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 هاي چاي جهت شناسایی برخی ژنوتیپ ISSRی و شناخت ریختکاربرد نشانگرهاي 

  
  1و احسان کهنه 1، سمر رمزي1، صنم صفایی چایکار1رو ، کوروش فلک1شاهین جهانگیرزاده خیاوي*

  چاي، مؤسسه تحقیقات علوم باغبانی، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، لاهیجان، ایرانپژوهشکده 1
  24/09/1397؛ تاریخ پذیرش: 08/07/1397تاریخ دریافت: 

  1چکیده
باشد. امروزه  ترین محصولات منطقه شمال ایران می ) یکی از مهمCamellia sinensis (L.) O. Kuntzeچاي ( سابقه و هدف:
هاي چاي به دلایل مختلف در معرض از بین رفتن قرار دارند، بنابراین داشتن اطلاعات درباره ژنتیک آن براي  بسیاري از بوته
، پژوهشاین یابی به گیاهان مناسب و با اهداف خاص کمک شایانی است. بنابراین در  هاي اصلاحی جهت دست طراحی برنامه

هاي چاي در مناطق عمده کشت این محصول در شمال ایران با مقایسه با هشت کلون وارداتی  تنوع ژنتیکی برخی از ژنوتیپ
 شناسایی شد.

  

مورد بررسی تنوع  ISSRی و سشنا ریختنشانگر  گروه درختچه چاي با استفاده از دو 42در این بررسی  ها: مواد و روش
صفت بررسی شد. پس از  21شده براي چاي انجام گرفت و  نامه ثبت توسط توصیف یسشنا ریختگرفتند. بررسی  قرارژنتیکی 

براي بررسی  ISSR عدد نشانگر 10ها استخراج شد و از  ژنومی آن DNA یافته، توسعه هاي جوان و کاملاً برداري از برگ نمونه
توسط ضریب فاصله اقلیدسی براي نشانگرهاي  ،آمدهدست  هبهاي  ژنوتیپ چاي استفاده شد. داده 42روابط ژنتیکی 

 تجزیه .شدطراحی  UPGMAبر اساس الگوریتم  اي تجزیه خوشهاستفاده شد و  ISSRو ضریب تشابه ساده براي  یسشنا ریخت
PCA افزار  توسط نرمSPSS .انجام گرفت 

  

مابین  یشناخت ریختدادند که تنوع هاي چاي نشان  ها و کلون در ژنوتیپ یشناس ریختویژگی  21تجزیه و تحلیل  ها: یافته
اي در سطح تفاوت  . در تجزیه خوشهمحاسبه شد ها نبراي آهاي چاي مورد بررسی محدود است و دامنه تشابه باریکی  نمونه

ها را در خود جاي داده بود.  نمونه درصد 88ها به شش گروه تقسیم شدند گروه اصلی تشکیل شده گروه ششم بود که  ، نمونه6/6
، از واریانس کل را درصد 21/54نشان داد که پنج مولفه اصلی اول  یشناس ریختهاي  در خصوص ویژگی PCAنتایج آزمون 

درصد). آزمون  26/78حالت چندشکلی نشان دادند ( باند 72نمود که  باند 92تولید  ISSRآغازگر  10دهند. کاربرد  نشان می
PIC را نشان داد. نتایج آزمون کوفنتیک نشان داد که ضریب تشابه  50/0تا  43/0نه دامSM  و الگوریتمUPGMA  براي تجزیه

 اي خوشهدست آمد. در تجزیه  هب 93/0الی  28/0دامنه تشابه در محدوده  ISSRهاي  ترین است. بر اساس داده مناسب اي خوشه
 درصد 66/66ترین گروه تشکیل شده با پوشش  سیم شدند که گروه چهارم بزرگبه چهار گروه تق 55/0ها در سطح تشابه  نمونه

  نمایند. ها ایجاد می تفاوت درصد 98/72نیز نشان داد که پنج مولفه اصلی اول  PCAها بود. آزمون  کل نمونه
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توجهی مشاهده شد. بررسی  و مولکولی، تغییرات قابل یشناخت ریختشده در سطوح  هاي چاي انتخاب در ژنوتیپ گیري: نتیجه
هاي مطلوب بوده است اما با توجه به محدود بودن  نشان داد این توزیع گیاه چاي در گذشته هر چند بر اساس ویژگی یشناخت ریخت

درصد  نیز ISSRشود. در ارتباط با نشانگر  دیده نمی مورد مطالعه هاي مناطق منبع اولیه وارداتی این گیاه تنوع چندانی در بین ژنوتیپ
کار رفته در این پژوهش بیانگر توانمندي این نشانگرها  هب هايتوجه حاصل از آغازگر چندشکلی و محتواي اطلاعات چندشکلی قابل

توانند  توان درك کرد که این سري از صفات و آغازگرها می هاي چاي است. از این نتایج می ژنوتیپ شناسایی تنوع در بیندر 
هاي چاي مشاهده شد اما این  بسیار خوب تشخیص دهند. با استفاده از این نشانگرها تنوع ژنتیکی بین ژنوتیپهاي ژنتیکی را  تفاوت
رسد شاید با افزایش تعداد آغازگرهاي  نظر می هاي مناطق مختلف را از هم منفک نماید. به  اي نبود که قادر باشد ژنوتیپ گونه تنوع به

و غیره بتوان به این تفکیک دست یافت. همچنین نتایج این بررسی  SSR ،SNPنگرها همانند و استفاده از سایر نشا مورد استفاده
  باشند. اند داراي تنوع ژنتیکی بالایی می صورت جنسی تکثیر شده به که اکثراً دلیل آن هاي چاي ایران به نشان داد که ژنوتیپ

  
   Camelia اطلاعات چند شکلی، محتواي، اي، تنوع ژنتیکی ، تجزیه خوشهآغازگر هاي کلیدي: واژه

  
  مقدمه

 فناوري زیست و تنوع اساس کارهاي اصلاح نباتات
 اصلاح نباتاتو ماده خام ضروري براي آن است. در 

ها ضعیف باشند، اختلافات ژنتیکی  کلاسیک اگر بنیان
تدریج  هشده، ب هاي در حال تفرق جمعیت اصلاح نسل

شود در نتیجه فاصله ژنتیکی بین نتاج و والدین  کم می
شود. در  یابد و هتروزیس کافی حاصل نمی کاهش می

