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  ) .Ricinus communis L(هاي كرچك بررسي تنوع ژنتيكي اكوتيپ
  ISSRاستفاده از نشانگر با 

  1حميد نجفي زريني و 2، علي پاكدين پاريزي1تبار، سيد كمال كاظمي*1غلامعلي رنجبر، 1سارا شريفي سلطاني
  گياهياصلاح نباتات و بيوتكنولوژي گروه دانشكده علوم زراعي،  ،رزي و منابع طبيعي ساريدانشگاه علوم كشاو ،ساريايران،  1

 ده ژنتيك و زيست فناوري طبرستانپژوهشك ،دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري ،ساريايران،  2

  07/09/1400 :تاريخ پذيرش  23/04/1400 :تاريخ دريافت

  چكيده

ز جمله كرچك، تعيين تنوع ژنتيكي گياهان ا. ترين گياهان دارويي در جهان استيكي از قديمي) .Ricinus communis L(كرچك 
هاي اصلاح نباتات دارد، بدين منظور تنوع و ارتباط برداري در برنامهبهره بمنظورهاي برتر نقش مهمي در شناسايي ژنوتيپ

-هاي چندنشانگر كه بيشترين تعداد نوار 19نشانگر مورد استفاده،  26از . اكوتيپ كرچك مورد بررسي قرار گرفت 22ژنتيكي 

شكل نوار چند 180نوار توليد كردند كه  188اين تعداد نشانگر در مجموع .، مورد استفاده قرار گرفتشكلي را توليد كردند
 5و  4هاي بيشترين شباهت بين اكوتيپ. ها در دو گروه قرار گرفتنداي، اكوتيپاساس تجزيه خوشهبر. بودند) درصد 58/95(
بيشترين شاخص تنوع . مشاهده گرديد) ساري و بابلسر( 14و  1 هايو كمترين شباهت بين اكوتيپ) آوري شده از ساريجمع(

- ها بادر بررسي ساختار ژنتيكي جمعيت. اكوتيپ بود، مشاهده شد 12كه شامل  2در گروه ) I(و شاخص شانون ) H(ژنتيكي ني 

تجزيه واريانس مولكولي  نتايج حاصل از. جمعيتي تقسيم شدندي زيرها به دو خوشهاكوتيپ STRUCTUREافزار استفاده از نرم
-هاي كرچك ميدرصد مربوط به درون اكوتيپ 63ها و درصد از تغييرات ژنتيكي مربوط به تنوع بين اكوتيپ 37نشان داد كه 

  .نژادي اين گياه استفاده كردهاي بهتوان از آن در برنامهباشد كه مي

  .ISSRنشانگر  ت،يساختار جمع ،ايخوشه هيتجز ،يكيتنوع ژنت: واژه هاي كليدي

  ali.ranjbar@gmail.com :الكترونيكي پست  ،   01133211163 :مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
متعلق به تيره فرفيون ) .Ricinus communis L(كرچك 

)Euphorbiaceae( كند است كه در مناطق گرمسيري رشد مي
ها گونه هاي بسيار زيادي است كه اغلب آناين تيره داراي 

- بومي مناطق گرمسيري از منطقه غرب آفريقا و هند مي

گياه كرچك در ايران، بيشتر در حاشيه مزارع  ).25(باشند 
). 47(باشد و متحمل به خشكي مي) 3(گردد كشت مي

باشد كه كرچك يكي از گياهان روغني غيرخوراكي مي
 و همچنين رشد در مناطق بدليل عملكرد و توليد بالا

اي و اقليم خشك و نيمه خشك مورد توجه قرار حاشيه
تجزيه و تحليل تنوع ژنتيكي جهت توسعه ). 8(گرفته است 

هاي جديد كرچك بسيار مهم منابع ژنتيكي و ايجاد واريته
باشد، در گذشته مطالعات تنوع ژنتيكي در بسياري از مي

شناسي و صوصيات ريختپايه خگياهان و جانوران تنها بر
هاي كرچك همه واريته). 10(بيوشيميايي استوار بوده است 

تنوع بسيار ). 47(هستند  2n=20داراي عدد كروموزومي 
زيادي در اين گياه به جز وجود سم ريسين در تمامي 
صفات موفولوژيكي، با وجود يكنواخت بودن وجود دارد، 

- وليد واريتهتنوع موجود در كرچك نقش بسيار مهمي در ت

هاي گران براي توليد واريتهاصلاح. هاي مطلوب دارد
-جديد با ارزش بالاي اقتصادي و مقاوم در برابر انواع تنش
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). 39(نمايند ها از تنوع ژنتيكي بالاي اين گياه استفاده مي
شناخت تنوع ژنتيكي و مديريت منابع ژنتيكي نه تنها باعث 

قابليت كاربرد آنها را شود بلكه حفاظت ذخاير ژنتيكي مي
چندين  .)23(سازد هاي اصلاحي فراهم ميدر برنامه

براي  RAPD ،AFLP ،SSR ،ISSRنشانگر ژنتيكي از جمله 
). 21(ها وجود دارد ارزيابي تنوع ژنتيكي در ميان ژنوتيپ

ارزيابي تنوع ژنتيكي در گياهان دلايل متعددي دارد، از 
ق از تنوع ژنتيكي توان به حمايت درست و دقيجمله مي

