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  چكيده

و گروه بندي وع ژنتيكي بررسي تن. آفتابگردان از جمله مهمترين محصولات دانه روغني مي باشد

 تنوعدر اين مطالعه،  .به نژادي گياهي استهاي  پيشبرد برنامه و لاين ها از مهمترين عوامل ژنوتيپ ها

و گروهبندي تعدادي از لاين هاي پيشرفته اصلاحي آفتابگردان حاصل از برنامه هاي اصلاحي  ژنتيكي

تكثير  با آغازگر 21از ميان  ISSRآغازگر  15د تعدا. انجام شد ISSRمختلف، با استفاده از نشانگرهاي 

در مجموع . هاي آفتابگردان استفاده شدند لاينبراي انگشت نگاري  در واكنش زنجيره اي پلي مرازمناسب 

 43يك شكل و  هالايننوار در بين تمام  27تكثير شد كه تعداد  ISSRنوار بوسيله آغازگرهاي  70تعداد 

 807نشان داد كه بيشترين مقدار محتواي اطلاعات چندشكل مربوط به آغازگر  نتايج. نوار چندشكل بودند

UBC )4/0 ( 804و كمترين مقدار آن مربوط به آغازگر UBC )15/0 (با استفاده از ضريب تشابه . مي باشد

بين دو لاين ) 93/0(و بيشترين شباهت  SF278با  SF25بين لاين هاي ) 65/0(دايس، كمترين شباهت 

HA336  وSF315 تجزيه خوشه اي بر اساس الگوريتم . مشاهده شدUPGMA هاي مورد مطالعه را در لاين

با توجه به نتايج تجزيه به مختصات اصلي، هر مولفه درصد كمي از تغييرات را توجيه مي  .گروه قرار داد 8

  .ددر اين تحقيق بو ISSRنمود كه اين امر نشان دهنده پراكنش ژنومي مناسب آغازگرهاي 

  .، محتواي اطلاعات چندشكلي، تجزيه خوشه اي، تجزيه به مختصات اصليISSRنشانگر  :واژه هاي كليدي
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  مقدمه

