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گياهي از خانواده كاسني است كه به دليل دارا بودن  .Silybum marianum Lبا نام علمي  خارمريم
است. با توجه به اثر درماني  بالايي برخوردارمارين از خواص درماني سيلي ي مهمي مانندهاي ثانويهمتابوليت

هاي گيري در برنامهشناخت تنوع ژنتيكي آن به منظور بهره قابل توجه اين گياه و لزوم كشت آن در ايران،
در تحقيق حاضر، قرابت ژنتيكي هشت نمونه جمعيتي خارمريم با نژادي از اهميت بالايي برخوردار است. به

د بررسي قرار گرفت. بر اساس نتايج ارزيابي مولكولي، از تعداد هفت مور SCoTو CDDP استفاده از نشانگرهاي 
كه از ) چندشكل بود در حالي%٤٨/٨٥نوار ( ٥٣تشخيص به دست آمد كه نوار قابل ٦٢، در مجموع SCoTآغازگر 

) چندشكلي نشان دادند. %٢/٨٦نوار ( ٥٠تشخيص به دست آمد كه نوار قابل ٥٨، در مجموع CDDPهفت آغازگر 
 ٢٣/٠و  ٣٩/٠به ترتيب برابر با  SCoT و CDDP ) حاصل از نشانگرهايPICيانگين شاخص محتواي چندشكل (م

هاي خار مريم را به سه گروه تقسيم توانست نمونه CDDPو SCoT اي نشانگر بود. نتايج حاصل از تجزيه خوشه
ه تنوع بين جمعيتي نشان دادند. هر دو تنوع درون جمعيتي بيشتري را نسبت ب SCoTو  CDDP كند. نشانگرهاي

نژادي آينده مورد هاي بهتواند در برنامههاي مورد مطالعه ميسطح بالاي تنوع ژنتيكي مشاهده شده در نمونه
  استفاده قرار گيرد.

  
  .مارينتنوع ژنتيكي، چندشكلي، متابوليت، نشانگر مولكولي، سيلي هاي كليدي:واژه

  
  
  

  ٠٣١٣٣٥٢١٠٢٣تلفن:         m.koohi@gmail.comمسئول:  نگارنده



 ١٣٩٧، سال ١، شماره ٣٤- ١جلد  ”نهال و بذر نژاديبهمجله ”

٦٤ 

  مقدمه

ـــام علمـــي مـــريم خـــار ـــا ن ـــال ب ـــا ماريتيغ  ي

 Silybum marianum. L. جملــه گياهــان  از

دارويـــــي بـــــا ارزش در درمـــــان بســـــياري از 

ــر بــه دليــل وجــود بيماري ــت كــه ايــن ام هاس

ازجملــــــه ي مهــــــم هــــــاي ثانويــــــهمتابوليت

ــد ســيلي ــدهايي مانن ــاه فلاونوئي ــن گي مارين در اي

دهــد باشد كه خواص درماني از خود نشان ميمي

)Katiyar et al., 2008.(  تعيين تنوع ژنتيكي در

هــا بــه منظــور بهبــود گياهــان جمعيتبين و درون 

ــن،  ــر اي ــلاوه ب ــادي دارد. ع ــت زي ــي اهمي داروي

ــان جمعيت ــي مي ــط ژنتيك ــايي رواب ــا شناس ــا ي ه

هــا بــراي اســتفاده بهينــه از منــابع ژنتيكــي ژنوتيپ

). Tange et al., 2007گياهي ضــروري اســت (

نژادي مهــم در توان به اهداف بــهدر اين راستا مي

هــاي ايش ميــزان متابوليتخــارمريم از جملــه افــز

ــزايش  ــد ســيليمارين، اف ــاه مانن ــن گي ــه در اي ثانوي

عملكرد بذر، همزماني در گلدهي و عدم ريــزش 

   ).Alemardan et al., 2013اشاره نمود (

از معيارهــــاي متفــــاوتي شــــامل صــــفات 

مورفولـــوژيكي، نشـــانگرهاي بيوشـــيميايي يـــا 

مولكــولي جهــت بــرآورد تنــوع ژنتيكــي اســتفاده 

 ;de Vicente et al., 2005) تشـــده اســـ

(Carvalho, 2004 با اين حــال، اعتقــاد بــر ايــن .

