدند

 PCRمیکرولیتر  10میکرولیتر حاوی  20تکثیر در حجم  است.

master mix (amaR 2X PCR Mix) با ) آغازگر میکرولیتر یک

)با غلظت  ژنومی DNA میکرولیتر یکو  مول(میکرو 4غلظت 

همراه با هشت میکرولیتر آب مقطر  نانوگرم در میکرولیتر( 50

 -Bioradتکثیر در دستگاه ترموسایکلر )برنامه  انجام شد.

Thermal Cycler TM1000C یسازواسرشته :بود( به شرح زیر 

 ،چرخه 37 گراد،درجه سانتی 94دقیقه در دمای  پنج مدتبه ،اولیه

 30مدت گراد بهسانتیدرجه  94سازی در دمای هشامل واسرشت

گراد )بسته درجه سانتی 46 – 59ثانیه، اتصال آغازگر در دمای بین 

دقیقه  دومدت دقیقه، مرحله بسط به یکمدت به نوع آغازگر( به

 10مدت گراد و مرحله بسط نهایی بهسانتی درجه 72در دمای 

 .گراددرجه سانتی 72دمای  دقیقه در

چندشکلی بین  منظور آشکارسازیبه PCRپس از اتمام مراحل 

درصد استفاده شد.  2ها از دستگاه الکتروفورز و ژل آگارز نمونه

 1x  TBEولت( در بافر 70با ولتاژ ثابت ) PCRمحصولات 

-Gelstainها با دقیقه جدا شدند. ژل 120تا  90مدت تقریبی به

TMGreen ( و اندازه قطعات تولید شده 2آمیزی شدند )شکل رنگ

 عیین شد.ت bp 50 استاندارد نوارهایبا مقایسه با نشانگر  در

 UVزیر نور  داکها از دستگاه ژلبرداری از ژلمنظور عکسبه

 استفاده شد. 

 ماتریس Excelافزار در نرم: های ژنتیکیتجزیه و تحلیل داده

 1صورت صفر و هنوارهای حاصل از تکثیر بها از طریق داده

. گردیداستفاده  یل ورودیعنوان فال بهین فایاز ا شدند. یازدهیامت

 GenAlex یافزارهاها با استفاده از نرمل دادهیه و تحلیسپس تجز

 NTSYS و( Peakall and Smouse, 2006, 2012) 51/6نسخه 

هایی مانند تنوع شاخص انجام شد. (Rohlf, 2000) 02/2 نسخه

شاخص ، (He = 2pq) ژنتیکی )هتروزیگوتی مورد انتظار(

ترتیب وجود به qو   p (،( 2q2p2 -PIC= He) یاطلاعات چندشکل

 ،(Gorji et al., 2011)( دندهو عدم وجود نوار را نشان می

که بیانگر نیز  (bIΣ  = Rpآغازگر،  )قدرت تفکیک RP شاخص

باشد از مجموع ها توسط یک نشانگر میاحتمال شناسایی اکوتیپ

دست ، بهiP -0.5×| 2( -1= bI(|،(bIباندها ) یدهندگاطلاعشاخص 

 .باشدل در یک جایگاه معین میآلامین iفراوانی  iP که در آن آمد

iPLn(iPiΣ-I=  ،(1948Shannon,  )(نیز،  شانونهمچنین شاخص 

 محاسبه گردید.

و  SimQual برای محاسبه و تشکیل ماتریس تشابه از رویه

از  وشد  استفادهساده(  ، جاکارد و تطابق(Dice تشابه ضرایب

 (PCoA) اصلی مختصاتبه رسم دندروگرام و تجزیه  آن برای

استفاده گردید. مقایسه ماتریس تشابه و ماتریس کوفنتیک 

شد.  انجامبندی با استفاده از آزمون مانتل حاصل از خوشه

 2.02 نسخه NTSYSpc افزاراز نرم استفاده با ISSR هایداده

روش بر اساس  دندروگرام رسم شد و تحلیل و تجزیه

 افزارهمین نرمبا  (UPGMA) شدهوزنی جفتهای غیرگروه

درون و . برای محاسبه درصد واریانس بین انجام شد

 حاصل از دندروگرام، از تجزیه واریانس مولکولی هایاکوتیپ

(AMOVA ) افزارنرماستفاده شد که با GenAlEx  6.51نسخه 

 محاسبه گردید.
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 Alliumهای موردمطالعه از جنس نمونه مختلف هاییپاکوت آوریجمعمناطق اطلاعات هرباریومی و  -1جدول 

Table 1. Information on herbarium and collection areas of different ecotypes of Allium specimens studied 
 شماره

No. 
 بخش
Sect. 