صورت عدم وجود تنوع ژنتیکی جدید، اختلافات 
شده جدید کم شده و شناسایی  ژنتیکی بین ارقام اصلاح

 شود هاي موجود مشکل می افراد با استفاده از تکنیک
. بنابراین حفظ ذخایر ژنتیکی و امکان انتخاب مواد )9(

گران گیاهی را تضمین  گیاهی متنوع، موفقیت اصلاح
بقا و نگهداري ذخایر ژنتیکی و در نهایت  کند. لازمه می

گیري از این منابع، ابتدا درك صحیحی از تنوع  بهره
 ها، ارقام و ارتباطات ژنتیکی و روابط بین ژنوتیپ

آوري مختصر  نیاز آن جمع باشد که پیش جمعیتی می
نامه اختلافات  اطلاعات در ارتباط با طبیعت و شجره

توجه به این اطلاعات و باشد که با  ژنتیکی والدین می
ها،  در نتیجه ورود والدین متعدد و متنوع در تلاقی

دست آمدن حداکثر هتروزیس افزایش یافته  هشانس ب
هاي در حال تفرق  و طیف وسیعی از تنوع در نسل

  .)33 و 20( وجود خواهد داشت

آوري و  توان به جمع براي حفظ ذخایر توارثی می
 غیره بذر و ورت غده،ص ههاي مختلف ب ذخیره ژنوتیپ

هاي موجود در  محدودیت در بانک ژن اقدام نمود.
سازي حجم عظیم  هزینه و فضا کافی جهت ذخیره

آوري ارقام  دارد تا از جمع ما را بر آن می مواد گیاهی،
حل براي شناسایی  ترین راه مناسب مشابه پرهیز کنیم.

هاي ژنتیکی ارقام و حذف مواد  و تشخیص قرابت
ویژه  ه. ب)8( باشد مشابه، استفاده از نشانگرها میگیاهی 

 هایی توانمند براي ارزیابی نشانگرهاي مولکولی که ابزار
تنوع ژنتیکی بوده و در توضیح روابط ژنتیکی بین 

اي و در مدیریت منابع ژنتیکی  گونه اي و درون گونه
 .)31 و 30( کنند ثري را ایفا میؤگیاهی نقش م

که تکثیر چاي  جایی فوق و از آنبا توجه به موارد 
در کشور در گذشته از طریق کاشت بذر بوده، بنابراین 

هاي زیادي از چاي در کشور وجود دارند که  ژنوتیپ
هاي گذشته با تلاش پژوهشگران چاي  در طی دهه

هاي طبیعی چاي  کشور تعدادي از این ژنوتیپ
هاي پژوهشکده چاي  شده در کلکسیون آوري جمع

ها تنوع  شوند. اگرچه این کلکسیون داري میکشور نگه
ژنتیکی موجود چاي داخلی و خارجی را دربر 

عنوان گام اولیه و اصلی در نگهداري،  گیرد ولی به نمی
شناسایی و ارزیابی گیاه چاي از اهمیت بالایی 
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برخوردار هستند. شناسایی دقیق ذخایر ژنتیکی کشور 
عنوان اولین  بهها  و به دنبال آن ارزیابی این ژنوتیپ

ژنتیکی و اصلاح نبات مطرح  هاي پژوهشقدم 
شود که تعدادي از ارقام با  باشد. همچنین تصور می می

ها نگهداري شده و یا به  اسامی اشتباه در کلکسیون
  اند. گذاري شده اشتباه اتیکت

 ها نشانگرهاي ملکولی جهت شناسایی ارقام و ژنوتیپ
 و 17، 16، 15، 12( اند کار رفته هدر گیاهان متعددي ب

طور وسیعی  هاز این نشانگرها ب . در گیاه چاي نیز)21
 ،2 ،1( کی استفاده شده استیبراي بررسی تنوع ژنت

  .)36و  29، 26 ،23، 22، 19، 14، 11
) با استفاده از صفات 18جهانگیرزاده و همکاران (

مرتبط با برگ گیاه چاي به بررسی تنوع  یسشنا ریخت
ژنتیکی این گیاه در منطقه مرکزي چایکاري اقدام 

ها در بررسی  نمودند و نتیجه گرفتند که توزیع نمونه
خوانی ندارد و از  اي با توزیع جغرافیایی هم خوشه

بالایی نیز در بین  یسشنا ریختسوي دیگر تنوع 
) 13همکاران (جهانگیرزاده و  دست نیامد. هگیاهان ب

 شده آوري هاي جمع ژنوتیپبرخی  تنوع ژنتیکیدر بررسی 
با استفاده از نشانگرهاي  غرب مازندران چاي

 تا 20/0ها را از  دامنه تشابه مابین نمونه یسشنا ریخت
دست  هگزارش نمودند. بر اساس این نتایج ب 60/0

ها گزارش کردند که گیاه  بندي نمونه آمده از خوشه
منطقه شرق چایکاري داراي تفاوت ژنتیکی چاي در 
تنوع ژنتیکی بین  )36(یائو و همکاران  .باشد پایینی می

ارقام تحت کشت سه کشور مختلف (چین، ژاپن و 
مورد بررسی قرار  ISSRکنیا) را توسط نشانگرهاي 

که حداقل و حداکثر میزان تشابه دادند و اعلام نمودند 
تا  16/0ترتیب حدود  رها بههاي این کشو بین نمونه

هاي تنوع ژنتیکی نی و شانون  . شاخصباشد می 54/0
بود. با  35/0و  22/0ها نیز  گزارش شده توسط آن

) محاسبه شده میزان GST )20/0توجه به شاخصه 
 پژوهشگرانجمعیتی بالایی توسط این  تنوع درون

جهت  )3( یینگ و همکاران گزارش شده است. بن

حی اقدام به بررسی تنوع هاي اصلا طراحی برنامه
پلاسم چاي منطقه یوننان کشور چین با استفاده از  ژرم

نمودند و گزارش آنها بیان داشت که  ISSRنشاگر 
هاي این منطقه در محدوده  دامنه تشابه در بین نمونه

باشد  متغیر می درصد 51با متوسط  درصد 82تا  45
ین نتیکی بالایی در اژ که این نتایج بیان از تنوع

