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  كوليلوم  نشانگربا استفاده از  گياه خارمريم يجمعيتهابرخي از تنوع ژنتيكي  ارزيابي
  3وحيد زماني و *2، خالد ميرزايي1زماني نويد

  زيست طبيعي و محيط منابع دانشكدهالنبياء بهبهان،  دانشگاه صنعتي خاتم، بهبهان 1
  زي كشاورزيبيوتكنولوگروه  كردستان، دانشكده كشاورزي،دانشگاه سنندج،  2

  دانشكده اكولوژي آلپين، فورير دانشگاه ژوزف گرونوبل،، فرانسه 3

  21/6/95 :تاريخ پذيرش  27/2/95 :تاريخ دريافت

  چكيده

در  است كه  خارمريم از خانواده كاسني، يكي از گياهان دارويي با خصوصيات دارويي منحصر به فرد در درمان بيماريهاي كبد
از مناطق  ميخارمرنمونه  36براي مطالعه تنوع ژنتيكي  SCoTدر اين مطالعه از نشانگر . كند شد ميبسياري از مناطق ايران ر

 بيشترين. بودند ياز آنها چندشكل درصد 69قطعه تكثير شد و  146در مجموع . مختلف استانهاي خوزستان و ايلام استفاده شد
آغازگرهاي  به مربوط شده تكثير قطعات تعداد كمترين و قطعه 12 با SCoT10 آغازگر به مربوط شده تكثير قطعات تعداد

SCoT22 ،SCoT47 و SCoT55 6 يو متوسط باندهاي چندشكل 58/8متوسط تعداد باند براي هر آغازگر  .بود قطعه شش با 
با  SCoT31در آغازگر  219/0 و SCoT22 در آغازگر 089/0بين ) PICD(محتوي اطلاعات چندشكلي و قدرت تفكيك . بود

و تجزيه به  UPGMAاي با الگوريتم  ماتريس تشابه با استفاده از ضريب جاكارد، تجزيه خوشه .متغير بود 151/0ميانگين 
براساس ماتريس تشابه، . گروه تقسيم شدند 3مريم به  هاي خار اي، نمونه براساس تجزيه خوشه. مختصات اصلي انجام شد

آب از يك  بين دو نمونه از ميان) 92/0(ن و بهبهان، و همچنين بيشترين شباهت مربوط به دو نمونه ايوا) 44/0(كمترين شباهت 
 89(نشان داد كه سطح بيشتري از تنوع به درون جمعيتها ) AMOVA(كولي لوتجزيه واريانس م. يايي مشابه بودمنطقه جغراف

دهنده تنوع زياد در بين  ايت نتايج نشاندر نه. درصد تنوع در بين جمعيتها مشاهده شد 11تعلق داشت، درحالي كه تنها ) درصد
  .ژنوتيپهاي مورد مطالعه بود

 Silybum marianum L ،كيتفك قدرت ،يچندشكل اطلاعات يمحتو ،SCoTنشانگر ، گياه دارويي: هاي كليدي واژه 

 khaled.mirzayi@gmail.com :پست الكترونيكي ،09394875738: تلفن  ،ولئنده مسسنوي* 

  مقدمه
ا مارتيغال گياهي يك يا دوساله از خانواده خارمريم ي

اي و به صورت  بومي مناطق مديترانهاست كه كاسني 
. )3( رويد ميخودرو در مناطق شمال، غرب و جنوب ايران 

و  50- 150بدون كرك، با ارتفاع  )2n =2x =34(خارمريم 
ريشه ضخيم و ساده در مناطق گرم و مرطوب به خوبي 

گياه خاردار و در اطراف رگبرگها  برگهاي اين. كند رشد مي
 باخودگشن  خارمريم گياهي. هاي سفيد است راي لكهاد

زمان گلدهي آن در  وگلهاي صورتي يا ارغواني رنگ است 

روش تكثير اين گياه از . استماههاي ارديبهشت و خرداد 
اعم از ريشه، تمام قسمتهاي اين گياه طريق بذر است و 

 1( رود ارف دارويي به كار مياندام هوايي و بذر براي مص
هاي  نوليگانبذرهاي خارمريم غني از فلاو .)17و 

و دارند اكسيدانتي قوي  سيلامارين است كه خاصيت آنتي
كبدي و تحريك تكثير سلولهاي  شديد در درمان بيماريهاي

از ديگر  .كبدي اثرات مفيدي از آن مشاهده شده است
كاهش قند  اثرات درماني خارمريم كاهش چربي خون،
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به واسطه . )25و  17( استخون و خواص ضد سرطاني 
اهميت دارويي كه در خارمريم مشاهده شده ساليان درازي 
است كه اين گياه در مناطق مختلفي از اروپا، آمريكا و 

از اي  همچنين ارقام اصلاح شدهشود و  آفريقا كشت مي
   .)12( معرفي شده استدر اين كشورها نيز خارمريم 

 متفاوت ييدارو ياهيگ گونه هزار 50 از درصد 66 باًيتقر
 در. شوند يم يآور جمع يوحش يها توده از استفاده، مورد