، شناسايي و حفظ و نگهداري ذخاير توارثي )13(گياهان 
و انتخاب ) 22(نژادي هاي بهبرنامه، )49(هاي ژن در بانك

براي . اشاره نمود) 42(هاي برتر جهت تلاقي صحيح والد
- هاي متفاوتي وجود دارد كه ميارزيابي تنوع ژنتيكي روش

. اشاره نمود...  و RAPD ،AFLP ،SSR ،ISSRتوان به 
) ISSR )Inter simple sequence repeatهاي مولكولي نشانگر

پذيري بسيار بالا، توانايي تكثير و شكلي و تغييربه دليل چند
تكرارپذيري بالا، قيمت نسبتاً ارزان و فراوني زياد در ژنوم 

هاي مولكولي جهت ترين نشانگرگياهان، يكي از مهم
تنوع ژنتيكي در گياه ). 32(باشند يارزيابي تنوع ژنتيكي م

بارز توسط هاي غالب و هماستفاده از نشانگركرچك با
). 44و  33(محققين مختلف مورد بررسي قرار گرفته است 

، )ISSR) (17(اي ماهوارههاي متعددي مانند بين ريزنشانگر
، )AFLP) (31(مورفيسم طولي قطعات تكثير شده پلي

يافته هاي تظاهرريف). SSR) (36(ه هاي تكراري سادتوالي
و  EST-SSR ()18(هاي تكراري ساده توالي -داربرچسب

شونده تصادفي ماهواره تكثيرشكلي ريزو چند )46
)RAMP ( در ارزيابي تنوع ژنتيكي گياه كرچك مورد

در پژوهشي كه بر روي تنوع  .)12(استفاده قرار گرفت 
هاي مختلف كشوراكوتيپ گياه كرچك كه از  54ژنتيكي 

آوري شده بود با استفاده  جمع) چين، هند، فرانسه و اردن(
صورت گرفت نتايج  RAPDو  ISSRهاي از نشانگر

- ها در تمايز جمعيتپژوهش بيانگر موثر بودن اين نشانگر

 82با ارزيابي تنوع ژنتيكي ). 20(هاي مورد مطالعه است 
 SSRهاي رژنوتيپ كرچك در مكزيك با استفاده از نشانگ

هاي مورد مطالعه پلاسمتنوع ژنتيكي بالايي در ژرم AFLPو 
اي ديگر كه براي بررسي تنوع در مطالعه). 29(گزارش شد 

- كشور مختلف با  35ژنوتيپ كرچك متعلق به  41ژنتيكي 

انجام شد، تنوع  AFLPو  SSRهاي استفاده از نشانگر
 ژنتيكي پايين و همچنين عدم مطابقت بين الگوي

هاي مولكولي با الگوي توزيع گروهبندي براساس داده
تواند در نتيجه ها گزارش شد كه ميجغرافيايي ژنوتيپ

مدت تعداد سازي يا تكثير طولانيها، اهلياصلاح ژنوتيپ
هايي باشد كه تنوع كمي ژنوتيپ و يا استفاده از ژنوتيپ

. )6(ها نماينده تنوع درون گونه نيست، باشد موجود در آن
ژنوتيپ  22منظور ارزيابي تنوع ژنتيكي اي كه بهدر مطالعه

هاي استفاده از نشانگركرچك در گجرات هندوستان با
RAPD  وISSR  انجام گرفت، تنوع ژنتيكي وسيعي در ميان
مطالعات  ).9(هاي مورد مطالعه گزارش گرديد ژنوتيپ

نيز سطح بالايي از چندشكلي را ) 15و 7، 50(متعدد ديگر 
پژوهشي . اندهاي مختلف كرچك نشان دادهر بين ژنوتيپد

ژنوتيپ كرچك با  9ارزيابي تنوع ژنتيكي  بمنظوركه 
در دامغان به اجرا در  RAPDاستفاده از نشانگر مولكولي 

هاي كرچك را تواند تودهآمد نشان داد كه نشانگر رپيد مي
-توان باهاي مختلف تقسيم كند و همچنين ميبه گروه

هاي ده ازميزان درصد تشابه ژنتيكي بين اكوتيپاستفا
 بمنظورهاي با فاصله ژنتيكي بيشتر را كرچك، اكوتيپ

). 2(هاي هيبريد با هتروزيس مناسب به كار برد توليد بذر
-پيوسته با ژنهاي كنترل ISSRهاي جهت شناسايي نشانگر

اكوتيپ كرچك در  12صفت مورفولوژيك در  26كننده 
 ISSRنشانگر  16ي دانشگاه اروميه از دانشكده كشاورز

استفاده و نتايج نشان دهنده سطح تقريباً بالايي از 
هاي مختلف كرچك در بين اكوتيپ) 85/68(چندشكلي 

از آنجايي كه كشور ايران يكي از مهمترين مراكز ). 1(بود 
باشد و همچنين ارزيابي تنوع و پراكنش گياه كرچك مي

هاي اصلاحي از آن در برنامهتنوع ژنتيكي جهت استفاده 
شود بنابراين هدف از كرچك يك ضرورت محسوب مي

- اي تنوع ژنتيكي بين اكوتيپاين پژوهش بررسي مقايسه
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استفاده از آوري شده از نقاط مختلف كرچك باهاي جمع
  .باشدمي ISSRهاي نشانگر