 هاي نیز نمونه اي خوشهپلاسم است. براساس تجزیه  ژرم
سه گروه قرار گرفتند که این مورد بررسی در 

برداري همخوانی  بندي با الگوي جغرافیایی نمونه گروه
ها توسط آزمون  آن اي خوشهنداشت. نتایج تجزیه 

PCA در  )19( کاس و همکاران کاف یید گردید.أت
هاي چاي در  بررسی چندشکل و تنوع ژنتیکی ژنوتیپ

درصد  AFLP 8/69کشور ترکیه با استفاده از نشانگر 
 PICدست آوردند. میزان  هدر بین باندها ب چندشکلی

محاسبه  79/0طور متوسط  هبرده ب کار هنشانگرهاي ب
شد و میزان تشابه توسط این نشانگر در محدوده 

  گزارش کردند. 76/0با متوسط  92/0تا  68/0
 ISSRو  یسشنا ریختسی دو نشانگر ردر این بر

هاي انتخابی چاي در  براي برسی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ
هاي اصلاحی مورد  برنامهطراحی ایران با هدف 

د در واستفاده قرار گرفتند تا از این طرق به دانش موج
این رابطه افزوده و کمکی براي حفظ و نگهداري از 

  موجود باشد.پلاسم  ژرم
  

  ها روشمواد و 
نمونه گیاه چاي  42تعداد  پژوهشدر این  مواد گیاهی:

) و مرکزي نمونه 12؛ از مناطق غرب چایکاري (فشالم
شرق چایکاري ) نمونه 10؛ چایکاري (لاهیجان

هاي  نمونه) و هشت نمونه از کلون 12(نشتارود؛ 
مورد عنوان جمعیت وارداتی  وارداتی از سریلانکا به

کار رفته،  ههاي ب نمونه 1آزمایش قرار گرفتند. جدول 
گیري و  کد ثبت شده در پژوهشکده چاي، محل نمونه

  دهد. ها را نشان می بندي آن کد
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 . کار رفته در بررسی ههاي چاي ب نمونه -1 جدول
Table 1. Tea samples used in analysis.  

  نمونهکد 
Plant code 

کد ثبتی 
 پژوهشکده
TRC No. 

  محل 
  آوري جمع

Location  

  نام علمی
Scientific 

name  
  کد نمونه

Plant code  

کد ثبتی 
 پژوهشکده
TRC No.  

  آوري محل جمع
Location  

  نام علمی
Scientific 

name  

G1 269  فشالم 
Fashalam 

C. sinensis  G22 703  فجر لاهیجان 
Fajr Lahijan 

C. sinensis. 

G2  276  فشالم 
Fashalam 

C. sinensis  G23 121  نشتارود 
Nashtarood 

C. sinensis 

G3  449  فشالم 
Fashalam 

C. sinensis G24 58  نشتارود 
Nashtarood 

C. sinensis 

G4  278  فشالم 
Fashalam 

C. sinensis G25 258  نشتارود 
Nashtarood 

C. sinensis 

G5 261  فشالم 
Fashalam 

C. sinensis G26 43  نشتارود 
Nashtarood 

C. sinensis 

G6 285  فشالم 
Fashalam 

C. sinensis G27  23  نشتارود 
Nashtarood 

C. sinensis 

G7 272  فشالم 
Fashalam 

C. sinensis G28  116  نشتارود 
Nashtarood 

C. sinensis 

G8 74  فشالم 
Fashalam 

C. sinensis G29 265  نشتارود 
Nashtarood 

C. sinensis 

G9 250  فشالم 
Fashalam 

C. sinensis G30 178  نشتارود 
Nashtarood 

C. sinensis 

G10 فشالم بذري 
Fashalam  

C. sinensis G31 71 نشتارود 
Nashtarood  

C. sinensis 

G11 205 فشالم 
Fashalam  C. sinensis G32 262 نشتارود 

Nashtarood  C. sinensis 

G12 280 
 فشالم

Fashalam  C. sinensis G33 64 
 نشتارود

Nashtarood  C. sinensis 

G13 468 فجر لاهیجان 
Fajr Lahijan  

C. sinensis G34 62 نشتارود 
Nashtarood  

C. sinensis 

G14 440 
 فجر لاهیجان

Fajr Lahijan  C. sinensis G35 G2.5 
  سریلانکا

Sri Lanka 
C. sinensis 

G15 444 فجر لاهیجان 
Fajr Lahijan  

C. sinensis G36 DN سریلانکا  
Sri Lanka  

C. sinensis 

G16 269 فجر لاهیجان 
Fajr Lahijan  C. sinensis G37 3015 سریلانکا  

Sri Lanka  C. sinensis 

G17 276 فجر لاهیجان 
Fajr Lahijan  

C. sinensis G38 DG7.1 سریلانکا  
Sri Lanka  

C. sinensis 

G18 449 فجر لاهیجان 
Fajr Lahijan  C. sinensis G39 DG7 سریلانکا  

Sri Lanka  C. sinensis 

G19 278 
 فجر لاهیجان

Fajr Lahijan  C. sinensis G40 DG39 
  سریلانکا

Sri Lanka  C. sinensis 

G20 261 فجر لاهیجان 
Fajr Lahijan  

C. sinensis G41 3020 سریلانکا  
Sri Lanka  

C. sinensis 

G21 285 
 فجر لاهیجان

Fajr Lahijan  C. sinensis G42 KEN 
  سریلانکا

Sri Lanka  C. sinensis 
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براي بررسی تنوع ژنتیکی  :شناختی وتحلیل ریخت تجزیه
صفت کمی  21ی تعداد شناس ریختهاي  داده بر اساس

ثیر أجهت عدم ت و کیفی مورد بررسی قرار گرفتند.
سال متوالی و در هر سال با سه  در دوسال این عمل 

صفات  گیري انجام گرفت. تکرار در هر سري نمونه
نامه معرفی شده توسط  مورد بررسی بر اساس توصیف

) IPGRIالمللی مخازن ژنتیکی گیاهان ( سسه بینؤم
هاي حاصل جهت  . داده)10(انتخاب شده بودند 

 YBARو ضریب  Ntsysافزار  بررسی ابتدا توسط نرم
افزار  مشده و سپس توسط همین نر سازي استاندارد

اقلیدسی  فاصله یبرماتریس تشابه بر اساس ض
بر اساس  اي خوشهمحاسبه گردید. جهت طراحی 

افزار  در نرم UPGMAماتریس تشابه از الگوریتم 
Ntsys )27 (.صفات مورد بررسی در  استفاده شد
  آورده شده است. 2جدول 

  
 . ی مورد بررسیشناس ریختصفات  -2جدول 

Table 2. Investigated morphological characters.  