است كه استفاده از نشانگرهاي مولكــولي نســبت 

به نشانگرهاي مورفولــوژيكي از قابليــت اعتمــاد و 

تكرارپـــــذيري بـــــالاتري برخـــــوردار اســـــت 

)Carvalho, 2004ـــــال ـــــر). در س  هاي اخي

نشــانگرهاي مولكــولي بــه عنــوان يــك رويكــرد 

مدرن، مناســب، ســريع و مقــرون بــه صــرفه بــراي 

اي مــورد شناسايي ارقــام و تشــخيص تنــوع گونــه

هـــا در تحقيقـــات اســـتفاده قـــرار گرفتـــه و از آن

متعـــددي از جملـــه شناســـايي تركيـــب ژنتيكـــي 

هــاي جمعيت گياهان، تنوع زيستي، شناســايي ژن

  م زراعــي و انتخــاب دخيــل در بــروز صــفات مهــ

ـــه كمـــك نشـــانگر بهره ـــري شـــده اســـتب   گي

)Sonah et al., 2011 .(  

هــايي در گياه خارمريم، به خصــوص اكوتيپ

دارنــد، مطالعــات مولكــولي  كــه در ايــران وجــود

محدودي صورت گرفتــه اســت بــه عنــوان نمونــه 

ــوع ژنتيكــي  SSRنشــانگر  ــه منظــور بررســي تن ب

رار گرفت و بــر هاي خارمريم مورد استفاده قتوده

اساس نتايج بدست آمده كاربرد ايــن نشــانگر در 

بررسي تنوع ژنتيكي ماريتيغــال كارآمــد گــزارش 

ــد ( ــي تنــوع Hoseini, 2011ش ــايج بررس ). نت

بــا  AFLP ژنتيكي ماريتيغــال بــا كمــك نشــانگر 

) نشــان داد كــه ٤٤/٠ميانگين درجــه تمــايز ژنــي (

درون درصد بالايي از تنوع كل مربــوط بــه تنــوع 

اي تجزيــه خوشــه هاي مورد مطالعه بــود.اكوتيپ

ـــــــــــا اســـــــــــتفاده  AFLP هـــــــــــايداده   ب

از فاصــله ژنتيكــي، اكوتيــپ هــا را بــه ســه گــروه 

ـــا الگـــوي  ـــا حـــدودي ب ــرد كـــه ت   منتســـب كـ

جغرافيــايي محــل رويــش اكوتيــپ هــا مطابقــت 

  ).et al., 2008 Shokrpourداشت (

كــــاربرد نشــــانگرهاي  مطالعــــات اخيــــردر 

ــــل شــــونده بــــه ژناختصاصــــي مت   هــــاي ص

خاص، چندشكلي نــواحي هــدف كــدون شــروع 

(Start Codon Targeted Polymorphism: SCoT)  و
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حفاظــت  DNAشانگر چندشكلي مشتق شــده از ن

 :Conserved DNA-Derived Polymorphism)شــده 

CDDP) هــا نســبت بــه ســاير بــه دليــل مزايــاي آن

نشانگرهاي مولكــولي، مــورد توجــه زيــادي قــرار 

ــه ــانگر  گرفت ــت. نش ــب  SCoTاس ــانگري غال نش

است كه بــر اســاس منــاطق كوتــاه حفاظــت شــده 

) ژن گيــاهي ATG( آغــاز اطــراف رمــز كــدون

ــه  ــوع در ناحي ــه تن ــر پاي ــت و ب طراحــي شــده اس

  كنـــدحفاظـــت شـــده كـــدون آغـــاز عمـــل مي

(Collard and Mackill, 2009a; 

(Xiong et at al., 2011 . در مقايسه بــا نشــانگر

RAPDتر ، به دليل استفاده از آغازگرهاي طويــل

ــــــــــــــالاتر    و دمــــــــــــــاي اتصــــــــــــــال ب

ــــت  ــــوردار اس ــــالايي برخ   از تكرارپــــذيري ب

)Poczai et al., 2011 .( 

قريــب ) بــراي اكثــر SCoTنشــانگر اســكات (

تحقيقــاتي گيــاهي بــا هاي اتفاق آزمايشــگاهبــه

تجهيزات استاندارد مناسب است و براي ارزيــابي 

برداري تنـــوع ژنتيكـــي، شناســـايي ارقـــام، نقشـــه

نگاري ) و انگشــتQTLجايگــاه صــفات كمــي (

DNA ـــه ـــرنج در گون ـــه ب   هاي مختلفـــي از جمل

)Collard and Mackill, 2009bزميني )، بــادام

)Xiong et al., 2009 زميني)، ســــيب  

)Gorji et al., 2011 انبــه ،()Luo et al., 2011 ،( 

)، Guo et al., 2012انگـــــــور (

ــده ،  (Bhattacharyya et al., 2013)اركي

)، و نخــود زراعــي Que et al., 2014نيشــكر (

)Hajibarat et al., 2015آميز بــوده ) موفقيــت

  است.

مبتني بر مناطق حفاظت شــده  CDDPنشانگر 

ــراي  اســت كــه در آن از يــك آغــازگر واحــد ب

ــتفاده مي ــرو اس ــرو و پس ــاي پيش ــود. آغازگره ش

همچنين اين نشانگر آغازگرهايي بــا طــول بيشــتر 

ـــال  ــاي اتص ـــا دماهـ ـــا  ٥٠دارد و ب ـــه  ٧٠ت درج

ــي شـــــده اســـــت كـــــه ســـــانتي   گراد طراحـــ

ـــث مي ـــذيري آن را باع ـــزايش تكرارپ ـــود اف ش

)Collard and Mackill, 2009b ــن ). در اي

، طراحي ISSR و RAPD هايروش مانند روش

 آغازگرها براساس تــوالي ابتــدا و انتهــاي قطعــات

DNA شود بــا ايــن تفــاوت كــه در ايــن انجام مي

شده، يك ژن خاص اســت روش، ناحية محافظت

)Williams et al., 1990.( 

ـــاي روش ـــه مي CDDP از مزاي ـــوان ب ت

تكرارپــذيري زيــاد، نيــاز بــه امكانــات بودن، ساده

الگــوي بســيار  DNA آزمايشگاهي كم و نيــاز بــه

ها اشــاره كــرد. معمــولا كمتر نسبت به ساير روش

 ١٥٠٠تــا  ٢٠٠محــدودة انــدازة ايــن نشــانگر بــين 

 .)Poczai et al., 2011اســت ( (bp) جفــت بــاز

ــاربرد ن ــانگر ك ــوع CDDP ش ــابي تن ــراي ارزي ب

هاي مختلــف از در گونه ژنتيكي و شناسايي ارقام

)، Collard and Mackill, 2009bجمله بــرنج (

  )، گــــل Li et al., 2013گــــل داوودي (

گنـــدم )، Wang et al., 2014صــدتوماني (

)Hamidi et al., 2014( زميني و ســــيب

)Poczai et al., 2011آميز گــزارش ) موفقيــت

   .شده است

ــت  ــابي قراب ــدف ارزي ــا ه ــر ب ــژوهش حاض پ

هاي جمعيتــي ژنتيكي و فاصــله موجــود در نمونــه
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و CDDP نشانگرهاي بــارز خارمريم با استفاده از 

SCoT  انجام شد. در اين پــژوهش تنــوع ژنتيكــي

ــان ـه مي ــريم نمونـ ــار م ــود خ ــي موج هاي جمعيت

منظور شناسايي و معرفي بهترين جمعيــت بــراي به

و ارزيــابي ارويــي ارزشــمند نژادي ايــن گيــاه دبــه

در مطالعــه  SCoTو   CDDPكارايي نشانگرهاي

ــرار  ــي ق ــورد بررس ــريم م ــار م ــي خ ــوع ژنتيك تن

 گرفت.