 تحت ،يتجار ييدارو يها گونهاز  درصد 10 فقط عوض
 ها، توده رفتن نيب از خصوص در هاينگران. هستند كشت
 شيافزا حال در ستگاههايز بيتخر و يكيژنت تنوع كاهش
 كه دارد وجود ييدارو يها گونه از ياديز دادتع .)6( است
 به ليدل نيا به مخاطرات نيا و هستند انقراض خطر در

 مدت يبرا و هستند نامحدود يعيطب منابع كه ديآ يم وجود
 شيافزا با .)15( گرفت بهره آن از توان ينم يطولان
افزايش تقاضا براي و  رياخ ده چند در انسان تيجمع

در رويشگاههاي طبيعي  هيرو يب هايشتبرداگياهان دارويي 
خواهد بود  يكيژنت ريذخا بردن نيب تهديدي بزرگ براي از

از اين در آينده نيز با اهميت دارويي كه دارد  خارمريم كه
   .مشكل مستثني نخواهد بود

 روابط شناخت و موجود پلاسمهاي ژرم تنوع مطالعه
اي بهبود راهكاره براي ارزش با هدف يك آنها ژنتيكي

اطلاعات حاصل از  .است و اصلاح آنها ها حفاظت از گونه
 در ثرؤم هاي مختلف كمكي در توده ژنتيكي تنوع بررسي
 پلاسمهاي ژرم از مطلوب ژنهاي ورود براي افراد انتخاب
 ژنتيكي تنوعاست و همچنين  زراعي  پايه درون به متنوع

 ايبق براي كليدي زيستي، تنوع از بنيادي جزء يك عنوان به
محيطهاي در  در جمعيت يا گونه تكامل و مدت طولاني
 دانش ، دسترسي بهبنابراين. )23و  13( تغيير است حال

 تدوين در جهت تنوع ژنتيكي الگوهاي و سطوح از مناسب
 منابع از پايدار برداري بهره و ثرؤم حفاظت راهكارهاي

   .است ضروري ژنتيكي،

 ينشانگرهاز مانند استفاده ا يمختلف يروشهاامروزه 
و نشانگرهاي بيوشيميايي ، نشانگرهاي كيمورفولوژ
 كهشود  مي استفاده اهانيگ در تنوع برآورد يبراژنتيكي 
نتايج  يمولكول ينشانگرها از استفاده روشها، نيادرميان 
 ينشانگرها .دهد تري را در اختيار محققان قرار مي مطمئن

 ساختار نيتخم و مطالعه يبرا يقدرتمند ابزار مولكولي
 نشانگر ).21( اند آورده فراهم ي،اهيگ يتهايجمع يكيژنت

SCoT بر يمبتن ژنتيكي ينشانگرهاجمله  زا PCR كه است 
 كدون شده تظاحف هاي مجاور هيناح در تنوع براساس

 ينواح درون كيتكن نيا در .شده است طراحي ATG آغاز
 آغازگر كي از با استفاده انتقال قابل عناصر و ژنها شبهي، ژن

 72 تا 50 نيب  آن GC يمحتو كه يدينوكلئوت 18 منفرد
 غالب صورت به SCoT نشانگر. شود تكثير مياست  درصد
 نوع از ييجهشها خاطر به است ممكن البته كند يم ظهور
 ازيكي . ابدي ظهورنيز  بارز هم صورت به حذف اي و درج
 به نسبت بودن نهيهز كم و آسان مهم اين نشانگر يايمزا
 فقط كه ييشگاههايآزما درو به آساني  نشانگرهاست ريسا

 و هيتجزبراي  دارد وجود در آن آگارز ژل از استفاده ابزار
 SCoT نشانگر از .)9(قابل استفاده است  يكيژنت يلهايتحل

 اهانيگ يكيژنت تنوع يبررس به مربوط كه يمطالعات در اخيراً
به  رامي گياه وداودي  دانه، اهيس مانند يمهم ييدارو

ديگر  ينشانگرها ساير با سهيمقا در كهكارگرفته شده 
هدف از  .)23 و 14، 11( است داده نشان راعملكرد بهتري 

جمعيتهاي مختلف ژنتيكي اين مطالعه بررسي تنوع 
در استانهاي  SCoT نشانگرخارمريم، با استفاده از 

   .بود خوزستان و ايلام

  هامواد و روش
آوري بذر از درون توده هاي  جمع جمع آوري نمونه ها با

هر منطقه به صورت تصادفي و قرار دادن آنها در كيسه 
 مريم خار نمونه 36در اين مطالعه، از  .مجزا صورت گرفت

آوري شده از مناطق مختلف استان  جمع توده 9كه شامل 
   .)1جدول (ه شد دايلام و خوزستان بود استفا
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 خارمريم هاي مناطق جمع آوري نمونه -1 جدول

  شماره اسامي نقاط نمونه برداري استان تعداد نمونه  طول جغرافيايي  عرض جغرافيايي
'66 °30  '80 °49  دزفول خوزستان 4  1  
'59 °30  '23 °50  بهبهان خوزستان 4  2  
'15 °31  '35 °49   3 رامهرمز خوزستان 5 
'97 °31  '45 °48  آبميان خوزستان 4  4  
'08 °32  '26 °48  شوش نخوزستا 5  5  
'81 °31  '84 °49  ايذه خوزستان 3  6  
'68 °32  '27 °47  دهلران ايلام 4  7  
'14 °33  '38 °47  دره شهر ايلام 3  8  
'81 °33  '30 °46   9 ايوان ايلام 4 

