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  چکیده

 .مناطق ایران گسترش دارداز ارزشمند و مقاوم به شرایط مختلف آب و هوایی در بسیاري  میوهبه عنوان یک  (.Zizyphus jujuba Mill)ب عنا
تنوع ژنتیکی در مـواد گیـاهی از اهمیـت    قابل توجهی دارد. ارزیابی  شود لذا ارزش اقتصادي صادرات بعنوان گیاه دارویی نیز استفاده میعلاوه بر از عناب 

اسـتفاده از نشـانگرهاي    شـود.  محسـوب مـی   اصـلاح گیاهـان   اولیهاز اصول  و نگهداري ذخایر ژنتیکی و گام اولیه براي شناسایی بوده و ورداربالایی برخ
DNA نشانگر در این بررسی از باشند.  هاي موجود براي بررسی تنوع ژنتیکی می از بهترین روشISSR      اکوتیـپ   31به منظـور بررسـی تنـوع ژنتیکـی

الگـو را  ي  DNAآغازگر  ششکه  ندآزمایش شد PCRآغازگر در واکنش  13استفاده گردید. تعداد  خیز کشور آوري شده از هشت استان عناب ععناب جم
چندشـکلی نشـان دادنـد.    درصـد)    83(مکـان   70تعداد  ه،شد شناساییمکان ژنی  84را آشکار نمودند. از میان ها چندشکلی  بین نمونهدر بخوبی تکثیر و 

 هفتدر  85/0تشابه  سطحها در  نمونه اي، خوشهانجام گرفت. در تجزیه  UPGMAها بر اساس ضریب تشابه دایس و به روش  اي اکوتیپ خوشهزیه تج
بین ) 48/0کمترین تشابه ژنتیکی ( همچنین نوغاب و دوستیران و هاي کلاله و درح و ) بین نمونه95/0بیشترین تشابه ژنتیکی (. جاي گرفتند اصلیگروه 
نتـایج ایـن   ترین آغازگرها براي مطالعات بعدي تشخیص داده شد.  مناسب8A(GA) و  8YT(AC)هاي برزادران و کنگان بدست آمد. آغازگرهاي نمونه

هـاي   نهـاي متعلـق بـه اسـتا     همچنین در اکوتیپ جنوبی خلاصه شده است. هاي کشور تقریباً در تنوع ناحیه خراسان مطالعه نشان داد که تنوع کل نمونه
 اي از تنوع مشاهده شد.  اصفهان و مازندران، سطح قابل ملاحظه

  
  ISSR، Zizyphus jujuba تنوع ژنتیکی، نشانگر مولکولیهاي کلیدي:  واژه

  
    4 3 2 1  مقدمه

ــام علمــی  ــا ن ــه خــانواده  .Zizyphus jujuba Millعنــاب ب ب
Rhamnaceae .ـ    تعلق دارد  ه این گیاه دارویی کـه در زبـان فارسـی ب

شود،  نیز خوانده میسیب کوهی  و تبرخون، شیلان، سنجد بلخهاي  نام
هـاي بـه جـا     آثار و فسیل شده و در هاي بسیار دورکشت می گذشته از

رسـد.   میلیـون سـال پـیش مـی     14تـا   12مانده قدمت آن به بیش از 
سال پـیش در چـین کاشـت     7700درختی است بومی چین که حدود 

نی معروف است. درخت عناب به حالـت  شده است و به خرماي چی می
متـري در نـواحی شـمالی     2000نیمه خودرو پرورش یافته و تا ارتفاع 

                                                
ار و استاد گروه بیوتکنولوژي و دانشجوي دکتري، دانشی ترتیب به -4و  2، 1
 نژادي، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد به
 )Email: malekzadeh-s@um.ac.ir                نویسنده مسئول: -(*
 کارشناس ارشد کشاورزي، جهاد کشاورزي استان خراسان جنوبی - 3
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(خانقاه، سیر)، بلوچسـتان، بنـدر عبـاس،     کاشمر گیلان، ایران، گرگان،
 1). در جدول 23و  5روید ( کرمان، شیراز و اطراف سیستان و زابل می

 1388گیري سـال  آمـار  آمار سطح زیر کشت عناب در ایران بر اساس
  ).6سازمان جهاد کشاورزي خراسان جنوبی نشان داده شده است (

 کننـده اعصـاب،  آرام خـون،  کننـده تصـفیه  داروي عنوان به عناب
 بکـار  مـدر  و ملـین، ضدسـرفه   بخش،آرام معده، مقوي عمومی، مقوي

 بـراي  کنـد.  مـی  قطـع  را شبانه عرق و برده بین از را خوابی بی د.رو می
 بسـیار  شـدید  ضـعف  و خستگی احساس کلی طور به و مومیع ضعف

انواع  بعضی قطع براي عناب درخت پوست و ریشه برگ، از .ستا نافع
 چشـم اسـتفاده   شستشـوي  مـایع  تهیـه  و سر موي رشد افزایش تب،
این گیـاه   ).7( سینه است کننده نرم و ملین داروهاي از عناب .شود می

هـاي   لیت رشد و تولیـد در زمـین  از جمله درختان مقاومی است که قاب
باشد و توجه بیشتر بـه آن ضـمن بـالا بـردن       آب و شور را دارا می کم

تواند مؤثر   ظرفیت تولید محصولات کشاورزي در حفاظت خاك نیز می
هـاي   ). در ایران تاکنون در خصـوص تنـوع موجـود در نمونـه    5باشد (
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ال نتایج اولیـه  عناب اقدام چندان زیادي صورت نگرفته است. با این ح
هاي موجود و ایجاد کلکسیون  آوري شده اکوتیپ هاي جمع روي نمونه

دهـد کـه تنـوع مورفولـوژیکی      رخی انواع عناب در ایران نشان میاز ب
 زیادي در عناب وجود دارد.

