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اصفهان با استفاده   (.Ulmus  spp. L)  هاي نارون ارزيابي گوناگوني ژنتيکي جمعيت

  ١ ISSR و RAPD از نشانگر هاي   

ASSESSMENT OF GENETIC DIVERSITY OF ISFAHAN ELMS 
 (ULMUS SPP. L.) POPULATIONS USING RAPD AND ISSR MARKERS 
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        ٢٢٢٢مصطفي مبليمصطفي مبليمصطفي مبليمصطفي مبليو و و و 

 
  دهيچک

به وفور  کهجهان است  مختلف فضاي سبز مناطق مورد استفاده دراز درختان ) .Ulmus L. spp(نارون          

موجود در با توجه به مشاهده گوناگوني صفات بين درختان نارون . شود يم استفادهاصفهان  سبز يفضا در

 ۲۰ژنتيكي  گوناگوني پژوهشدر اين  سطح شهر اصفهان كه ممكن است منشا محيطي يا ژنتيكي داشته باشد،

مورد   ISSRو RAPD يمولکول يشهر اصفهان با استفاده از نشانگرها نواحي مختلفمختلف نارون از  نمونه

 ها نژادگاندر بين  نوار آن ۷۰که  مودر نيتکث نوار RAPD ،۷۳ يتصادف  آغازگر ۱۰ تعداد. فتگرقرار بررسي 

به ترتيب با يك و صفر نشان داده  بر اساس وجود و عدم وجود نوارها بنديالگوي نوار. چندشکلي نشان دادند

به منظور ارزيابي تشابه ژنتيكي بين . تجزيه و تحليل شدند )۰۲/۲نسخه ( NTSYSها توسط نرم افزار  وداده شدند

نتل با هدف اآزمون تطابق ممحاسبه شدند و سپس  SM ، جاکارد و  سيمانند دا مختلف تشابه  بيضرانمونه ها، 

و الگوريتم  جاكارد تشابه دندروگرام بر اساس ضريب و در نهايت بهترين ضريب تشابه انجام گرفت گزينش

UPGMA نژادگان .شد ترسيم )DN4(  شد جدا نمونه ها ريز ساا به طور کامل به دست آمدهدر دندروگرام. 

آغازگر  ۱۶از بين  .زياد ژنتيكي در نمونه هاي هر منطقه بود به نسبتتشابه  نشان داد كه ها نژادگان يگروه بند

ISSR نوار چندشكل توليد نمودند ۱۱۷در مجموع  وچندشكلي قابل قبولي نشان دادند  آغازگر  ۷ ،مورد استفاده .

ت که نشان دهنده تفاو ر نمونه ها جدا شدندياز سا AN5و DN4دو نمونه  ،ها نژادگان يه خوشه ايپس از تجز

 .د نمودييرا تا يخوشه اه يج تجزيز نتاين ياصل يه به مولفه هايتجز .باشد مي ژنتيکي اين دو نمونه با سايرين

از نشانگرها را به صورت  به دست آمدهموارد، نتايج  شتريبدر  نشانگردو  يداده هااز ترکيب  به دست آمدهنتايج 

از تجزيه و تحليل مستقل هر يك از  به دست آمدهكه مي تواند به دليل تشابه نسبي نتايج  رادي تاييد نمودانف

واختي ژنتيكي نداراي يك اصفهان درختان ناحيه جنوبيکه  نشان داد پژوهش اين يکلج ينتا .نشانگرها باشد

   .بيشتري هستند

 
  ISSR ،RAPDنارون، گوناگوني ژنتيکي،  ::::ييييددددييييکلکلکلکل    واژه هايواژه هايواژه هايواژه هاي

 
 ٣٠/٨/٨٦: تاريخ پذيرش                    ١٣/٤/٨٦: تاريخ دريافت  -١

 و دانشيار استاديار  ح نباتات گرايش ژنتيك مولكولي،دكتري گروه زراعت و اصلا اندانشجوي  دانشيار گروه بيوتكنولوژي ، به ترتيب -۲

  .جمهوري اسلامي ايران اصفهان، ، دانشگاه صنعتي اصفهان،ه كشاورزيگروه علوم باغباني، دانشكد
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  ISSRوRAPD هاي نارون اصفهان با استفاده از نشانگر هاي    ارزيابي گوناگوني ژنتيکي جمعيت

 

 ۲۱۴۲۱۴۲۱۴۲۱۴

  مقدمه

ب ي ـتقربـه  جهان است که مختلف سبز مناطق  يفضا مورد استفادهاز درختان ) .Ulmus spp. L(نارون 

 آسـيب هـاي  آسـان، تحمـل در برابـر     افزايشع، يرشد سر. )۱( ديرو يم ييايو جغراف ييط آب و هوايدر تمام شرا

تعـداد   ).۱(شـده اسـت    يسبز شـهر  ياآن در فض استفاده گسترده سببن درخت، يا يه دهيو سا ييباي، زيکيزيف

ها و فضاي سبز شهر  طبق آمار سازمان پارککه ) ۲( گزارش شده استمناطق مختلف ايران  ازگونه نارون  چهار