  

 ،تشتك هاي مختلف در هاي نمونه پس از كشت بذر
 روش اساس برهاي هر نمونه  جوانهاز  DNAاستخراج 

در بافتها و  .انجام گرفت )10( يراتتغي كمي با دويل- دويل
به تركيبات ثانويه و مواد بازدارنده  بالغ برگهاي خارمريم
را با مشكل مواجه  DNA كه استخراجشوند  وفور يافت مي

تفاده سهاي حاصل از بذر ا كنند به همين دليل از جوانه مي
در آنها نسبت به گياه بالغ  چون مقدار اين تركيباتگرديد، 

به وسيله  استخراج شده DNA تعيين كيفيت. كمتر بود
غلظت با و تعيين  يك درصدالكتروفورز برروي ژل آگارز 

در  SCoTآغازگر  30 .انجام شد يروش اسپكتروفتومتر
اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفت و تنها آغازگرهايي كه 

براي ارزيابي بودند  ريپذ تكرار و واضح قطعاتداراي 
اين  در SCoTآغازگر  17در نهايت از  كهگرديد استفاده 
آغازگرها بر اساس  .)2جدول ( شداستفاده مطالعه 

برنج و ژنوتيپهاي  بررسي تنوعآغازگرهاي استفاده شده در 
توسط شركت تكاپو زيست ساخته شد انبه طراحي شده و 

 20  حجم در مراز اي پلي زنجيره واكنشهاي ).19و  9(
 10ژنومي با غلظت  DNAميكروليتر  2شامل  ميكروليتر

، ميكروليتر 10Xميكروليتر بافر  2 نانوگرم در ميكروليتر،
ساخت ( dNTPsميكروليتر  4/0مولار،  ميلي 20كلريدمنيزيم 

 10 غلظتبا  SCoTميكروليتر آغازگر  2/1، )شركت فرمنتاز
) واحد 5/1(مراز  پلي تكآنزيم ميكروليتر  3/0، كوموليپ
مقطر ميكروليتر آب  6/12و  )ساخت شركت فرمنتاز(

 Bio-Radسايكلر شركت  با استفاده از دستگاه ترمال استريل
شامل يك  مراز اي پلي زنجيره واكنشهايراحل م .شد انجام
 35، سپس درجه سانتي گراد 94اي در دماي  دقيقه 4دوره 

دماي اتصال با ، به مدت يك دقيقهدرجه  94دوره دماهاي 
براي همه  ومتغير درجه  62 تا 45از  توجه به نوع آغازگر

و در نهايت   دو دقيقهدرجه  72، بود يك دقيقهآغازگرها 
سپس . بوددرجه  72اي در  دقيقه دوازدهيك دوره 
درصد  5/1در ژل  مراز اي پلي زنجيره واكنشهايمحصولات 

 از پس. جام الكتروفورز بارگيري شدندنگارز براي اآ
 مدت به برومايد اتيديوم حاوي ظرف در ژل الكتروفورز،

 مقطر از آب با شستن ژلهاو بعد از قرار گرفت  دقيقه 10
با توجه  .به عمل آمد برداري عكس UV دستگاه توسط ژلها

، بنابراين استداراي الگوي غالب  SCoTبه اينكه نشانگر 
ژلهاي آگارز به الكتروفورز حاصل از  قطعاتمتياز دهي ا

براي ) قطعه وجود(و يك ) قطعهعدم وجود (صورت صفر 
 اي خوشه تجزيه عمليات. صورت گرفتهركدام از آللها 

 يبضر از استفاده با تشابه  ماتريسشامل محاسبه كه 
و ) Ochiai(اوشيايي  ،)Dice( دايس، )Jaccard(جاكارد 

Simple matching  يباضر از استفاده با بندي خوشهو 
، UPGMA، Single هايالگوريتم و يادشده  تشابه

Complete linkage  وWPGMA  افزار  نرم با استفاده ازبود
NTSYSpc-2.02 سپس ضرايب كوفنتيك آنها . شد انجام

محاسبه و روش محاسبه ماتريس و دندروگرام مناسب 
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اصلي  مختصات به تجزيه، مانتل تست .)21( شدتعيين 
 از استفاده با اي خوشه تجزيه عملياتو ها  براي نمونه

   .)28( شد انجام NTSYSpc-2.02 افزار نرم

 