ی و چگـونگی   هـاي گیـاه   دانش کافی از تنوع ژنتیکی در جمعیت
 هـاي  برنامـه علـوم پایـه و    ، از منافع بنیادین براياستفاده بهینه از آن

 اسـت گیـاهی  منابع ژنتیکی محصـولات   مؤثرمدیریت  مانند کاربردي
بندي مواد ژنتیکـی، بهتـرین    جهت تعیین تنوع ژنتیکی و دسته .)11(

لکولی می باشد زیـرا تعیـین تنـوع بـر     وروش استفاده از نشانگرهاي م
و  اساس نشانگرهاي مورفولوژیکی با توجه بـه اثـرات متقابـل محـیط    

نشـانگرهاي   ژنوتیپ بر فنوتیپ گیاهان، کارایی لازم را نخواهد داشت.
DNA   به دو دسته مبتنی بـرPCR     و غیـر مبتنـی بـرPCR   تقسـیم
ــی ــر     م ــی ب ــول مبتن ــانگرهاي معم ــوند. از نش ــی PCRش ــوان  م ت

1RAPD،2AFLP  وSSR3 17( را نام برد.(    
، RAPDهـا تکرارپـذیري کـم     هاي اصـلی ایـن روش   محدودیت

هـاي مجـاور بـراي تولیـد      و نیاز به دانستن تـوالی  AFLPنه زیاد هزی
 ISSR-PCR باشـد.  مـی  SSRآغازگرهاي خاص هـر گونـه در مـورد    

 ).17( ها غلبـه کـرده اسـت    تکنیکی است که بر بیشتر این محدودیت
باشـند    جفت باز مـی  100-3000به طول  DNA، توالی ISSRقطعات

اند،  جهت مخالف هم قرار گرفتهکه در  4ریزماهوارك که بین دو ناحیه
اسـتفاده  طراحـی و  جاي دارند. آغازگرهایی بـر اسـاس ریزمـاهوارك    

ایـن   ).9را تکثیـر کننـد (   ISSRبـین دو   DNAشـوند تـا تـوالی      می
آغازگرهـا شـامل تکرارهـایی دو، سـه، چهـار و یـا پـنج نوکلئوتیــدي        

 و یـا معمـولا   قـلاب نشـده  تواننـد   د. همچنین آغازگرهـا مـی  نباش می
باز باشد. این تکنیـک در   4تا  1بوسیله  5´یا  3´در انتهاي شده  ًقلاب

تهیـه نقشـه    مواردي چون بررسی تنوع ژنتیکی، مطالعـات فیلـوژنی و  
ها باعث شده کـه ایـن روش    رود. مجموعه این ویژگی ژنوم به کار می

 هاي ناشناخته داشته باشد کاربرد و اهمیت بالایی بویژه در مطالعه ژنوم
)17.(  

آمیـزي بـراي تعیـین میـزان تنـوع       بطور موفقیـت  ISSRنشانگر 
اي در مــورد دامنــه وســیعی از  گونــه ح بــین و درونوژنتیکــی در ســط

نوروزي و همکاران ). 15و  8، 4( محصولات گیاهی استفاده شده است
هـاي پسـته    براي شناسایی رقـم  ISSRبراي اولین بار از روش )، 12(

نشان داد که تنـوع ژنتیکـی   و نتایج ده کردند استفا آغازگر 6از ، ایرانی
 ISSR-PCRوجود دارد و آنالیز  مورد مطالعه پستهرقم  31کمی میان 

در مقیاس بزرگ را تولیـد   DNAنگاري  شکلی کافی براي انگشت چند
و  RAPD) بـا اسـتفاده از نشـانگرهاي    16رائـو و همکـاران (   کند.  می

ISSR   جــد وحشــی رقــم نخــود و  19روابـط ژنتیکــی بــینCicer 
                                                

1- Random Amplified Polymorphic DNA 
2- Amplified fragment length polymorphism 
3- Simple Sequence Repeat  
4- Microsatellite 

reticulatum  شـش را بررسی نمودند. آنها گزارش کردند که حتی با 
تخمین قابل اعتمادي از تنوع ژنتیکـی قابـل    ISSRآغازگر چند شکل 

آغـازگر جهـت تخمـین تنـوع      30کـه حـدود   دستیابی است، در حالی
  باشد.  مورد نیاز می RAPDژنتیکی با استفاده از 

هـاي   ر تعیین روابط خویشاوندي گونـه د ISSRاستفاده از نشانگر 
). 20و  14( نیز با موفقیت همراه بوده اسـت  Ziziphusمختلف جنس 
رقم از جنس  22ارتباط ژنتیکی بین  )3( فو و همکارانبه عنوان مثال 

Zizyphus  رقـم از  19شاملber  دو رقـم از ،Chinese date   و یـک
بررسی  RAPDو  ISSRي هابا استفاده از نشانگر spine dateرقم از 
سه گروه با سطح شـباهت   رقم در 22اي این  بق آنالیز خوشهط کردند.
از  berواریتـه   16قرار داده شـد. اولـین گـروه شـامل      845/0 ژنتیکی

از ویتنـام و گـروه سـوم     berرقـم دیگـر    سهتایوان، گروه دوم شامل 
 اي کاملاً نتایج آنالیز خوشه بود. spine dateو   Chinese dateشامل

در پژوهشی دیگـر   .بندي بود منطبق با ایدئولوژي سنتی در مورد طبقه
از منـاطق مختلـف جغرافیـایی      berژنوتیپ 48تنوع ژنتیکی در میان 

مـورد مطالعـه قـرار     ISSRو  RAPDهند با اسـتفاده از نشـانگرهاي   
 62/47در محـدوده    berژنوتیـپ  48شباهت ژنتیکی در میان  گرفت.
بود و پیشنهاد گردیـد کـه یـک پایـه ژنتیکـی       درصد 97/88تا درصد 