  مواد و روشها

ين هاي گياهي مورد استفاده در ابذور نمونه: مواد گياهي
هاي شهر ازيپ جمع آوري شده تاكو 18پژوهش شامل 
موتاسيون فيزيكي و (اكوتيپ موتانت  3مختلف ايران، 

  .)1- جدول(اكوتيپ از كشور عراق است  1و ) شميايي
  

  نام و محل جمع آوري نمونه هاي مورد بررسي -1جدول 
شماره
  اكوتيپ

  منطقه
طول

  جغرافيايي
عرض

  جغرافيايي
شماره
  اكوتيپ

  منطقه
طول 

  جغرافيايي
عرض 
  جغرافيايي

   07 53  60 36  فيروزكنده-ساري 28 47   30 33   12 )جاده جويبار(ساري  1
  70 53   56 36  )بهنمير(بابلسر   15 53  32 36   13  )جاده نكا(ساري   2
   18 52  19 36  )بيجي كلا(بابل   08 53   24 36   14  )سورك(ساري   3
   32 51  61 32  )اصفهان(نجف آباد   53 52   17 36   15  )دخيلكر(ساري   4

5  
دانشگاه علوم(ساري

 )كشاورزي ساري
09 53   58 36   16  زابل  47 61  03 31  

   03 44  22 33  كربلا-عراق 26 53  10 36  17  )كياده(ساري  6
  29 48   42 33  خرم آباد 04 53  06 36  18  )خزر(ساري 7
   57 56   91 29  بردسير  21 53   17 36   19  )صاحبي(ساري   8
  -  -  التراسوند- فيروزكنده  32   17 32   20 51  )شهرضا(اصفهان   9

  -  - EMS 25-فيروزكنده  53  63 36   21 07  )آكند(ساري   10
  -  - EMS 50-فيروزكنده  53  27 36  22 09  )ماهفروزمحله(ساري   11
 

ها در گلخانه تحقيقاتي دانشگاه علوم حاضر، بذر در مطالعه
كشاورزي و منابع طبيعي ساري كشت گرديد و در مرحله 

- هاي تازه و جوان جمعهاي برگي از برگسه برگي، نمونه

 CTABاستفاده از روش با DNAاستخراج . آوري شد
)Murry and Thompson, 1984. ( با اندكي تغييرات انجام

استفاده از استخراج شده با DNAفيت كميت و كي. گرديد
وسيله به )Spectrophotometry( روش اسپكتروفتومتري

) SHIMADZU UV-1800(دستگاه اسپكتروفتومتر مدل 
استخراج شده از  DNAساخت ژاپن و براي بررسي كيفيت 

 26در اين تحقيق از تعداد . درصد انجام شد 8/0ژل آگارز 
هايي كه كه در پژوهش ISSRآغازگر مخصوص واكنش 

انجام شده بود ) 16، 15، 1(ي گياه كرچك كه توسط بررو
هادر آزمايشگاه ژنوميكس و همچنين تعدادي از اين آغازگر

پژوهشكده ژنتيك و فناوري طبرستان موجود بود، استفاده 

هاي مورد استفاده از شركت كليه آغازگر). 2جدول (شد 
  . آرين ژن گستر تهيه شدند

 50(ميكروليتر  12ژنومي در حجم  DNAواكنش تكثير 
 Master Mix )6ميكرومول،  10الگو، پرايمر  DNAنانوگرم 
براي . انجام گرفت) ميكروليتر 25/3( H2O، )ميكروليتر

شركت سيناكلون  Master Mixها از بافر انجام واكنش
برنامه دمايي به صورت،  PCRبراي واكنش . استفاده گرديد

) C94˚دقيقه در دماي  2:30به مدت (سازي اوليه واسرشته 
دقيقه در دماي  C94 ،1˚ثانيه در دماي  40(سيكل  35و 
˚C60 - 50  ،دقيقه در دماي  1:20بسته به دماي آغازگر
˚C72 ( و مرحله بسط نهايي)دقيقه در دماي  7˚C72 ( تنظيم

 C4˚در دماي ها گرديد و پس از پايان آزمايش، نمونه
  .نگهداري شدند
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  .PCR هاي مورد استفاده در واكنشنام و ترادف آغازگر-2جدول
  شماره  نام آغازگر ترادف شماره نام آغازگر ترادف

5´  AGAGAGAGAGAGAGAGG  3´  ISSR-10  ١٠  5´GAGAGAGAGAGAGAGAGAA  3´  ISSR-1  ١ 

5´ GAGAGAGAGAGAGAGAC3´  ISSR-11  ١١  5´ GAGAGAGAGAGAGAGAGAC3´ ISSR-2 ٢  

5´  ACACACACACACACACG3´ ISSR-13 ١٢  5´ GAGAGAGAGAGAGAGAGAT3´ ISSR-3 ٣  

5´  TGTGTGTGTGTGTGTGA  3´  ISSR-16  ١٣  5´ GTGTGTGTGTGTGTGTGTA 3´  ISSR-4  ۴  

5´  ACACACACACACACACC3´  ISSR-17  ١۴  5´  GTGTGTGTGTGTGTGTGTC  3´  ISSR-5  ۵  

5´  ATCATCATCATCATCATCT  3´  ISSR-18  ١۵  5´GTGTGTGTGTGTGTGTGTT 3´  ISSR-6  ۶  

5´  ATCATCATCATCATCATCC  3´ ISSR-19 ١۶  5´  GAGAGAGAGAGAGAGAC3´  ISSR-7  ٧  

5´ GTGTGTGTGTGTGTGTGTAC   3´  ISSR-21  ١٧  5´  CTCTCTCTCTCTCTCTG  3´  ISSR-8  ٨  

5´  
CCCGGATCCGTGTGTGTGTGTGTGTGT

GT  3´  

ISSR-24  ١٨  5´  AGAGAGAGAGAGAGAGC3´  ISSR-9  ٩  

5´  HBHAGAGAGAGAGAGAG3´  ISSR-36  ٢٣  5´  GATGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGT3´ ISSR-29 ١٩  

