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Background and Objectives: Tea (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) is 

the most consumed beverage in the world after water and an important 

commercial plant with economic value in northern Iran. Over the years, 

various tea plants have been cultivated in Iran's tea gardens by seed 

method, which has led to a high diversity in them. Since most gardeners 

have propagated the plant sexually, tea gardens vary in quality. Therefore, 

determining the genetic diversity and relatedness of plants has an important 
role to support breeding and breeding programs. 

 

Materials and Methods: In this study, 28 tea plants attributed to 

Darjeeling region along with eight Iranian samples and eight samples 

imported from Sri Lanka were investigated for genetic diversity using 

ISSR markers. After sampling from young and fully developed leaves, 

their genomic DNA was extracted and 16 ISSR markers were used to 

investigate the genetic relationships of 44 tea samples. The obtained data 

were analyzed by the simple similarity coefficient for the ISSR markers 

and the cluster was designed based on the UPGMA algorithm. Population 

structure analysis was also done by POPGENE program. 

 

Results: The use of 16 ISSR primers produced 158 bands, of which 116 

bands showed polymorphism, and based on this, the percentage of 

polymorphism was calculated as 73.42%. The PIC test showed a range of 

0.45 to 0.50 and this indicator was 0.49 for all markers. The results of 

Cophentic test showed that SM similarity coefficient and UPGMA 

algorithm are the most suitable for cluster analysis. Based on the obtained 

data, the range of similarity was found in the range of 0.376 to 0.880 with 

an average of 0.626. In the cluster analysis, the samples were divided into 

two groups at the similarity level of 0.56, and the first group is the largest 

group, which can be divided into two subgroups. In the population 

structure analysis, the indicators of Observed number of alleles, Effective 
number of alleles, Nei's gene diversity and Shannon's Information index in 

populations and total population were calculated as 1.928, 1.641, 0.364 and 

0.532, respectively. The total diversity, average intrapopulation diversity, 

level of population subdivision were also obtained as 0.380, 0.330 and 

0.130 respectively. The maximum similarity was between the samples 

attributed to Darjeeling and selected Iranian samples. 

 

Conclusion: Based on the obtained data, it was determined that there are 

significant changes among the investigated samples based on the ISSR 
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markers. The percentage of polymorphism and polymorphism information 

content of the used markers indicated that these markers have a high ability 

to identify diversity among tea genotypes. Also, the results of this study 

stated that tea genotypes in Iran have high genetic diversity because they 

are mostly sexually propagated. This level of variation found between 

samples suggests that tea from different companies or regions is of better 

quality, not entirely due to genotype, but rather the ecology in which the 

tea is grown in terms of climate and soil characteristics, as well as 

processing technology. At the same time, this genetic difference can be 
used in breeding studies. 
 

Cite this article: Jahangirzadeh Khiavi, Shahin, Azadi, Reza. 2024. Evaluation of genetic diversity of 

some tea genotypes attributed to Darjeeling in Iran using ISSR markers. Journal of Plant 

Production Research, 31 (2), 47-63.  
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  های کلیدی: واژه
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 ،تنوع ژنتيکی

 محتوای اطلاعات چندشکلی،
Camelia    

 

ترین  ( بعد از آب پرمصرفCamellia sinensis (L.) O. Kuntzeچای ) سابقه و هدف:

نوشيدنی در سطح جهان بوده و یک گياه تجاری مهم با ارزش اقتصادی در شمال ایران است. 

اند كه  شت شدههای چای ایران به روش بذری ك ها گياهان چای مختلفی در باغ در طول سال

تر باغداران از طریق جنسی  كه بيش جایی ها شده است. از آن منجر به ایجاد تنوع بالایی در آن

های چای از نظر كيفيت متفاوت هستند. بنابراین، تعيين تنوع  اند، باغ این گياه را تکثير كرده

 ی دارد.های اصلاح و كشت نقش مهم ژنتيکی و ارتباط گياهان برای حمایت از برنامه

 

درختچه چای منسوب به منطقه دارجلينگ به  28در این بررسی تنوع ژنتيکی  ها: مواد و روش

های  همراه هشت نمونه ایرانی و هشت نمونه وارداتی از كشور سریلانکا با استفاده از نشانگر

ISSR یافته، توسعه های جوان و كاملاً برداری از برگ مورد بررسی قرار گرفت. پس از نمونه 

DNA عدد نشانگر 16ها استخراج شد و از  ژنومی آن ISSR  44برای بررسی روابط ژنتيکی 

 ISSRدست آمده، توسط ضریب تشابه ساده برای نشانگر  های به نمونه چای استفاده شد. داده

طراحی شد. آناليز ساختار جمعيتی نيز  UPGMAآناليز شدند و كلاستر بر اساس الگوریتم 

 صورت پذیرفت. POPGENEه توسط برنام
 

باند حالت چندشکلی  116باند شد كه  158منجر توليد  ISSRآغازگر  16استفاده از  ها: یافته

دامنه  PICدرصد محاسبه شد. آزمون  42/73شکلی ان دادند و بر این اساس درصد چندنش

مون كوفنتيک بود. نتایج آز 49/0را نشان داد و این شاخصه برای كل نشانگرها  50/0تا  45/0