 

  هامواد و روش

ـــي  ـــاه داروي ـــي از گي ـــه جمعيت ـــت نمون هش

) متشــكل از .Silybum marianum Lخارمريم (

آوري هاي جمــعهفت نمونه ايرانــي شــامل نمونــه

)، N)، خمــين (Kآباد (خرم)، Aشده از اردستان (

ــواز ( ــاني (Hاه ــاري (L)، ملاث ــفهان S)، س )، اص

ـــه وارداتـــي E(ســـفيد اصـــفهان،  ) و يـــك نمون

ــتاني ( ــت و Mمجارس ــرار گرف ــه ق ــورد مطالع ) م

ها از شــركت پاكــان بــذر اصــفهان تهيــه بذور آن

هــاي جــوان (در شد. پس از رويش بــذرها، برگ

ـــه  ـــتخراج  ٤- ٥مرحل ـــراي اس ـــي)، ب  DNAبرگ

برداري شد. از هر نمونه جمعيتي، پــنج گيــاه نمونه

 مورد مطالعه قرار گرفت.

  هــــاي ژنــــومي از برگ  DNAاســــتخراج

ــــر اســــاس روش  CTABجــــوان خــــارمريم، ب

)Murray and Thompson, 1980 بــــا (

ــاپتول  ــزان بتامرك ــزايش مي ــه اف ــي، از جمل تغييرات

ها داخــل اتانول و تغيير در زمان قــرار دادن نمونــه

 DNAورت گرفــت. كميــت و كيفيــت يــخ، صــ

استخراجي، بــا اســتفاده از دســتگاه اســپكتوفتومتر 

UV-2550  ـــارز ـــارگيري روي ژل آگ  %٨/٠و ب

  مورد بررسي قرار گرفت. 

  مـــــورد اســـــتفاده SCoT آغازگرهـــــاي 

در ايــن تحقيــق بــر اســاس آغازگرهــاي گــزارش 

  شـــده در تحقيقـــات مشـــابه بـــر اســـاس نمـــايش 

ــــزان چندشــــكلي (   درصــــد)  ١٠٠بيشــــترين مي

(Pakseresht et al., 2013; 

Zarei et al., 2013; Que et al., 2014;  

(Zhang et al., 2015  و آغازگرهايCDDP  با

ــــل  ــــك كي ــــروي از طراحــــي كــــلارد و م   پي

)Collard and Mackill, 2009b انتخــاب و (

هــا توســط شــركت ســينا ژن انجــام شــد. سنتز آن

  مشخصــــات آغازگرهــــاي مــــورد اســــتفاده در 

  ارائه شده است. ١جدول 

ميكروليتــر  ١٠واكنش تكثير در حجــم نهــايي 

(آمپليكــون)،  2Xميكروليتر مســترميكس  ٥شامل 

  ميكرومــــولار) و ١٠ميكروليتــــر آغــــازگر ( ٨/٠

نـــانوگرم)  ٢٠- ٤٠ژنـــومي ( DNAميكروليتـــر  ١

ــر انجــام شــد.  ــا اســتفاده از شــرايط:  PCRتكثي ب

گراد بــه درجه سانتي ٩٥در  واسرشت سازي اوليه

واسرشــت چرخــه شــامل:  ٣٥مدت چهــار دقيقــه، 

درجه سانتي گراد بــه مــدت  ٩٥در  DNAسازي 

ــــه،  ــــك دقيق ــــه ي ــــازگر ب ــــال آغ  DNAاتص

  متناســـــب بـــــا هـــــر آغـــــازگر ايرشـــــتهتك

درجه سانتي گراد) به مدت يك دقيقــه،  ٥٠- ٦٠(

درجه ســانتي گــراد بــه  ٧٢ماي در د بسط آغازگر

ـــه و  ـــدت دو دقيق ـــطم ـــل بس ـــه  ٧٢ تكمي درج

ــانتي ــد. س ــام ش ــه انج ــنج دقيق ــدت پ ــه م گراد ب

در  %٢/١روي ژل آگـــــارز  PCRمحصـــــولات 
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هاي نمونه استفاده در بررسي تنوع ژنتيكي مورد CDDPو SCoT  مشخصات آغازگرهاي - ١جدول 
  مريم خارجمعيتي 

Table 1. Description of SCoT and CDDP primers used for evaluation of genetic 
diversity in Sylibum marianum  

 

  