افشان، دگرگردهگياهي يكساله، آفتابگردان 

و بومي آمريكاي شمالي ) x2=n2=34(ديپلوئيد 

 ,.Dry & Burdon, 1986; Muller et al) باشدمي

در ر بالاي روغن با داشتن مقادياين گياه  .(2009

در تغذيه اي از اهميت ويژه، %)40-50(دانه 

و در سطح وسيعي  بودهبرخوردار جوامع انساني 

 .(Skoric & Marinkovic, 1986)گرددكشت مي

بعد از سويا آفتابگردان  ،از نظر توليد دانه و روغن

و در  داشتهقرار جهان در در رده سوم و كلزا 

 ,Saffari( گيردار ميايران پس از پنبه و سويا قر

بار در  اولينبراي ارقام هيبريد آفتابگردان  .)2006

هاي تلاقي لاين از طريق اوايل دهه هفتاد ميلادي

هاي برگرداننده و لايننرعقيم سيتوپلاسمي 

معرفي شدند كه نقطه عطفي در اصلاح  باروري

 ,Fick & Zimmer) رودآفتابگردان به شمار مي

افراد  گروه بنديع ژنتيكي و ارزيابي تنو. (1974

به عنوان يكي از اركان اصلي به نژادي گياهي، 

مورفولوژيكي،  نشانگرهايپايه  تواند برمي

در . صورت گيرد DNA بيوشيميايي و مولكولي

به دليل  DNAاين ميان، نشانگرهاي مولكولي 

پذيري وراثت ،شرايط محيطيپذيري از تأثير  عدم

دستيابي به  براي هاي مؤثرابزاراز  و فراواني بالا

 Beckmann) مي باشندپلاسم درك بهتر تنوع ژرم

& Soller, 1983).  نشانگرهاي  انواع ازيكي

DNA  نشانگرISSR توسط كه باشد مي

Zietkiewicz et al. (1994)  گرديدهمعرفي 

، )Garayalde et al. )2011 مطالعه ايدر . است

لاين  6 به همراهتوده وحشي  10تنوع ژنتيكي 

و  ISSRبا نشانگرهاي آفتابگردان را  اصلاحي

SSR  گزارش آنها . نمودندبطور همزمان بررسي

را خود هاي وحشي تنوع ژنتيكي كه تودهكردند 

هاي اصلاحي حفظ كرده اند كه براي برنامه

در . )Garayalde et al., 2011( مناسب است

، ISSR هاينشانگر ازبا استفاده  تحقيق ديگري

RAPD  وSRAP  تنوع ژنتيكي بين توده اي و

 H. tuberosusدرون توده اي در آفتابگردان گونه 

بومي آمريكاي ( Jerusalem Artichoke  با نام

كه به منظور استفاده از غده هاي ريشه اي  شمالي

با  گرفت ومورد ارزيابي قرار  )آن كشت مي گردد

و تلفيق داده  STRUCTUREاستفاده از نرم افزار 

هر سه نوع نشانگر، توده هاي مورد مطالعه  هاي

 Wangsomnuk etشدند گروه طبقه بندي  6در 

al., 2011).(  اخيراً از نشانگرهايISSR  در كنار

به منظور  و كروموزومي، كاريوتيپي ويژگي هاي

شناسايي و گروه بندي توده هاي مختلف 

گونه هاي بومي آمريكاي (آفتابگردان مكزيكي 

ي مهاجم و علف هرز محسوب شمالي كه گياه

 ,.Yang et al) استفاده گرديده است) مي شود

 نشان داد) Yang et al. )2012مطالعات . (2012

 كه تعداد كروموزوم در توده هاي مختلف

پايدار بوده و  آفتابگردان مورد مطالعه آنها

34=x2=n2 حال آنكه بر اساس نشانگر  .مي باشد

ISSR ،بين توده ها ه اي تنوع ژنتيكي قابل ملاحظ

عليرغم اطلاعات مفيد بدست  .مشاهده گرديد

در بررسي تنوع ژنتيكي و  ISSRآمده از نشانگر 

تعيين روابط ژنتيكي در آفتابگردان، تحقيقات 

كمي در مورد استفاده از اين نشانگر در ارزيابي و 
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لاين هاي  ژنوتيپ ها، ارقام و گروه بندي

دف از انجام ه .وجود داردآفتابگردان اصلاحي 

و گروه بندي اين تحقيق، ارزيابي تنوع ژنتيكي 

آفتابگردان با استفاده  پيشرفته اصلاحي لاين هاي

  .بوده است ISSRاز نشانگرهاي 

  