و  ۲، نـارون چتـري  ١هـاي اوجـا يـا وسـک    شامل گونـه آن  گياه شناسي و واريته سه گونه، ۱۳۷۸اصفهان در سال 

وسک گونه غالب درختان نـارون اصـفهان را تشـکيل مـي     ). ۱( د دارددر فضاي سبز اصفهان وجو ۳نارون مجنون

  . دهد

هـا   رسـد اسـتفاده از ايـن روش    مولكولي، به نظر مي نشانگرهاي مختلفهاي زياد در  با توجه به پيشرفت

 يک ـيروابـط ژنت  يبررس و نارون در ايران گوناگون رقم هايشناسه گونه ها و  تر قيدق بندي و تعيين دسته براي 

ژنتيكي  گوناگونيبررسي  يکشور برا از در خارج اندکي پژوهش هايهاي اخير  در سال .كمك شاياني نمايد ها نآ

بر اساس نشانگرهاي بيوشيميايي  بررسي ها نيا .نارون صورت پذيرفته است رقم هايو مورفولوژيک گونه ها و 

) ۸( ،AFLP ۵ )۱۰( RAPD ۴از جمله  DNAي نشانگرهاهمچنين و ) ۱۲ ،۱۱(فلاونوئيدها  و) ۵(شامل آيزوزايم ها 

   .انجام گرفته است) SSR ۶ )۶ ، ۱۳و 

نشـان داد   اونتـايج  . هاي جنس نارون را مورد بررسي قـرار داد  مورفولوژيک برگ گوناگوني) ٧( ٧جفرز

مورفولوژيـک پيوسـته،   گونـاگوني  ايـن  . مـي باشـند   يک ـيپيوسـته و نزد گونـاگوني  که جمعيت هاي نـارون داراي  

از ) ۵( ۸کوگولـودو و همکـاران   .شناسان مشکل ساخته اسـت  اين جنس را براي گياه يها گونهو  رقم هاناسايي ش

سه مکان آيزوزايمي بـين دو   .هاي اسپانيا استفاده نمودندنشانگرهاي بيوشيميايي آيزوزايم براي شناسايي نارون

 .را از يکـديگر متمـايز نمايـد    دورگـه ي و توانسـت نـارون هـاي بـوم     L.   U. pumilaو Miller.  U. minorگونه

با استفاده از نشانگر ) L U. americana.(ژنتيکي نارون آمريکايي  گوناگونيدر بررسي ) ٨( ٩کامالاي و همکاران

اين گونـه نـارون بسـيار بالاسـت و ايـن       جمعيت هاي مختلفنشان دادند که ميزان چند شکلي در  RAPDملکولي 

بـه  ) ۱۰( ۱۰پـولر و تانسـند  . ايـن گونـه دانسـتند    )تتراپلوئيـدي (چهارگاني تبط به ماهيت را تا حدودي مرگوناگوني 

هاي  از گونه جمعيت ۲۴نارون آمريکايي و  گونه از جمعيت ۱۹شامل (نارون جمعيت  ۴۳ژنتيکي گوناگوني بررسي 

اسـتفاده شـد و    ورگه هاددر شناسايي برخي از  پژوهشنتايج اين .  پرداختند AFLP، با استفاده از نشانگر )ديگر

 ۱۱ويتلـي و همکـاران  . منشاء آن آمريکا تشخيص داده شد ،جديد نارون بود )کلون(همگروه نارون جفرسن که يک 

همچنـين سـاير گونـه هـاي جـنس      . اروپايي  طراحي نمودند ۱۲نشانگرهاي ريزماهواره اي را در نارون سفيد) ۱۳(

پنج ريزمـاهواره  ) ۶( ۱۳کولادا و همکاران. مورد بررسي قرار دادند ستفاده از نشانگرهاي طراحي شدها نارون را با

نمونه جمعيتي نارون از شش جمعيت اسـپانيايي را   ۳۰اين آغازگرها . طراحي نمودندMiller    U. minorاز گونه

ود يي خ ـآنيز کـار  U. glabraو  U. laevisسه آغازگر از پنج آغازگر طراحي شده در گونه هاي . متمايز ساختند

  .را نشان دادند

 
١- U. carpinifolia Borkh   ٢- U. carpinifolia var. umbraculifera Rehd      ٣- U.  glabra Huds. var. pendula  

٤- Random Amplified Polymorphic DNA      ۵- Amplified Fragment Length Polymorphism  

٦- Simple Sequence Repeat      ٧- Jeffers        ۸- Cogolludo et al.      ٩- Kamalay et al.      