 گونه

Species 
کننده آوریجمع، آوریجمعمحل   

Locality,  
collectors 

 شماره هرباریومی

Herb. voucher 
number 

 فرد آنالیز شده
Individuals 
analyzed  

1 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Procerallium 
A. stipitatum Kurdistan, Saral Area, Kapak Village, Sh. hosseini UOK-510 Asti1 

2 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Procerallium 
A. stipitatum Kurdistan, Saral Area, doozakhdare Village, Sh. hosseini UOK-511 Asti2 

3 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Procerallium 
A. stipitatum Kurdistan, Saral Area, zardavan, Sh. hosseini UOK-512 Asti3 

4 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Procerallium 
A. stipitatum Kurdistan, Saral Area, hezarkanian Village, Sh. hosseini UOK-513 Asti4 

5 
Subg. Melanocrommyum 
sect. Melanocrommyum 

A. shatakiense Kurdistan, Saral Area, Chatan Village, Sh. hosseini UOK-521 Ashatak1 

6 
Subg. Melanocrommyum 
sect. Melanocrommyum 

A. shatakiense Kurdistan, Saral Area, Zardavan, Sh. hosseini UOK-522 Ashatak2 

7 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Pseudoprason 
A. hooshidaryae Kurdistan, Saral Area, golcheiar Village, Sh. hosseini UOK-501 Ahosh1 

8 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Pseudoprason 
A. hooshidaryae East Azerbaijan, Bookan road, , Sh. hosseini UOK-502 Ahosh2 

9 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Pseudoprason 
A. hooshidaryae 

Kurdistan, Marivan road, kalatarzan, Ali abad Village, Sh. 
hosseini 

UOK-503 Ahosh3 

10 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Pseudoprason 
A. hooshidaryae Kurdistan, Marivan road, kalatarzan, sooraban, Sh. hosseini UOK-504 Ahosh4 

11 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Pseudoprason 
A. hooshidaryae Kurdistan, Saral Area, Kapak Village, Sh. hosseini UOK-505 Ahosh5 

12 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Pseudoprason 
A. hooshidaryae Kurdistan, Saral Area, Zardavan, Sh. hosseini UOK-506 Ahosh6 

13 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Pseudoprason 
A. hooshidaryae Kurdistan, Marivan road, Kosalan Area, Sh. hosseini UOK-507 Ahosh7 

14 
Subg. Melanocrommyum 
sect. Melanocrommyum 

A. saralicum Kurdistan, Saral Area, zardavan, Sh. hosseini UOK-512 Asara1 

15 
Subg. Melanocrommyum 
sect. Melanocrommyum 

A. saralicum Kurdistan, Saral Area, Chatan Village, Sh. hosseini UOK-513 Asara2 

16 
Subg. Melanocrommyum 
sect. Melanocrommyum 

A. saralicum Kurdistan, Saral Area, janvare Village, Sh. hosseini UOK-514 Asara3 

17 
Subg. Melanocrommyum 
sect. Melanocrommyum 

A. saralicum Kurdistan, Saral Area, hezarkanian Village, Sh. hosseini UOK-515 Asara4 

18 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Acanthoprason 
A. haemanthoides Kurdistan, Saral Area, Zardavan, Sh. hosseini UOK-531 Ahaem1 

19 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Acanthoprason 
A. haemanthoides Kurdistan, Saral Area, Zardavan, Sh. hosseini UOK-533 Ahaem2 

20 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Acanthoprason 
A. ubipetrense 

Kurdistan, Marivan road, kalatarzan, jannat boo village, Sh. 
hosseini 

UOK-516 Aubip1 

21 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Acanthoprason 
A. ubipetrense 

Kurdistan, Marivan road, kalatarzan, jannat boo village, Sh. 
hosseini 

UOK-517 Aubip2 

22 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Procerallium 
A. jesdianum Kurdistan, Marivan road, Kosalan Area, Sh. hosseini UOK-537 Ajesdi1 

23 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Procerallium 
A. jesdianum Kurdistan, Marivan road, Kosalan Area, Sh. hosseini UOK-538 Ajesdi2 

24 
Subg. Allium 
Sect. Allium 

A. iranicum Kurdistan, Saral Area, Chatan Village, Sh. hosseini UOK-525 Ai1 

25 
Subg. Allium 
Sect. Allium 

A. iranicum Kurdistan, Saral Area, Chatan Village, Sh. hosseini UOK-526 Ai2 

26 
Subg. Nectaroscordum 
Sect. Nectaroscordum 

A. tripedale Kurdistan, Marivan road, Kosalan Area, Sh. hosseini UOK-541 Atripe1 

27 
Subg. Nectaroscordum 
Sect. Nectaroscordum 

A. tripedale Kurdistan, Saral Area, Zardavan area, Sh. hosseini UOK-542 Atripe2 

28 
Subg. Nectaroscordum 
Sect. Nectaroscordum 

A. tripedale Kurdistan, Saral Area, doozakhdare Village, Sh. hosseini UOK-543 Atripe3 

29 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Acanthoprason 
A. kurdestanicum 