اسـت. ایـن مطالعـه برتـري      berپلاسـم   گسترده براي مجموعـه ژرم 
بـراي بررسـی تنـوع     RAPDنسبت به مارکر  ISSRسیستم مارکري 

) بـا اسـتفاده از   10لی و همکـاران (  ).21را نشان داد ( berژنتیکی در 
 Ziziphus jujubaنمونه عناب  117تنوع ژنتیکی میان  ISSRروش 

‘Huizao’    آوري شـده بودنـد را ارزیـابی     که از نـواحی مختلـف جمـع
کردند. نتایج نشان داد که تنوع ژنتیکی بالایی در جمعیت وجود دارد و 

تحقیـق   زیـادي در ایـن گونـه وجـود دارد.     یبنابراین پتانسیل اصلاح
هـاي   بررسی تنوع ژنتیکی و شناسایی ارتبـاط اکوتیـپ  حاضر با هدف 

وري شده عناب از منـاطق مختلـف ایـران در کلکسـیون عنـاب      آ جمع
، به عنـوان یکـی از   ISSRبا کمک نشانگر ) در خراسان جنوبی(ایران 

  کارآمدترین نشانگرهاي مولکولی به اجرا گذارده شد.
  

  ها مواد و روش
از میان هشت اکوتیپ عناب که  31در این تحقیق از مواد گیاهی: 

هـاي لرسـتان،مازندران، گلسـتان،     استانخیز کشور شامل  استان عناب
آوري شـده بـود،    خراسان جنوبی و رضوي، اصفهان، فارس و قم جمـع 

کارشـناس اداره جهـاد    بـه همـت  هاي مذکور  اکوتیپاستفاده گردید. 
در قالـب   -کشاورزي شهرستان سربیشه ـآقاي مهندس کمـال غـوث   

 ـ خاران شهرستان سربیشه کاشـته شـده   در محل دشتکلکسیونی  د. ان
در سـپس  صـورت گرفـت و   هـا   نهالهاي جوان  برداري از برگ نمونه

و علامـت اختصـاري    أ. منش ـندسـانتیگراد نگهـداري شـد    -20دماي 
  آمده است. 2هاي مورد استفاده در جدول  اکوتیپ
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Table 1- Statistics of jujube cultivation in Iran based on the 1388 Census of Agricultural Organization of Southern Khorasan 
Province (6) 

 میزان کل تولید
Total production (tonne) 

 جمع کل 
Total (ha) 

 نام استان
Name of  Province 

 خراسان جنوبی 1168 1702
Southern Khorasan 

 خراسان رضوي 31 9
Razavi Khorasan  

 اصفهان 3 8
Isfahan 

 فارس 6 15
Fars 

 کرمان 2 0.5
Kerman 

 لرستان 50 50
Lorestan 

 یزد 2 1
Yazd 

 جمع کل 1260 1785.5
Total 

 
بـر   CTAB به روشي ژنومی DNAاستخراج  DNA:استخراج 

ی تغییـرات انجـام شـد.    بـا انـدک  ) 24اساس روش زنگ و همکـاران ( 
ــت   ــت و کیفی ــتگاه      DNAغلظ ــتفاده از دس ــا اس ــده ب ــت آم بدس

تعیین گردید و تا زمـان اسـتفاده در دمـاي    ژل آگارز و  اسپکتروفتومتر
  درجه سانتیگراد نگهداري شدند. -20

هـا   آغازگر استفاده شد که اکثر آن 13آغازگرها: در این پژوهش از 
انتخـاب شـدند. مشخصـات     )10لـی و همکـاران (  بر اساس مطالعات 
آمده است. از میـان آغازگرهـاي اسـتفاده شـده،      3آغازگرها در جدول 

الگو را به خوبی انجام داده و در بـین  ي DNAتکثیر شش آغازگر که 
هـاي بعـدي    ، جهـت آزمـایش  ها چندشکلی مطلوبی نشان دادند نمونه

 انتخاب شدند.
یک واکنش با در  DNAتکثیر قطعات  :پلیمرازاي  زنجیرهواکنش 
)، PCR )x 10میکرولیتـر بـافر    5/2میکرولیتر، شامل  25 حجم نهایی

مـولار   میلی MgCl2 ،5/0مولار  میلی 5/2ژنومی، ي DNAنانوگرم  60
پیکومول آغازگر و یـک   10 ،سیناژن) -dNTPsمخلوط نوکلئوتیدي (

بـراي تکثیـر    انجام شد.) Fermentas(پلیمراز  تک DNAواحد آنزیم 
-Flex cycler)Biostep دستگاه ترموسایکلر مدل  از DNAقطعات 
سـازي اولیـه    با واسرشت اي پلیمراز واکنش زنجیرهاستفاده شد. آلمان) 
DNA دقیقه آغاز و  5درجه سانتیگراد به مدت  94ي ژنومی در دماي

ثانیـه بـراي    45درجه سانتیگراد به مدت  94چرخه شامل دماي  35با 
ثانیـه بـا    45ها به رشته الگو بـه مـدت   سازي، اتصال آغازگر واسرشت

، گسترش رشته جدیـد  3توجه به دماي اتصال آغازگرها مطابق جدول 
در درجه سـانتیگراد و گسـترش نهـایی     72دماي دقیقه در  2به مدت 

از ژل آگـارز   دقیقه دنبـال شـد.  10درجه سانتیگراد به مدت  72دماي 
هـا بـا    نمونـه استفاده شد.  PCRدرصد براي مشاهده محصولات  5/1

دقیقه الکتروفورز شـدند. بـراي تخمـین     100و به مدت  90ولتاژ ثابت 
از نشانگر انـدازه اسـتفاده شـد.     PCRاندازه قطعات حاصل از واکنش 