دقيقــه و بــا  ٦٠تــا  ٤٥بــه مــدت   TBE 1Xبــافر

ــارگيري  ٨٠جريان شــدت ــت ب ــگ ول شــدند. رن

 DNA Green Viewerبه كمــك DNAآميزي 

بــرداري نوارهــا (پارس طوس) انجام شد و عكس

  ) صورت گرفت. Bio Radداك (با استفاده ژل

ـــواري به آمده توســـط هـــر دســـتالگـــوي ن

) و عدم وجــود ١آغازگر در صورت وجود نوار (

) امتيازدهي شد. شباهت ژنتيكــي در ميــان ٠نوار (

ــــباهت جمعيت ــــريب ش ــــبه ض ــــا محاس ــــا ب   ه

)similarity coefficient مــورد بررســي قــرار (

ــا تفــــــاوت  گرفــــــت.   ميــــــزان شــــــباهت يــــ

ــين جمعيت ـــابهدر بـ  هـــا توســـط مـــاتريس تش

)Similarity Matrix (ـــك نرم ـــه كم ـــزار ب اف

GenALEX6.3 .اي بــا آنــاليز خوشــه تعيــين شــد

و تجزيــه و  UPGMAاستفاده از روش الگوريتم 

 ) بــه كمــك نــرم افــزارPCAتحليل مولفه اصلي (
Version 2.02 NTSYS-PC, .تحليل  انجام شد

در سطح گونه جهت تعيين تنوع ژنتيكي و ميــزان 

ــين و درون  ــكلي ب ــد ش ــهچن ــك گون ــه كم ها ب

ــزارنرم ـــت GenALEX6.3 افـ ـــورت گرف  ص

)Rohlf, 1993( .  

  

  و بحث نتايج

ــژوهش حاضــر از دو نشــانگر و   SCoTدر پ

CDDP  گيــاه  ٤٠بــراي ارزيــابي قرابــت ژنتيكــي

دارويي خارمريم (شامل پنج گيــاه از هــر يــك از 

هشت نمونه جمعيتي مورد مطالعــه) اســتفاده شــد. 

در مجمــوع  SCoTبا اســتفاده از هفــت آغــازگر 

 
Temperature (°C) 

 
%CG 

 توالي
Sequence (5′-3′) 

 نام نشانگر
Marker name 

 نوع نشانگر
Marker type 

55 56 CAA CAA TGG CTA CCA CGC SCoT6 

SCoT 

61 58 ACG ACA TGG CGA CCA ACG SCoT12 
61 58 ACC ATG GCT ACC ACC GAG SCoT17 
50 54 CAA TGG CTA CCA TTA GCG SCoT42 
55 56 ACA ATG GCT ACC ACT GGC SCoT48 
55 56 ACA ATG GCT ACC ACT GCG SCoT49 
50 54 ACA ATG GCT ACC ACT GCA SCoT52 
54 73 GCA SGT GTG CTC GCC` WRKY-R3 
57 65 TGG CTS GGC ACS TTC GA ERF3 
58 61 AAG GGS AAG CTS CCS AAG  KNOX-1 
54 73 CCG CTC GTG TGS ACG  WRKY-R3B 

CDDP 
57 80 GGC AAG GGC TGC CGC  MYB1 
57 80 GGC AAG GGC TGC CGG  MYB2 

66 74 ATG GGC CGS GGC AAG GTG C MADS-1 
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ــــين ٦٢ ــــابي در محــــدوده ب ــــل ارزي ــــوار قاب   ن

ــاز توليــد شــد  ٢٥٠- ٢٠٠٠ از  ).١(شــكل جفــت ب

ــداد  ــن تع ــكل  ٥٣اي ــوار چندش ــود. %٤٨/٨٥(ن ) ب

درصد چندشــكلي نوارهــا در كــل آغازگرهــا در 

ــدوده ــا  ٦٠ي مح ــانگين  %١٠٠ت ــا مي  %٤٨/٨٥ب

بيشترين تعداد نوار توليد شده متعلــق  .محاسبه شد

كــه نــوار) بــود در حالي ١٣( SCoT6به آغــازگر 

كمتــرين تعــداد نــوار قابــل ارزيــابي در آغــازگر 

SCoT42 )ـــانگين  ٥ ـــد و مي ــاهده ش ـــوار) مشـ ن

).٢بدست آمد (جــدول  ٥٧/٧ارهاي چندشكل نو

  
 هاي جمعيتي استفاده در نمونه مورد CDDPو  SCoTآغازگرهاي نتايج تكثير حاصل از  - ٢جدول

  مريم خار
Table 2. SCoT and CDDP primers and their amplification results generated in 

 Syblium marianum accessions 
 

MI PIC P )%(  NPB TNB 
Amplicon 
length (bp) 

 نام نشانگر
Marker name 

 نوع نشانگر
Marker type 

3.86 0.29 100 13 13 250-1900 SCoT6 

SCoT 

2.67 0.22 100 12 12 500-1950 SCoT12 
2.02 0.18 100 11 11 800-1800 SCoT17 

1.06 0.35 60 3 5 600-1500 SCoT42 
1.45 0.24 75 6 8 450-1400 SCoT48 

0.48 0.12 57 4 7 300-1500 SCoT49 

0.98 0.24 66.66 4 6 800-2000 SCoT52 

1.79 0.23 79.8 7.57 8.85  Mean 

3.04 0.38 100 8 8 300-1500 WRKY-R3 

CDDP 

2.59 0.32 100 8 8 250-1750 ERF3 
3.61 0.45 100 8 8 150-1800 KNOX-1 

0.61 0.31 33.33 2 6 300-1500 WRKY-R3B 

2.61 0.43 75 6 8 350-1700 MYB1 

5.59 0.43 100 13 13 300-1800 MYB2 

2.16 0.43 71 5 7 300-1500 MADS-1 

2.89 0.39 82.76 7.14 8.28  Mean  

TNB:  ،تعداد كل نوارهاNPB ،تعداد نوارهاي چندشكل :(%)Pدرصد چندشكلي :، PIC: محتواي اطلاعات چندشكل،  
MI: شاخص نشانگر.  

TNB: Total number of bands, NPB: Number of polymorphic bands, P (%): Percentage of 
polymorphism, PIC: Polymorphic information content, MI: Marker index. 