  ردیف
Row 

 صفات
Characters 

  ردیف
Row 

 صفات
Characters 

  )mmطول میان گره ( 1
Internode length  

  طول به عرض برگ بالغ 12
Length/ Width of mature leaf  

  هاي جوان (در فصل رشد) شدن در برگ رنگی 2
Pigmentation in young leaves (In growth season)  

 )mmطول برگ بالغ ( 13
Length of mature leaf 

3 
 هاي جوان (در فصل رکود) شدن در برگ رنگی

Pigmentation in young leaves (In dormant season) 
14 

  )mmعرض برگ بالغ (
Width of mature leaf 

 رنگ برگ نابالغ 4
Immature leaf colour  

 زاویه برگ 15
Leaf angle 

 رنگ برگ بالغ 5
Mature leaf colour  

  بندي رگه 16
Leaf venation 

 شکل برگ 6
Leaf shape  

  گیري برگ روي گیاه طرز قرار 17
Leaf pose (angle) 

 سطح بالایی برگ 7
Leaf upper surface 

  بودن برگ واکسی 18
Leaf waxiness  

8 
 شکل انتهاي (نوك برگ)

Leaf apex shape 
19 

  بودن برگچه رنگی
Petiole color 

 عادت رشد انتهاي برگ (نوك برگ) 9
Leaf apex habit 

  )mmطول دمبرگ برگ بالغ ( 20
Length of mature leaf petiole 

 شکل پایه برگ 10
Leaf base shape 

  جوانرنگ شاخه  21
Young shoot colour 

 حاشیه برگ 11
Leaf margin 
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جهت استخراج  مولکولی: تجزیهو  DNAاستخراج 
DNA با اندکی  )6و همکاران ( از روش دلاپورتا

 DNAتغییر استفاده گردید. جهت تعیین کمیت 
شده از روش اسپکتوفتومتر و دستگاه  استخراج

 DNAو براي تعیین کیفیت  شدنانودراپ استفاده 
 100 ژو ولتا درصد 8/0شده در ژل آگارز  استخراج

  ولت الکتروفورز شد.
براي این بررسی بر  ISSR عدد آغازگر 21تعداد 

سازي و انتخاب بهترین  ها و جهت بهینه روي نمونه
 10آغازگرها مورد بررسی قرار گرفت که در نهایت 

پذیرترین  ترین و تکرار ها که بهترین، قوي عدد از آن
تکثیر را داشتند، جهت ادامه بررسی برگزیده شدند. 

 3کار رفته در جدول  هب ISSRي اتوالی آغازگره
اي  آورده شده است. جهت اجراي واکنش زنجیره

) ترکیب مواد در داخل هر واکنش PCRپلیمراز (
میزان  ) بهPCR)X10، بافر ng50الگو  DNAشامل 

lµ25/1، منیزیم کلرید mM2 از هر ،dNTP میزان  به
mM2/0 آنزیم ،Taq واحد و  1میزان  مراز بهپلی

Mµ75/0 آب توسط نهایت در که بود آغازگر از 
. شرایط انجام شد رسانده lµ5/12جم ح به مقطر

صورت  اي پلیمراز براي آغازگرها نیز به زنجیرهواکنش 
دقیقه در  4مدت  زیر تنظیم شد: ابتدا محلول واکنش به

گراد قرار گرفت سپس این  درجه سانتی 94دماي 
مرحله دوم گردید که این مرحله محلول وارد 

چرخه و شرایط به این صورت تنظیم  35صورت  به
  مدت یک دقیقه،  گراد به درجه سانتی 94گردید: 

درجه  72و یک دقیقه مدت  گراد به درجه سانتی 52
بود و در  و سی ثانیه مدت یک دقیقه به گراد سانتی

نهایت براي تکثیر و گسترش نهایی محلول واکنش در 
مدت هفت دقیقه  گراد به درجه سانتی 72دماي 

درجه  4در دماي  ها سپس نمونه نگهداري شد.
تروفورز نگهداري شدند. از گراد تا زمان الک سانتی

 i-Cycler مدل Bio-Rad دستگاه ترمال سایکلر
 استفاده گردید.

 5به نسبت  شده تکثیرمحصولات  تجزیه آماري:
میکرولیتر بافر بارگذاري  PCR ،3میکرولیتر محصول 

در ژل ) Biotium, USA( 1میکرولیتر ژل رد 2و 
مدت  ولت به 90درصد تحت ولتاژ ثابت  5/1آگارز 

توسط  UVدقیقه تفکیک گردیدند و زیر نور  120
) از ژل حاصل Biometraدستگاه ژل داك بیومترا (

باندهاي چندشکل غیرمبهم و داراي  برداري شد. عکس
وضوح بالا در ژل آگارز آغازگرها بر اساس وجود و 

دهی شدند.  صورت صفرو یک نمره عدم وجود به
نشانه عدم باندهاي نامشخص و داراي وضوح کم که 

تکثیر مطلوب به دلایل متفاوت (مانند عدم اتصال 
  هاي اتصال آغازگر  صحیح آغازگر، یا رقابت جایگاه

باشد و همچنین باندهاي مونومورف در این  و ...) می
محتواي اطلاعات چندشکلی دهی قرار نگرفتند.  نمره

2)PIC بر اساس رابطه (PICi=2fi(1-fi)  که براي
با استفاده از  وصیه شده است،نشانگرهاي غالب ت

فراوانی  fiمحاسبه شد. در این رابطه  افزار اکسل نرم
) فراوانی قطعه fi-1ام هنگام وجود و (iقطعه نشانگر 

بعد ). 28است ( باندام در حالت عدم وجود iنشانگر 
ها به  و انتقال آناز تشکیل ماتریس صفر و یک 

تشکیل  SM تشابه ضریبماتریس  Ntsysافزار  نرم
با الگوریتم ها  اي نمونه تجزیه خوشهو  گردید

UPGMA هاي اصلی  لفهؤتجزیه به م .صورت گرفت
ها  انجام گرفت. از همین داده SPSSنیز توسط برنامه 

ثر ؤ)، تعداد آلل مnaهاي آللی ( براي محاسبه فراوانی
)ne) شاخص شانون ،(Iجمعیتی ( )، تنوع درونHs (

 جمعیتی به تنوع کل تنوع بین) و نسبت Htتنوع کل (
)Gstافزار  وسیله نرم ) بهPopgene .استفاده شد  

                                                
1- Gel red 
2- Polymorphic Information Content (PIC) 
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  . ها کار رفته در بررسی و اطلاعات آماري آن هتوالی آغازگرهاي ب -3جدول 
Table 3. Primer sequences used in experiments.  