  صورت گرفت. UVبرداري توسط نور  پس از شستشوي ژل عکس
  

  
  هاي عناب کلکسیون سربیشه مشخصات اکوتیپ -2جدول

Table 2-Characteristics of sarbisheh jujube collection ecotypes 
 کد

Code 
آوري محل جمع  

Gathering place 
 ردیف

Number 
Sari 8 مازندران-ساري  

Sari- Mazandaran 
1 

Kangan 9 خراسان جنوبی-کنگان سربیشه  
Kangan- Southern Khorasan 

2 

Noghab 10 خراسان جنوبی- نوغاب سربیشه  
Noghab Sarbisheh- Southern Khorasan 

3 
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Alghur 11 خراسان جنوبی-القور بیرجند  
Ahghur- Southern Khorasan 

4 

Kalale 12 گلستان-کلاله  
Kalale- Southern Khorasan 

5 

Arabkhane 14 خراسان جنوبی- عربخانه نهبندان  
Arabkhane- Southern Khorasan 

6 

Noghab 15 خراسان جنوبی- نوغاب سربیشه  
Noghab Sarbisheh- Southern Khorasan 

7 

Bardaskan 18 خراسان رضوي- بردسکن  
Bardaskan- Razavi Khorasan 

8 

Juibar 19 مازندران- جویبار  
Juibar- Mazandaran 

9 

Doroh 20 خراسان جنوبی-درح سربیشه  
Doroh- Southern Khorasan 

10 

Kangan 21 خراسان جنوبی-کنگان سربیشه  
Kangan Sarbisheh- Southern Khorasan 

11 

Derakhsh 22 خراسان جنوبی-درخش درمیان  
Derakhsh- Southern Khorasan 

12 

Tajnud 23 خراسان جنوبی- تجنود قائن  
Tajnud Ghaen- Southern Khorasan 

13 

Kouhpayeh 26  اصفهان –کوهپایه  
Kouhpayeh- Isfahan 

14 

Doroh 27 خراسان جنوبی -درح سربیشه  
Doroh Sarbisheh- Southern Khorasan 

15 

Asphich 28 خراسان جنوبی -آسفیچ سربیشه  
Asphich Sarbisheh- Southern Khorasan 

16 

Kangan 29 خراسان جنوبی -کنگان سربیشه  
Kangan Sarbisheh- Southern Khorasan 

17 

Qom 30 قم 
Qom 

18 

Giuk 31 خراسان جنوبی -گیوك بیرجند  
Giuk- Southern Khorasan 

19 

Doroh 32 خراسان جنوبی-درح سربیشه  
Doroh Sarbisheh- Southern Khorasan 

20 

Aligoudarz 33 لرستان -الیگودرز  
Aligoudarz- Lorestan 

21 

Kalkestan 34 خراسان جنوبی -کلکستان نوغاب  
Kalkestan- Southern Khorasan 

22 

Khaf 35 خراسان جنوبی -خواف  
Khaf- Southern Khorasan 

23 

Bayazieh 36 اصفهان -بیاضیه  
Bayazieh- Isfahan 

24 

Kangan 38 خراسان جنوبی-کنگان سربیشه  
Kangan Sarbisheh- Southern Khorasan 

25 

Borzaderan 39 خراسان جنوبی - برزادران بیرجند  
Borzaderan Birjand- Southern Khorasan 

26 

Kashuk 40 خراسان جنوبی - کشوك پائین  
Kashuk paeen- Southern Khorasan 

27 

Ardestan 41  اصفهان –اردستان  
Ardestan- Isfahan 

28 

Borzaderan 42 خراسان جنوبی - برزادران بیرجند  
Borzaderan Birjand- Southern Khorasan 

29 

Doostiran 43 فارس-دوستیران  
Doostiran- Fars 

30 

Kangan 44 خراسان جنوبی -کنگان سربیشه  
Kangan Sarbisheh- Southern Khorasan 

31 
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  مورد استفاده بر اساس مطالعات لی و همکاران ISSRمشخصات آغازگرهاي  -3جدول 
Table 3- Primers used for the ISSR analysis according to Lei et al. 

 دماي اتصال

Annealing temperature 
(C°) 

 توالی آغازگر
( 5΄-3 primer sequence) 

  توالی فرمول
Sequence 
formula 

نام 
  آغازگر

Primer  

  ردیف
Number 

49 5'-AGAGAGAGAGAGAGAGT -3' (AG)8T UBC807 1  
49 5'-AGAGAGAGAGAGAGAGC -3' (AG)8C UBC808 2 
49 5'- GAGAGAGAGAGAGAGAT -3' (GA)8T UBC810 3 
49 5'-GAGAGAGAGAGAGAGAC -3' (GA)8C UBC811 4  
49 5'- GAGAGAGAGAGAGAGAA -3' (GA)8A UBC812 5  
49 5'- CTCTCTCTCTCTCTCTA-3' (CT)8A UBC814 6 
49 5'-CTCTCTCTCTCTCTCTG -3' (CT)8G UBC815 7 
49 5'-AGAGAGAGAGAGAGAGYT -3' (AG)8Y*T UBC834 8 
49 5'-GAGAGAGAGAGAGAGAYT -3' (GA)8YT UBC840 9 
49 5'-GAGAGAGAGAGAGAGAYC -3' (GA)8YC UBC841 10 
49 5'-ACACACACACACACACYT -3' (AC)8YT UBC855 11 
45 5'-ATGATGATGATGATGATG -3' (ATG)6 UBC864 12 
45 5'-GAAGAAGAAGAAGAAGAA -3' (GAA) 6 UBC868 13 

*Y= C و T 

  
  ISSR توسط آغازگرهاي مورداستفاده میزان چندشکلی ایجاد شده -4 جدول

Table 4- Number of DNA polymorphic bands produced by ISSR primers 

 درصد چندشکلی
Polymorphism (%) 