  

ــل  ــايج حاص ــاس نت ــر اس ــازگر ب ــت آغ از هف

CDDP  ـــژوهش، در ـــن پ ـــورد اســـتفاده در اي م

ــوع  ــدوده ٥٨مجم ــابي در مح ــل ارزي ــوار قاب ي ن

جفت باز به دست آمــد كــه از ايــن  ١٥٠ -  ١٨٠٠

%) و هشــت  ٢/٨٦نوار آن چنــد شــكل ( ٥٠تعداد 

ــوار آن ( ــود%٨/١٣ن ــكل ب ــك ش ــكل  ) ت . )٢(ش

بيشترين تعداد نوارهــاي توليــد شــده در آغــازگر 

MYB2 )ــدا ١٣ ــرين تع ــوار) و كمت ــاي ن د نواره
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  گياه مورد مطالعه  ٤٠در  SCoT12الگوي نوارهاي تكثيرشده با استفاده ازآغازگر  - ١شكل 
 S. marianum  

Fig. 1. Banding pattern of SCoT12 marker in 40 studied S. marianum plants. 
 
 
 
 
 

 S. marianumگياه مورد مطالعه  ٤٠در  MYB1الگوي نوارهاي تكثيرشده با استفاده ازآغازگر  - ٢شكل 
Fig. 2. Banding pattern of MYB1 marker in 40 studied S. marianum plants. 

  

نــوار)  ٦( WRKY-R3Bقابل ارزيابي درآغازگر 

ـــكلي  ـــانگين چندش ـــا مي ـــد  ٧/١٤ب ـــاهده ش  مش

 CDDP). بــه طــور كلــي نشــانگرهاي ٢(جــدول 

 SCoTچندشكلي بالاتري نسبت بــه نشــانگرهاي 

هاي تحقيق انجام شــده نشان دادند. بر اساس يافته

هاي نخــود بــه منظــور ارزيــابي قرابــت در ژنوتيپ

ـــا اســـتفاده از نشـــانگرهاي  و  CDDPژنتيكـــي ب

SCoT  ـــــــــــــانگرهاي ـــــــــــــز نش    CDDPني

) نســـبت بـــه %٩١درصـــد چندشـــكلي بيشـــتري (

ــــــد %٨٨( SCoTنشــــــانگرهاي  ) نشــــــان دادن

)Hajibarat et al., 2015 كــه بــا نتــايج ايــن (

  پژوهش شباهت داشت.

ــــرين ــــواي  كمت و بيشــــترين شــــاخص محت

) در پــژوهش حاضــر PICاطلاعات چندشــكلي (

ــــــانگر  ــــــراي نش ــــــب در  SCoTب ــــــه ترتي   ب

 )SCoT42٣٥/٠ () و ١٢/٠( SCoT49آغــازگر 

بــراي كــل آغازگرهــا محاســبه  ٢٣/٠بــا ميــانگين 

 PICكمتــرين مقــدار  CDDPشد. اما در نشــانگر 

) و ٣١/٠( WRKY-R3Bمتعلـــق بـــه آغـــازگر 

 KNOX-1متعلق به آغازگر  PICبيشترين مقدار 

براي كل آغازگرهــا  PIC ) بود و ميانگين ٤٥/٠(

). در تحقيقـــي ٢) بدســـت آمـــد (جـــدول ٣٩/٠(

 رقــم گنــدم ٤٠ ژنتيكــي تنــوع جهــت بررســي

 نشــانگرهاي از اســتفاده بــا ايرانــي شــده اصــلاح

شــاخص  ، ميــانگينCDDPو  SCoTمولكــولي 

نشــانگرهاي  از حاصــل چندشــكلي محتــواي

SCoT  وCDDP بــــــه ترتيــــــب برابــــــر بــــــا  

  درصـــــــد گـــــــزارش شـــــــد  ٥٤/٣٤و  ٥١/٢١

)Hamidi et al., 2014(.   

ــــواي چندشــــكلي يكــــي از  شــــاخص محت

ــاخص ــانگرهاي ش ــه نش ــت مقايس ــم جه هاي مه

هاســت. مقــادير مختلف از نظــر قــدرت تمــايز آن

  بـــالاي ايـــن شـــاخص، دلالـــت بـــر چندشـــكلي 

  زيــــاد در يــــك جايگــــاه دارد كــــه در تمــــايز 
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كنــــــد ســــــزايي ايفــــــا ميافــــــراد نقــــــش به

)Thimmappaiah et al., 2008 بنــابراين .(

ـــازگر  ـــازگر و  SCoT42آغ ـــا  KNOX-1آغ ب

از قدرت بيشــتري بــه منظــور  PICبيشترين مقدار 

  شناسايي تنوع ژنتيكي برخوردارند. 