 SCoTخصوصيات و نتايج حاصل از تعداد باندهاي هر كدام از آغازگرهاي  -2جدول 

 چندشكلي محتواي شاخص
 PICDپذيري  تفكيك و

درصد قطعات 
 چندشكل

تعداد قطعات 
 چند شكل

  نشانگر 5′- 3′توالي بازي آغازگرها  تعداد كل قطعات 

18/0  78%  7  9  GCTACCACGGATGCAACA  SCoT7 

19/0  75%  9  12  GCTACCAGCCATGCAACA  SCoT10 

124/0  5/62%  5  8  GCGACCAACGATGACGAC  SCoT12 

174/0  78%  7  9  GCTACCACCGCGATGACC  SCoT20 

089/0  6/66%  4  6  GCTACCACCACATGAACC  SCoT22 

119/0  5/54%  6  11  GCTACCACCAGATGCACC  SCoT23 

121/0  5/55%  5  9  GCTACCACCGGGATGACC  SCoT25 

219/0  80%  8  10  GCTACCACCGCCTATGCC  SCoT31 

175/0  5/71%  5  7  GCTACCACCGCAGATGCC  SCoT33 

196/0  70%  7  10  GCTACCACCGCAATGACC SCoT34 

2/0  5/72%  8  11  GCTACCACTGACATGACA SCoT45 

121/0  50%  4  8  GCTACCACTGAGATGACA SCoT46 

147/0  5/66%  4  6  GCTACCACTGCCATGACA SCoT47 

195/0  5/85%  6  7  GCTACCACCAGCATGACA SCoT54  
124/0  5/66%  4  6  GCTACCACTACCATGACA SCoT55  
201/0  5/77%  7  9  GCTACCACTACCATGACA SCoT61  
197/0  75%  6  8  GCTACCACCGGCAATGCC SCoT74 

  تعداد كل - 146 102  -  -
151/0  69%  6  58/8   ميانگين -

ماتريس ها با  جغرافيايي نمونه محل ماتريسهمبستگي 
 كولي به وسيله تست مانتل و توسط نرم افزارلوهاي م داده

xlstat به ، تجزيهشاخص تنوع ژني. شد رزيابيا 
، فاصله و شباهت بين اصلي براي جمعيتها مختصات

با استفاده از ) AMOVA(تجزيه واريانس مولكولي جمعيتها و 
 اتاطلاع يمحتوا. برآورد گرديد GenAlEx 6.1افزار  نرم

 و) 24( 1رابطه از استفاده با نشانگر )PIC( يچندشكل
) 26( 2رابطه از استفاده با )D( پذيري تفكيك شاخص
 عدم يفراوان pj و قطعه حضور يفراوان pi .ه شدبمحاس
 تعداد nj شده، جاديا يگروهها تعداد k. است قطعه حضور
 تيجمع هر در ممكن گروه تعداد N و گروه هر در افراد

 و چندشكلي محتواي شاخص .باشد يم لعهمطا مورد
 = PICDفرمول  از استفاده با نشانگر PICD پذيري تفكيك

PIC × D افزار براي هر آغازگر با نرم Excel برآورد 
  .)20(گرديد 

  1رابطه
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الكتروفورز ژلها،  با ارزيابي اوليه تصاوير حاصل از
آغازگرهاي فاقد باند چندشكل با وضوح كافي از ادامه 

 30به عبارتي ديگر از ميان . مراحل بررسي حذف شدند
كه  SCoTغازگر آ 17 در اين تحقيق آغازگر استفاده شده

براي تكثير كرده بودند و تكرارپذير  چندشكلقطعات 
 آوري شده از جمع مريم خار نمونه 36بررسي تنوع 

آغازگرهايي كه از . استفاده شد استانهاي خوزستان و ايلام
شامل  انصراف به عمل آمدادامه بررسي آنها در اين تحقيق 

SCoT1، SCoT2،SCoT3 ، SCoT6،SCoT14 ، SCoT16، 
SCoT18 ، SCoT19،SCoT21 ، SCoT24،SCoT32  ،

SCoT48 وSCoT71 ژل مربوط به آغازگر  1شكل در .بود
SCoT33 آغازگرهاي مورد مطالعه در  .شده است نشان داده

 )آغازگر هر به نسبت قطعه 36/8(ه تكثير قطع 146كل 
 بود شكل چند )درصد 69( قطعه 102 آنها ميان ازكردند كه 

 نيز باز جفت 2800 تا 100دازه قطعات تكثير شده از نو ا
 از آغازگرها درميان چندشكلي درصد. )2جدول (بود  متغير

آغازگر  براي درصد 85 تا SCoT46زگر آغا برايدرصد  37
SCoT54 شده تكثير قطعات تعداد بيشترين. بود متغير 
 تعداد كمترين و قطعه 12 با SCoT10 آغازگر به مربوط
، SCoT22هاي آغازگر به مربوط شده تكثير قطعات

SCoT47 و SCoT55 متوسط تعداد باند  .بود قطعه شش با
داد باندهاي و متوسط تع 58/8براي همه آغازگرها 

   .بود 6چندشكل نيز 

  
ساخت شركت ( 100bp ماركر استفاده شده در اين ژل. SCoT33از آغازگر  حاصل PCR محصول الكتروفورز به مربوط عكس نمونه -1شكل 

 .بود) فرمنتاز

بود  151/0حاصل از كل آغازگرها  PICD شاخص ميانگين
 و 219/0 با SCoT31 در آغازگر PICD شاخص كه بيشترين

 089/0 با SCoT22 آغازگردر  PICD شاخص كمترين
ضريب همبستگي كوفنتيك بين  .)2جدول ( مشاهده شد

 اوشيايي، دايس، هاياز روشدست آمده  ماتريس تشابه به
با دندروگرامهاي حاصل از  Simple matchingجاكارد و 

ه ب نتايجكه براساس  الگوريتمهاي مختلف محاسبه شد
و الگوريتم  ماتريس تشابه جاكارد 3 دست آمده در جدول

UPGMA  را به ) 9/0(بيشترين مقدار ضريب كوفنتيك
دست آمده ه بنابراين براساس نتايج ب. خود اختصاص دادند