 تعداد باندهاي چندشکل
Number of polymorphic 

bands 

 تعداد کل باندها
Total number of 

Bands 

یتوال  
sequence  

 نام آغازگر
primer 

87.5 14 16 (AC)
8
YT  UBC855 

80 8 10 (GA)
8
C  UBC811 

86.6 13 15 (ATG)
6 

 UBC864 
73.3 11 15 (AG)

8
C  UBC808 

91.6 11 12 (GA)
8
A  UBC812 

81.2 13 16 (AG)
8
YT  UBC834 

83.3 11.6 14  Average 
  

اساس همردیفی ي تکثیر شده بر DNAقطعات  ها: تحلیل داده
باندها به صورت صفر (عدم حضور باند) و یک (حضور باند) امتیازبندي 

 با1اي ،جهت تجزیه خوشه Excelها پس از ورود به نرم افزار  دادهشد. 
ــوریتم ــتفاده ازالگ ــس  UPGMA2اس ــریب دای ــرم 3و ض ــه ن ــزار  ب اف

NTSYSpc Ver 2.02 )18 و مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.) وارد 
افـزار   نـرم ، از با یکـدیگر ها جهت تعیین میزان قرابت جمعیت همچنین

POPGEN3.2 )22( .استفاده شد  
  

  نتایج و بحث
نمونـه   31در  ISSRتجزیه ISSR:مشاهده الگوهاي باندي 

                                                
1 - Cluster analysis 
2- Unweighted Paired Group Method of Arithmetic 
averages 
3- Dice coefficient 

مکان قابل امتیازدهی  84عناب، با استفاده از شش آغازگر، در مجموع 
 ـ 2000تا  200ایجاد کرد که اندازه آنها در محدوده  ت بـاز بـود. در   جف

میـانگین تعـداد   درصد) چندشکلی نشان دادند.  83مکان ( 70این بین 
و میانگین تعـداد بانـدهاي    14باندهاي تکثیر شده به ازاي هر آغازگر 

شده  شاهدهم چندشکل بود. تعداد باند 6/11چندشکل براي هر آغازگر 
 14کلکسیون عناب ایران بـین هشـت تـا    در  آغازگر شش این وسیلهب
و بانـد  14بـا  UBC855 آغـازگر مربوط به  اند بود. بیشترین تعداد باندب

(جدول  بود باند هشتبا UBC811مربوط به آغازگرکمترین تعداد باند 
4.(  

رسد آغازگرهاي با  آغازگر مورد آزمایش به نظر می 13در مجموع 
تکرارهاي دو نوکلئوتیدي نسـبت بـه آغازگرهـاي بـا تکرارهـاي سـه       

کـه بـه نظـر    کنند  هاي چندشکل بیشتري را تولید مینوکلئوتیدي باند
تکرارهـاي  هـاي حـاوي    رسد این امر به دلیل فراوانی بیشتر تـوالی  می

باشـد. همچنـین    ها در ناحیه بـین ژنـی    و قرارگیري آن دونوکلئوتیدي
ها نسبت بـه نـواحی کـد کننـده ژن      احتمال وقوع جهش در این توالی
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این نواحی بالاتر باشـد. بلایـر و    شود تنوع در بیشتر است که سبب می
تکرارهاي دونوکلئوتیدي کـه   معمولاً ) نیز بیان داشتند که 2همکاران (
. کننـد   چندشکلی بالاتري را آشکار می ،اند مهار شده 5'یا  3'در انتهاي 

در  ISSRاي از باندهاي تکثیر شـده بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي      نمونه
  نشان داده شده است.1  شکل

درصد) در مطالعه حاضر بـا   83سه درصد باندهاي چندشکل (مقای
نشـان داد کـه    Ziziphusهاي انجام گرفتـه در جـنس    دیگر پژوهش

  چندشکلی بالایی با استفاده از آغازگرهاي گزینش شـده، ایجـاد شـده   
 berژنوتیــپ از  47) روي 20( سـینگ و همکــاران اسـت. در مطالعــه  

گونـه   و یـک  Ziziphus mauritianaمتعلق به گونه کشـت شـده از  
آغازگر  18میزان چندشکلی با استفاده از  Z. nummulariaوحشی از 

ISSR  تعـداد ) نیـز  10درصد بود. در بررسی لی و همکـاران (  89برابر 
بانـد   96 از میـان  آغـازگر انتخـاب شـد.    70مد از میان آآغازگر کار 10

هـا   یج آنو نتـا  شکلی داشـتند  چند )درصد 17/79باند ( 76 هتکثیر شد
بالا بـودن  نمونه عناب نشان داد.  117را در میان  تنوع ژنتیکی بالایی

مورد بررسی در ایـن تحقیـق   درصد چندشکلی حاصل از شش آغازگر 
  .بودتنوع ژنتیکی بالایی از نشان دهنده سطح نیز 

  

  
  8YT(AC)با توالی UBC855هاي عناب با استفاده از آغازگر اکوتیپ يDNAالف) الگوي تکثیر

A) The pattern of DNA amplification bands in jujube ecotypes using UBC855primer with (AC)8YT sequence. 

 
  6(ATG)با توالی  UBC864هاي عناب با استفاده از آغازگر  اکوتیپ يDNAباند  ب) الگوي تکثیر

B) The pattern of DNA amplification bands in jujube ecotypes using UBC864 primer with (ATG)6 sequence. 
دشکل چند نمونه از باندهاي چنUBC864. و ب:UBC855هاي عناب با استفاده از آغازگرهاي الف: در اکوتیپ ISSRالگوي تکثیر نشانگر - 1شکل 

  با پیکان نشان داده شده است
Figure 1- The pattern of DNA amplification bands in jujube ecotypes using A: UBC855 and B: UBC864. A few examples of 

polymorphic bands are shown by arrows 
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ژنتیکـی   تشابه، هاي بدست آمده از تمامی آغازگرها دادهبر اساس 

متغیر بود و میانگین شباهت ژنتیکی  95/0تا  48/0ها بین  جفت نمونه
توان نتیجـه   ابراین میبن محاسبه گردید. 75/0ها  بین تمام جفت نمونه

