
91

بررسی تنوع ژنتیکی مامیران کبیر (Chelidonium majus) با استفاده از نشان گر ISSR در 
ایران

معصومه حسنی *1، علیرضا بابائی 1 ، کبری مسلم خانی2
1-گروه  بیوتکنولوژی، دانشگاه تربیت مدرس

2-موسسه تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال

چکیده: 
سابقه و هدف: گیاه مامیران کبیر یکی از ذخایر مهم دارویی در دنیا محسوب می شود. از آن جایی که تنوع ژنتیکی این گیاه در مطالعه 
های جهانی بررسی نشده، لذا در تحقیق حاضر تنوع ژنتيکي 14 اکوتیپ مامیران کبیر با استفاده از نشان گرهاي مولکولي ISSR مورد بررسی 

قرار گرفت. 
مواد و روش ها: استخراج DNA از نمونه های برگی جوان با استفاده از روش CTAB انجام شد. محصولات ISSR براساس حضور )1( 

و غیاب )0( در هر پرایمر امتیازدهی شدند. براي ارزيابي شباهت ژنتيکي ميان نمونه ها از تجزيه خوشه اي با روش Jaccard استفاده گرديد.
یافته ها: آغازگر 8G(CA) بیش ترین چند شکلی )92/8( را در بين آغازگرها توليد کرد. کم ترين شباهت ژنتيکي 0/16 بین دو نمونه مامیران 

شیرگاه )C16( و سیاه کلاه )C30( دیده شد. تجزيه خوشه اي داده هاي مولکولي، نمونه ها را در 7 شاخه، دسته بندی کرد.
نتیجه گیری: نتايج گروه بندي تجزيه کلاستر تا حد زيادي عدم ارتباط بين تنوع مولکولي و تنوع جغرافيايي را نشان مي دهد. به نظر می 

رسد این امکان وجود دارد که يک نمونه از يک منطقه جغرافيايي به منطقه ديگر مهاجرت کرده باشد و از منشاء اوليه خود فاصله گرفته باشد. 
کلمات کلیدی: Chelidonium majus، نشان گر ISSR، تنوع ژنتیکی، پرایمر 
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مقدمه:
است  گیاهی   Chelidonium majus علمی  نام  با  کبیر  مامیران   
دگرگشن و از تیره Papaveraceae که پراکندگی آن در خاورمیانه 
نواحی  ایران  در  آن  رویش  محل  است.  ترکیه  و  ایران  به  محدود 
شمال و شمال شرقی کشور )گیلان، گلستان و مازندران( می باشد. 
این گیاه دارویی بسیار ارزشمند در بازار کشورهای مختلف از سال 
1996 به عنوان محصول شفابخش ثبت شده است و از جمله موارد 
مصرف آن می توان درمان بیماری هایی هم چون عفونت، اگزما، 
سرطان پوست و جلوگیری از تشکیل سنگ کلیه را نام برد )21، 
10، 18(. تا کنون بر روی جنبه های بیوشیمیایی و دارویی مامیران 
مطالعه های متعددی صورت گرفته است ولی جنبه  مولکولی آن 
کم تر مورد بررسی قرار گرفته است. تنوع ژنتیکی شرط اولیه برنامه 
های اصلاحی بوده و انجام گزینش به وجود تنوع ژنتیکی مطلوب 