بهترين روش محاسبه ماتريس تشابه روش جاكارد، و 

ترين الگوريتم براي رسم دندروگرام، روش  مناسب
UPGMA  تجزيه  براساس نتايج حاصل از .شدتعيين

اي قرار  در نقطهنقطه برش دندروگرام واريانس مولكولي 
ي ايجاد شده نسبت گروههابين  گيرد كه مقدار واريانس مي
كه  ين حالت خود باشدبيشتردر  گروههاداخل  واريانسبه 

در اين مطالعه با تغيير نقطه برش و محاسبه واريانس بين و 
ي ايجاد روههاگ، بيشترين مقدار واريانس بين گروههاداخل 

 6/0در نقطه  گروههاواريانس داخل  شده نسبت به
نتايج حاصل از دندروگرام  اساس بر .)21(دندروگرام بود 

 شدند بندي دسته گروه 3 در مريم خار نمونه 36 ،رسم شده
هاي  اي فواصل جغرافيايي و دادهمقايسه ماتريسهو 
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 هاي حاكي از عدم تطابق الگوي تنوع نمونهكولي لوم
 دامنه .)2شكل (با مكان جغرافيايي آنها بود  مريم رخا

 92 تا درصد 45 از ها بين نمونه در اكاردج تشابه ضريب
كه بيشترين شباهت  بود متغيردرصد  68با ميانگين  درصد

درصد  92با  2-آب ميانو  1-آب ميانهاي  در بين نمونه

براساس  نيز شباهت ميزان كمترين .شد مشاهدهتشابه 
 درصد بود كه بين 44 ،تشابه حاصل از ماتريس هاي داده

با فاصله جغرافيايي زياد از  2-انهبهبو  4-ايوان هاي نمونه
  .)2شكل ( مشاهده شدهم 

  الگوريتمهاي مختلف در مقايسه ضرايب همبستگي كوفنتيك با روشهاي متفاوت -3جدول 
 الگوريتم

 Complete روش

linkage 

WPGMA  Single UPGMA

81/0   83/0   74/0   85/0     دايس
85/0   88/0   8/0   9/0   جاكارد

82/0   83/0   81/0   84/0   مچينگ سيمپل   

72/0   72/0   69/0   73/0   يياياوش  

 
 الگوريتم از استفاده با ايلام و خوزستان مختلف مناطق از شده آوري جمع مريم هاي خار نمونه به مربوط هاي داده تجزيه از حاصل دندروگرام -2 شكل

UPGMA جاكارد تشابه ضريب اساس رب و  
مقدار فاصله ژنتيكي  GenAlEx 6.1با استفاده از نرم افزار 
ورد شد كه آبر ي هرمنطقهجمعيتهاو تشابه ژنتيكي بين 

دهلران و شوش  يجمعيتها بينكمترين فاصله ژنتيكي 
بهبهان ي جمعيتها و بيشترين فاصله مربوط بهمشاهده شد 

از  گروههادر  )He(ژني  همچنين شاخص تنوع. بود و ايوان
هاي شوش  نمونهدر  262/0و هاي بهبهان  نمونهدر  119/0

نتايج حاصل از تجزيه واريانس  .)4جدول ( متغير بود
نشان داد كه ي ايجاد شده جمعيتها) AMOVA( مولكولي
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و  وجود دارد مريم خار يگروههاي داخل تنوع بالاي
ه وجود ي مورد مطالعگروههازيادي بين همچنين شباهت 

تجزيه به مختصات نتايج حاصل از  .)5جدول ( داشت
ي مورد مطالعه به خوبي از هم تفكيك كرد جمعيتهااصلي 

لفه اول حاصل ؤم دو .نشان داده شده است 3كه در شكل 
درصد از تغيرات را  70از تجزيه به مختصات اصلي باهم 

 در آغازگرها مناسب توزيع دهنده نشان كه توجيه كردند

اي، اغلب  براساس نتايج تجزيه خوشه. است ژنوم
ي مربوط به يك جمعيت به صورت پراكنده در بين ژنوتيپها
قرار گرفتن . قرار گرفتند جمعيتهاي مربوط به ساير ژنوتيپها
دهنده تنوع ژنتيكي بالا در  ي مجزا، نشانگروههادر  ژنوتيپها
بود كه نتايج  جمعيتهاو شياهت ژنتيكي بين  جمعيتهادرون 

   .يد آن بودؤاصل از تجزيه واريانس نيز مح

  
  در گروهها ) پايين قطر(و همساني ژنتيكي ) بالاي قطر(، فاصله ژنتيكي )He(مقدار شاخص تنوع ژني  -4جدول 

شهر دره ايوان   )He(شاخص تنوع ژني  دزفول بهبهان رامهرمز آبميان شوش ايذه دهلران 

173/0  139/0  138/0  099/0  087/0  127/0  079/0  087/0  دزفول 176/0 ±018/0 دزفول *** 

232/0  171/0  147/0  132/0  141/0  206/0  078/0  *** 917/0 119/0 ±015/0 بهبهان   بهبهان 

196/0  109/0  127/0  099/0  102/0  103/0  *** 925/0  924/0 174/0 ±018/0 رامهرمز   رامهرمز 

157/0  149/0  145/0  190/0  080/0  *** 902/0  814/0  881/0 202/0 ±019/0 آبميان   آبميان 