هاي اصلاحی بـر روي   گرفت تنوع ژنتیکی مناسبی جهت انجام برنامه
) در 20اي که توسط سـینگ و همکـاران (   عناب وجود دارد. در مطالعه

میـزان شـباهت ژنتیکـی از    شـد،   انجـام   Ziziphusهند روي جـنس 
گیـري کردنـد کـه     . آنـان نتیجـه  متغیـر بـود   درصد 30/90تا  07/43

. در مطالعـه حاضـر   واگرا و منشعب هسـتند  هاي مورد استفاده، ژنوتیپ
) و dustarin43( دوسـتیران ) و noghab10(نوغـاب  هاي  جفت نمونه
ــه همچنــین ) بیشــترین تشــابه doroh20( درح) و kalaleh12( کلال

ــم (  ــه ه ــه داشــتند )95/0ژنتیکــی را نســبت ب ــاي  و نمون ــان ه کنگ
)kangan9 (برزادران ) وborzaderan42 (ر دورترین فاصله ژنتیکی د

  قرار گرفتند.) 48/0( نسبت به هم
  

  هاي مورد بررسی آنالیز مولکولی اکوتیپ
هاي بـا تکرارهـاي سـه     با توجه به احتمال بیشتر قرارگیري توالی

هاي با تکرارهـاي   نوکلئوتیدي در مناطق کد کننده ژن و حضور توالی
هـا در   د توانـایی آن رو دو نوکلئوتیدي در نواحی بین ژنـی انتظـار مـی   

ها متفاوت باشد. لذا در این مطالعه سه آنـالیز جداگانـه    تفکیک اکوتیپ
آغازگر بـا سـه نوکلئوتیـد تکـراري،      هاي حاصل از (الف) بر اساس داده

(ب) آغازگرهاي با دو نوکلئوتید تکراري و (ج) تمامی آغازگرها صورت 
  گرفت.

رهـاي  اي بر اساس آغازگر بـا تکرا  الف) تجزیه خوشه
پیش از بیان نتایج حاصل، لازم به ذکر اسـت کـه   سه نوکلئوتیدي:

اکوتیپ موجود، هیچ باندي را با استفاده از  31شش اکوتیپ از مجموع 
اکوتیـپ باقیمانـده    25این آغازگر تولید نکردند. در نتیجه آنـالیز روي  

 UPGMAصورت گرفت. دندروگرام ترسیم شده بـا اسـتفاده از روش   
ــروه اصــلی 82/0هت در ضــریب شــبا ــار گ ــین  (clade)، چه را در ب

شامل سـه اکوتیـپ    A). گروه 2هاي عناب مشخص کرد (شکل  نمونه
هـاي اصـفهان،    از خراسان جنوبی و یک اکوتیپ از هر یـک از اسـتان  

تنهـا شـامل چهـار اکوتیـپ خراسـان       Bمازندران و لرستان بود. گروه 
اسان جنـوبی و یـک   شامل چهار اکوتیپ دیگر از خر Cجنوبی و گروه 

هاي گلستان، مازندران و قم بود. در گـروه   اکوتیپ از هر یک از استان
D  نیز هفت اکوتیپ از خراسان جنوبی به همراه یک اکوتیپ از استان

هـاي خراسـان    تـوان گفـت نمونـه    اصفهان قرار گرفتند. بطور کلی می
ان هـاي اصـفه   ها حضور داشتند. همچنین نمونه جنوبی در تمامی گروه

هاي مازندران نیز در دو دسته دور از هم  در دو گروه جدا از هم و نمونه
هاي چهارگانه قابـل تفکیـک در ایـن آنـالیز کـه       مشاهده شدند. گروه

، Aهاي کدکننده ژنی باشند با حـروف   رود مربوط به بخش احتمال می
B ،C  وD  رسـد آنچـه از    اند. بـه نظـر مـی    نشان داده شده 2در شکل

بنـدي شـده    هاي مختلـف طبقـه   اي خراسان جنوبی در دستهه اکوتیپ
ها قرابت ژنتیکی مناسـبی   هاي سایر استان شود با اکوتیپ مشاهده می

داشته است. این امر وجود تنوع ژنتیکـی قابـل ملاحظـه در خراسـان     
  هاي مختلف این گیاه را تأیید کرد.   جنوبی براي ژنوتیپ

ــه ــه خوش ــاي   ب) تجزی ــاس آغازگره ــر اس ــا اي ب ب
ــه خوشــهتکرارهــاي دو نوکلئوتیــدي ــا روش  : نتــایج تجزی اي ب

UPGMA       و با استفاده از پـنج آغـازگر بـا تکرارهـاي دونوکلئوتیـدي
می تـوان پـنج گـروه اصـلی را      82/0نشان داد که در ضریب شباهت 

). جهت میسر شدن امکان مقایسه میان اشکال 3مشخص کرد (شکل 
صـورت   2ها در شکل  بندي اکوتیپ ها با توجه به گروه نامگذاري دسته

ــاي دو    ــا تکراره ــدروگرام حاصــل از آغازگرهــاي ب ــه اســت. دن گرفت
هـاي خراسـان جنـوبی در     نوکلئوتیدي نیز حاکی از پـراکنش اکوتیـپ  

هاي مازندران از یکـدیگر   ها بوده و نیز فاصله زیاد اکوتیپ تمامی دسته
هده شد کـه از  بندي مشا هاي اصفهان از هم در این گروه و نیز اکوتیپ

  هماهنگی نشان داد. 6(ATG)حاصل از آغازگر این لحاظ با نتایج 
نتـایج  اي بر اساس تمامی آغازگرهـا:   ج) تجزیه خوشه

حـاکی   UPGMAاي بر اساس شباهت ژنتیکی به روش  تجزیه خوشه
 ).4اسـت (شـکل    85/0ضریب شـباهت  از وجود هفت گروه اصلی در 