١٠- Pooler and Townsend    ١١- Whiteley et al.       ١٢- U. laevis Pall         ١٣- Collada et al. 
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 طباطبايي و همكاران

 ۲۱۵۲۱۵۲۱۵۲۱۵

سـانتيمتر،   ۱/ ۵-۲، با طـول  واژ تخم مرغي پهن فندقه بالداروه يم يدارا U. carpinifolia Borkh گونه   

اغلب بدون كرك، برگ  بيضي تا واژتخم مرغي، نوك تيز، قاعده مورب، حاشيه اره اي مضاعف،  ريزان، گوشوارك

بـا  ک بـه هـم و   ي ـار نزديبس يکيظر به وجود صفات مورفولوژباشد، ن يسطح تحتاني بدون كرك و لبه نامتقارن م

زان رشد، تحمل به يمانند مبرخي صفات  گوناگونيمشاهده  و از طرفي توجه به درصد بالاي خودگشني در نارون

كـه ممكـن اسـت منشـا      بين درختان نـارون موجـود در سـطح شـهر اصـفهان      ج در منطقهيرا يها يماريآفات و ب

 از گونه  درختاناين از  يتعداد يکيژنت گوناگوني كه شدحاضر تلاش  پژوهشدر شته باشد، محيطي يا ژنتيكي دا

U. carpinifolia Borkh با استفاده از نشانگرهايRAPD و ISSRدر  مورد مقايسه قرار گيرنـد تـا    و يبررس ١

 . موثر باشدسبز  يدر فضاکنواخت تر  ي ينمونه ها گزينشو  بهنژاديدر مورد  آيندههاي  گيري تصميم

  

 ها مواد و روش
 احيـه انتخـاب و از هـر ن  ) شمال، جنوب، غرب و شـرق (در اين پژوهش چهار ناحيه مختلف شهر اصفهان 

که از نظر صفات مختلف مانند ميزان رشد، تحمل بـه    U. carpinifolia Borkhاز گونه نمونه  ۴-۶شامل يتيجمع

 ۲۰در نهايـت  . دنـد يتنوع نشان مي دادند، انتخاب گرد غيره هاي رايج در سطح شهر و شکل برگ و آفات و بيماري

ي برداشـت  ي برگ ـهـا  نمونه. مولكولي مورد استفاده قرار گرفتند آزمايش هاينمونه از درختان انتخاب شده جهت 

درجه سانتي گراد  -۸۰در دماي  DNAاز استخراج  پيشمايع منجمد گرديدند و تا  نيتروژندر  شده از هر درخت

  .شدند نگهداري

هاي معمـول   به روش DNAبه دليل وجود مواد پلي ساکاريدي و فنولي فراوان در گياه نارون، استخراج 

روشـي   پـژوهش حذف آلودگي هاي پلي ساکاريدي در اين  براي بنابراينو گزارش شده بازدهي مناسبي نداشت، 

در  ادامـه بـراي    دو مرحله مجزا ودر  CTABابداع شد که شامل استفاده از دو بافر حاوي  DNAبراي استخراج 

و  (mRNA, rRNA)هايي با وزن مولکولي بـالا   RNAحذف پلي ساکاريدهاي بدون بار با چگالي بالا و همچنين 

ميلي گـرم   ۱۰۰در اين روش ابتدا . استفاده شد )مولار ۲- ۵/۲(پروتئين هاي خطي از نمک کلريد ليتيم با غلظت بالا 

  شـامل  [ کننـده هضـم  يـک ميلـي ليتـر بـافر      افزودنپس از  ر هاون چيني پودر شد ومايع د نيتروژنبرگ به کمک 

، )ميلـي مـولار   ۱۰۰( Tris pH:8، )ميلي مـولار  ۲(% ،EDTA pH:8 )۲۰( PVP 40000، %)۴/۰(مركاپتواتانول -بتا

NaCl )۴/۱ ميلي مولار ( وCTAB )۱(%[   نمونـه هـا   سپس . گراد قرار گرفت درجه سانتي ۶۵دقيقه در  ۳۰به مدت

 حجم روشناور شدند و هم سانتريفوژ) گراد درجه سانتي ۲۵( دقيقه در دماي آزمايشگاه ۱۵مدت  به  g۱۸۰۰۰ در

 ثانيـه بـه آرامـي تکـان داده شـد و در      ۳۰اضافه شد و  )۱:۲۴(الکل  ايزوآميل -رمبرداشته شده، کلروف )فاز بالايي(

g۱۸۰۰۰   ميکروليتـر بـافر    ۲۰۰پـس از آن  . شـد ريفوژ سانت دقيقه در دماي آزمايشگاهي ۵به مدتCTAB )5% 

CTAB 0.7M NaCl (به روشناور )۳۰به مدت  سانتي گراد درجه ۶۵شد و در  افزوده ،برداشته شده )فاز بالايي 

ايزوآميل  -کلروفرمبا  دوبارهقه يدق ۳۰پس از . تکان داده مي شد لولهدقيقه محتويات  ۵دقيقه قرار داده شد که هر 

پـس از دور ريخـتن   . موجود با هم حجم ايزوپروپانل رسـوب داده شـد   DNAد و يگرد يخالص ساز) ۱:۲۴(الکل 

ميکروليتر کلريـد    ۲۰۰حل شد و سپس  سترونميکروليتر آب مقطر  ۶۰۰در   به دست آمدهرسوب ايزوپروپانول، 

مدت  به g۱۸۰۰۰  مونه ها درن. نگهداري شد سانتي گراد درجه ۴در  ساعت ۱۲مولار اضافه شد و به مدت  ۸ليتيم 

زوپروپانل رسوب داده شدند و پـس  يبا دو سوم حجم ا در پايان .فوژ شدنديسانتر دقيقه در دماي آزمايشگاه  ۱۵