064/0  091/0  057/0  093/0  *** 923/0  903/0  868/0  917/0 262/0 ±018/0 شوش   شوش 

181/0  069/0  090/0  *** 911/0  827/0  906/0  876/0  905/0 164/0 ±018/0 ايذه   ايذه 

089/0  088/0  *** 914//0  944/0  865/0 881/0 84/0 871/0 255/0 ±015/0 دهلران  اندهلر 

153/0  *** 916/0  933/0  913/0  861/0 897/0 843/0 87/0 151/0 ±014/0 شهردره  شهردره 

*** 858/0  915/0  835/0  938/0  855/0 822/0 793/0 841/0 194/0 ±012/0 ايوان  ايوان 

  نه توده خارمريم مربوط به استان ايلام و خوزستان) AMOVA(تجزيه واريانس مولكولي  -5جدول 
  دار سطح معني  درصد واريانس ميانگين مربعات مجموع مربعات درجه آزادي  منبع تغيير

  01/0*  %11 9/27 3/223 8  جمعيتهابين

    %89  8/18  2/509  27  جمعيتهادرون 
    %100  732 35 كل

  %1دار در سطح  اختلاف معني*

  
  در استان ايلام و خوزستان مختلف مناطق از شده آوري جمع  مريم خار هاي در توده اصلي مختصات به تجزيه از حاصل بعدي دو نمودار -3شكل 
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  بحث
 گستره درك و ان دارويياهيگ يكيژنت توان شناخت

 ييايميش عملكرد و رشد نيتضم يبرا هاآن كيولوژيزياكوف
 يجمعيتها مؤثر تيريمد درو  است يمناسب ضرور

 هاتن تاكنون. كند مي ءي را ايفامؤثرنقش نيز  يوحش ياهيگ
 يبرا يژن ريذخا در موجود يكيژنت تنوع از يكوچك بخش
 يژن ريذخا شتريب و گرفته قرار استفاده مورد اهانيگ اصلاح

 نيبنابرا). 13و  5، 4( است مانده استفاده بدون و ناشناخته
 تنوع يبررس و يبند طبقه صفات، ييشناسا ،يآور جمع
 وردارندبرخ ييدارو تياهم از كه خارمريم مانند ييها گونه

ي اصلاح يها برنامه در قاتيتحق اساس و ضرورت كي
 پلاسم ژرم مجموعه در ژنتيكي تنوع آناليز .باشد يم آينده
 همچنين و  گرايانه واقع طوره ب را رقاما بندي دسته تواند مي

 را بهتر سودمندي احتمال با ييها مجموعه زير شناسايي
در . )29و  27( كند تسهيل خاص اصلاحي اهداف براي

كه از مناطق   مريم خار گياه دارويياين مطالعه تنوع ژنتيكي 
با بود شده  آوري جمع استانهاي خوزستان و ايلام مختلف

و با شاخصهاي متفاوتي كه  SCoTاستفاده از نشانگر 
  . مورد بررسي قرار گرفتگيري شد  انداره

 يبرا ليتما كسيژنوم نهيزم در قاتيتحق شيافز علت به
 از ينواح يتصادف صورت به كه يينشانگرها زا استفاده
 كه يينشانگرها از استفاده يسو به كنند يم ريتكث را ژنوم
. است افتهي سوق دهد يم قرار هدف مورد را ژنها

 سهيمقا در دهند يم قرار هدف مورد را ژنها يي كهنشانگرها
يا  و) RAPD( يتصادف صورت به كه نشانگرها ريسا با

ي اكنند در ارزيابيه مير يتكث را) SSR(ي ژن ريغ ينواح
 در كه SCoT نشانگر. )18( ژنتيكي توانمندتر خواهند بود

 را ژنوتيپها اي ارقام نيب تفاوت است شده ابداع 2009 سال
 مورد گياهان ژنوم در ATG كدون اطراف تنوع اساس بر

 در ژنتيكي تنوع شاخصهاي از يكي .دهد يم نشان مطالعه
 كل به چندشكل قطعات درصد سبتن ،جمعيتها مطالعات
در اين  شاخص اين مقدار كه است شده توليد قطعات

هاي صورت گرفته با استفاده از  مطالعه در مقايسه با مطالعه
 ،گل داوديدر گياهان دارويي مختلفي مانند  SCoTآغازگر 
، 8(از مقدار تنوع كمتري برخوردار بود  اركيده و جاترفا

با  با مطالعات صورت گرفته اما در مقايسه )22و  11
 درصد 13/32دانه با  در سياه SCoTاستفاده از نشانگر 

 قطعات درصد 58با  Jojoba در گياه شكل و چند قطعات
و  14( بوداز مقدار تنوع بيشتري برخوردار   شكل چند
 تفكيك توانايي اساس بر ماركر يك تفكيك قدرت .)20
 به اين و شود مي يينتع ندارند ارتباطي باهم كه افرادي بين

 آنها نسبي فراواني و شده تفكيك گروه تعداد وسيله
 بهاست كه  ييكي از شاخصهاي PICD. شود مي مشخص
 شده تفكيك گروه تعداد آللي، اطلاعات حاوي هم تنهايي

 ضرب از شاخص اين. ستگروهها نسبي فراواني و
 در پذيري تفكيك شاخص اي سيمپسون تنوع شاخص
مقدار اين . شود مي حاصلچندشكلي اطلاعات  شاخص