ـــــاخص نشـــــانگر ـــــژوهش ش ـــــن پ   در اي

(Marker Index: MI)  ــازگر  SCoT6در آغ

ــود ٥٩/٥(MYB2 ) و ٨٦/٣( ) بيشــترين مقــدار ب

دهد اين نشــانگر از قــدرت تفكيــك كه نشان مي

طور ). بــه٢(جــدول بسيار خوبي برخوردار اســت 

هاي ميانگين ميزان شاخص نشــانگر بــراي نشــانگر

SCoT  وCDDP  بدســت  ٨٩/٢و  ٧٩/١به ترتيب

شاخص نشانگر يك بــرآورد مناســب بــراي . آمد

كــارآيي آغازگرهاســت كــه بــه تعــداد نوارهــاي 

آمده توسط نشانگر نسبت داده دستچندشكل به

). بالا بــودن Milbourne et al., 1997شود (مي

شاخص نشانگر، نشان از فراهم كــردن اطلاعــات 

ــوار  ــداد ن ــد تع ــه تولي ــه ب ــا توج ــوم ب ــتر از ژن بيش

چندشكلي بيشتر اســت. بــر اســاس نتــايج بدســت 

ــانگر  ــوع نش ــر در مجم ــژوهش حاض ــده در پ آم

CDDP  با توجه به مقادير بــالاتر تعــداد نوارهــاي

ـــكلي و  ـــواي چندش ـــاخص محت ـــكل، ش چندش

ي بيشــتري شــاخص نشــانگر، اطلاعــات چندشــكل

  نشان داد. SCoTنسبت به نشانگر 

از  نــگبــين مــاتريس كوفني همبستگيضريب 

هاي دنــدروگرام و مــاتريس تشــابه بــراي نشــانگر

SCoT  وCDDP  ــــــب ــــــه ترتي  ٧٩/٠و  ٧٤/٠ب

محاسبه شد. ميزان بالاي اين ضريب نشان دهنــده 

ارزيابي مشابهي از روابط ژنتيكــي توســط هــر دو 

 كلاستر بر اساس نشانگرنشانگر است. در تجزيه 

SCoT  ســـه كلاســـتر اصـــلي در درجـــه تشـــابه  

بــه دســت  ٧٥/٠درصــد و ضــريب كوفنينــگ  ٧٠

هـــاي ). در گـــروه اول، جمعيت٣آمـــد (شـــكل 

) و اهــواز N)، خمــين (Kآباد (خرم)، Aاردستان (

)H ـــروه دوم ـــت)، در گ و در ) Sســـاري ( جمعي

ــوم  ــاي جمعيتگــروه س ــاني (ه ــفيد Lملاث )، س

قرار گرفتنــد. قــرار  )M) و مجارستان (Eاصفهان (

 گـــرفتن ارقـــام خـــارجي خـــار مـــريم در كنـــار

ـــدي و اكوتيپ ـــژوهش محم ـــي در پ هـــاي ايران

)، Mohammadi et al., 2011همكـــاران (

  همچنـــــــــــين ســـــــــــقالي و همكـــــــــــاران 

)Saghalli et al., 2016 نيز گزارش شده است (

و تنوع ژنتيكي بالاي خــارمريم بــه عنــوان عــاملي 

  .شده است بيانل اين نتيجه جهت حصو

ــر اســاس  ــه كلاســتر ب ــايج تجزي ــر اســاس نت ب

چهــار كلاســتر اصــلي در درجــه  CDDPنشــانگر

تعيــين شــد  ٦٤/٠و ضريب كوفنينــگ  %٥٣تشابه 

)، Aهاي اردســتان (). گروه اول جمعيت٤(شكل 

ــاد (خرم ــين (Kآب ــفيد N) و خم ــروه دوم س )، گ

)، گـــروه ســـوم M) و مجارســـتان (Eاصـــفهان (

ــاني ( ــاري (Lملاث ــواز (S)، س ــروه H) و اه ) و گ

) را Hواز () و اهــN) و خمــين (Lچهارم ملاثاني (

شامل شد. با توجه به اينكــه منبــع تنــوع شناســايي 

شــده در هــر يــك از نشــانگرهاي مــورد اســتفاده 

متناسب با مناطق هدف در ژنوم، متفــاوت اســت، 

هاي بــه دســت از اينرو اخــتلاف بــين دنــدروگرام

تواند با ماهيــت مي CDDPو  SCoTآمده توسط 

ــــزان چندشــــكلي،  ــــاوتي از هــــر روش، مي   متف
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مورد  خار مريم گياه ٤٠ مبتني بر ضريب شباهت ساده انطباق مربوط به UPGMA دندروگرام - ٣شكل 
  ارائه شده است. ٤علائم اختصاري مربوط به هر نمونه جمعيتي در جدول  .SCoTهاي از داده با استفاده مطالعه

Fig. 3. UPGMA-derived dendrogram of 40 S. marianum plants based on simple 
matching coefficient using SCoT data. For accessions designations refer to Tabel 4. 

 

پوشش منطقه خاصي از ژنوم توســط هــر نشــانگر 

ــــداد لوكوس ــــيح داده و تع ــــا توض ــــوده  ش

(Souframanien and Gopalakrishna, 2004;  

(Gorji et al., 2011 . نتــايج بدســت آمــده در

تحقيــق حاضــر بــا نتــايج بدســت آمــده از طريــق 

هــا بــا اســتفاده از نشــانگرهاي بندي ژنوتيپخوشه

هاي بــه مختلف از نظر اخــتلاف بــين دنــدروگرام

دست آمده توسط هر يــك از نشــانگرهاي مــورد 

ــود  ــه نخ ــددي از جمل ــات متع ــتفاده در مطالع اس

(Pakseresht et al., 2013; 

(Hajibarat et al, 2005 ،ــــــدم  گن

)Hamidi et al., 2014ـــي  ) و ســـيب زمين

)Gorji et al., 2011.شباهت نشان داد (  

ـــر اســــاس نتــــايج   از تحليــــل حاصــــلبـ

(Analysis of Molecular Variance: AMOVA) ،

هــا مشــاهده شــد بيشترين تنــوع در درون جمعيت

شده توســط محمــدي انجام). در مطالعه ٣(جدول 

) نيــز Mohammadi et al., 2011و همكــاران (

 هـــــاي مـــــورد اي جمعيتگونـــــهتنـــــوع درون

اي گــزارش گونــهتر از ميانمطالعه خارمريم بيش

شـــــد. در مطالعـــــات شـــــكرپور و همكـــــاران 

)Shokrpour et al., 2008 نيز بر اساس تجزيه (
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مورد  خار مريم گياه ٤٠ مبتني بر ضريب شباهت ساده انطباق مربوط به UPGMA دندروگرام - ٤شكل 

  ارائه شده است. ٤علائم اختصاري مربوط به هر نمونه جمعيتي در جدول . CDDPهاي از داده با استفاده مطالعه
Fig. 4. UPGMA-derived dendrogram of 40 S. marianum plants based on simple 
matching coefficient using CDDP data. For accessions designations refer to Tabel 4. 