Kurdistan, kamiaran road, rural district javaro, tavrivar village, 
Sh. hosseini 

UOK-545 A. sp1 

30 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Acanthoprason 
A. kurdestanicum 

Kurdistan, Marivan road, kalatarzan, jannat boo village, Sh. 
hosseini 

UOK-546 A. sp2 

31 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Acanthoprason 
A. kurdestanicum Kurdistan, Saral Area, Zardavan area, Sh. hosseini UOK-547 A. sp3 

32 
Subg. Melanocrommyum 

sect. Acanthoprason 
A. kurdestanicum Kurdistan, Saral Area, Zardavan area, Sh. hosseini UOK-548 A. sp4 
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 ISSRهای نشانگر شده در آنالیز داده یریگاندازههای اطلاعات آغازگرهای مورد استفاده و شاخص -2جدول 
Table 2. Information of primers used and indicators measured in the analysis of ISSR data 

PIC RP He I BF UB PP% PB BS 

 دمای اتصال

گراد( )سانتی  
Annealing 

temperature (℃) 

 توالی آغازگر
Primer 

sequence 

 نشانگر
Marker 

0.37 10.1 0.107 0.21 0.11 1 100 13 500-1700 54.1 (CAG)5 ISSR 1 
0.24 15.35 0.072 0.15 0.07 4 100 18 150-1200 50.1 (AG)8G ISSR 2 
0.19 15.7 0.08 0.17 0.08 4 100 19 150-1600 58.5 (AGC)6C ISSR 3 
0.04 1.85 0.03 0.09 0.03 1 100 2 800-1000 52.7 (CT)8GG ISSR 4 
0.40 8.2 0.26 0.41 0.32 0 100 23 350-1800 46.1 (AG)8T ISSR807 
0.42 18.1 0.09 0.18 0.10 8 100 23 350-1600 46.1 (GA)8C ISSR811 
0.41 8.4 0.26 0.41 0.31 1 100 23 400-2000 46.1 (AG)8C UBC 808 
0.40 7.45 0.28 0.43 0.36 1 100 27 200-1900 52.2 (GACA)4 UBC 873 
0.43 5.15 0.28 0.44 0.35 0 100 18 400-1700 46.1 (AG)8T; (AG)8C ISSR807+UBC808 

BS :اندازه نوار؛ PB؛: تعداد نوارهای چندشکل در هر نشانگر PP% ؛یچندشکل: درصد UB؛همتا: تعداد نوارهای بی BF؛: فراوانی نوارها I : شاخص

 : محتوای اطلاعات چندشکلیPIC ؛: تشخیص نشانگرRp ؛: شاخص هتروزیگوتHe ؛شانون

BS: band size; PB: number of polymorphic bands per marker; PP%: percentage of polymorphism; UB: number 

of unique bands; BF: frequency of bands; I: Shannon index; He: heterozygous index; Rp: marker detection; PIC: 

content Polymorphic information 

 

 

 Alliumگونه متفاوت از جنس  5مربوط به درصد  8/0ژنومی استخراج شده بر روی ژل آگارز  DNA -1شکل 
Figure 1. Genomic DNA extracted on 0.8% agarose gel related to 5 different species of Allium 

 

 
 UBC873 آغازگر از استفاده با را ایگونه بین و درون ایگونه تنوع که درصد 2 آگارز ژل الکتروفورز از بخشی -2شکل 

 L: DNA Ladder( bp50) .دهدمی نشان

Figure 2. Part of 2% agarose gel electrophoresis shows the species diversity within and between species using 

UBC873 primer. L: DNA Ladder (50bp) 
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 و بحث نتایج
نشانگرها از الگوی  بیشتر دست آمده بیانگر این بود کههنتایج ب