  محتواي اطلاعات 
 شکلیچند

Polymorphic Information 
Content (PIC) 

  درصد 
  چندشکلی

Polymorphic 
percent 

  تعداد قطعات
  چندشکلی

No. of polymorphic 
fragment 

تعداد کل 
 قطعات

Total No. of 
fragments 

 آغازگرتوالی 
Primer sequence 

شمار 
 آغازگر
Primer 

No. 
0.49 85.71 6 7 AGAGAGAGAGAGAGAGYA  P2 

0.48 100.00 8 8 AGAGAGAGAGAGAGAGYC  P3 

0.47 87.50 7 8 CTCTCTCTCTCTCTCTRG  P4 

0.46 83.33 10 12 CAGCAGCAGCAGCAGCAGT  P5 

0.47 100.00 8 8 GGAGAGGAGAGGAGAGGAGA  P6 

0.50 54.55 6 11 TGTGTGTGTGTGTGTGG P8 

0.43 85.71 6 7 CTCTCTCTCTCTCTCTRA P11 

0.49 63.64 7 11 TCTCTCTCTCTCTCTCC P13 

0.49 77.78 7 9 ACACACACACACACACYC P15 

0.43 63.64 7 11 ACACACACACACACACYG P16 

  جمع - 92 72 78.26 0.48
Sum 

 میانگین - 9.20 7.2 - -
Average 

  
 و بحث نتایج

 شناسی ریخت صفات شناسایی: شناختی وتحلیل ریخت تجزیه
 IPGRI سسهؤنامه توصیه شده م بر اساس توصیف

صفت کمی و کیفی در برخی  21با کاربرد  )10(
شده در پژوهشکده چاي  آوري هاي چاي جمع ژنوتیپ

نمونه گیاه  42روي  اي مقایسه تجزیهصورت گرفت. 
با توجه به گزارش چن تنوع کمی را نشان داد.  چاي

هاي مربوط به برگ  استفاده از ویژگی )4( و همکاران
دار براي  دلیل داشتن میزان اختلاف معنی و ساقه به

بررسی تنوع ژنتیکی گیاه چاي با استفاده از 
باشد. همچنین  ی کافی میشناس ریختنشانگرهاي 

دلیل  ها گزارش کردند صفات مربوط به میوه به آن
ار براي بررسی مناسب د نداشتن اختلاف معنی

  اند. در بررسی حاضر وارد نشده بنابراین ،باشد نمی
 ها بر اساس ضریب بین نمونهماتریس تشابه دوگانه 

(جدول  اسبه شد که این جدولمح فاصله اقلیدسی
  میزان تفاوت کمی را نشان  آورده نشده است)

دامنه پلاسم چاي  روي ژرم در مطالعات پیشین داد

 گزارش شده است محدودي یشناس ریخت تفاوت
  . )24و  18، 13(

در بررسی تنوع  )18( جهانگیرزاده و همکاران
مرکز چایکاري  عنوان بهگیاه چاي در منطقه لاهیجان 

را بر اساس ضریب  ها بین نمونه ایران دامنه تفاوتدر 
ه در اقلیدسی بسیار محدودتر از دامنه محاسبه شد

 ترین کمو  ترین بیشها  آن بیان نمودند بررسی حاضر
محاسبه کردند  19/0و  74/1ترتیب  را به میزان تفاوت

تواند به محدود بودن منطقه  که دلیل عمده آن می
ر صفات بررسی ت برداري و همچنین تعداد کم نمونه

 جهانگیرزاده و همکاران باشد.ها  شده در بررسی آن
هاي ایران در  لایم یشناس ریختدر بررسی تنوع  )16(

 وباشند  منطقه جنوب که از یک جنس و گونه می
باشد میزان تغییرات  بذري می ها نیز عموماً تکثیر آن

با توجه به این نتایج و  ملایمی را گزارش نمودند.
توان بیان  در بررسی حاضر می هت آمدسد هنتایج ب

دست آمده در مجموعه  هنمود میزان دامنه تفاوت ب
دلایل متنوعی براي باشد.  پذیرش می سی قابلمورد برر
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قابل ذکر  شده محدود بودن میزان تفاوت مشاهده
ترین دلیل به وارد شدن گیاه چاي در  که مهم است

تمام گیاهان چاي  أکه منش طوري هگردد ب گذشته باز می
پلاسم گیاه چاي ایران نتیجه تکثیر  موجود در ژرم

ه توده اولیه افشانی آزاد س اصل از گردهحبذري 
باشد. در بررسی تنوع ژنتیکی گیاه چاي در کشور  می

باشد  ترکیه که مانند کشور ایران گیاه چاي وارداتی می
نیز دامنه تشابه بالایی  AFLPبا استفاده از نشانگر 

 که دلیل آن از سوي دیگر به ).19شده است ( شگزار
صورت  هتکثیر گیاه چاي در گذشته ب در کشور ایران

هاي  هایی که داراي ویژگی بوده است و دانهال بذري
د مانند تر براي کشت در محل اصلی بودن مناسب

شروع به رشد اول فصل زودهنگام یا وارد شدن به 
هنگام در پایان فصل رشد، طول میانگره رکود دیر

تر توسط انسان انتخاب  تر، اندازه برگ درشت طویل
دن تنوع اند و همچنینی با توجه به محدود بو شده

کاهش تنوع ژنتیکی  شده عموماًیکی گیاهان واردژنت
عنوان کاهش  موارد بهگردد که این  مشاهد می

  .)7( گردد می ) شناخته Hهتروزیگوتی (
فاصله و ضریب  یشناس ریختهاي  بر اساس داده

که  نحوي ها به نمونه، UPGMAو الگوریتم  اقلیدسی
 6/6تفاوت  گردد در سطح مشاهده می 1در شکل 