در صفت مورد بررسی، وابسته است. از آن جایی که این نوع تنوع 
قابلیت انتقال به نتاج را دارد، بنابراین در اصلاح نباتات از اهمیت 
زیادی برخوردار می باشد )16(. تنوع آب و هوا و شرایط اکولوژیک 
باعث تنوع و غنای گیاهان دارویی در سراسر ایران شده است. لزوم 
تحقیقات همه جانبه و بهره برداری صحیح از این گیاهان، به ویژه در 
زمانی که استفاده جهان از گیاهان دارویی شتاب بیش تری گرفته 
، بسیار ضروری است )3(. بنابراین برنامه ریزی اصولی برای توسعه 
فعالیت ها در بخش گیاهان دارویی تنها با بررسی دقیق وضعیت 
موجود، شناخت پتانسیل ها و خاستگاه اصلی گونه های موجود در 
کشور امکان پذیر است )3(. امروزه جهت تعیین تنوع ژنتیكی بین 
جمعیت‎های حفاظت شده علاوه بر شیوه‎های مبتنی بر نشان گرهای 
سیتوژنتیک، از ابزارها و نشان گرهای نوین مولكولی از جمله نشان 
گرهای DNA استفاده می‎شود. لذا میزان چند شكلی به دست آمده 
از این نشان گرهای ژنتیكی، یكی از پارامترهای قابل ارزیابی برای 
مطالعه جمعیت ها و درك تفاوت های ژنتیكی بین آن ها محسوب 
می شود )9(. محدودیت های اصلی این روش ها، تکرارپذیری اندک 
RAPD، هزینه بالای AFLP و نیاز به شناخت توالی های پیرامونی 

  SSRبرای توسعه پرایمرهای اختصاصی گونه ها برای چند شکلی
است. ISSR-PCR  تکنیکی است که بر اغلب این محدودیت ها غلبه 
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می کند )8(. این تکنیک برای اولین بار توسط زیتکوویچ1 و همکاران 
در سال 1994 معرفی شد )ISSR .)27 از نشان گرهای غالب و 
مبتنی بر PCR بوده و به وسیله واکنش زنجیره ای پلی مراز در 
حضور یک آغازگر مکمل با یک توالی ریزماهواره در ژنوم تکثیر می 
شود )11(. این نشان گر به دلیل فراوانی مناطق تکرار شونده در ژنوم، 
چند شکلی بیش تری را نسبت به آغازگرهای RAPD نشان داده و 
باندهای حاصله اطلاعات بیش تری را از ژنوم، در اختیار قرار می 
دهند. از نشان گرهای ISSR به عنوان روشی برای شناسایی ژنوتیپ 
مختلف  گیاهی  های  گونه  ژنتیکی  تنوع  مطالعه  هم چنین  و  ها 
تاج خروس )25(،   ،)17( از خانواده خشخاش  از جمله 4 جنس 

آرتمیزیا )22(، خربزه )24(، هندوانه )23( و ... استفاده شده است. 
مواد و روش ها:

 14 از  نمونه   39 شامل  بخش  این  مطالعه  برای  گیاهی  مواد   
ندر،  کاسگرمحله،  زار،  )جهان  مازندران  های  استان  در  منطقه 
امین آباد، ساروکلا، ساری، شیرگاه و هزارچم(، گیلان )سیاهکلا، 
لاهیجان و حاجی آباد( و گلستان )علی آباد، گرگان و کردکوی( 
بود. با توجه به این که در این زمینه مطالعه ها چندانی صورت 
بدیهی  امری   DNA استخراج  مناسب  تکنیک  انتخاب  نگرفته، 
است. به منظور استخراج DNA ژنومي این گیاه سه روش دارت 
)20(، دلاپورتا )14( و CTAB )12( مورد بررسی قرار گرفت. از 
دستگاه اسپکتروفوتومتر به منظور اندازه گیری غلظت و از جذب 
اشعه ماوراء بنفش برای بررسی خلوص و کیفیت DNA حاصل، 
استفاده شد )1(. روش CTAB با کمي تغييرهای ، از نظر کیفیت 
و غلظت DNA، نسبت به دو روش دیگر برتری داشت؛ بنابراین 
استخراج DNA ژنومی با استفاده از این روش انجام شد. ميزان 
مواد مصرفي در هر واکنش با توجه به نوع آغازگر از طريق بهينه 
برای   PCR واکنش  اجزای  گردید.  تعیین   PCR شرايط  سازي 
 ng( DNA ،)2/5  µl(  1X PCRحجم 25 میکرولیتر شامل بافر
 dNTP  ،)0/8  Pmol( آغازگر   ،)  3  Mm( منیزیم  کلرید   ،)100
)Mm 0/6( و آنزیم Taq پلیمراز )unit 1( بود. چرخه PCR به 
شرح زیر انجام گرفت: یک چرخه واسرشت سازی اولیه در دمای 
واسرشت  دقیقه، 37 چرخه   5 مدت  به  گراد  سانتی  درجه   94
سازی در دمای 94 درجه سانتی گراد به مدت 2 دقیقه، اتصال 
دقیقه   1 مدت  به  گراد  سانتی  درجه   64-50 دمای  در  آغازگر 
و 15 ثانیه، مرحله بسط به مدت 2 دقیقه در دمای 72 درجه 
سانتی گراد و یک چرخه بسط نهایی به مدت 10 دقیقه در 72 
درجه سانتی گراد. به منظور آشکارسازی چند شکلی بین نمونه 
الکتروفورز و ژل آگارز 2 درصد استفاده و سپس  ها از دستگاه 
در محلول اتیدیوم برماید رنگ آمیزی شد. در این تحقیق، 12 
آغازگر ISSR مورد استفاده قرار گرفت. برای بررسی چند شکلی 
1  Zietkiewicz