الگوی نواری حاصل از تکثیر  .هستند برخوردار بینواری مناس

نشان داده شده است.  2در شکل  ISSR873وسیله نشانگر هب

شدند  یو بررس یازدهینوار واضح و مشخص امت 166 مجموعاً

شده در  یازدهیامت ینوارهااندازه بودند و  چندشکلها آنتمام که 

های نواربود. تعداد  ریمتغ بازجفت 2000تا  150ن یدامنه ب

 .متغیر بود نوار 27تا  2 بینامتیازدهی شده برای هر آغازگر 

 هاینشانگر و برآورد شد 4/18 نوارهاکل تعداد متوسط 

ISSR873  وISSR4 (2) و کمترین (27) نیشتریب یداراترتیب به 

درصد چندشکلی برای  .بودند چندشکل شده ریتعداد نوار تکث

 بین ژنتیکی بالای تنوعتواند میکه  درصد بود 100تمام آغازگرها 

، مطالعه های مورددر بین گونه .(2)جدول  دهد نشان را هااکوتیپ

همتا بی نواریک داری  چندشکلنوار  13با  ISSR1 نشانگر

(650bp) نشانگرهای و ISSR2  وISSR811 23و  18ترتیب با به 

ترتیب کمترین به بودند که همتابی نوار هشت دارای هر کدام نوار،

وجود  همتا را به خود اختصاص دادند.بی نواربیشترین تعداد و 

مورفیسم همتا در یک اکوتیپ نشان از تنوع و پلینوار بی

 گونه از های مختلفها، اکوتیپدر بین گونهاختصاصی آن دارد. 

A. hooshidaryae  همتا را داشت.بی نواربیشترین تعداد 

 (PIC) چندشکلی اطلاعات محتوای ،ارزیابی تنوع ژنتیکیبرای 

یکی  چندشکلی، اطلاعات میزان .شد محاسبه نشانگر برای هر

 از نظر مختلف نشانگرهای مقایسه جهت مهم هایشاخص از

. (et al Santhosh ,.2009) رودمی شماربهها آن تمایز قدرت

 پراکنش نحوه و شده شناسایی للآ تعداد بر اساس PIC مقدار

 دلالت معیار این بالای مقادیر. شودمی محاسبه در جمعیتها آن

 در تفکیک که دارد نشانگری جایگاه یک در زیاد بر چندشکلی

 بالا PICبا  بنابراین نشانگرهایی. دارد بسزایی نقش افراد تمایز و

 Ren) هستند مفید نزدیک های خویشاوندیژنوتیپ تمایز برای

and Timko, 2001) نتایج محاسبه این شاخص نشان داد که .

ترتیب متغیر بود که به 43/0تا  04/0بین  PICتوزیع مقادیر 

با  ISSR 807+808 با کمترین و ISSR4مربوط به نشانگرهای 

 بیشترین مقدار بود.

های موردمطالعه بر اساس اکوتیپ ایخوشه تجزیه منظوربه

 آزمون مانتل ابتدا، ISSRهای حاصل از نشانگر ماتریس داده

 شد انجام ساده تطابق و دایس جاکارد، تشابه ضرایب برای

(Mantel, 1967) .مطالعه  این در آمده دستهب نتایج اساس بر

 کوفنتیک ضریب همبستگی بالاترین دارای دایس تشابه ضریب

 بین بالا همبستگی و برازش خوب دهنده نشان کهبود ( 84/0)

 تشابهبر اساس . باشدمی نهایی و دندروگرام تشابه هایماتریس

 ضریب اساس بر و ISSR نشانگر از استفاده با هااکوتیپ ژنتیکی

 Asara 4 و Asti4 هایاکوتیپن یتشابه بدرصد  نیشتریب، دایس

های مربوط به اکوتیپن ین شباهت بیو کمتر( درصد 72)

( برآورد درصد 12) A. iranicumو  A. trippedaleهای گونه

 شد.

 که داد نشان (3)شکل  اصلی مختصاتبه  تجزیه از حاصل نتایج

 واریانس از درصد 55/69 مجموع توانستند در ابتدایی لفهؤم سه

 و 22/24 دوم مؤلفه، 71/12 مؤلفه اولین .کنند توجیه را کل

 از درصد 62/32رود می شماربه مؤلفه ینتربزرگکه  سوم مؤلفه

 .نمودند را توجیه کل تنوع

بر اساس موقعیت  ISSRهای دندروگرام حاصل از آنالیز داده

خوشه اصلی تقسیم شد.  4ها به جغرافیایی و مورفولوژی نمونه

که  تاکسونومی کلاسیکبا  هابیشتر گونهموقعیت  ،که در آن

 Fritsch and) مورفولوژیک بوده استعمدتاً بر پایه صفات 

Abbasi, 2013) استثناء در این مورد  هایاکوتیپ .انطباق داشت

 و نشان داد Asara1 که ارتباط نزدیکی را بابود  Ahosh1 شامل:

 در یک خوشه قرار گرفتند Asti4 که با Asara4 همچنین اکوتیپ

زیر  است که خوشهخود دارای دو زیر خوشه اول. (4)شکل 

و  A. shatakienseهای گونه هایی ازاکوتیپ نخست، یخوشه

A. saralicum و بخش  که در زیرجنسشود را شامل می

Melanocrommyum .های ز اکوتیپاالبته یکی  قرار دارندA. 

hooshidaryae  نیز ارتباط نزدیکی را با اکوتیپA. saralicum 

 .A  گونه یهااکوتیپ دوم خوشهزیرنشان داده است. در 

stipitatum از زیرجنسMelanocrommyum و A. iranicum  از

های دو بخش قرار دارند. خوشه دوم گونه Alliumزیرجنس 

Pseudoprason  وAcanthoprason گیرد و ارتباط را در بر می

ی یید شده است. خوشهأنزدیک این دو بخش در این خوشه ت

هایی از زیرجنس و بخش سوم مربوط به اکوتیپ

Nectaroscordum  است. آخرین خوشه ارتباط نزدیک

 در زیرجنس Proceralliumو  Melanocrommyum هایبخش
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Melanocrommyum بندی حاصل نتایج گروه دهد.را نشان می

 تجزیه از حاصل بندیگروه بااز تجزیه به مختصات اصلی 

نتایج حاصل از تجزیه واریانس  .شتمطابقت دا بسیار ایخوشه

اساس نتایج این  بر. داده شده است شانن 3مولکولی در جدول 

تغییرات ژنتیکی بین از درصد  71، در این مطالعه یبنددسته

بود. این آزمون در سطح ها آندرصد درون  29و  هااکوتیپ

 .بود داریمعن 01/0احتمال 

 

 
 ISSR ژنتیکی هایداده اساس بر Alliumهای جنس اکوتیپ اصلی مختصات به تجزیه -3شکل 

Figure 3. Principal coordinate analysis of Allium ecotypes based on ISSR genetic data 
Aهای بخش : گونهPseudoprason ،P  وAcanthoprason ؛Bهای بخش : گونهMelanocrommyum ،Pseudoprason  وAllium ؛

Cهای بخش : گونهPseudoprason  وNectaroscordum ؛Dهای بخش : گونهAcanthoprason 
A: Species of Pseudoprason, Procerallium and Acanthoprason sections; B: Species of Melanocrommyum, 

Pseudoprason and Allium sections; C: Species of Pseudoprason and Nectaroscordum sections; D: Species of 
Acanthoprason section 

 

 
 UPGMAبر اساس روش  Alliumهای موردمطالعه از جنس اکوتیپ بندیخوشه -4شکل 

Figure 4. Clustering of studied ecotypes of Allium based on UPGMA method 
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 Allium (P < 0.01). هایاکوتیپ های مولکولینتایج تجزیه واریانس داده -3جدول 

Table 3. Results of molecular variance analysis (AMOVA) of ISSR data from Allium ecotypes. (P < 0.01) 

 منابع تغییرات
S.O.V 

 درجه آزادی
df 

 مجموع مربعات
Sum of squares 

 میانگین مربعات
Mean Square 

یانس برآورد شدهروا  
Estimated variance 

 درصد از واریانس
Percentage of variance 

 هااکوتیپدرون 

Among Ecotypes 
9 326.156 36.240 6.535 29% 

 هااکوتیپبین 

Within Ecotypes 
22 349.000 15.864 15.864 71% 

 کل
Total 

31 675.156  22.398 100% 

 

ها تحت تأثیر عوامل ژنتیکی درون و بین جمعیت تنوع

بیولوژیکی، پراکنش، چرخه زندگی، اندازه جمعیت، جریان 

 افشانی استژنتیکی و سیستم گرده ژنی، نرخ جهش، فرسایش

(Petrova et al., 2017)جنس های . گونهAllium  گیاهانی

گزارش ها آنهای متنوع از قلیماچندساله هستند که در انواع 

خوب این گیاهان،  شده است. بنابراین با وسعت پراکنش نسبتاً

 است. انتظارقابلها آنبالا بودن تنوع ژنتیکی در بین 

های مطالعه حاضر اکوتیپ ISSRهای مولکولی آنالیز دادهدر 

بیشترین  Acanthoprasonو  Melanocrommyumهای بخش

اند که های هم نوع را در خود جای دادههنتعداد از گو

 است. مسئلهید این ؤنیز مها آنخصوصیات مشترک ریختی 

 به آذینگل ی پهن،هایبرگداشتن  با A. hooshidaryaeگونه 

نسبتاً پهن و  یهاگلبرگ نابرابر، های نسبتاً گلدم با شل نسبت

 دارای که بزرگی بسیار هایو تخمدان کمی به عقب برگشته

 و هستند سأر در شعاعی جهت با های زگیل مانندبرآمدگی

شوند، می باز گسترده طوربه که های کپسولیمیوه همچنین

فریچ و عباسی  بندیرده شود. بر اساس نتایجشناخته می

(Fritsch and Abbasi, 2013)  هایبر مبنای دادهکه 

 ,Iinternal transcribed spacerمورفولوژیک و مولکولی )