 
 CDDPو  SCoTنشانگرهاي هاي دادههاي حاصل از واريانس مولكولي داده تجزيه - ٣جدول 

Table 3. Analysis of molecular variance using SCoT  
and CDDP markers data 

 
CDDP SCoT  

 واريانس 
(%)  

 انحراف 
  معيار

 ميانگين 
  مربعات

 واريانس
 (%)  

 انحراف 
  معيار

 ميانگين 
  مربعات

 درجه 
  آزادي

  .S.O.V                         منبع تغييرات
Variance 

(%) SE MS 
Variance 

(%) SE MS df 

35 4.805 231.950 40 4.831 218.925 7 
  بين جمعيتي

Between accession 

65 7.113 291.600 60 7.119 227.800 32 
  درون جمعيتي

Within accession 

100 13.917 523.550 100 11.950 446.725 39 
 كل

Total 

 

اي گونــهواريانس مولكــولي تنــوع ژنتيكــي درون

ـــين اكوتيپبيش ـــري ب ـــورد ت ـــاي م ـــه ه  مطالع

 ISSRمريم با اســتفاده از نشــانگر مولكــولي  خار

  مشاهده شد. 

افشــان انتظــار هاي خودگردههرچند در گونــه

هــا نســبتا بــالاتر يترود تنوع ژنتيكي بين جمعمي

ــن ــا اي ــد، ب ــود باش ــش و  وج ــي، جه ــان ژن جري

تواننــد بــه طــور قابــل همچنين اندازه جمعيــت مي

 



 … مريم هاي جمعيتي خارنمونه ژنتيكي قرابت ارزيابي

٧٣ 

ها را تحــت تــاثير قــرار توجهي تنوع ژنتيكي گونه

). نتــايج تحقيقــات Jin and Lu, 2008دهنــد (

متعددي حاكي از آن است كه توليد مثل كــم در 

 تواند تنــوع ژنتيكــي را افــزايش دهــد جمعيت مي

)Iranjo et al., 2016; Yan et al., 2016 .(

علاوه بر اين تمايز ژنتيكي پايين و ســطوح بــالاي 

توانــد بــه دليــل تركيبــي از جريان ژنتيكي نيــز مي

ه، خودناســازگاري، عوامل مانند گياهان چند ســال

ــاد و دخالــت انســان در جابجــايي  پراكنــدگي زي

  ).Yan et al., 2016روي دهد (

ـــــــــــــــــــل ـــــــــــــــــــه و تحلي  در تجزي

(Principal Coordinates Analysis: PCoA) 

هــا بــه ســه گــروه مجــزا ، جمعيت SCoTنشــانگر

)، Aتقسيم شــدند. گــروه يــك شــامل اردســتان (

)، گــروه دوم خمــين L) و ملاثــاني (Kآبــاد (خرم

)N) و اهــواز (H) گــروه ســوم مجارســتان ،(M ،(

). بــر ٥) بود (شكل S) و ساري (Eسفيد اصفهان (

  CDDPدر نشــانگر PCoAاساس نتــايج تحليــل 

ها به سه گروه مجزا تقسيم شــدند كــه نيز جمعيت

)، Aهاي جمعيتــي اردســتان (در گروه يك نمونه

ــــاد (خرم ــــين (Kآب ــــروه دوم N) و خم )، درگ

ــه ــاني (نمون ــي ملاث ــاري ( )،Lهاي جمعيت ) و Sس

ـــواز ( ـــهHاه ـــز نمون ـــروه ســـوم ني هاي ) و در گ

ــتان ( ــي مجارس ــفهان (Mجمعيت ــفيد اص ) E) و س

).٦قـــــــــــــرار گرفتنـــــــــــــد (شـــــــــــــكل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

مورد  گياه ٤٠براي  SCoTهاي نشانگر داده براينمودار پلات دو بعدي مختصات اول و دوم  - ٥شكل 
  ).S. marianum L(مريم  خارمطالعه 

Fig. 5. Two dimensional plot of first and second components coordinates of SCoT 
marker data for 40 S. marianum plant 

 

تجزيه و تحليل تشابه ژنتيكــي گــواه ايــن بــود 

ه) بــر كه بيشترين فاصــله ژنتيكــي (كمتــرين تشــاب

هــــاي بــــين جمعيت SCoT اســــاس نشــــانگر

) و بــــر ١٣٩/٢) (N) و خمــــين (Mمجارســــتان (
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مورد  گياه ٤٠براي  CDDPداده هاي نشانگر  براينمودار پلات دو بعدي مختصات اول و دوم  - ٦شكل 
  ).S. marianum Lخارمريم (مطالعه 

Fig. 6. dimensional plot of first and second components coordinates of CDDP marker 
data for 40 S. marianum plant 

 

هاي اردســتان بين جمعيت CDDPاساس نشانگر 

)A) ـــواز ـــت. در ٩٦٢/٠) (H) و اه ـــود داش ) وج

كه كمترين فاصله ژنتيكــي (بيشــترين تشــابه حالي

ــــر اســــاس نشــــانگر  ــــين  SCoTژنتيكــــي) ب ب

ـــاد (جمعيت ) A) و اردســـتان (Kهـــاي خـــرم آب

بــــين  CDDP) و بــــر اســــاس نشــــانگر ٢٤٢/٠(

ــتان (جمعيت ــاي مجارس ــفهان Mه ــفيد اص ) و س

)E) (مشاهده شد٠٤٦/٠ (.   