5´  BHBGAGAGAGAGAGAGAGA  3´  ISSR-37  ٢۴  5´  GATCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTCT3´ ISSR-30 ٢٠  

5´  VHVGTGTGTGTGTGTGT  3´  ISSR-39  ٢۵  5´  GATCGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGG  3´  ISSR-32  ٢١  

5´  GGGTCGGGTCGGGTC3´  ISSR-43  ٢۶ 5´  GATCTTGGTTCGTTCGTTCGTTCGTTCGTTCGTTCG3´  ISSR-35  ٢٢  

 

) 0(يا عدم حضور ) 1(ها بر اساس حضور باند دهيامتياز
در ابتدا  .ها تشكيل شدصورت گرفت و سپس ماتريس داده

ها با استفاده از ضرايب تشابه ماتريس شباهت بين نمونه
Jaccard )1908 (ها با استفاده از نرمتهيه و امتيازدهي باند -

و براي ) 11(انجام شد   Total lab gel analysis افزار 
 NTSYSافزار محاسبه ماتريس تشابه و آزمون مانتل از نرم

ver2.02  هاي اصلي با تجزيه به مولفه). 34(استفاده گرديد
و محاسبه  )Gen Alex ver2.02 )28 افزار استفاده از نرم

اساس رابطه بر) PIC(شكلي ميانگين محتواي اطلاعات چند
 nقطعات تكثير شده و فراواني  fiانجام شد كه در آن ) 1(

براي تمامي ). 35(باشد هاي محاسبه شده ميتعداد لوكوس
. بدست آمد) 2(طبق رابطه ) MI(ها شاخص نشانگر آغازگر

نسبت  EMRشكل و ، ميانگين اطلاعات چندPICكه در آن 
براي هر آغازگر شاخص قدرت ). 30(گانه موثر است چند

نيز  Ibو ميزان ) 3(طبق رابطه ) Resolving Power(تفكيك 
درصد فراواني يك آلل از  Piبدست آمد، كه ) 4(از رابطه 

  ).27(هر باند است 

 

MI= EMR×PIC )2(  

RP= ∑   )3(  

Ib= 1-(2|0.5-Pi|) )4(  

شاخص تنوع ژنتيكي ني (ها همچنين تنوع درون جمعيت
)H ( و شاخص شانون)I (هاي موثر و آلل)Ne(هاي ، و آلل

، )48( Popgeneافزار با استفاده از نرم) ) N(ه شده مشاهد
افزار استفاده از نرمها باهمچنين ساختار ژنتيكي جمعيت

Structure محاسبه شد.  

  نتايج
مورد تعداد  ISSRنشانگر  26در اين پژوهش از مجموع 

آغازگر الگوي باندي مشخص و چندشكل توليد  19تنها 
 ISSRنشانگر  19 مكان توسط 188در مجموع . نمودند

. مكان چندشكل بودند 180تكثير شد كه از اين تعداد 
 ISSR-2استفاده از آغازگر هاي تشكيل شده باباند 1شكل 
ميانگين كل چندشكلي . دهدعنوان نمونه نشان ميرا به

تا  300ها بين اندازه باند. درصد برآورد گرديد 74/95
غازگر تعداد براي هر آ. متغير بود) bp(جفت باز  2000
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از بين . باند متغير بود 19تا  6دهي از هاي امتيازباند
هاي هاي مورد استفاده، بيشترين تعداد باندآغازگر

-ISSRو  1SSR-9هاي ترتيب متعلق به آغازگرچندشكلي به

، كمترين تعداد باند چندشكلي نيز 19و  18با تعداد باند  19
طور به. ص يافتباند اختصا 6با تعداد  ISSR-1آغازگر 

ميانگين تعداد . باند توليد نمود 89/9متوسط هر آغازگر 
در . برآورد شد 47/9هاي چندشكلي براي هر آغازگر باند

اكوتيپ از مناطق مختلف،  22اين مطالعه به دليل استفاده از 
درصد . مشاهده چندشكلي بالا دور از انتظار نبود

آغازگر  درصد براي 42/71چندشكلي براي هرآغازگر 
ISSR-2  هاي درصد براي آغازگر 100تاISSR1-3-8-13-15 

درصد بود كه 58/95و غيره متغير بود و مقدار متوسط آن
  ).3جدول (كند ها را توجيه ميتنوع ژنتيكي بالاي ژنوتيپ

برابر  بترتيب PICدر اين مطالعه، بيشترين و كمترين ميزان 
 ISSR-2و  ISSR-43هاي مربوط به آغازگر18/0 و/ 43با 
هاي مورد در بعضي از آغازگر PICبالا بودن ميزان . بود