  مواد و روش ها

   ژنومي ي DNAاستخراج  و مواد گياهي

 ،پيشرفته آفتابگردان لاين بيست و نه

قسمتي ( مختلفبرنامه هاي اصلاحي حاصل از 

موسسه لكسيون هسته آفتابگردان در از ك

براي اين  )INRAات كشاورزي فرانسه قتحقي

 اطلاعات تكميلي در مورد .شدندانتخاب  همطالع

را مي توان در آدرس  ي مورد مطالعهها لاين

پس  .يافت http://www.heliagene.orgاينترنتي 

 ي DNAاستخراج ن ها،از كشت بذور در گلدا

 از استفاده با روزه 15 تا 10 هاي گياهچه از ژنومي

 .شدانجام  )Doyle & Doyle )1987 روش

هاي استخراج شده با  DNAكميت و كيفيت 

استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر و الكتروفورز 

به منظور انگشت . گرديدتعيين % 8/0ژل آگارز 

نشانگر  21 از نگاري مواد گياهي مورد مطالعه

ISSR  طراحي شده در دانشگاه بريتيش كلمبيا

)University of British Colombia; UBC( 

شناسايي دماي اتصال بهينه  براي. استفاده شد

گراديانت  PCRبراي آغازگرهاي مورد بررسي از 

زنجيره اي پلي مراز  واكنش. گرديداستفاده 

(PCR) حجم نهايي  درµl 25  شاملµl 5/2  بافر

x10 ،µl 4 dNTP با غلظت mM 25 ،µl 1 

 DNAآنزيم  mM 50 ،µl 3/0كلريد منيزيم 

 µl 1آب دوبار تقطير ،  U5( ،µl 2/11 ( پليمراز

با  µl5 DNAو  µM 10 با غلظت ISSR  آغازگر

 PCRبرنامه دمايي  .انجام شد ng/µl 5غلظت 

دقيقه در  4واسرشته سازي اوليه به مدت  شامل

 شاملچرخه  34گراد،  درجه سانتي 94دماي 

 94در دماي  ثانيه 45واسرشته سازي به مدت 

دقيقه  1درجه سانتي گراد، اتصال آغازگر به مدت 

جدول (در دماي مناسب اتصال براي هر آغازگر 

دقيقه  2مرحله توسعه رشته جديد به مدت  ،)1

درجه سانتي گراد و در نهايت توسعه  72در دماي 

درجه سانتي  72دماي دقيقه در  10نهايي به مدت 

از % 2در ژل آگارز  PCRمحصولات . بودگراد 

 هاامتيازدهي الگوي باند. همديگر تفكيك شدند

، به صورت يك براي وجود نوار و صفر در ژل

براي هر . براي عدم وجود نوار صورت گرفت

 آغازگري ميزان اطلاعات چند شكلي يا

(Polymorphic Information Content) PIC  
 Anderson et(اس فرمول زير محاسبه شد براس

al., 1992.(   

PIC = 1 – ∑
=

n

i

iP
1

2)(  

تعداد الل  nام و iفراواني الل  Piدر اين رابطه، 

براي گروه بندي لاين هاي مورد مطالعه، . باشدمي

تشابه  يبابر اساس ضر آنها بين تشابهميزان 

Dice ،Jaccard  وSimple matching  محاسبه

با  WARDو  UPGMAالگوريتم هاي و  رديدگ

ماتريس تشابه حاصل از هر يك از ضرايب بكار 

و  الگوريتم گروه بندي انتخاببراي . گرفته شد

، از ضريب همبستگي ضريب تشابه مناسب
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ضرايب تشابه، محاسبه . كوفنتيك استفاده شد

همبستگي كوفنتيك  ضريب گروه بندي لاين ها و

 )NTSYS )Rohlf, 1998ار با استفاده از نرم افز

براي تعيين تعداد مناسب گروه ها  . .گرفتانجام 

دور  5و ) Permutation(بار تكرار  1000از 

)Iteration ( براي هر گروه در نرم افزار
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) 

تجزيه به مختصات اصلي با استفاده . شداستفاده 

.انجام شد) NTSYS )Rohlf, 1998از نرم افزار 

  

نام آغازگرها، دماي اتصال، تعداد نوار تكثير شده و چندشكل، درصد چندشكلي و محتواي   - 1جدول 

  .اطلاعات چندشكلي در لاين هاي آفتابگردان مورد مطالعه
Table 1- Name, annealing temperature, amplified fragments, polymorph fragments, 

percentage of polymorphism and polymorphism information content in studied 

sunflower lines. 

  آغازگر
Primer  

دماي اتصال 
)C˚(  

َAnnealing 

temperature  

وار نتعداد 

  تكثير شده
Number of 

amplified 

bands  

تعداد نوار 

  چندشكل
Number of 

polymorph 

bands 

درصد 

  چندشكلي
Percent of 

polymorphism 

اطلاعات محتوي 

  چندشكلي
Polymorphism 

information 

content 
UBC810  48 7  4  0.57  0.26  
UBC880 48  6  5  0.83  0.33  
 UBC808 51  4  3  0.75  0.35 
UBC820 51  6  3  0.5  0.26  
UBC873 51 5  4  0.8  0.34  
UBC854 41  3  1  0.33  0.15  
UBC849 57  4  3  0.75  0.33  
UBC881  57  5  4  0.8  0.34  
UBC807  47  5  4  0.8  0.40  
UBC827  47  6  3  0.5  0.21  
UBC845  38  4  2  0.5  0.22  
UBC886  39  4  2  0.5  0.20  
UBC887  38  3  1  0.33  0.31  
UBC836  42  4  2  0.5  0.23  
UBC840  42 4  2  0.5  0.16  
  0.27   0.59  2.8  4.6    ميانگين
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 و بحث نتايج