 
١-  Inter Simple Sequence Repeat 
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  ISSRوRAPD هاي نارون اصفهان با استفاده از نشانگر هاي    ارزيابي گوناگوني ژنتيکي جمعيت

 

 ۲۱۶۲۱۶۲۱۶۲۱۶

هـا، بـه رسـوب     و خشک کردن نمونه %۷۰با الکل  به دست آمدهي رسوب شستشو دور ريختن ايزوپروپانول و زا

DNA، ۵۰-۳۰  و كيفيـت  كميـت  .شـد  ودهافـز  سترونميکروليتر آب مقطر DNA       بـه دسـت آمـده بـا اسـتفاده از

 )بـه منظـور تاييـد نتـايج    ( نـانومتر  ۲۸۰و  ۲۶۰در طـول مـوج    اسـپكتروفتومتر  همچنـين  والكتروفورز ژل آگـارز  

  .گيري شد اندازه

ن ي ـدر ا .انجـام شـد   يـي رات جزيي ـبـا تغ ) ۱۴( ١مز و همکـاران ايليبر اساس روش و RAPD آزمايش هاي           

 هاو مخلـوط نوكلئوتيـد  پليمـراز    Taqآنـزيم . اسـتفاده گرديـد   )۱جـدول  ( هـاي شـركت اپـرون    از آغازگر پژوهش

)dNTPs ( واكنش زنجيره اي پليمراز  بافربه اضافه)PCR(۲  از شركتRoche واكنش،  آميختهبراي هر . تهيه شد

بـه  ) DNAنـانوگرم   ۵۰در مجمـوع (تـر  نـانوگرم در ميكرولي  ۲۵تهيه شده بـا غلظـت    DNAميكروليتر از  ۲مقدار 

، )mM۲(، كلريد منيـزيم  )µΜ۴/۰(، آغازگر )واحد ۷۵/۰(پليمراز   Taqشامل PCRميكروليتر از مخلوط واكنش ۲۳

حجم محلول  پاياناضافه گرديد كه در  سترونو آب دوبار تقطير ) X۱( PCR، بافر )mM۲/۰( مخلوط نوكلئوتيدها

 بـه سـرعت   موجـود  آميختـه  يك قطره روغن معدني سترون افزودنپس از . ميكروليتر رسيد ۲۵به  PCRواكنش 

قـرار   مناسـب  دمـايي بـا برنامـه   ) T-1مـدل   Biometra( ۳ترموسـيكلر اي پليمراز در دستگاه  تحت واكنش زنجيره

چرخه  ۴۰درجه سانتيگراد براي دناتوره کردن اوليه و پس از آن ۹۴شامل دو دقيقه در دماي  PCRواکنش  .گرفت

گـراد دو دقيقـه و در    درجه سـانتي  ۷۲گراد يک دقيقه و  درجه سانتي ۳۵گراد يک دقيقه،  درجه سانتي ۹۲دماي  با

 .گراد قرار گرفت درجه سانتي ۷۲به مدت پنج دقيقه در دماي  پايان

زوده افمراز، به محتويات واكنش هر لوله مقدار سه ميكروليتر بافر بارگذاري يپل يره ايپس از انجام واکنش زنج

ها به مدت حدود چهار  نمونه. ريخته شد TBEبا بافر % ۲/۱هاي ژل آگاروز  در چاهك دست آمدهه آميخته بو  شد

دقيقه در محلول اتيديوم برومايد  ۱۵پس از اين مرحله، ژل به مدت . ولت الكتروفورز شدند ۸۰ساعت با ولتاژ ثابت 

 ،UVIDOC F-590)مدل ( عكس برداري از ژل ستگاهتوسط د آميزي شد و سپس رنگ) ميلي گرم بر ليتر ۵/۰(

  .و عكس برداري از ژل صورت گرفتتحت نور فرابنفش  DNAمشاهده قطعات تكثير يافته 

اي همراه با يک نوکلئوتيد  هاي ريزماهواره هاي مکمل با توالي با استفاده از آغازگر ISSR آزمايش هاي

و سه نوكلئوتيد  8T،(AG)8YT ،(AG)8C  ،(GA)8C،(GA)8T  ،T(AG)9(AG) شامل ۵' يا ۳'در انتهاي  اضافي

نانوگرم  ۱۰تهيه شده با غلظت  DNAميكروليتر از  ۲مقدار . انجام گرفت CCA(CT)8 آغازگر ۵'لنگري در انتهاي

، )واحد ۱(پليمراز   Taqشامل PCRميكروليتر از مخلوط واكنش  ۱۳به ) DNAنانوگرم  ۲۰(در ميكروليتر 

آب و ) X۱( PCR، بافر %)۳(، فرماميد )mM۲/۰( نوكلئوتيد مخلوط ،)mM۲(، كلريد منيزيم )pmol ۱۰(آغازگرها 

 PCRواکنش . )۳( ميكروليتر رسيد ۱۵به  PCRحجم محلول واكنش  و در پايان افزوده شد دوبار تقطير سترون

 ۹۴دقيقه اي در  ۳با برنامه حرارتي يک سيکل  Mastercycler gradient)(در دستگاه ترموسايکلر اپندورف 