ها و تمايز دهنده كارايي بالاي اين آغازگراستفاده نشان
-باشد كه نشانهاي مورد مطالعه در اين تحقيق مياكوتيپ

ها براي بررسي تنوع ژنتيكي دهنده سودمندي اين آغازگر
  ).3جدول (باشد هاي كرچك مياكوتيپ

شكلي، شاخص در بروز چند هابراي تعيين كارايي آغازگر
محاسبه ) EMR(و نسبت چندگانه موثر ) MI(نشانگري 

غازگر بيشترين ميزان و آ EMR=19با  ISSR-36آغازگر . شد
ISSR-2   باEMR=3.75  كمترين ميزان را به خود اختصاص

. متغير بود 46/6و  64/0بين  MIميزان ). 2جدول (دادند 
ترتيب بيشترين شاخص به -ISSR  9و ISSR-36هاي آغازگر

ها را را داشتند كه كارايي بالاي اين آغازگر) MI(نشانگري 
  .دهدشكلي نشان ميدر بروز چند

اساس يج بدست آمده ضريب تشابه جاكارد برنتااساس بر
داراي بالاترين ضريب  UPGMAبندي روش خوشه

دهنده برازش بود كه نشان )92/0(همبستگي كوفنتيك 
هاي تشابه و دندروگرام خوب و همبستگي بالا بين ماتريس

  ).4جدول ( باشداساس ضريب جاكارد مينهايي بر

و  5و  4هاي يپبين اكوت) 77/0(بيشترين شباهت ژنتيكي 
 14و  1هاي بين اكوتيپ) 24/0(كمترين شباهت ژنتيكي 

نتايج حاصل از تجزيه واريانس ). 5جدول (مشاهده شد 
درصد از تغييرات مربوط به بين  37مولكولي نشان داد كه 

ها بود درصد مربوط به درون جمعيت 63ها و جمعيت
 ).6جدول (

  
 ISSR-2ژنومي توسط آغازگر  DNAالگوي تكثير  -1شكل 
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هاي مونومورف، درصد چندشكلي، محتواي اطلاعات چندشكلي، نسبت چندگانه موثر، شاخص نشانگر و هاي چندشكل، تعداد باندها، تعداد باندتعداد كل باند-3جدول

  شاخص قدرت تفكيك براي هر آغازگر
شاخص قدرت

  )RP(تفكيك 
گر شاخص نشان

)MI(  
نسبت

چندگانه 
موثر 

)EMR(  

محتواي اطلاعات
  )PIC(چند شكلي 

درصد چند
  )Pol(شكلي 

هاي تعداد باند
  مونومورف

- تعداد باند چند

  شكل
تعداد كل 

  هاباند
  نام آغازگر

81/7 32/1  6 22/0 100 0  6  6  ISSR-1 

72/7 64/0  57/3 18/0 42/71 2  5  7  ISSR-2  
81/6 73/2  7 39/0 100 0  7  7  ISSR-3  
54/6 8/2  7 40/0 100 0  7  7  ISSR-8  
90/15  45/5  05/16  34/0  44/94  1  17  18  ISSR-9  

13 51/2  30/9 27/0 61/84 2  11  13  ISSR-11  
81/8  76/4  14  34/0  100  0  14  14  ISSR-13  
81/8 76/4  14 34/0 100 0  14  14  ISSR-15  
45/4  33/1  14/5  26/0  71/85  1  6  7  ISSR-17  

10 08/3  11 28/0 100 0  11  11  ISSR-19  
63/10  38/1  4/6  30/0  80  2  8  10  ISSR-24  
63/7 1/4  10 41/0 100 0  10  10  ISSR-29  
90/9 72/2  8 34/0 100 0  8  8  ISSR-30  
90/7 2/4  12 35/0 100 0  12  12  ISSR-32  
81/14 46/6  19 34/0 100 0  19  19  ISSR-36 

54/12 4/4  11 40/0 100 0  11  11  ISSR-37  
63/11 07/5  13 39/0 100 0  13  13  ISSR-39  
90/8 38/2  7 34/0 100 0  7  7  ISSR-41  
09/9 44/3  8 43/0 100 0  8  8  ISSR-43  

 
  ISSRهاي مولكولي اساس نشانگرهاي مختلف برست آمده با روشهمبستگي بين ضرايب تشابه بد -4جدول 

   UPGMAالگوريتم الگوريتم اتصال ساده  الگوريتم اتصال كامل
  ضريب تشابه جاكارد 92/0 91/0  91/0
  ضريب تشابه دايس 90/0 89/0  89/0
  ضريب تشابه تطابق ساده 91/0 90/0  88/0

 

  اكوتيپ كرچك 22مربوط به  ISSRهاي حاصل از نشانگر مولكولي داده)AMOVA(آناليز واريانس مولكولي -6جدول 

 منابع تنوع درجه آزادي هاميانگين مربع انحراف معيار درصد تنوع

 بين جمعيتي 2 121 14/14 37%

 درون جمعيتي 19 07/24 07/24 63%

 كل 21 07/145 22/38 100%
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بندي از تجزيه ساختار ژنتيكي نظور تاييد و صحت گروهمبه
استفاده  Structureرافزااساس روش بيزين با استفاده از نرمبر

نشان داد  ∆kاستفاده از روش بهينه با Kشد، بدست آوردن 
حداكثر بود بنابراين  K=2كه مقدار عددي اين پارامتر براي 