 ISSRچندشكلي نشانگرهاي 

 15 مورد مطالعه ISSRغازگر آ 21 از

 شش ).1جدول( دادند نشان شكليچند آغازگر

 و نكردند توليد محصولي اصلا يا ديگر، آغازگر

 پانزده .نداشتند واضحي اينكه الگوي باندي يا

تكثير  نوار 70در مجموع تعداد  ISSRآغازگر 

در بين تمام  نوار 27ها تعداد كه از بين آن نمودند

چندشكلي نشان  نوار 43و ها يك شكل لاين

الگوي نواربندي  1در شكل . )1جدول ( دادند

 UBC 810با آغازگر  لاين 29محصولات تكثيري 

 تعداد نواربيشترين . نشان داده شده است 

 880UBCمربوط به آغازگر ) پنج عدد(چندشكل 

) يك عدد(چندشكل  تعداد نواركمترين و  

  UBC 887و   UBC 854مربوط به آغازگرهاي 

كه به منظور بررسي تنوع  قبليدر مطالعه . ندبود

ژنتيكي توده هاي وحشي و لاين هاي اصلاحي 

 ISSRو  SSRآفتابگردان با استفاده از نشانگرهاي 

انجام گرفت، تعداد نوارهاي تكثير شده توسط 

 متغير بود 16تا  8بين  ISSRآغازگرهاي 

)Garayalde et al., 2011(.

  

  
  . 810UBCلاين آفتابگردان با استفاده از آغازگر  29ي  DNAي حاصل از تكثير الگوي نوار -1شكل

Figure 1- Banding pattern produced by primer UBC 810 in 29 sunflower lines. 
  

نتايج اين تحقيق نشان داد كه متوسط 

نوار  6/4به طور متوسط (% 59درصد چندشكلي 

درصد ). 1 جدول(باشد مي). به ازاي هر آغازگر

در مطالعه حاضر نيز بيانگر  بالاچندشكلي نسبتاً 

وجود تنوع ژنتيكي در بين لاين ها و قابليت 

. باشددر شناسايي آن مي ISSRنشانگرهاي 

توسط  ISSRچندشكلي بالاي نشانگرهاي 

ديگر در گياهان ديگري مانند آفتابگردان  محققين

(Garayalde et al., 2011)،  زيتون

(Terzopoulos et al., 2005) توتون ،



 1393، حاتمي ملكي و همكاران

٣٨ 

 

)Mohsenzadeh Golfezani et al., 2012 ( و

نيز گزارش  (Tagizad et al., 2011)پسته ايراني 

براي هر محتواي اطلاعات چندشكل . شده است

 .)1جدول ( محاسبه گرديد ISSRآغازگر 

 UBC 807مربوط به آغازگر  PICبيشترين مقدار 

آغازگر  مربوط به آنو كمترين مقدار ) 4/0(

804UBC  )15/0 (با توجه به ميزان  .بودPIC 

از بين آغازگرهاي مورد كه  بيان نمودتوان مي

 مناسبترين آغازگر  UBC  807 آغازگر بررسي،

آفتابگردان  لاين هاي تنوع ژنتيكي ارزيابي براي

 .Darvishzadeh et al .استبوده مورد مطالعه 

 38 بان را آفتابگردا لاين 28تنوع ژنتيكي ) 2010(

و  ريزماهواره مورد ارزيابي قرار دادند آغازگر

هاي مورد مطالعه بين ژنوتيپ در PICميزان دامنه 

   .بود 41/0با ميانگين   62/0تا   09/0

  