درجه سانتي گراد بر  ۵۲- ۴۸دقيقه در  ۱ درجه سانتي گراد، ۹۴ثانيه اي در  ۳۰سيکل  ۳۵درجه سانتي گراد و 

درجه سانتي گراد  ۷۲دقيقه در  ۳درجه سانتي گراد و مرحله تکثير نهايي با  ۷۲حسب نوع آغازگر، يک دقيقه در 

از بافر ) ميکروليتر ۱۰(از مرحله قبل را با حجم مساوي  مواد به دست آمده PCRپس از انجام . انجام شد

مخلوط نموده و ) زايلن سيانول% ۲۵/۰بروموفنل بلو و % mM EDTA۱۰ ،۲۵/۰فرماميد، % ۹۶(بارگذاري فرماميد 

به منظور . روي يخ قرار داده شد به سرعتدرجه سانتي گراد نگهداري شد و سپس  ۹۵دقيقه در دماي  ۵به مدت 

قبل از بارگذاري . با هفت مولار اوره استفاده گرديد هواسرشت %۶از ژل پلي اکريل آميد  نواريگوي مشاهده ال

 
١- Williams et al.    ۲- Polymerase Chain Reaction        ۳- Thermocycler  
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 ۲۱۷۲۱۷۲۱۷۲۱۷

الكتروفورز ، الکتروفورز مقدماتي با دستگاه درجه سانتي گراد ۵۰و به منظور رسيدن دماي ژل به حدود  ها نمونه

درجه سانتي گراد  ۵۵- ۵۰دماي  در و وات ۱۰۰ثابت  با تواندقيقه  ۳۰به مدت  S2مدل  Biometra عمودي

پس از . نيز در همان شرايط و به مدت دو ساعت انجام شد PCRالکتروفورز محصولات . صورت گرفت

   .انجام گرفت) ۴(الکتروفورز، رنگ آميزي ژل به روش نيترات نقره 

به وارها بر اساس وجود و عدم وجود ن به دست آمده چندشکل ينوارهابه منظور تجزيه و تحليل نتايج، 

و الگوريتم  ١ب تشابه جاكارديها با استفاده از ضر نژادگانبندي  گروه. شدند ترتيب با يك و صفر نشان داده

UPGMA  پس از تشكيل ماتريس تشابه، محاسبات آماري با استفاده از نرم افزار . انجام شدNTSYS  ) نسخه

  .ديل گرديتکم) ٠٢/٢

        

  ج و بحثينتا

تا  ۳۰۰محدوده (نوار  ۷۳در مجموع تعداد  RAPDيآغازگر تصادف ۱۰ه از با استفاد پژوهشدر اين 

ا چند نمونه چندشکلي نشان دادند ين دو ينوار آن در ب ۷۰ ،نين بيشد که از ا به دست آمده) جفت باز ۲۵۰۰

د نوار، بيشترين تعدا ۱۰با هر کدام  OPB10و   OPA16از بين آغازگرهاي مورد استفاده، آغازگر ). ۱جدول (

نام آغازگرها، تعداد نوارهاي توليد شده . نوار، کمترين تعداد نوار را توليد نمودند ۲با   MG16نوار و آغازگر 

 ۹ مورد استفاده، ISSRآغازگر  ۱۶از بين  .آمده است ۱ ها در جدول توسط هر آغازگر و ميزان چندشکلي آن

در اين ). ۲ جدول(كلي قابل قبولي نشان دادند آغازگر  چندش ۷ آغازگر نوارهاي واضحي توليد نكردند و تنها

 ۱۹۶نظر در مجموع آغازگر مورد هفت . از آغازگرهاي ترکيبي به علت وضوح پايين نوارها استفاده نشد پژوهش

 ۳۲با  CCA(CT)8بيشترين تعداد نوار چندشكل متعلق به آغازگر  .بودندنوار چندشكل  ۱۱۷ نوار تشكيل دادند كه

درصد  ميانگينبود و ) %۴۳( نوار ۶با 8C(AG) رين تعداد نوار چندشكل متعلق به آغازگرو كمت) %۸۰( نوار

آغازگر  ،در ميان آغازگرهاي انتخاب شده). ۲جدول(دست آمد ه ب% ۱۴/۵۷نشانگرهاي مورد استفاده  چندشكلي در

T(AG)9  آغازگر پژوهشاين در . را در مقايسه با سايرآغازگرها نشان داد) نوار ۲۰(نوار تك شكل بيشترين 

CCA(CT)8  بيشتري توليد نمود كه با  چند شكل تعداد نوار بود، خود ۵'در انتهاي  اضافينوكلئوتيد   ۳كه داراي

از آغازگرهاي  اگر نيز به اين نتيجه رسيده بودند كه پژوهشگراناين . مطابقت داشت) ۹(نتايج پراديپ و همكاران 

 به دست آمدهقطعات تكثير شده بيشتر و در نتيجه ميزان چندشكلي بيشتري  ،استفاده شود ۵'در قسمت اضافي

به طور تون اشاره نمودند که يز رقم هاي يکيتنوع ژنت يدر بررس )۳( و همکاران يکوهدر مقابل، ). ۹( خواهد شد