هاي بدست آمده  تشابه را با دستههایی که بیشترین  مطابق شکل گروه
اند. البتـه   دارند، با حروف یکسان نشان داده شده 2از دندروگرام شکل 

انـد و   هـا پراکنـده شـده    در سایر گـروه  Aهاي متعلق به دسته  اکوتیپ
انـد. نظـري    ها نیز به تنهایی در یک گـروه قـرار گرفتـه    برخی اکوتیپ

مربوط به استان خراسان دهد که اعضاي  نشان می 4شکل تر به  دقیق
شوند و در یـک گـروه جداگانـه قـرار      ها یافت می جنوبی در همه گروه

هاي متعـدد ناحیـه کنگـان سربیشـه      که حتی نمونه اند، بطوري نگرفته
(خراسان جنوبی) در چهار دسته مجزا قرار دارند. این امر حاکی از تنوع 

خراسـان   قابل ملاحظه عناب حتی در منطقه محدودي نظیر سربیشـه 
  جنوبی است.

بـا یکـدیگر    ISSRتـایی   مقایسه نتایج آغازگرهاي دوتایی و سـه 
شده بـر اسـاس    هاي منفک ها را در گروه تر اکوتیپ بندي مناسب دسته

دهـد.   بندي آغازگرهاي دوتایی نشان مـی  تایی بهتر از دسته آغازگر سه
این امر تا حدودي حاکی از دقت بهتـر ایـن نـوع آغـازگر در تفکیـک      

بـه   SSRهـاي   هاست که احتمالاً به ارتباط بیشتر این نوع توالی نمونه
شود. به همین دلیل توجه به نتایج تفکیـک   نواحی کدکننده مربوط می

(ATG)ها بر اساس آغـازگر   بندي اکوتیپ و دسته
6

بـه عنـوان مبنـاي    
  بندي بیشتر مورد توجه قرار گرفته است. تقسیم

حاصل از سه آنالیز انجام شـده  اي  بطور کلی مقایسه تجزیه خوشه
هــا،  بــر اســاس آغازگرهــاي مختلــف نشــان داد کــه در تمــام گــروه 

  هاي متعلق به خراسان جنوبی حضور دارند. اکوتیپ
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  6(ATG)هاي عناب ایران بر اساس آغازگر  براي اکوتیپ UPGMAدندروگرام حاصل از روش   - 2شکل 

Figure 2-UPGMA dendrogram based on (ATG)6 primer for Iranian jujube ecotypes 

  

  
  هاي عناب ایران بر اساس آغازگرهاي با تکرارهاي دوتایی براي اکوتیپ UPGMAدندروگرام حاصل از روش  -3شکل 

Figure 3-UPGMA dendrogram based on primers with double repeatfor Iranian jujube ecotypes 
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 آغازگر آزمون شده 6عناب ایران بر اساس   اکوتیپ 31براي  UPGMAش دندروگرام حاصل از رو -4شکل 

Figure 4-UPGMA dendrogram based on six used primers for Iranian jujube ecotypes 
 

هاي مناطق مختلف، تقریباً در تنوع  تنوع کل نمونه نتایج حاکیست
راسـان  ناحیه خراسان جنوبی خلاصه شده است. با توجه بـه اینکـه خ  

جنوبی از دیرباز محل کشت این گیاه دارویـی بـوده، احتمـالاً یکـی از     
). 5آیـد (  هاي مهم تنوع عناب، این منطقه به حساب می مراکز و هسته

هـاي مورفولوژیـک روي ایـن     ) نیز با بررسـی 7خاکدامن و همکاران (
بـادي اصـلی و   گروه خراسانی یکی از مگیاه، به این نتیجه رسیدند که 

نیـز در  ) 1( و همکـاران  هاسـت. عباسـی   نوع در میان اکوتیـپ ت مرکز
آوري شـده در کلکسـیون    جمـع عنـاب  هـاي   اي اکوتیپ تجزیه خوشه

گـروه خراسـانی    که ندنشان داد RAPDنشانگر با استفاده از  سربیشه
ــوع   ــران اســت و از تن ــاب در ای ــل یکــی از منشــأهاي اصــلی عن قاب

هـاي اسـتان    آنجـا کـه نمونـه    . بعلاوه ازباشد برخوردار میاي  ملاحظه
هاي جدا از هم قرار  اصفهان در هر سه دندروگرام ترسیم شده در گروه

توان گفت که این استان نیـز از تنـوع ژنتیکـی مناسـبی      اند، می گرفته

هاي استان مازنـدران نیـز    برخوردار است. این فرضیه در مورد اکوتیپ
دسـته مجـزا قـرار    هاي این اسـتان نیـز در دو    صادق است زیرا نمونه

) کـه از  19حسینی و همکاران ( نتایج این پژوهش با نتایج شاهگرفتند. 
آوري  ژنوتیپ عناب جمـع  29براي بررسی ژنتیکی  AFLPآغازگر  15

شده از مناطق مختلف کشور استفاده نمودند، تا حدود زیادي مطابقـت  
ور داشت. آنها نیز نشان دادند که سه گروه خراسان، اصفهان و قم بط ـ

توان (این مناطق) نواحی مرکـزي را   اند و می کاملا مجزا تفکیک شده
در هاي عناب معرفـی نمـود.   با اطمینان بالا به عنوان یکی از خاستگاه

هاي عناب در هشت اسـتان کشـور بـا     نحوه پراکنش اکوتیپ 5شکل 
هـاي مختلـف    اي اکوتیـپ  توجه به آنچه در نتایج آنالیز تجزیه خوشـه 

خص شده است. مطـابق ایـن شـکل اهمیـت مراکـز      بدست آمده، مش
  هاي ذکر شده، نشان داده شده است.  اي تنوع در استان هسته
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هاي  هاي مناطق مختلف در دسته هاي عناب در هشت منطقه جغرافیایی ایران. این شکل بر اساس حضور اکوتیپ نحوه پراکنش اکوتیپ -5شکل 