ـــــايج بدســـــت آمـــــده از  ـــــر اســـــاس نت ب

هاي جمعيتــي هاي انجــام شــده نمونــهبنــديگروه

آبــاد عمــدتا در يــك گــروه قــرار اردستان و خرم

گرفتند و تشابه ژنتيكــي بيشــتري نســبت بــه ســاير 

ــه ــال در نمون ــا اينح ــد ب ــان دادن ــي نش هاي جمعيت

ــين گروه  بنــديبرخــي از مــوارد تطــابق كــاملي ب

ا جغرافيــايي مشــاهده هاي جمعيتــي بــا منشــنمونــه

نشد. بر اســاس نتــايج گــزارش شــده از مطالعــات 

انجـــام شـــده در گيـــاه خـــارمريم بـــا اســـتفاده از 

)، ISSR )Saghalli et al., 2016نشــانگرهاي 

AFLP )Mohammadi et al., 2011 و (SSR 

)Hoseini, 2011 نيــز عــدم انطبــاق كامــل بــين (

هــــاي خــــارمريم توســــط بنــــدي اكوتيپگروه

ـــايي نشـــانگره ـــاطق جغرافي ـــا من اي مولكـــولي ب

گــــزارش شــــده اســــت. ســــقالي و همكــــاران 

)Saghalli et al., 2016 علت اين عدم انطبــاق (

را تنوع بالاي اين گياه و يــا جابجــايي بــذور بــين 

مناطق گزارش نمودند. عــلاوه بــر تنــوع ژنتيكــي، 

ــي،  ــان ژن ــه جري ــري از جمل ــدد ديگ ــل متع عوام

 ;Schaal et al., 1998) جهش و انتخاب طبيعي

(Shokrpour et al., 2007  همراه با نوع نشانگر

ژنتيكـــي و توزيـــع جغرافيـــايي در يـــك گـــروه 

توانند تمايز ژنتيكي را تحــت تــاثير جغرافيايي مي

  قرار دهند.
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ـــه كمـــك  ـــزان چندشـــكلي ب ـــت مي در نهاي

هــــاي در جمعيتSCoT هــــاي نشــــانگر داده

ــاد (خرم ــه كمــك داده%٢٩/٦١) (Kآب ــاي ) و ب ه

) و Sهـــاي ســـاري(در جمعيت CDDPنشـــانگر 

) بــــــيش از ســــــاير %٣٤/٦٠) (Mمجارســــــتان(

 .)٤(جـــــدول  هـــــا محاســـــبه شـــــدجمعيت

 
 مطالعه  مريم مورد خار جمعيتيهاي نمونهدر بين (%) مقايسه ميزان چندشكلي  -٤جدول 

Table 4. Comparison of polymorphism ratio (%) among studied S. marianum accessions 
 

 ميانگين
Mean  

  مجارستان
)M(  

  سفيد اصفهان
)E(  

  ساري
)S(  

  ملاثاني
)L(  

  اهواز
)H(  

  خمين
)N(  

  آبادخرم
)K(  

  اردستان
(A)  

  جمعيتي نمونه  
Accession  

43.94 41.94 45.16 41.94 50.00 51.61 25.81 61.29 33.85 SCoT 
49.96 60.34 51.72 60.34 56.60 39.66 41.38 50.00 39.66 CDDP 

A: Ardestan, K: Khorramabad, N: Khomein, H: Ahvaz, L: Mollasani, S: Sari, E: White Isfahan, 
M: Hungary  

 

ــــه تنــــوع ژنتيكــــي  ــــا توجــــه ب   بنــــابراين ب

ــــــه ــــــده در نمون ــــــاهده ش ــــــالاي مش   هاي ب

ـــورد مطالعـــه، ژرم ـــم ايـــن جمعيتم   هـــا پلاس

ــــايي آللمي ــــور شناس ــــه منظ ــــد ب ــــاي توان   ه

  نژادي مفيــــد بــــويژه در راســــتاي اهــــداف بــــه

ــــــزايش  ــــــه اف ــــــم در خــــــارمريم از جمل   مه

ــــــزان متابوليت ــــــن مي ــــــه در اي ــــــاي ثانوي   ه

ـــــــزايش  ـــــــيليمارين، اف ـــــــد س ـــــــاه مانن   گي

ـــــدهي و  ـــــاني در گل ـــــذر، همزم ـــــرد ب   عملك

ــزش دانــــه مــــورد توجــــه بيشــــتري    عــــدم ريــ

  قرار گيرند. 

  گيري نهايينتيجه

با توجــه بــه ميــزان بــالاي چندشــكلي بدســت 

، SCoTو  CDDPآمده با استفاده از نشــانگرهاي

ــد  ــد و قدرتمن ــايي كارآم ــانگرها ابزاره ــن نش اي

ـــي بـــه روابـــط ژنتيكـــي در ميـــان منظور بررس

 ).S. marianum Lمــريم ( هــاي خــارجمعيت

ـــك  ـــت تفكي ـــالايي جه ـــت ب ـــد و از قابلي بودن

ــاي خــارجمعيت ــابراين  ه ــد. بن ــريم برخوردارن م

ــهمي ــد در اجــراي برنام ــهتوانن ــد هاي ب نژادي مانن

ــايي ژنوتيپ ــي، شناس ــوع ژنتيك ــابي تن ــا و ارزي ه

  ها نيز مورد استفاده قرار گيرند. QTLيابي نقشه
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