و صفر  اعداد یک  با  باند  هر  عدم حضور  و  ها حضور  توده  بین 
هاي  داده  کردن  وارد  براي   Ecxel برنامه  از  و  گردید  مشخص 
استفاده  با  آغازگرها  این  از  حاصل  نتایج  شد.  استفاده  مولکولي 
از نرم افزار) NTSYS Ver .2.02( بر اساس تجزیه خوشه ای بین 
افراد با استفاده از ضریب تشابه دایس به عنوان معیار مقایسه و 
صورت  به  و  گرفت  انجام    2UPGMA ها  میانگین  فاصله  روش 
افزار GeneAlex براي  دندروگرام ترسیم گردید. هم چنین نرم 
اصلي  مختصات  به  تجزيه  و  مولکولي  واريانس  تجزيه  محاسبه 

استفاده شد.
نتایج

نوار یک  نوار تولید شده به وسیله 12 آغازگر، 28  از کل 158 
شکل و 130 نوار چند شکل بودند که اندازه این نوارها در محدوده 
چند شکل  هاي  نوار  تعداد  بود.  متغیر  باز  جفت   200  -3000
حاصل از آغازگرهاي ISSR  در بين توده ها از 6 تا 19 نوار متغير 
بود که بيان گر قدرت متفاوت آغازگرها در شناسايي چند شکلي 
در نمونه هاي مورد بررسي است. آغازگر )P9( 8RG)CT( با 20 
نوار بيش ترين و آغازگر P10( 8)GGGC(CA( با 7 نوار، کم ترین 
 )P1( 8G)CA( تعداد نوار را در بين آغازگرها توليد کرد. آغازگر
بيش ترين ميزان چند شکلي، 92/8 درصد، )شکل 1( و آغازگر 
)P5( 8YT)AC( و )P4( 8C)GA( کم ترين ميزان چند شکلي، 

متوسط  طور  به   آغازگر  هر  برای  دادند.  نشان  را  درصد   54/5
10/83 مکان چند شکل محاسبه گردید. تمام آغازگرهای مورد 
استفاده، چند شکلي خوبي با ميانگين 0/34 نشان دادند که بیش 
 P3  مربوط به آغازگر )PIC( ترین محتوای اطلاعات چند شکل
 )MI( با ميزان 0/425 بود. شاخص نشان گری  )5RY)TCC(
براي آغازگرهاي استفاده شده در اين مطالعه، بین 0/286 براي 
 8T)AG(( P11 و 5/39 براي آغازگر )8YT)AC( P5 آغازگر

محاسبه گرديد )جدول 1(.