ر مقايسه خود هستند نوارهاي با وضوح بيشتر د ۳'در قسمت اضافيآغازگرهايي كه داراي نوكلئوتيدهاي معمول 

) ۹(پراديپ و همكاران  .كنند خود هستند ايجاد مي ۵'در قسمت اضافيبا آغازگرهايي كه داراي نوكلئوتيدهاي 

شبيه آغازگرهاي اختصاصي عمل كرده و به  ۳'عنوان نمودند كه آغازگرهاي با نوكلئوتيدهاي اضافي در انتهاي 

. كنند نوار كمتر توليد مي وضوح بالاتر ولي تعدادالگو متصل مي شوند و الگوي نواري با  DNAنقاط خاصي از

 ۳۳۲/۰ن يانگيو  با م ۰۹۵/۰ - ۵/۰مورد استفاده در دامنه   يکل  نشانگرها يبرا) PIC(اطلاعات چند شکل  يمحتوا

  . به دست آمد

  

 
١-  Jaccard        ٢- Unweighted Pair Group Mathematical Average              ٣- Pradeep et al. 
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نمونه نارون با استفاده از نشانگر  ۲۰تعداد نوارهاي چندشكل و درصد چندشكلي مشاهده شده در  - ۱جدول

RAPD.  

Table 1. Number of polymorphic and total bands and polymorphism percentages in elm 
acessions using RAPD marker. 

  

  

تعداد نوارهاي چندشكل و كل و درصد چندشكلي مشاهده شده در نمونه نارون با استفاده از نشانگر  - ۲جدول

ISSR.  

Table 2. Number of polymorphic and total bands and polymorphism percentages in  
elm acessions using ISSR marker. 

  نام آغازگر

Primer name 

  تك شكلتعداد نوار 

No. of 
Monomorphic 

bands 

  تعداد نوار چندشكل

No. of 
Polymorphic 

bands  

  تعداد كل نوار

Total bands 

  درصد چندشكلي

Polymorphism 
% 

(AG)8T  7 13 20 65 
(AG)8YT†  13 22 35 63 
(AG)8C 8 6 14 43 
(GA)8C 12 12 24 50 
(GA)8T 11 23 34 68 

CCA(CT)8 8 32 40 80 
T(AG)9 20 9 29 31 

 _ 79 117 196 (Sum)مجموع 

 11.28 16.7 28 57.14 (Mean) ميانگين 

    † Y=Pyrimidine  

  نام آغازگر

Primer name 

  تعداد نوار تك شكل

No. of monomorphic 
bands 

  تعداد نوار چندشكل

No. of polymorphic 
bands  

  تعداد كل نوار

Total 
bands 

  د چندشكليدرص

Polymorphism 
% 

OPA11  0 7  7 100 

OPA16  0  10 10 100 
OPA18 0 7 7 100 
OPB10 0 10 10 100 

OPAD02 0 9 9 100 
OPAD04 0 8 8 100 
OPAE13 1 7 8 87.5 
OPC16 0 8 8 100 
OPP02 2 4 6 66.6 
MG16 0 2 2 100 

 - 3 72 75 (Sum)مجموع 

 ميانگين 

(Mean) 

0.3 7.2 7.3 95.41 
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در  ISSRو  RAPD نشـانگر  دومختلـف نـارون نشـان دهنـده کـارايي       نمونه هـاي ميزان چند شکلي بالا در 

ز در مطالعـه خـود بـا    ي ـن) ٨( کامالاي و همکاران .مختلف نارون است يو گونه ها رقم هايبندي و شناسايي  طبقه

  ادند که ميزان چنـد شـکلي در   در بررسي تنوع ژنتيکي نارون آمريکايي نشان د RAPDاستفاده از نشانگر ملکولي 

  بنـابراين باشـد،   يم ـ چهارگـان ن گونه نارون يکه ا ييهاي جمعيتي اين گونه نارون بسيار بالاست و از آنجانمونه 

  .  اين گونه دانستند چهارگان بودنماهيت  اين تنوع را تا حدودي مرتبط به

، جاكارد (SM)سه ضريب تشابه تطابق ساده ،UPGMAبراي تجزيه خوشه اي به روش  ١ضريب کوفنتيک

و در  ۹۶/۰با ضريب كوفنتيك  RAPDدر نشانگر  گروه بندي بر اساس ضريب جاکارد ان داد كهو دايس، نش

 از بين نمونه هاي مورد مطالعه،. هاي فوق است بين روش بهترين روش گروه بندي از ISSR  ۸۴/۰نشانگر 

به % ۷با تشابه  CN3و  DN4م ارقاو کمترين تشابه بين % ۹۰با تشابه  DN3و  DN2بيشترين تشابه بين ارقام 

به قرار داشتنند، گر يکديو در کنار  متعلق به يك ناحيه DN3و  DN2 نژادگانن که دو يبا توجه به ا. دست آمد

  .داراي منشا ژنتيكي يكساني مي باشند احتمال

ابتدا ضرايب تشابه بين نشانگرها محاسبه گرديد و سپس تجزيه به   NTSYS-pcبا استفاده از نرم افزار

% ۶۵نشان داد که سه مولفه اول  RAPDتجزيه به مولفه هاي اصلي روي داده هاي . مولفه هاي اصلي انجام شد