ITS ،این گونه در زیر جنس ( استPseudoprason  قرار

( Ahosh1اکوتیپی از این گونه)گیرد. در مطالعه حاضر می

بخش  از A. saralicum دارای ارتباط نزدیکی با

Melanocrommyum  .شناسی دو گونه اگرچه ریختاست

دهند ولی موقعیت جغرافیایی اشتراکات اندکی را نشان می

ها آنقرابت ژنتیکی تواند دلیلی برای میهر دو اکوتیپ یکسان 

نیز ارتباط  Pseudoprasonی بخش هاسایر اکوتیپ .باشد

 Acanthoprasonهای بخش خویشاوندی نزدیکی را با اکوتیپ

توسط  trnLtrnFهای کلروپلاستی نشان داده است. آنالیز توالی

( نیز Gurushidze et al., 2010و همکاران ) گوروشیدزه

اند. دودمان مشترکی نشان دادههای این دو بخش را در گونه

های بیشتر از هر دو بخش برای حضور و مقایسه گونههرچند 

 الزامی است.ها آنو نزدیکی  خویشاوندیصحت 

شامل  Melanocrommyumهای نماینده بخش اکوتیپ

ها بودند. این گونه A. saralicumو  A. shatakienseهای گونه

جمله وجود  زامشترکی  شناختیریختدارای خصوصیات 

س مثلثی که کمی به عقب أتایی خطی با ر7-4 هایبرگ

 قسمت چندین به کامل طورکه به کاغذی ، اسپاتگرددبرمی

 ای،قهوه هایرگه با رنگکم ایقهوه شده، تقسیم شکل مثلثی

 مترسانتی 5/4 تا پرگل متراکم و بسیار کروی،نیمه آذینگل

 3-2 طول با ای،استوانه یهاگلدم ،قطر مترسانتی 8 و طول

باشند. وجود این می غیرهبراق و نیمه سبز، تا زرد ،مترسانتی

خصوصیات مشترک همراه با دودمان مشترک کلروپلاستی 

 Gurushidze etو همکاران ) گوروشیدزهگزارش شده توسط 

al., 2010 ًهای یید قرابت خویشاوندی اکوتیپأدر ت ( کاملا

 Asara4 (A. saralicum) اگرچه اکوتیپمطالعه شده است. 

 A. stipitatum (Asti4)تنها اکوتیپی بود که ارتباط نزدیکی را با 

دو اکوتیپ از یک منطقه جغرافیایی  هرنشان داد. جالب اینکه 

که در  Proceralliumهای بخش اکوتیپ اند.شده آوریجمع

 A. stipitatumو  A. jesdianumهای گونه این مطالعه شامل

های شباهت است، خویشاوندی نزدیکی را نشان دادند.

نیز  trnLtrnFو  ITSهای و تشابه در توالی شناختیریخت

صفات مشترکی از جمله  .است یید کردهأرا تاین دو قرابت 

پوشاننده کاغذی که در نزدیک  ءمتر، غشاسانتی 4-2اندازه پیاز 

پرگل و  آذینگل، شوند، اسپات کاغذیقاعده از هم جدا می
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براق از معدود های نیمهگلمتر و دمسانتی 8 -3متراکم با قطر 

 .Aو  A. stipitatumصفاتی هستند که در هر دو گونه 

saralicum  مشترک هستند. اشتراک در این صفات و همچنین

تواند دلیل نزدیکی میها آنموقعیت جغرافیایی نزدیک 

  از دو بخش متفاوت باشد.یی هااکوتیپ

 .A و A. ubipetrenseهای گونه ،در شاخه دوم از درخت نتایج

kurdestanicum  وA. haemanthoides  با ارتباط نزدیک قرار

های ، دادهITS هایهای حاصل از توالیدارند که مطابق با یافته

های ژنتیکی داده و( Fritsch and Abbasi, 2013)مورفولوژیک 

ISSR اخوان و همکاران ) حاصل از مطالعهAkhavan et al., 

 شرقی مناطق از ایران در Allium ubipetrense( است. 2015

 هایاستان تا غرب سمت به اصفهان و مرکزی هایاستان

 شامل گونه کردستان پراکنش دارد. این و زنجان

 به منجر است ممکن گاهی که است مختلفی هایمورفوتیپ

 گونه این از دو فرد مطالعه، این در. شودها آن اشتباه شناسایی

. گرفت قرار تحلیل و تجزیه کلاترزان کردستان مورد منطقه از

 کنار در (درصد 91هر دو نمونه با درصد تشابه ژنتیکی بالا )