ها به شش گروه قابل تفکیک بودند که پنج گروه  نمونه
) هر کدام داراي یک عضو Eو  A ،B ،C ،Dاول (

) در واقع Fتشکیل شده (گروه  ششمبودند. گروه 
گروه اصلی قابل شناسایی بود. جدا شدن پنج گروه 

A ،B ،C ،D  وE توان به این  ها را می از سایر نمونه
دلیل تلاقی آزاد و شرایط  حالت توجیه نمود که به

 یشناس ریختهاي  جغرافیایی و محیطی برخی ویژگی
برداري براي  توانند تغییر نمایند. هر چند نمونه می

سال متفاوت در یک زمان  کاهش اثر محیط در دو
و  صورت گرفت (معادل با چین اول برداشت چاي)

هم  از هر سري برداري سه تکرار وجود داشت اما باز
  بگذارد.جاي  تواند اثر خود را بر محیط می

درصد  88گروه ششم تشکیل شده که حدود 
در سطح  گرفت هاي مورد بررسی را در بر می نمونه

گروه قابل تقسیم بود.  خود به سه زیر 00/6تفاوت 
داراي  ) در بین این سه زیر گروهF1گروه اول ( زیر
و  G12 ،G23ترین تعداد اعضا بود (سه عضو؛  کم

G39گروه دیگر داراي تعداد اعضاي  ) اما دو زیر
عضو  12) داراي F2گروه دوم ( تري بودند. زیر بیش

) F3گروه سوم () و زیرFصد اعضاي گروه در 5/32(
) بود. Fدر صد اعضاي گروه  5/59عضو ( 22داراي 

ه مناطق جغرافیایی در ها با توجه ب عدم توزیع نمونه
که نتایج مشابهی  گردد می هاي مشاهد تجزیه خوشه

 أکه این مورد با منش )3( یینگ و همکاران توسط بن
) بر اساس C. sinensisهاي گیاه چاي ( یکسان بوته
این نوع الگوریتم  خوانی دارد. هم )4( منابع پیشین

یید قرار گرفته أبندي در مطالعات قبلی مورد ت خوشه
کلی با دانش  طور بهبندي  و این گونه گروه )24( است

 هاي و سیستماتیک گونه یشناس ریختموجود در مورد 
Camellia بر اساس .)35و  25 ،24 ،2( سازگار است 

توان بیان  پیشین و نتایج این بررسی می هاي گزارش
 پلاسم در ژرم یشناس ریختهاي  نمود که بر اساس داده

ها با استفاده از این  ایران امکان شناسایی نمونه
نشانگرها وجود دارد هر چند جهت تشخیص با دقت 

تر مانند نشانگرهاي  بالاتر نیاز به کاربرد ابزارهاي دقیق
 یشناس ریختمشخصات مولکولی وجود دارد. 

  .ارائه شده است 4ها در جدول  گروه
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  .UPGMAبا استفاده از نشانگرهاي موفولوژي به روش مورد بررسی چاي  نمونه 42نمودار  -1شکل 
Fig. 1. Dendrogram of 42 tea samples using morphological markers based on UPGMA. 

  
گیري  دازهها ان براي بررسی الگوي تغییرات ویژگی

کننده جهت  هاي تعیین شده و براي پیدا کردن ویژگی
هاي اصلی  لفهؤزمون تجزیه به مآها،  تشخیص تفاوت

)PCA انجام  یشناس ریخت) با استفاده از مشاهدات
هاي  در خصوص مولفه PCAشد. نتایج آزمون 

 21/54نشان داد که پنج جزء اول شامل  یشناس ریخت
باشند.  ها می ین نمونهها در ب درصد از کل تفاوت

، شاخصه دوم درصد 97/14شاخصه اول با میزان 
در صد تفاوت را  34/11درصد و شاخصه سوم  70/11

گردد تفاوت  طور که مشاهده می کردند. همان ایجاد می
باشد که  ا سوم چندان بالا نمیت هاي اول بین شاخصه

توان بیان نمود این صفات در بین  می بنابراین
 هاي مورد بررسی قدرت تشخیص بالایی ندارند. نمونه

بعد  ISSR آغازگرده عدد  مولکولی: وتحلیل تجزیه
که بر روي سه نمونه چاي  آغازگر 21از بررسی تعداد 

که در این بررسی وجود نداشتند بر اساس قدرت 

نمونه  DNA 42پذیر بودن براي بررسی  تکثیر و تکرار
شده از مناطق غرب چایکاري و  آوري چاي جمع

مرکزي چایکاري، شرق چایکاري و هشت نمونه از 
عنوان جمعیت  هاي وارداتی از سریلانکا به کلون

فاده قرار گرفتند. اطلاعات وارداتی مورد است
آورده شده  3هاي مورد استفاده در جدول آغازگر

باند داراي  92کار رفته  هب آغازگر 10است. از کل 
هاي مطلوب براي بررسی شناسایی شدند که  ویژگی

درصد  26/78نشان دادند ( چندشکلباند حالت  72
بودند). با توجه به نتایج سایر چندشکل باندها 
 )32و  29، 11( هاي مشابه بر روي گیاه چاي بررسی

قبول است.  این میزان درصد محاسبه شده، قابل
) در بررسی تنوع 32(که توماس و همکاران  طوري هب

گیاه چاي حاصل از تنوع سوماکلونال درصد چند 
درصد گزارش نمودند و در مطالعه  53شکلی حدود 

بررسی تنوع ژنتیکی بین ارقام چاي توسط روي و 
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گزارش  صددر 54/88) این میزان 29رابورتی (کچا
گیري درصد چندشکلی شده است. با توجه به قرار

ان بیان نمود این میزان تو حاصله در این دامنه می
هاي چاي تحت کشت  شکلی در رابطه با ژنوتیپ چند

در ) 36باشد. یائو و همکاران ( قبول می در ایران قابل
کشور چین، ژاپن و  گیاه چاي سهبررسی تنوع ژنتیکی 

شدت بالایی گزارش نمودند  هشکلی بکره در صد چند
 تره مناطقکه این مورد با توجه به گس )درصد 7/99(

شکلی حاصل  کننده درصد چندگیري نه تنها رد نمونه
باشد زیرا زمانی که به نتایج حاصل  از این بررسی نمی