است و  375/0شاخص در ماركرهاي غالب بين صفر تا 
تر باشد  نزديك 375/0دست آمده به ه ب PICDهرچه 

نشانگر هم از محتوي چندشكلي بالا و هم از 
 ميانگين .)20( پذيري بالايي برخوردار بوده است تفكيك
ه با بود كه در مقايس 151/0 تحقيق اين در PICD شاخص

PICD  وبيشتر بود  )061/0( دانه سياهبه دست آمده در 
در تفكيك  SCoTدهنده كارايي بالاي نشانگر   نشان
با توجه به  .دانه بود هاي خارمريم در مقايسه با سياه نمونه

، SCoT61 ،SCoT54 ،SCoT45 هاياينكه آغازگر
SCoT31  وSCoT34  نسبت به ساير آغازگرهاي استفاده

 ندبرخوردار بودبالاتري  PICDاز مقدار مطالعه شده در اين 
 هايترين آغازگر را به عنوان مناسب هاتوان آن بنابراين مي

SCoT  مريم خار يجمعيتها مربوط بهدر مطالعات بعدي 
   .پيشنهاد كرد

در اين مطالعه نتايج حاصل از تجزيه به مختصات اصلي 
 70لفه اول ؤي مورد مطالعه نشان داد كه دو مگروهها

كنند و درمقايسه با  درصد از واريانس كل را توجيه مي
اركيده و  آفتابگردان، مطالعات صورت گرفته در گياههاي
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و  ISSR ،RAPD ،SCoTبا استفاده از نشانگرهاي جاتروفا 
AFLP  20، 15، 11( مقدار توجيه بيشتري برخودار بوداز 

 هاي ژنتيكي با استفاده از داده  در بررسي تنوع. )24و 
مولكولي، بهترين حالت اين است كه نشانگرها توزيع 

هاي كم  لفهؤبتوانند با مو يكنواخت و مناسب داشته باشند 
اصلي  مختصات به از تجزيه. يرات زياد را توجيه نمايديتغ

اي در  همواره به صورت توأم به همراه تجزيه خوشه
بندي و روشن ساختن روابط بين متغيرها و توجيه كل  گروه

   .)7( شود ها استفاده مي يرات دادهيتغ

 شاخصو مقدار بالاي  يچندشكلقطعات ميزان بالاي 
PICD آغازگرهاي SCoT  حاكي از توانايي مناسب اين

به طور  .بود مريم خار تكنيك در بررسي تنوع ژنتيكي گياه
در بين  بالابندي حاكي از تنوع  ج حاصل از خوشهينتاكلي 
اين تكنيك قادر به تفكيك و  بود مريم خار هاي نمونه
 .و نزديك به هم بود هاي با ناحيه جغرافيايي مشابه نمونه

منظور تعيين بهترين روش  تعيين مقدار ضريب كوفنتيك به
هاي حاصل  محاسبه ماتريس و دندروگرام مناسب براي داده

در گياه خارمريم، نشان داد كه بيشترين  SCoTاز نشانگر 
 به روش جاكارد و الگوريتم مقدار ضريب كوفنتيك مربوط

UPGMA براساس نتايج حاصل از دندروگرام  .بود
دسته بندي   Cو A ،Bهاي همه مناطق به سه گروه  نمونه
اي و پراكنده بودن  اما براساس نتايج تجزيه خوشه ،شدند

به  جمعيتهاي مختلف يك جمعيت در بين ساير ژنوتيپها
تيكي بين توان نتيجه گرفت كه فواصل ژن طور كلي مي

گاههاي با فاصله جغرافيايي موجود در رويش جمعيتها
و با مطالعات انجام شده در طبيعي آنها مطابقت نداشت 

 ).16و  2( بودمشابه  دانه و سياه آفتابگردانزيره ايراني، 
دار نبودن همبستگي بين فواصل جغرافيايي  بنابراين معني

د ارتباطات دهنده وجو و فواصل ژنتيكي آنها نشان جمعيتها
جايي ه ي جدا از هم و جابجمعيتهاژنتيكي بين 

  . پلاسمي است ژرم

بين تنوع نتايج حاصل از واريانس مولكولي نشان داد كه 
بود كه زيادتر  گروههابين خود  از تنوع گروههاافراد در 

نزديك بودن ي، پلاسم ژرم ييجاه جابتواند ناشي از  مي
ان، قرابت ژنتيكي و جغرافيايي يكس أمبدو  زمان پيدايش

 ،1( باشدخويشاونديهاي احتمالي و داشتن اجداد مشترك 
 مثل ديتول ستميس نكهيا به توجه باهمچنين  .)5و  3 ،2
 گروهها نيب تنوع و افراد نيب تنوع يبررو يفراوان ريثأت
 داخل افراد نيب در اديز تنوع يالگو نيا و گذارد يم

 اهانيگ در شتريب ،گروهها نيب تنوع به نسبت گروهها
 دارد امكان گفت توان يم پس است شده مشاهده دگرگشن

 به اكنون و بوده دگرگشن ياهيگ قبل از خارمريم كه
 مقدار نيا دليل نيهم به است درآمده خودگشن صورت
در اين  .)21( دارد وجود گروه هر در افراد نيب تفاوت
ان ي بهبهان و ايوجمعيتهابيشترين فاصله مربوط به مطالعه 