 تشابه دهنده تواند نشاندر مجموع می که گرفتند قرار هم

البته با . باشد گونه این مختلف هایجمعیت بین در بالا ژنتیکی

فاصله  توانهای کاشته شده در گلخانه میبررسی مجدد نمونه

اینکه تنوع ژنتیکی را مجدداً ارزیابی کرد. زیرا احتمال 

 بسیار ،باشد محیطی شرایط تأثیرناشی از ها آنمورفولوژیکی 

 است. بالا

 .A با A. ubipetrense( درصد 51)نسبتاً بالای  ژنتیکی شباهت

kurdestanicum  وA. haemanthoides هایداده اساس بر 

ISSR هایاکوتیپ .شد مشاهده A. kurdestanicum  از مناطق

کلاترزان و سارال بودند که اشتراکات جغرافیایی با 

 A. haemanthoidesو  A. ubipetrenseهای های گونهاکوتیپ
ارتباط نیز  ITSها در مطالعه درخت فیلوژنی داشتند. این گونه

. در (Fritsch and Abbasi, 2013) اندنزدیکی را نشان داده

که اند جاییدوم قرار گرفته خوشهدر  هاحاضر این گونهمطالعه 

نیز قرار دارد. لازم به  A. hooshidaryaeهایی از گونه اکوتیپ

 ,.Akhavan et al)ذکر است که در مطالعه اخوان و همکاران 

2015،) A. haemanthoides  کاملًا از دو گونه دیگر جدا شده

 شباهت به توجه بابنابراین متفاوت قرار دارد.  ایخوشهدر  و

لازم است روابط  مشترک، جغرافیایی توزیع و بالا مولکولی

 مورد های بیشترجمعیت دبا تعدا هاگونه این خویشاوندی

 .گیرد قرار توجه

 .A یی از گونههااکوتیپبه  ISSRسوم از درخت  خوشه

tripedale  یافته است. این گونه در تاکسونومی  اختصاص

و جدای از  Nectaroscordumگذشته در جنس دومی به نام 

Allium این گونه در البته در حال حاضر  شد.در نظر گرفته می

از  یاگونهو  داردقرار  Nectaroscordumزیر جنس و بخش 

در این پژوهش سه اکوتیپ  .شودمحسوب می Allium جنس

ارزیابی شد که بر اساس نتیجه  A. tripedale از گونه

های جنس در بین سایر گونهها آنبندی دو اکوتیپ از خوشه

Allium  قرار داشت. اکوتیپ سوم از این گونه در تجزیه

این اکوتیپ در  هرچندبندی نشده است. ای گروهخوشه

سایر همراه با بندی حاصل از تجزیه به مختصات اصلی گروه

 .Aهای گونه اکوتیپهای این گونه و در کنار اکوتیپ

hooshidaryae .أبردن به منشبرای پی در یک گروه قرار دارند 

های زیرجنس ها با گونهاین اکوتیپ اجدادی یکسان

Melanocrommyum ،های بیشتری از بخش لازم است نمونه

Nectaroscordum  .گونه مورد بررسی قرار گیردA. iranicum 

، با A. tripedaleتشابه ژنتیکی بیشتر نسبت به درصد با  نیز

 .Aویژه با به Melanocrommyumهای زیرجنس سایر اکوتیپ

stipitatum (51 درصد ،)نیای تواند شاهدی برای وجود می

 زیرجنس یهابا سایر اکوتیپ این گونهمشترک 

Melanocrommyum باشد. 

 آغازگرهای مورد از بعضی در PIC میزان نسبی بودن بالا

 در تمایز آغازگرها این بالای کارایی دهنده نشان استفاده

 که نشان باشدمی تحقیق این در مطالعه های مورداکوتیپ

 تنوع ژنتیکی بررسی برای آغازگرها این سودمندی دهنده

 ,.Liang et al)و همکاران  لیانگ .است Alliumهای گونه

 5/0 از تربزرگ PIC آغازگرهای که که دادند گزارش (2008

 .هستند زیادی اطلاعات سودمند دارای باشند، داشته

 سودمند باشد 5/0 و 25/0بین ها آنPIC مقادیر که آغازگرهای

 اطلاعات حاوی باشد، 25/0کمتر از  که هاییآن و هستند

 Sharmaو همکاران ) شارمادر مطالعه  .هستند اندکی سودمند

et al., 2016های ( در بررسی تنوع ژنتیکی ژنوتیپA. sativum 
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L.  9/0تا  04/0آغازگر مورد استفاده بین  4این مقدار برای 