  هاي آفتابگردانگروه بندي لاين

اصلاحي پيش نياز  يگروه بندي لاين ها

شباهت ژنتيكي . برنامه هاي دورگ گيري است

تطابق تشابه بگردان با سه ضريب هاي آفتالاين

 سپس محاسبه گرديد وساده، جاكارد و دايس، 

گروه بندي لاين ها با استفاده از الگوريتم هاي 

UPGMA  وWARD  بر اساس . گرفتانجام

مناسبترين  r)=81/0(كوفنتيك همبستگي ضريب 

هاي بندي لاينبراي گروه از بين روش هاي روش

اساس ضريب تشابه  بندي برگروه ،مورد مطالعه

. )2شكل ( بود UPGMAبا الگوريتم  دايس

كه بيانگر بيشترين ) 65/0(كمترين شباهت 

و  SF278با  SF25لاين هاي  بينواگرايي است 

و  HA336بين دو لاين ) 93/0(بيشترين شباهت 

SF315 هاي مورد گروه بندي لاين. مشاهده شد

 در شكل UPGMAمطالعه با استفاده از الگوريتم 

با توجه به تغييرات مقدار . نشان داده شده است 2

K∆  به ازاي تعداد مختلف گروه ها)K) ( شكل

 STRUCTURE (Pritchard etدر نرم افزار  )3

al., 2000)  جمعيت لاين هاي پيشرفته مورد ،

در سه يا هشت گروه قرار توانند مطالعه مي 

حداكثر بودن مقدار پيك  بهبا توجه  .بگيرند

گروه مطلوب مي باشد  8تعداد  ،K=8نمودار در 

(Evanno et al., 2005) .اين در حالي است كه 

لكسيون هسته كوجود تنوع ژنتيكي فراوان در 

ي مذكور از آن انتخاب لاين هاآفتابگردان كه 

 .Coque et al ، در مطالعات قبلي توسطشده اند

گر هاي ريزماهواره به استفاده از نشانبا ) 2008(

 Garayaldeدر يك بررسي،  .است اثبات رسيده

et al. )2012 ( توده  10تنوع ژنتيكي موجود در

لاين اصلاحي  6وحشي آفتابگردان را به همراه 

 SSRنشانگر  14و  ISSRنشانگر  10با استفاده از 

آنها نشان دادند كه تنوع ژنتيكي . ارزيابي نمودند

درصد بيشتر از  60وحشي موجود در توده هاي 

تنوع ژنتيكي موجود در لاين هاي اصلاحي بوده 

و از طرفي برخلاف توده هاي وحشي، الل يا نوار 

لاين هاي مورد در  ISSRيا  SSRاختصاصي 

 .)Garayalde et al. 2011( مطالعه وجود ندارد

در مطالعه ديگري، با استفاده از صفات زراعي و 

را در يك ژرم پلاسم مورفولوژيك، تنوع بالايي 

و  شدلاين اصلاحي گزارش  49آفتابگردان شامل 

لاين هاي مورد مطالعه با استفاده از تجزيه خوشه 
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 .)Ahmadi Avin, 2007( شدنداي در دو گروه نرعقيم و نربارور گروه بندي 

  

  
  . UPGMAو الگوريتم Diceريب تشابه ضگروه بندي لاين هاي آفتابگردان با استفاده از  -2شكل

Figure 2- Classification of sunflower lines by using Dice similarity coefficient and 

UPGMA algorithm. 

 

  .∆Kتعيين تعداد مناسب گروه از طريق تغييرات مقادير   - 3شكل 

Figure 3- Determination of optimum number of groups using variation in ∆K values. 
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جهت كاهش تجزيه به مختصات اصلي 

ها و تجزيه و تحليل بهتر نتايج صورت دادهحجم 

با توجه به نتايج تجزيه به ). 2جدول (گرفت 

و ده % 14/23مختصات اصلي، دو مولفه اول 

از تغييرات داده ها را توجيه % 85/72مولفه اول 

ز تغييرات توسط توجيه درصد كمي ا. مي نمايند

بيانگر پوشش مي تواند هر مولفه در اين مطالعه، 

مي  انتخاب شده ISSRژنومي مناسب نشانگرهاي 

لاين ها با  بندي گروهدر اين مطالعه،  .باشد

استفاده از دو مولفه اول تا حدودي با نتايج تجزيه 

تطابق بين  .)4شكل (خوشه اي در توافق بود 

وشه اي با تجزيه گروه بندي حاصل از تجزيه خ

 .Sabzalian et alبه مختصات اصلي توسط 

.در زعفران نيز گزارش شده است) 2009(

     

  .، درصد واريانس و درصد واريانس تجمعي مربوط به ده مولفه اولمقدار ويژه - 2جدول    
Table 2- Eigen value, percentage of variance and accumulative percentage of variance related 

to 10 first components. 