شکل 1- الگوی باندی ISSR در برخی از نمونه ها با استفاده از آغازگر 

(Ladder TM mix :L)  %2 بر روی ژل آگارز (CA)8G

2  Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic 
Mean
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آغازگر کد 
آغازگر

تعداد 
کل 
باند

تعداد باند 
چند شکل PIC MI

8G)CA( P1 14 13 0/325 3/705

8R*C)CT( P2 11 8 0/319 1/820
*5RY)TCC( P3 13 12 0/425 4/324

8C)GA( P4 11 6 0/244 0/758
8YT)AC( P5 11 6 0/130 0/286
8YC)GA( P6 10 8 0/267 1/602
8YT)AG( P7 12 11 0/238 2/225

8G)TG( P8 18 16 0/355 4/299
8RG)CT( P9 20 18 0/276 4/505

8)GGGC(CA P10 7 6 0/186 0/697
8T)AG( P11 18 16 0/397 5/390

8YG)AC( P12 15 11 0/356 2/320

* Y= C یا T و * R= G یا A

جدول 1- نتایج حاصل از بررسی تنوع ژنتیکی 14 اکوتیپ مامیران کبیر با 

ISSR استفاده از 12 نشان گر

تعیین رابطه ژنتیکی افراد
کم ترين شباهت ژنتيکي 0/16 بین دو نمونه شیرگاه )C16( و سیاه 
کلاه )C30( و بیش ترین شباهت 0/85 بین نمونه های جهانزار 
)C1( و )C2( مشاهده شد. بر اساس دندروگرام ترسیم شده و در 
سطح تشابه 0/678 ، نمونه های مورد بررسی در 7 گروه تقسیم 
بندی شدند )شکل 2(. نتايج گروه بندي تجزيه کلاستر تا حد زيادي 
عدم ارتباط بين تنوع مولکولي و تنوع جغرافيايي را نشان مي دهد؛ 
به طوري  که نمونه هاي جمع آوري شده در يک استان يا شهر در 
بسياري از موارد در گروه ها يا زير گروه هاي جداگانه قرار گرفته 
اند که این امر بيانگر تفاوت ژنتيکي بالاي اين نمونه ها مي باشد. 
به منظور بررسی تنوع درون و بین اکوتیپ ها نمونه ها بر اساس 3 
اکوتیپ مازندران، گلستان و گیلان مورد ارزیابی قرار گرفتند. مجموع 
مربعات به دست آمده از تجزيه واريانس براي هر اکوتیپ ميزان تنوع 
به جدول 2 مشاهده مي  توجه  با  داد.  نشان  را  ها  اکوتیپ  درون 
شود كه واريانس درون اکوتیپ ها )91 درصد( به مراتب بيش تر از 

واريانس بين اکوتیپ ها )9 درصد( است.

درصد 
واريانس 

کل

ميانگين 
مربعات درجه آزادي منبع تغيير

9 46/77* 2 بين اکوتیپ ها

91 21/104 35 درون اکوتیپ ها

37 کل

جدول 2- تجزيه واريانس مولكولي توده هاي مامیران 

ISSR  کبیر با استفاده از نشان گرهای

 

شکل 2-  دندروگرام ترسيم شده حاصل از نشان گرهاي ISSR با استفاده از 

ماتريس تشابه جاکارد براي 14 اکوتيپ مامیران کبیر

بحث
اطلاع از روابط ژنتیکی در گیاه دارویی مامیران، برای بهره وری 
موفق و پایدار از تنوع ژنتیکی موجود امری ضروری است. نتایج 
این تحقیق نشان داد که سطح تنوع ژنتیکی توده های مامیران 
کبیر در حد بسیار مطلوب و هم سو با نتایج کارولان و همکاران 
از نظر ژنتیکی در  بود )13(. به نحوی که گیاهان بررسی شده 
گروه های مختلف قرار گرفتند. هم چنین مشخص شد که نشان 
توده های  را در  تنوع ژنتیکی  با موفقیت،  تواند  ISSR می  گر 
مامیران ایران نشان دهد و از آن به عنوان ابزاری مناسب جهت 