از اين مطالعه به اندازه  به دست آمده RAPDبيانگر اين است كه نشانگرهاي از کل واريانس را توجيه مي كنند و 

  از طرفي کاهش اطلاعات به دو يا سه مولفه اصلي . ندارنددر ژنوم  يخوب يوسته هستند و پراکندگيپ كافي

وارد به ن ميشود در ا يه ميتوص بنابراين، از هم جدا کند نمونه ها را روش تجزيه خوشه اي تواند همانند ينم

  ).  ۱شکل ( توجه گردد يروش خوشه ا

. گرديـد  جـدا  بـه طـور کامـل    هـا  نژادگان هياز بق DN4 نژادگان، پژوهشدر گروه بندي به دست آمده در اين 

انجام  يها ير که ذکر شد نارون وسک  گونه غالب درختان نارون اصفهان را تشکيل مي دهد اما در بررسوهمانط

ز يهـا متمـا   نژادگـان ر يل آن را از سـا ي ـن دليباشد و به هم ـ ينارون چتري م DN4 نژادگانشده مشخص شد که 

    .طبيعـي اسـت  چنـين نتيجـه اي    نارونبا توجه به تفاوت هاي ژنتيکي بين گونه هاي مختلف ن يبنابرا. ساخته است

ته اي قابل بود كه نكبه آفت چوبخوار نارون  خود متحملن درخت نسبت به درختان اطراف يکه ا لازم به ذكر است

 گيـاه افزايـي   را تاييد كنـد،  نژادگانتكميلي بتواند مقاومت ژنتيكي اين  آزمايش هايدر صورتي كه . تامل مي باشد

  .اين درخت ممکن است بتواند در رفع مشكل آفت چوبخوار چاره ساز باشد

به  يبند در گروهاز درختان سطح شهر در چهار منطقه مختلف انجام شد،  ينکه نمونه برداريبا توجه به ا

دهـد   ين مطلب نشان م ـيا. گرفتند يک گروه جايک منطقه در يمربوط به  يها نژادگاناز   ياريز بسيدست آمده ن

ک نهالستان ياز  به احتمال دارند و يشتريگر شباهت بيکه درختان هر منطقه نسبت به درختان موجود در مناطق د

در  رد، بنـابراين ي ـگ يق بذر صورت مياز طر بيشترر درختان نارون ياز آنجا که تکث وليده اند يگرد ينمونه بردار

    .گردد يک منطقه مشاهده ميز در ين ياز موارد درختان متفاوت يپاره ا

 يها نمونه.  گر داشتيد يبا نمونه ها يده بود که شباهت اندکيگرد يجمع آور شمال اصفهاناز  AN5نمونه 

BN1 ،BN2 ،BN3 ،BN4 ،BN5 ،BN6 ،BN7 و BN8  همانطور که در . شده بودند يجمع آور غرب اصفهاناز

و  BN2 ،BN3 يک خوشه قرار گرفتـه انـد و نمونـه هـا    يدر   BN5و  BN4 يشود نمونه ها يمشاهده م ۳شکل 

BN8  ينمونه ها . گر قرار گرفته انديکديو با   يگريز در خوشه دين CN1 ،CN2 ،CN3 ،CN4 ،CN5 ،CN6   و  

 
١- Cophenetic  
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Fig. 1. Dendrogram of 20 elm genotypes using Jaccard similarity coefficient based on 
UPGMA algorithm using RAPD marker. 

هاي به دست آمده نارون با استفاده از ضريب تشابه جاکارد و بر اساس نشانگر  نمودار درختي گروه -۱شکل

RAPD           .  

 
CN7  يز نمونه هاين منطقه نيدر ا. دنديبرداشت گرد وب اصفهانجناز درختان موجود در CN1  وCN3  ک يدر

، DN1 ،DN2چهـار نمونـه   . شـده انـد   يخوشه بند يگريدز در گروه ين CN7و  CN4 ،CN6 يگروه و نمونه ها

DN3  وDN4  شدند که دو نمونه  يبردار نمونه )باغ غدير( منطقه شرق اصفهانازDN2  وDN3   ييشـباهت بـالا 

از  بـه دسـت آمـده    يص داده شد که طبقه بنـد يتشخ يگريد گونهر که ذکر شد وز همانطين DN4و  دادندنشان را 

نتل و بررسـي  اپس از انجام آزمون تطابق م ISSRدر نشانگر  .دينما يد مييرا تا ين مطلبيز چنين RAPDنشانگر 

دسـت  ه ايب ب ـايسه با ساير ضردر مق/. ۸۴۳ضرايب كوفنتيك بيشترين ضريب همبستگي توسط ضريب  جاکارد، 

و کمترين تشابه % ۸۸با ضريب تشابه  DN3و  DN2بيشترين تشابه بين ارقام  ،به دست آمدهدر گروه بندي . آمد

دسـت آمـده در   ه بـر اسـاس دنـدروگرام ب ـ    ) .۲ شـکل ( مي باشـد  %۶۵/۰با ضريب تشابه  AN5و DN4بين ارقام 