كاملا متفاوت بودند و جغرافيايي بود كه از لحاظ شرايط 
ي دهلران و شوش جمعيتهاكمترين فاصله ژنتيكي درون 

 گروههادر ) He(ژني  همچنين شاخص تنوع .مشاهده شد
با در شوش  262/0هاي بهبهان و  نمونهدر  119/0از 

بيانگر نتايج حاصل از اين تحقيق . متغير بود 188/0ميانگين 
ي مورد مطالعه بود ژنوتيپهاتنوع زنتيكي زياد دربين  وجود
ايراني  هايحاصل از بررسي تنوع اكوتيپنتايج  باكه 

  ). 3(مشابه بود  با استفاده از صفات مورفولوژيكم يخارمر

ت و بالا رفتن تنوع ژنتيكي در يك سانتخاب نيازمند تنوع ا
 يابد، ي برتر افزايش ميژنوتيپهاتخاب نجامه توانايي ا

پلاسمهاي گياهي گامي مهم در  ارزيابي تنوع در ژرم
ميزان  .آيد هاي اصلاحي و مديرت آنها به حساب مي برنامه

يي آكارافزايش  باعث مريم خار هاي تنوع زياد در نمونه
 مريم خار وري بيشتر از افزايش بهره واصلاح  درانتخاب 

و در نهايت اين مطالعه در  مصارف دارويي است براي
 مريم خار پلاسمهاي با ارزش ت و حفاظت از ژرممديري

با توجه  .مفيد و موثر خواهد بود دراستان خوزستان و ايلام
از مناطقي  دورها با فاصله ژنتيكي  تودهتلاقي به نتايج، 

با توجه به شود و همچنين  توصيه ميبهبهان و ايوان  مانند



 1397، 2، شماره 31جلد                                        )                                   مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

219 

 ،مريم خار درون جمعيت مشاهده شده ژنتيكي بالاي تنوع
حفاظت در محل براي حفظ ذخاير ژنتيكي اين گونه 

رويه از گياهان  هاي بي برداشتاما چون  شود توصيه مي

نابودي اين ذخاير  در آينده باعث مريم خار دارويي مانند
حفظ و نگهداري خارج از محل و  ،شود باارزش نيز مي
  .  شود پلاسم و تكثير اين گياه نيز توصيه مي ايجاد بانك ژرم

  بع منا
. ، سزاده ملك، ف، دكنيسف ي، ع، كافي، م،ثانو محمد ي، م،احمد - 1

 ييدارو اهيگ يها تيجمع از يبرخ يكيژنت تنوع يابيارز. 1394
 يمولكول نشانگر از استفاده با) Salvia leriifolia( نوروزك
ISSR .و يمرتع اهانيگ اصلاح و كيژنت قاتيتحق فصلنامه ود 
 . 12- 1 ):1(23. رانيا يجنگل

 بررسي. 1388. ج، هاديان م،، طباطبايي م،، حسني م، ،مهر پژمان - 2
 پارسي زيره هاي جمعيت برخي ژنتيكي تفرق و تنوع

))Bunium persicum  (Boiss (نشانگرهاي از استفاده با 
 .63): 2( 26فصلنامه علوم محيطي . RAPD مولكولي
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مجله توليدات . ييايميتوشيف و كيفنولوژ ك،يمورفولوژ صفات 
 .47-37): 1( 37گياهي 

تنوع در ابعاد و تراكم . 1394 .روحاني، ل، زماني، م، فتوت، ر - 4
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Abstract 

Milk thistle (Silybum marianum L.) belongs to Compositae family, is a medicinal plant 
with unique pharmaceutical properties for treating liver diseases and grows throughout 
various geographical areas in Iran. In this study, SCoT markers were employed to 
investigate the genetic diversity of 36 samples of milk thistle from different 
geographical regions of Ilam and Khuzestan provinces. A total of 146 fragments were 
amplified and 69% of them were polymorphic. The most amplified fragments were 
related to the SCoT10 with 12 fragments and the lowest amplified bands were related to 
the SCoT22, SCoT47 and SCoT55 with 6 fragments. Mean number of amplified bands 
for primers was 8.58, while the mean number of polymorphic bands was 6.00. 
Polymorphic information content and discrimination power (PICD) varied between 
0.089 in SCoT22 and 0.219 in SCoT31 with an average of 0.151. Similarity matrix was 
generated using the Jaccard coefficient, Cluster analysis was carried out by UPGMA 
algorithm and Principle Coordinate Analysis. According to cluster analysis, Milk thistle 
samples were divided into 3 groups. Based upon similarity matrix, the lowest similarity 
(0.44) was found for two samples from Eyvan and Behbahan and also the highest 
similarity (0.92) found between two samples from Mian-Ab within the same 
geographical region. Analysis  of  molecular  variance  (AMOVA)  showed  that  a  
larger  proportion  of genetic  variation (89%) belonged to within the populations,  
while  only  a  small  proportion (11%) observed among the studied populations. The 
results finally indicated high genetic diversity among the studied genotypes. 

Key words: Medicinal plant, SCoT marker, Polymorphic information content, 
discrimination power, Silybum marianum L. 