هاي مورد هتوان گفت دو زير جمعيت احتمالي در تودمي

مطالعه شناسايي شده است كه در آن هر زيرجمعيت با يك 
محور عمودي بيانگر (رنگ خاص نشان داده شده است 

هاي درصد عضويت افراد و محور افقي بيانگر اكوتيپ
  ). 2شكل) (باشدمورد بررسي مي

  
  ISSRاساس نشانگر مورد بررسي بر هايجهت تعيين خويشاوندي اكوتيپ Structureنتايج گراف شده از آناليز  -2شكل 

  

- هاي مورد مطالعه با مقايسه روشاي اكوتيپتجزيه خوشه

دليل بالاتر بودن ضريب همبستگي هاي مختلف، به
و ضريب تشابه  UPGMA، با روش )92/0(كوفنتيك 

 Structureاساس تجزيه خط برش بر. جاكارد انجام شد
ه گروه تقسيم شدند ها به سبنابراين اكوتيپ. محاسبه گرديد

  ).3شكل(

و  9-8- 7- 6- 5-4- 3-2- 1گروه اول شامل اكوتيپ هاي 
گروه سوم شامل  10در گروه دوم فقط اكوتيپ شماره 

-20-19- 18-17- 16-15- 14-13- 12 - 11اكوتيپ هاي 
  .مي باشند 22- 21

  
 ماتريس تشابه جاكارد و UPGMAبندي اساس روش خوشههاي گياه كرچك مورد بررسي بربندي اكوتيپگروه -3شكل 
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عنوان روشي مكمل براي تجزيه به مختصات اصلي نيز به
اي جهت تعيين روابط ژنتيكي بين ارقام و نيز تجزيه خوشه

نتايج بدست آمده نسبتاً با نتايج  .بندي آنها، استفاده شدگروه

هايي كه در تجزيه و اكوتيپ. اي منطبق بودي خوشهتجزيه
- هاي پراكنش بهبودند در نموداراي در يك گروه خوشه

 ).4شكل(بعدي نيز در كنار هم قرار گرفتند صورت سه

  

  
  .GenAlexافزار اساس تجزيه به مختصات اصلي با استفاده از نرمهاي مختلف كرچك مورد مطالعه بربندي اكوتيپگروه -4شكل 

 ISSRهاي اساس دادهها بربررسي ساختار ژنتيكي جمعيت
نشان ) 2005(و همكاران  ANOVAاز روش  استفادهو با

- به K=2و  Kدر مقابل تغييرات  ∆kداده كه بيشترين ميزان 

- زير(گروه ها در دودهد كه جمعيتدست آمد كه نشان مي

هاي نسبت عضويت جمعيت. قرار دارند) جمعيت
 003/0- 99/0هريك از دو گروه بين جغرافيايي در

  ).7جدول . (متغيراست

  
جمعيت كرچك مورد ها در دو زيرسبت عضويت اكوتيپن -7جدول 

  مطالعه
 هااكوتيپ 1  2
933/0  067/0 1 
906/0  094/0 2 
99/0  004/0 3 
99/0  004/0 4 
99/0  005/0 5 
99/0  007/0 6 
99/0  003/0 7 
99/0  004/0 8 

98/0 012/0  9  
81/0 187/0  10  
34/0 65/0  11  
042/0 95/0  12  
002/0 99/0  13  
005/0 99/0  14  
003/0  99/0  15  
014/0 98/0  16  
006/0  99/0  17  
004/0 99/0  18  
007/0  99/0  19  
08/0 92/0  20  
04/0  95/0  21  
168/0 83/0  22  

ها به تر شدن ارتباط ژنتيكي بين جمعيتبراي روشن
-شاخص. ها پرداخته شدبررسي تنوع و ساختار جمعيت

، درصد )Nei )1973و  Shannonهاي تنوع جمعيتي 
هاي مشاهده شده، ها، ميانگين تعداد اللچندشكلي جمعيت

)Na(هاي موثر ، نسبت تعداد الل)Ne (هاي مشاهده به آلل
  Popgen ver 32استفاده از نرم افزار ، با)Ne/Na(شده 

  ). 8جدول (محاسبه شد 
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 هاي كرچكدر جمعيت ISSRهاي ساس نشانگراگيري شده در رابطه با تنوع ژنتيكي برهاي اندازهپارامتر -8جدول 

  PLFstNa Ne  I  Ne/Na% تعداد نمونه جمعيت
Pop1 10  61/65 289/0 43/1 39/1  34/0  97/0  
Pop2 12  95/80 413/0 70/1 45/1  40/0  85/0  

  

  گيريبحث و نتيجه
تنوع بين و  ISSRاستفاده از نشانگر در پژوهش حاضر با

 Ricinus(اي كرچك هدرون جمعيتي برخي اكوتيپ

communis (شكلي اين نشانگر نتايج چند. ارزيابي گرديد
. را در الگوي باندي نشان داد) درصد 58/95(قابل توجهي 

 19با  ISSR-36هاي مورد بررسي آغازگر از ميان آغازگر
با حاضر شكلي بود، كه نتايج باند داراي بيشترين ميزان چند

بر  ISSRتفاده از نشانگر تنوع ژنتيكي با اسپژوهش بررسي 
 همخواني داشتشكلي از نظر ميزان چندروي گياه كرچك 