گردد درصدهاي  از هر کشور به تنهایی مراجعه می
دست آمده در  هشکلی کاهش یافته و به دامنه ب چند

که براي کشور  طوري هگردد ب بررسی حاضر نزدیک می
برداري قرار  ري مورد نمونهچین که چهار منطقه چایکا

 2/88تا  2/54شکلی از  گرفته است دامنه درصد چند
که گیاهان چاي ایرانی نیز  قرار دارد و با توجه به آن

گردد که درصد  چینی دارند مشاهده می أمنش
دست آمده در این بررسی به شدت به  هشکلی ب چند

باشد.  دست آمده در کشور چین نزدیک می هحداکثر ب
و متوسط  57/8 آغازگرط تعداد باند براي هر متوس

باند بود.  14/7 آغازگربراي هر چندشکل تعداد باند 
 7با تولید  P2 آغازگرباند و  12با تولید  P5 آغازگر

ترین تعداد باتد تولیدي کل را  ترین و کم باند بیش
و  10با تعداد باندهاي  P1و  P5هاي آغازگرداشتند. 

را چندشکل ترین تعداد باند  ترتیب) بیش عدد (به 4
درصد  100نیز  P6و  P3آغازگر داشتند. در دو 

بودند. دامنه شده داراي حالت چندشکل ولیداندهاي تب
بود که  100درصد تا  50از  چندشکلیتغییرات درصد 

نیز دامنه مشابهی  )32در مطالعه توماس و همکاران (
 شده از نظر اندازه در گزار شده است. قطعات تکثیر

بودند ولی دامنه قطعات  bp2000تا  bp100دامنه 
بودند در  bp1500تا  bp200قابل بررسی در محدوده 

) نیز دامنه قطعات 3مطالعه بن یینگ و همکاران (
  نیز همین دامنه بوده است. ISSRتکثیر توسط نشانگر 

کار  ههاي بآغازگرجهت مشخص نمودن پتانسل 
اطلاعات ی حاضر میزان محتواي رفته در بررس

محاسبه گردید که آغازگرها ) براي PICشکلی (چند
و  50/0میزان   به P8آغازگر براي  PICحداکثر میزان 

میزان  به P16و  P11هاي آغازگرحداقل آن براي 
شکلی کل  دست آمد. محتواي اطلاعات چند هب 43/0

بطه با ذکر در را محاسبه گردید. نکته قابل 48/0نیز 
شکلی براي نشانگرهاي ت چندمیزان محتواي اطلاعا

 PICاین است که حداکثر میزان  ISSRبارز مانند  هم
محاسبه شده به  PICباشد و هر چه میزان   می 50/0

تر باشد نشان از قدرت بالاتر نشانگر  این میزان نزدیک
 هاي هاي نمونه کار برده در تفکیک و شناسایی تفاوت هب

محتواي اطلاعات که  ). با توجه به آن28باشد ( می
باشد و هرچه مقدار  دبای 5/0 تاشکلی مابین صفر چند

 5/0شکلی محاسبه شده به  محتواي اطلاعات چند
تر باشد بیانگر قدرت تفکیک بهتر نمونه است  نزدیک

کار رفته داراي  هتوان بیان نمود که نشانگرهاي ب می
هاي چاي  توانایی بسیار مناسبی براي تفکیک نمونه

را  PIC) میزان 11رو ( هانگیرزاده و فلکداشتند. ج
در گیاه چاي در منطقه  ISSRبراي کاربرد نشانگر 
 45/0با متوسط  50/0الی  34/0لاهیجان در محدوده 

در  )16( جهانگیرزاده و همکاران اند. گزارش کرده
هاي ایران در منطقه جنوب  بررسی تنوع ژنتیکی لایم

ها نیز  باشند و تکثیر آن که از یک جنس و گونه می
را از  PICباشد نیز دامنه تغییرات  بذري می عموماً

اند که این  اند و بیان کرده گزارش نموده 49/0تا  42/0
دهنده توانایی بالاي این  نشان PICمحدوده از میزان 

اي بررسی تنوع ژنتیکی در گیاه مورد نشانگر بر
مشخص  3طور که از جدول  باشد. همان بررسی می

باشند  بالا می PICداراي میزان  است تمام آغازگرها
ها در تفکیک و شناسایی  که نشان از قدرت بالاي آن

هاي تکثیر  تعدادي از نمونه 2شکل  باشد. ها می تفاوت
  هد.د را نشان می ISSR13شده توسط نشانگر 
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  . ISSR13شده توسط نشانگر  هاي تکثیر تعدادي از نمونه -2شکل 

Fig. 2. Some amplified fragment by used of ISSR13.  
  

جهت مشخص نمودن بهترین ضریب براي 
 اي خوشهمحاسبه ماتریس تشابه دو به دو و تجزیه 

ضریب کوفنتیک براي سه ضریب دایس، جاکارد و 
تشابه ساده محاسبه گردید و ضریب تشابه ساده داراي 

). این 78/0بالاترین میزان ضریب کوفنتیک بود (
دهد چه میزان از اطلاعات ماتریس  ضریب نشان می

طراحی شده منتقل  اي خوشهابه محاسبه شده به تش
اند. بر این اساس ضریب تشابه ساده براي  شده

براي  UPGMAمحاسبه ماتریس تشابه و الگوریتم 
میزان تشابه  طراحی کلاستر مورد استفاده قرار گرفتند.