بررسی تنوع ژنتیکی استفاده شود )17، 7، 2(.
نتایج این تحقیق نشان داد بین تنوع ژنتیکی و موقعیت جغرافیایی 
ارتباط معنی داری وجود ندارد. اما در تحقیق غنوی و همکاران بین 
تنوع فیتوشیمیایی و موقعیت جغرافیایی ارتباط قابل توجهی مشاهده 
شد )4(. با توجه به نتایج حاصله نمونه های جمع آوری شده از 14 
منطقه جغرافیایی مختلف در ایران از تنوع درون جمعیتی بالاتری در 
مقایسه با تنوع بین جمعیتی برخوردار بود؛ این امر می تواند به این 
دلیل باشد که گرده ها و بذرها به راحتی با باد پراکنده می شوند و 
می توانند جریان ژنی بین جمعیت ها را تسهیل کنند. البته شایان 
ذکر است چند ساله بودن این گیاه در حفظ نسبی ژنوتیپ های 
قدیمی آن موثر است )17(. هم چنین وجود تنوع درون جمعیتی 
می تواند به دلیل وجود خرد اقلیم ها در مناطق جمع آوری بوده و 
ضرورت نمونه گیری گسترده تر از مناطق جمع آوری را نشان می 

دهد.
غیر  و  رمزکننده  نواحی  و   ISSR گرهای  نشان  میان  ارتباط 
رمزکننده ژنوم در این امر بی تاثیر نیست؛ در واقع نشان گرهای 
فیتوشیمیایی فقط به نواحی رمزکننده ژنوم مرتبط می باشند در 
حالی که ممکن است آغازگرهای مورد استفاده در این پژوهش، 
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های  جنبه  البته  نمایند.  تکثیر  نیز  را  رمزکننده  غیر  مناطق 
گیاه  ژنتیک  بر  علاوه  ثانویه  های  متابولیت  سنتز  بیوشیمیایی 
نیز  فصل  و  جغرافیایی  موقعیت  تاکسونومی،  رشدی،  مرحله  به 
وابسته است )19(. در مطالعه حاضر آغازگر مبتنی بر تکرار دو 
نوکلئوتیدی 8G)CA(( CA بیش ترین چند شکلی را نسبت 
به آغازگرهای دیگر نشان داد و از قدرت تفکیک و چند شکلی 
سه  یا  دو  تکرارهای  دیگر  با  آغازگرهایی  به  نسبت  تری  یش 
نوکلئوتیدی برخوردار است که با نتایج ردی و همکاران مطابقت 
داشت )26(. در واقع توسعه چند شکلی بنا بر طبیعت پرایمر و 
توالی تکرارها در پرایمر مورد استفاده تغییر می کند )26(. در 
تحقیقات صورت گرفته روی گیاهان دیگر نیز آغازگر مبتنی بر 
تکرار دو نوکلئوتیدی CA به عنوان مناسب ترين آغازگر براي 
مطالعه ها در بررسی تنوع ژنتیکی معرفی شده است )17، 6، 5(. 
در  بالایی  تنوع  از  پژوهش، حاکی  این  در  آمده  به دست  نتایج 
میان نمونه های مامیران کبیر است که به علت تنوع اقلیمی در 
ایران و هم چنین تکثیر جنسی توسط بذر و دگرگرده افشانی در 

این گیاه قابل توجیه خواهد بود.
نتیجه گیری 

از آن جا که تا کنون تنوع ژنتیکی گیاه مامیران کبیر مورد مطالعه 
نقطه  عنوان  به  تواند  می  تحقیق  این  نتایج  است؛  نگرفته  قرار 
عطف مهم در برنامه های اصلاحی و به نژادی مطرح باشد و می 
توان از آن در تولید هیبریدهای با عمل کرد بالاتر و خصوصیات 

فیتوشیمیایی مناسب تر بهره جست.
سپاسگزاری

یاری  را  ما  این پژوهش  برد  از کلیه کسانی که در جهت پیش 
نمودند، به ویژه جناب آقای دکتر میرزایی و سرکار خانم نصیری 

کمال تشکر و قدردانی را دارم.
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