براي  ISSRآغازگر  9كه از اي در مطالعههمچنين . )45(
 83، در مجموع شدبررسي تنوع ژنتيكي در كرچك استفاده 

 .)20(شد چندشكلي مشاهده  %53/74باند با وضوح بالا و 
 15پ پنيرك با استفاده از اكوتي 18اي كه بر روي در مطالعه
بالايي ميانگين درصد چند شكلي شد انجام  ISSRنشانگر 
  .)4(گرديد گزارش  12/98برابر با 

هم از تعداد ) RP(از آنجايي كه شاخص قدرت تفكيك 
پذيرد بهترين افراد داراي باند و هم از تعداد آلل تاثير مي

در  RPميزان ). 19(باشد شاخص براي آغازگر مناسب مي
بيشترين مقدار را داشت و نشان  9/15با  ISSR-9 آغازگر

ها قدرت دهد كه اين آغازگر نسبت به ديگر آغازگرمي
براي آغازگر ) EMR(بيشترين ميزان  .تفكيك بهتري دارد

ISSR-36 )24 (و كمترين ميزان براي آغازگر ISSR-2 

-نشان) MI(بالا بودن ميزان شاخص نشانگر . بود) 57/3(

شكل و فراهم كردن دهنده توليد تعداد بيشتري باند چند
بالاترين ميزان ). 41(باشد اطلاعات بيشتري از ژنوم مي

مشاهده  ISSR-36در آغازگر ) 64/6(شاخص نشانگر 
دهده كارايي خوب اين آغازگر در مقايسه با گرديد كه نشان

 27در بررسي ميزان تنوع ژنتيكي . باشدها ميساير آغازگر
تا  72/1بين  MIنوتيپ كرچك در كشور برزيل ميزان ژ

). 43(متغير بود  55/9تا  63/1بين  RPو ميزان  07/5
شكلي در اين پژوهش مربوط بيشترين مقدار اطلاعات چند

اي طي مطالعه. باشدمي 43/0به ميزان  ISSR-43به آغازگر 
انجام  SSRهاي كه برروي كرچك با استفاده از نشانگر

در حاليكه  ).38(شد را گزارش  26/0- 4/0بين   PICمقادير
كه در تحقيقي ديگر كه بر روي همين گياه با استفاده از 

و ) PIC )81/0انجام شد مقادير بالاي  SSRهاي پرايمر
). 31( همچنين صددرصد چندشكلي نيز مشاهده شد

هاي دهد اكوتيپبندي حاصل از دندروگرام نشان ميخوشه
اي جداگانه و در خوشه 10و اكوتيپ در يك خوشه  9تا 1

در خوشه سوم قرار گرفتند، همچنين  22- 11هاي اكوتيپ
افزار استفاده از نرمبا K=2اساس بندي برآناليز كلاستر

Structure هاي مختلف ها در اكوتيپتعداد زيرجمعيت
جمعيت ها را به دو زيراكوتيپ ISSRهاي كرچك داده
تر ارتباط بين و و بررسي دقيقبراي تاييد . تقسيم نمود

) PCoA(ها از تجزيه به مختصات اصلي درون جمعيت
استفاده گرديد كه نتايج آن تا حدودي با نتايج تجزيه 

مطابقت داشت كه شايد  UPGMAاساس روش اي برخوشه
ها اينست كه بندييكي از دلايل تفاوت در اين گروه

درصد  100اساس اي بردندروگرام در تجزيه خوشه
باشد در حاليكه در تجزيه به مختصات اصلي واريانس مي

درصد واريانس كل استفاده شد بنابراين  60تقريبا از 
اختلافاتي در دو روش وجود داشت، انتظار بر اين بود كه 

آوري شده از استان مازندران در يك هاي جمعاكوتيپ
بندي صورت خوشه قرار بگيرند در حاليكه كه طبق خوشه

هاي بابل و بابلسر و فيروزكنده در خوشه فته اكوتيپگر
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هايي كه توان گفت كه نمونهدوم قرار گرفتند، در واقع مي
از لحاظ جغرافيايي نزديك هم هستند الزاما از لحاظ 

در پژوهشي ديگري كه بر . ژنتيكي تشابه بيشتري ندارند
روي كرچك انجام شد، هيچ گونه شواهدي از تأثير منشا 

بندي و توزيع تصادفي ژنوتيپايي بر الگوي خوشهجغرافي
ها مشاهده نشد و بنابراين پيشنهاد گرديد كه عوامل ديگري 
نظير انتخاب طبيعي، مصنوعي و رانش ژنتيكي را به عنوان 

ها فاكتورهاي كمك كننده به تنوع مشاهده شده بين ژنوتيپ
 48ارزيابي تنوع ژنتيكي كرچك از ).37(در نظر بگيريم 

ور دنيا كه در مركز تحقيقات گريفين، جورجيا تهيه شده كش
) SNP(هاي تك نوكلئوتيدي مورفيسماستفاده از پليبود با

هاي كرچك مشاهده شد تنوع ژنتيكي بالايي بين جمعيت
اما همبستگي بين منشا جغرافيايي و تنوع ژنتيكي وجود 

نتايج بررسي تنوع ژنتيكي در گياه كرچك ). 12(نداشت 
- استفاده از نشانگربا) كشور 35(قاره  5آوري شده از جمع