ها در یک دسته مشترك قرار  هاي دیگر استان هاي یک استان خاص که بااکوتیپ است. اکوتیپ ترسیم شده 4و  2هاي  جداگانه مطابق شکل
  اند گانه در کنار هم نشان داده شده اند، در هر یک از مناطق هشت گرفته

Figure 5- Distribution of jujube ecotypes into eight geographic regions of Iran. This figure is drawn based on ecotypes of 
different areas in separated categories according to Figures 2 and 4. Ecotypes of a particular province were with other 

province ecotypes in a common category have been shown togetherin each of the eight regions 
  

  
هاي بدست آمده از  دادهعناب ایرانبر اساس  جغرافیایی در کلکسیون جمعیت هشتي ابر POPGEN3.2افزار  رماز ن صلدندروگرام حا-6شکل 

  تمامی آغازگرها
Figure 6- Dendrogram of POPGENe.3.2 software for eight geographic populations in jujube collection based on the data 

from all Primers 
  

 ـجمعی کولمول زیآنال  ـا عنـاب ي هـا  تی بـه منظـور   : رانی
هـاي   از اکوتیپجغرافیایی جمعیت  8محاسبه میزان تنوع ژنتیکی بین 

) و توسـط  13عناب ایران، ماتریس شباهت با استفاده از ضـریب نـی (  
و دندروگرام حاصـل از آن ترسـیم    تعیین شد POPGEN3.2افزار  نرم
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از تمـامی آغازگرهـا،   هاي بدست آمده  دادهبر اساس ). 6گردید (شکل 
دو متغیـر بـود.    95/0تـا   47/0ها بـین   تشابه ژنتیکی بین جفت نمونه

هـاي   جمعیـت کمتـرین اخـتلاف و   جمعیت اصفهان و خراسان جنوبی 
ایـن امـر    بیشترین اختلاف را نشان دادنـد. اصفهان و خراسان رضوي 

حاکی از تنوع ژنتیکی نزدیک جمعیـت اصـفهان بـه تنـوع موجـود در      
هـا   جنوبی است و ظاهراً زمینـه ژنتیکـی بررسـی شـده در آن    خراسان 

تفاوت چندانی از لحاظ ایجـاد چندشـکلی بـا کمـک نشـانگر کارآمـد       
ISSR  رســد  نداشــته اســت. ایــن در حــالی اســت کــه بــه نظــر مــی
شمالی کشور بـه دلیـل اختلافـات     هاي استان فارس و باریکه  اکوتیپ

نسـبت بـه تنـوع نسـبتاً     تـري را   تر، هسته تنوع متفـاوت  ژنتیکی جدي
  اند. گسترده مشاهده شده در خراسان جنوبی داشته
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Introduction: Jujube (Zizyphus jujuba Mill.) as a valuable medicinal plant and adapted to different climatic 

conditions is widespread in many parts of Iran. Nowadays, beside the export of its fruit, jujube is also used as an 
herbal medicine to treat the diseases, so it has a high economic value. Study on genetic diversity is the first step 
to identify and preservation of germplasm. It is also considered as the basic principles of plant breeding. DNA 
markers seem to be the best way in determination of the genetic diversity. Inter simple sequence repeats (ISSR) 
markers are highly polymorphic and combine most benefits of Simple Sequence Repeats (SSRs) and amplified 
fragment length polymorphism (AFLP) to the generality of random amplified polymorphic DNA (RAPD). 

Materials and Methods: In order to study of the genetic diversity among 31 ecotypes collected from eight 
Jujube-rich provinces, including South Khorasan, Razavi Khorasan, Mazandaran, Golestan, Qom, Isfahan, 
Lorestan and Fars. Genomic DNA was extracted by CTAB method and polymerase chain reaction (PCR) was 
performed with 13 ISSR primers in which six most efficient primers were selected. Cluster analysis based on 
Dice similarity coefficient and Unweighed Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) was carried out 
and POPGENe.3.2 software was used to determine the similarity of populations with each other. 

Results and Discussion: 84 loci were amplified and 70 of them (83%) revealed a proper polymorphism with 
the size between 200 and 2000 base pair. The average number of amplified and polymorphic bands per primer 
was 14 and 11.6 respectively. Primers with di-nucleotide repeats produced more polymorphic bands than ones 
with tri-nucleotide repeats. It seems that this is due to a higher frequency of sequences containing di-nucleotide 
repeats in intergenic regions and higher possibility of mutation revealed in more diversity in comparison to gene 
coding regions. Anchored primers with 1 or 2 nucleotides at the 5’ end make sure annealing only to the ends of 
SSRs in template DNA, so avoiding internal priming and smear formation. In addition, the anchor lets only a 
subset of the microsatellites to serve as priming sites. Primers (AC)8YT and (GA)8A with the higher percentage 
of polymorphism is recommended for further analysis. According to the cluster analysis, the ecotypes could be 
classified into seven main groups at the 0.85 level of genetic similarity. The most genetic similarity (0.95) was 
observed between ecotypes from Kalaleh and Doroh and also Noghab and Dustiran and the least genetic 
similarity (0.48) observed between Kangan and Borzaderan. POPGENe.3.2 software data indicated that 
populations of Isfahan and South Khorasan had the slightest difference while populations of Isfahan and Razavi 
Khorasan showed the most difference. 

Conclusions: In general results demonstrated that the total diversity of jujube ecotypes in Iran is summarized 
in the area of South Khorasan province. Given data showed that South Khorasan has been an original place of 
cultivation of this medicinal plant, this area could be considered as one of the important centers of jujube 
diversity. In addition, significant levels of diversity were observed among ecotypes belonging to Isfahan and 
Mazandaran provinces. 
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