درصد 

واريانس 

 تجمعي

Cumulative 

percent of 

variance  

درصد 

 واريانس

Percent 

of 

variance 

 

مقدار 

 ويژه

Eigen 

value 

 مولفه

component 

12.31 12.31 0.59 1 
23.14 10.82 0.51 2 

32.89 9.75 0.46 3 
41.08 8.19 0.39 4 
48.22 7.14 0.34 5 
54.26 6.03 0.29 6 
59.72 5.47 0.26 7 
64.46 4.73 0.23 8 
68.88 4.43 0.21 9 
72.85 3.97 0.19 10 
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  .پراكنش لاين هاي مورد مطالعه بر اساس دو مولفه اول حاصل از تجزيه به مختصات اصلي  - 4شكل 
Figure 4- Distribution of studied sunflower lines based on 2 first components produced 

from principle coordinate analysis.  

  

  نتيجه گيري

عليرغم گزارشات كم در مورد استفاده از 

در بررسي تنوع ژنتيكي  ISSRنشانگرهاي 

نشانگرها مي توانند به نحو آفتابگردان، اين 

مطلوبي براي شناسايي تنوع موجود در نواحي بين 

شناسايي و  انريزماهواره اي در ژنوم آفتابگرد

 )گروه هاي هتروتيك(افراد با فاصله ژنتيكي زياد 

مورد  ISSRاز ميان آغازگرهاي . بكار روند

داراي  UBC 880، آغازگر در اين مطالعه بررسي

كارايي بالايي در تمايز لاين هاي مورد مطالعه 

گروهبندي لاين هاي آفتابگردان نشان داد كه . بود

اين تحقيق كه از  كلكسيون هسته مورد بررسي در

 تشكيل يافته است طريق نشانگرهاي ريزماهواره

)Coque et al. 2008(،  بودهداراي حداكثر تنوع 

و مي تواند به نحو مطلوبي در برنامه هاي به 

  .  نژادي آفتابگردان مورد استفاده قرار بگيرد

  

  سپاسگذاري

محققين بخش تحقيقات آفتابگردان واقع  از

) INRA(اورزي فرانسه در مركز تحقيقات كش

دكتر احمد صرافي و دكتر ونكور به خاطر آقايان 

از . مي گردددر اختيار قرار دادن لاين ها تشكر 

دانشگاه مراغه به خاطر همكاري صميمانه تشكر 

  .و قدرداني به عمل مي آيد
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Abstract 
Sunflower is one of the most important oilseed crops. Evaluation of genetic diversity 

and grouping of genotypes and lines are computed as important agents for plant breeding 

programms. In this study, the genetic diversity and classification of some advanced inbred 

lines of sunflower developed during different breeding programs were studied using ISSR 

markers. Among 21 primers, 15 ISSR primers were selected for their reproducibility. A total 

of 70 bands were produced through ISSR primers which 27 and 43 bands out of them were 

monomorphic and polymorphic, respectively. Results revealed that primer UBC 807 (0.4) had 

the highest polymorphism information content value and primer UBC 804 (0.15) had the 

lowest value. Using Dice similarity coefficient the lowest amount of genetic similarity (0.65) 

was observed between breeding lines SF25 with SF278 and the highest ones (0.93) was 

observed between lines HA336 and SF315. Cluster analysis using UPGMA algorithm was 

divided the studied lines into 8 separate groups. Regarding to principal coordinates analysis; 

each component accounts a small percentage of the total variation which emphasis on good 

genomic distribution of selected ISSR primers. 

Keywords: ISSR marker, polymorphism information content, cluster analysis, principal 

coordinate analysis. 