روي بيانگر تاثير منشا جغرافيايي بر SSRو  AFLPهاي 
 35پلاسم تنوع ژنتيكي نبود در واقع تنوع ژنتيكي در ژرم

محاسبه تفرق ژنتيكي از  براي ).14(د كشور بسيار كم بو
- كدام از زيراستفاده و ميانگين آن براي هر Fstشاخص 

كه سطح  .محاسبه گرديد Structureافزار ها با نرمعيتجم
. نسبتاً بالايي از تفرق ژنتيكي را در اين گياه را نشان داد
ها نتايج حاكي از تمايز ژنتيكي قابل ملاحظه بين اكوتيپ

مثل اين گياه است كه اين امر با توجه به نحوه توليد
وثر به هاي ماگر نسبت تعداد آلل. طبيعي است) دگرگشني(

مشاهده شده بالا باشد به اين معني است كه جمعيت مورد 
تري برخوردار ها از توزيع يكنواختنظر به نسبت جمعيت

 10است كه باتوجه به نتايج جمعيت اول كه در برگيرنده 
يكنواختي را دارا است كه ) 97/0(باشد بيشترين اكوتيپ مي

برابر دارند  هايي كه فراوانيبيانگر اين است كه نسبت آلل
نتايج تجزيه . باشدهاي جمعيت ديگر بيشتر ميبه كل آلل

واريانس مولكولي نشان داد كه از ميزان كل واريانس 
 63ها و درصد به تنوع بين جمعيت 37مشاهده شده، 

در پژوهشي . ها مربوط استدرصد به تنوع درون جمعيت

 AMOVAمشابه كه بر روي گياه كرچك بر اساس آناليز 
جام شد، نشان دادند كه تنوع ژنتيكي درون جمعيت بيشتر ان

در پژوهشي كه بر روي گياه ). 16(ها است از بين جمعيت
انجام شد تنوع ژنتيكي  ISSRفلفل با استفاده از نشانگر 

) 26(ها بيشتر از تنوع بين گروه )درصد 74( هادرون گروه
عالي براي برآورد تنوع ژنتيكي در گياهان  ).5(گزارش شد 

- زمانيكه كه از نشانگر غالب براي مطالعات ژنتيك جمعيت

شود، هنوز هم از دو شاخص ژني ني و ها استفاده مي
شود باشد، استفاده ميها مياساس فراواني آللشانون كه بر

و متوسط فاصله  27/0متوسط شاخص شانون ). 40(
در بررسي تنوع ژنتيكي  .برآود شد 193/0ژنتيكي ني 

و شاخص ) 43/1(ا در نيجريه شاخص شانون هژنوتيپ
گزارش شد كه بيانگر وجود تنوع در ) 72/0(تنوع ژني ني 
با وجود عدم بالا بودن ضريب ). 37(ها بود بين ژنوتيپ

تشابه، عدم شباهت اقليمي و فاصله جغرافيايي بالا، برخي 
بررسي تنوع ژنتيكي . اندها در كنار هم قرار گرفتهاكوتيپ

توجه در مديريت ژرم پلاسم كرچك مفيد باشد باتواند مي
به نتايج اين پژوهش ارزيابي تنوع ژنتيكي امكان شناسايي 

گيري از اين گياه را فراهم بهره بمنظورهاي مطلوب اكوتيپ
هاي توانايي تفكيك اكوتيپ ISSRهمچنين نشانگر . نمايد

 عنوان يكتوان از آن بهبنابراين مي. مختلف كرچك را دارد
. هاي اصلاحي آينده استفاده نمودابزار مناسب جهت برنامه

هاي اصلاحي اندكي روي گياه كرچك كاراز آنجايي كه بر
هاي بيشتري از مناطق شود اكوتيپصورت گرفته توصيه مي

آوري و همچنين از تعداد تري جمعهاي متفاوتبا اقليم
ه بيشتري آغازگر استفاده شود تا شناخت بيشتري نسبت ب

  .اين گياه روغني دارويي بدست آيد

  سپاسگزاري

بدينوسيله نگارندگان از دانشگاه علوم كشاورزي و منابع 
طبيعي ساري و پژوهشكده ژنتيك و زيست فناوري 
طبرستان كه در تامين منابع مالي اجراي اين پژوهش 

  .نمايندهمكاري نمودند، قدرداني مي
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Abstract 

Castor (Ricinius communis L.) is one of the oldest medicinal plants in the world. The 
assessment of genetic diversity in castor beans plays a vital role in identifying superior 
genotypes to use in plant breeding programs. For this reason, the diversity and genetic 
association of 22 castor ecotypes were investigated. Out of 26 screened primers, 19 
primers that produced the most polymorphic bands were used. Totally, these primers 
generated 188 bands, of which 180 bands (95.58 %) were polymorphic. The studied 
ecotypes were divided into two separate group’s using cluster analysis. The highest 
similarity was observed between ecotypes 4 and 5 (collected from Sari) and the lowest 
similarity was observed between ecotypes 1 and 14 (Sari and Babolsar).The highest 
Nei's genetic diversity (H) and Shannon index (I) were observed in population No. 2 
including 12 ecotypes. According to the genetic structure of populations performed by 
Structure software, ecotypes were divided into two subpopulation clusters. The 
molecular analysis of variance showed that 37% of genetic variation attributed to 
between group's and 63% to within group's, which can be used in its breeding programs. 
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