سـطح شـهر اصـفهان نمونـه      منطقه مختلـف  ۴گروه از  ۶اين شد که  به دست آمدهگروه  شش ۶۸/۰ضريب تشابه 

دو . ، در کنار هـم قـرار گرفتنـد   متعلق به يك ناحيه بودندها گياهاني که  اين گروه شتريببرداري شده بودند که در 

ت ژنتيکـي ايـن دو   کـه نشـان دهنـده تفـاو     از تمام نمونه ها جدا شدند ۶۵/۰در ضريب تشابه  AN5و DN4 نمونه

تغييـرات را  % ۶۲مولفـه اول   PCA (۳( ١مولفـه هـاي اصـلي   بـه  بر اساس نتايج تجزيـه  . مي باشد سايريننمونه با 

 . در طول ژنوم مي باشد توجيه نمودند که نشان دهنده پراکندگي نسبي نشانگرها

  

  

 
١- Principal Component Analysis 
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Fig. 2. Dendrogram of 20 elm genotypes using Jaccard similarity coefficient based on 
UPGMA algorithm using ISSR marker. 

آمده نارون با استفاده از ضريب تشابه جاکارد و بر اساس نشانگر  به دستهاي  نمودار درختي گروه  -۲شکل

ISSR           .  

  

از نشانگرها را به صورت  به دست آمدهاز ترکيب دو نشانگر در بيشتر موارد، نتايج  به دست آمدهنتايج 

با فاصله ژنتيکي بيشتر در مقايسه با  DN4دي تاييد نمود ولي مزيت ترکيب دو نشانگر اين بود که نمونه انفرا

مورد ) نژادگان ۲۰ زا نژادگان ۱۷(ها  نژادگان شتريب نشان داد که PCAنتايج  .)۳شکل(حالات انفرادي جدا گرديد 

در ربع اول قرار گرفتند و از تمام  AN5و  DN4ها  نژادگاندر بين اين . )۴شکل( در يک ربع قرارگرفتند پژوهش

از اين تجزيه و تحليل تا  آمده به دستنتايج . به تنهايي در ربع دوم قرار گرفت CN6نمونه ها جدا شدند و نمونه 

نيز در  PCAارقامي كه در دندروگرام در يك گروه قرار داشتند در  شتريبو  حد زيادي نتايج قبلي را تاييد نمود

ه فاصله گرفتند كه تاييدي بر نتايج ب نمونه هااز ساير  به طور كامل AN5و  DN4قرار گرفتند و ارقام كنار هم 

هاي مورد مطالعه  نژادگانو  رقم هانيز هشت نشانگر اختصاصي براي  پژوهشدر اين  ).۴شكل(دست آمده بود 

، OPAD021500 ،OPAD04830نشانگرهاي (بود  DN4 نژادگانيافت شد که پنج نشانگر آن اختصاصي 

OPC16940 ،OPC16300  وOPB101550 ( و نشانگرOPA161370  نژادگاناختصاصي CN7 نشانگر ،OPA16550 

البته تاييد نشانگرهاي معرفي . بود CN5 نژادگاناختصاصي  OPC16560و نشانگر  BN1 نژادگاناختصاصي 

نشان داد که استفاده از نشانگر  پژوهشين از ا به دست آمدهنتايج  .باشد ميتکميلي  آزمايش هايشده نيازمند 

RAPD  وISSR  به طور کلي با . باشند يم يمناسب ينارون نشانگرها رقم هايبندي و شناسايي  براي طبقه

 .رود احتمال مي پژوهشهاي بررسي شده در اين  توجه به خودگشني بالاي نارون و تنوع مشاهده شده بين نمونه
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Fig. 3. Dendrogram of 20 elm genotypes using Jaccard similarity coefficient based on 
UPGMA algorithm using ISSR and RAPD markers. 

                            آمده  نارون با استفاده از ضريب تشابه جاکارد و بر اساس  به دستهاي  نمودار درختي گروه - ۳شکل 
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Fig. 4. Principal component analysis based on RAPD data. 
  .RAPDبر اساس فراواني داده هاي نشانگر ) PCA(تجزيه به مولفه هاي اصلي  - ۴شکل
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غلب به بررسـي  ساير پژوهش هاي خارجي ا. اين تنوع مرفولوژيكي مشاهده شده، پايه ژنتيكي داشته باشد بيشتر

) ۶(و کـولادا و همکـاران   ) ۱۳(هاي نارون اشاره نموده انـد؛ ويتلـي و همکـاران     دورگهو  رقم هايژنتيکي  نزديكي

را طراحي نموده اند و با توجه به اختصاصي بودن، چندشکلي بـالا    Ulmusاي در جنس  نشانگرهاي ريزماهواره

ــذيري ايــن نشــانگرها اســتفاده از ايــن نشــان  ــارون و تکرارپ ــي در  گرها در بررســي روابــط ژنتيکــي ن   هــاي ايران

  .آتي پيشنهاد مي گرددپژوهش هاي 

        

  يسپاسگزار

دانشگاه صـنعتي   اصفهان و يسبز شهردار يسازمان فضا توسط پژوهشامکانات مالي و تجهيزات اين 

  . اصفهان فراهم گرديده است، که بدينوسيله مراتب قدرداني اعلام مي گردد
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