( Sudha at al., 2019و همکاران ) سودهامتغیر بود. در مطالعه 

 .Aهای مقدار این شاخص برای ارزیابی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ

cepa L.  این مقدار  متغیر بود. 5/0تا  07/0با شش آغازگر، بین

در مطالعه حاضر  Alliumهای ارزیابی شده جنس برای اکوتیپ

 PIC حداکثر اینکه به توجه با متغیر بود. 43/0تا  19/0 بین

تواند می است، شده ذکر 5/0 از غالب کمتر نشانگرهای برای

محتوای اطلاعات مفید نشانگرهای استفاده شده و  بیانگر

های مورد بررسی در ژنوم اکوتیپها آنپراکندگی مناسب 

 باشد. 

و  هستند بسیار متنوعاز نظر ژنتیکی  Alliumهای اکوتیپ

عنوان ابزار مناسبی برای مطالعه تنوع توانست به ISSR نشانگر

مورد  ژنتیکی و تخمین درجه شباهت ژنتیکی در این گونه

، ISSR780 ، ISSR811استفاده واقع شود و نشانگرهای

UBC808  وUBC873  مورد استفاده در این مطالعه از کارایی

 درک حاضر تحقیق نتیجه .یی در این زمینه برخوردار بودندالاب

را نشان داد و  Allium منتخب هایروابط گونه از روشنی

توجه بین آنالیزهای آماری انجام گرفته درصد تنوع قابل

 نظر ازیی که هااکوتیپها را نشان داد. بیشتر اکوتیپ

یا دودمان مشترکی  شبیه هستند مورفولوژیکی خصوصیات

هم بودند و نتایج تا های نزدیک بهها و گروهدر خوشه دارند

 و تجزیه. بندی کلاسیک بوده استحدود زیادی مطابق با رده

 ارزشمندی اطلاعات مطالعه این در شده انجام مولکولی تحلیل

نژادی در و همچنین به حفاظتی مطالعات برای محققان به را

هایی که بیشترین درصد های زراعی از گونهجهت تولید گونه

تحلیل  و تجزیه که آنجا از .دهدمی ارائه اند،تشابه را داشته

 با مقایسه در را تریبزرگ هایداده مجموعه ISSR هایداده

شود که پیشنهاد می ،کندتولید می مورفولوژیکیهای داده

های های بیشتری از بخشگونه مطالعات بر روی

Pseudoprason ،Procerallium ،Acanthoprason  و

Melanocrommyum یید صحت أت انجام شود. البته جهت

 و مولکولی هایدادهترکیب استفاده از  ،هابندیگروه

البته نیل به  ضروری است وصورت یکپارچه به مورفولوژیکی

های زنده و دسترسی به مجموعه آوریجمع ،این هدف

ها در اختیار طلبد تا پایگاه دقیق و مطمئنی از دادهمی بیشتری را

 قرار گیرد. 
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Abstract 
Genus Allium L. contains very taxonomically complex sections, especially the subgenus 

Melanocrommyum. The systematic position of the species in each section has been revised many times 

over time. In the present study, the relationship between 32 ecotypes belonging to 10 different species 

of Allium was investigated using ISSR markers. The nine primers used produced 166 polymorphic 

bands (average 18 bands per primer). Among the primers used, ISSR873 primer with 27 bands made 

the most, and ISSR4 primer with two bands had the lowest polymorphic bands. The PIC of the 

markers ranged from 0.04 to 0.43. Cluster analysis by UPGMA method based on molecular markers 

divided the studied ecotypes into four groups. The clustering and principal coordinate analysis results 

showed that most morphologically similar species were grouped in closed clusters. According to Dice 

similarity coefficient, the highest percentage of similarity was shown between Allium stipitatum and 

Allium saralicum ecotypes (72 percent) from the Melanocrommyum subgenus, and the lowest 

similarity was obtained between Allium tripedale and Allium iranicum ecotypes (12 percent). The 

ecotypes with the lowest similarity percentage belong to the subgenus Allium and Nectaroscordum, 

which are placed in separate clusters. Based on the results, the ecotypes of Pseudoprason, 

Melanocrommyum, and Procerallium sections showed the highest affinity. In general, it can be 

concluded that ISSR markers are useful for classifying Allium species and have sufficient potential for 

phylogenetic studies of species. In addition, due to significant genetic diversity among the studied 

ecotypes of wild Allium species, this diversity can be used in future breeding programs of crop. 

Keywords: Cluster analysis, Genetic diversity, Melanocrommyum  
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