ها با استفاده از ضریب تشابه ساده صورت  نمونه
دست آمده  هب پذیرفت و حداکثر تشابه و حداقل تشابه

ترتیب) و متوسط میزان  بود (به 28/0و  93/0ترتیب  به
  سبه گردید. حداکثر میزان تشابه محا 60/0تشابه 

(ژنوتیپ  G32) و 269(ژنوتیپ  G1بین دو نمونه 
(ژنوتیپ  G4) و حداقل این میزان بین دو نمونه 262
دست آمد. این میزان  ه) ب468(ژنوتیپ  G13) و 278

قبول  قابل یشناس ریختتشابه با توجه به نتایج بخش 
نمایند  یید میأباشد و این دو نشانگر یکدیگر را ت می

توان از این موضوع برداشت نمود که دو روش  که می
براي شناسایی و  ISSRآغازگر و  یشناس ریخت

  باشد. مناسب می Camelliaتفکیک درون جنس 

) در بررسی تنوع ژنتیکی گیاه 36( یائو و همکاران
چاي سه کشور چین، ژاپن و کره دامنه تشابه را در 

زان از دست آوردند که این می هب 16/0تا  54/0محدود 
باشد  تر می پیشرو کم پژوهشمقدار محاسبه شده در 

تردگی دامنه مورد بررسی در مطالعه سکه دلیل آن به گ
دست آمده  هتشابه ب گردد. بالا بودن میزان ها باز می آن
در  )19( ) با مطالعات کافکاس و همکاران93/0(

بررسی تنوع ژنتیکی گیاه چاي در کشور ترکیه با 
ها  خوانی دارد. آن هم AFLPاستفاده از نشانگر 

صد محاسبه نمودند که در 92حداکثر میزان تشابه را 
با توجه به وارد شدن گیاه چاي به این دو کشور 

باشد که  پذیرش می این مورد قابل (ایران و ترکیه)
ها با توجه به تکثیر بذري  میزان تشابه بالایی بین نمونه

دست آید. بن یینگ و همکاران  هاین گیاه در گذشته ب
در بررسی گیاه  ISSR) نیز با کاربرد نشانگرهاي 3(

چاي در منطقه یوننان کشور چین میزان تشابه را در 
دست آوردند  ه) ب51/0همین محدود (متوسط تشابه 

شده در ایران  که گیاه چاي کشت که با توجه به آن
باشد این موضوع نشان  از کشور چین می أداراي منش

  شده در ایران دارد. هاي کشت از رابطه بالاي نمونه
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 ، توسطISSRهاي حاصل از نشانگر  بر اساس داده
ها مورد  نمونه UPGMAضریب تشابه ساده و الگوریتم 

دست آمده در  هقرار گرفتند. در کلاستر ب اي خوشهتجزیه 

چهار گروه قرار  ها در نمونه درصد 55سطح تشابه حدود 
و  ISSRهاي  نمودار حاصل از داده 3گرفتند. شکل 

 دهد. ها را نشان می گیري نمونهنحوه قرار
 

 
  

  .UPGMAبه روش  ISSRنمونه چاي با استفاده از نشانگرهاي  42نمودار  -3شکل 
Fig. 3. Dendrogram of 42 tea samples using ISSR markers based on UPGMA. 

 
اي  هاي مولکولی در تجزیه خوشه بر اساس داده

تقسیم به چهار گروه  55/0ها در سطح تشابه  نمونه
) هرکدام C) و گروه سوم (Aشدند که دو گروه اول (

عضو  12) داراي Bداراي یک عضو بودند. گروه دوم (
گروه به سه زیر درصد 60بود که در سطح تشابه 

). گروه اصلی که در B3و  B1 ،B2گردید( تقسیم می
این تجزیه کلاست قابل شناسایی بود گروه چهارم 

)D هاي  درصد کل نمونه 66/66عضو ( 28) با تعداد
مورد بررسی) بود که این گروه نیز در سطح تشابه 

گروه  سه زیر گروه قابل تقسیم بود. به چهار زیر 63/0
عضو،  D1 =2اول از نظر تعداد اعضا محدود بودند (

D2 =3  عضو وD3 =4 گروه چهارم  عضو) اما زیر
)D4 (بر ر اعضاي این گروه را درت بیش ) 87/67داشت 

درصد اعضا گروه چهارم). نکته بسیار مهم حاصل از 

عدم  ISSRها توسط نشانگر  نمونه اي خوشهتجزیه 
ها از یک الگوي خاص جغرافیایی  بندي پیروي گروه

نیز این حالت مشاهده  شناسی ریخت تجزیهبود که در 
) مشخص گردید که 4(شکل  D‐plotشد. در تجزیه 

کنند  ی پیروي نمیها از الگوي خاصی جغرافیای نمونه
ییدي مجدد بر تجزیه کلاستر حاصل أکه این موضوع ت

ها از  بندي نمونه باشد که گروه می ISSRهاي  از داده
هاي  لفهؤالگوي جغرافیایی پیروي نکرد. در تجزیه به م

 98/72اصلی مشخص گردید که پنج شاخصه اول 
نمودند. شاخصه اول با  ها را ایجاد می درصد تفاوت

ثیر را داشت و در ادامه أبالاترین ت درصد 93/53میزان 
در  52/4درصد و شاخصه سوم  02/8شاخصه دوم 

کردند. این نتایج، نتایج حاصل  صد تفاوت را ایجاد می
  نماید. یید میأرا ت ISSRنشانگر  اي خوشهاز تجزیه 
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  نمونه چاي. 42از  ISSRحاصل بر اساس نشانگرهاي  D‐plotنمودار  -4شکل 
Fig. 4. D‐plot that generated based ISSR marker data of 42 of tea samples. 

  
در مطالعه تنوع ژنتیکی در منابع  ISSRنشانگرهاي 

. )29و  22 ،3( پلاسم چاي بسیار موثر بوده است ژرم
مولکولی به تشخیص رابطه ژنتیکی بین   این نشانگر

. نتایج )34( افراد داراي رابطه نزدیک حساس است
در بررسی میزان تنوع  ISSRحاصل از کاربرد نشانگر 

دارد که اختلافات زیادي  یان میهاي چاي ب بین ژنوتیپ
کاري  شده در مناطق چاي هاي چاي کشت نمونه بین تک

گردد  ت جزئی نیز مشاهده میوجود ندارد و اگر تفاو
ارتباطی نشان  این تفاوت با پراکنش جغرافیایی

طور دقیق و با  هدهد. البته براي بیان این موضوع ب نمی
تر،  هاي بیش دقت بالاتر نیاز به بررسی تعداد نمونه

بررسی جمعیتی مناطق مختلف و همچنین نشانگرهاي 
  باشد. می AFLPو  SSRتر و با دقت بالاتر مانند  بیش

ن است که نتایج این پژوهش، انتظار بر ای
هاي اصلاحی براي  را در طراحی برنامه پژوهشگران

اهداف خاص مانند معرفی ارقام جدید داراي عملکرد 
زنده در تخمین و  هاي زنده و غیره بالا و کنترل تنش

  تر یاري رساند. هاي مناسب مشخص نمودن تلاقی
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