ترین است.  برای تجزیه كلاستر مناسب UPGMAو الگوریتم  SMنشان داد كه ضریب تشابه 

 626/0با متوسط  880/0 تا 376/0دست آمده دامنه تشابه در محدوده  های به بر اساس داده
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به دو گروه تقسيم شدند كه گروه  56/0ها در سطح تشابه  دست آمد. در تجزیه كلاستر نمونه به

ترین گروه تشکيل شده كه خود به دو زیر گروه قابل تفکيک است. در آناليز ساختار  ول بزرگا

های متوسط تعداد نوار مشاهده شده، متوسط تعداد نوار موثر، تنوع ژنتيکی نی  جمعيتی شاخص

محاسبه شد. تنوع كل،  532/0و  364/0، 641/1، 928/1ترتيب  و تنوع ژنتيکی شانون كل به

 130/0و  330/0، 380/0ترتيب  وع درون جمعيت و سطح تنوع بين جمعيت نيز بهميانگين تن

های گزینش شده  های منسوب به دارجلينگ و نمونه دست آمد. حداكثر تشابه نيز بين نمونه به

 ایرانی بود.
 

 های مورد بررسی  های حاصل مشخص گردید كه در بين نمونه بر اساس داده گیری: نتیجه

شود. درصد چندشکلی و محتوای  توجهی مشاهده می تغييرات قابل ISSRبر اساس نشانگر 

اطلاعات چندشکلی نشانگرهای بکار رفته بيان نمودند كه این نشانگرها دارای توانمندی بالایی 

چنين نتایج این بررسی بيان نمود كه  باشند. هم های چای می در شناسایی تنوع در بين ژنوتيپ

اند تنوع  به صورت جنسی تکثير شده كه اكثراً دليل آن ی چای موجود در ایران بهها ژنوتيپ

دارد كه چای  دست آمد بيان می ها به ژنتيکی بالایی دارند. این سطح از تنوع كه مابين نمونه

ها یا مناطق مختلف كه از كيفيت بهتری برخوردار است، كاملاً به دليل ژنوتيپ نيست،  شركت

های آب و هوا و خاک و  كند در ویژگی ولوژیکی كه چای در آن رشد میبلکه مناطق اك

توان از این تفاوت ژنتيکی در مطالعات  حال می چنين فناوری فرآوری مؤثر است. در عين هم

 اصلاحی استفاده كرد.
 

های چای منسوب به دارجلینگ در ایررا  برا    ارزیابی تنوع ژنتیکی برخی ژنوتیپ(. 1403) جهانگیرزاده خیاوی، شاهین، آزادی، رضا: استناد

  .47-63(، 2) 31، های تولید گیاهی پژوهشنشریه . ISSRهای  استفاده از نشانگر

                  DOI: 10.22069/JOPP.2023.20980.3001 
 

                       نویسندگا . ©ناشر: دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگا                                          
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 مقدمه
كشور ایران به دليل موقعيت جغرافيایی، ساختار 

دارای منابع گياهی غنی  خاک و تنوع آب و هوایی،
ها باعث شده است ایران یکی از  است. این ویژگی

كشورهای پيشرو در جهان از نظر تنوع گياهی باشد 
طور طبيعی  های گياهی زیادی دارد كه به زیرا گونه
ها است. ایران  كنند یا مركز ژن بسياری از آن رشد می

دارای اكولوژی متنوعی است كه امکان كشت بسياری 
با نياز آب و هوایی معتدل، محصولات باغی  از

گرمسيری و گرمسيری در آن فراهم است. چای  نيمه
(Camellia sinensis L. گياهی است كه از برگ و )

شود. این  جوانه آن برای توليد نوشيدنی استفاده می
است كه در آب و  Theaceaeگونه متعلق به خانواده 
(. اگرچه منشأ آن 3، 2، 1كند ) هوای مرطوب رشد می

شرقی آسيا است، اما در مناطق  از جنوب و جنوب
گرمسيری در سراسر جهان نيز رشد  گرمسيری و نيمه

 2تر از  كم(. این گياهان درختانی كوچک 4كند ) می
كشور جهان در  45متر و هميشه سبز هستند چای در 

هزار هکتار در جهان  561ميليون و  5مساحت تقریبی 
ترین ویژگی گياهان چای كه  (. مهم5شود ) توليد می

مانده سموم  شوند این است كه باقی در ایران كشت می
ها  شرات و قارچدفع آفات )كه برای مبارزه با ح

شود( به دليل عدم كنترل شيميایی و مواد  استفاده می
ها وجود ندارد. از سوی دیگر،  افزودنی در كشت آن

ای مناسب است و  چای ایران به ویژه برای مناطق تپه
جز در تركيه و ایران در هيچ كشور دیگری در  به تقریباً

های كشت چای وجود  زمستان برف در این نوع زمين
ها را در گياهان چای  ارد. این عوامل رشد باكتریند

كند و امکان كشاورزی ارگانيک پایدار را  محدود می
 كند.  فراهم می

بندی گياهان  در كشورهای توليدكننده چای، طبقه
 های مورفولوژیکی، فيزیولوژیکی، اصلاحی بر اساس تکنيک

بيوشيميایی و مولکولی بسيار مهم است. در ایران، 
اند و  های چای از كاشت بذر ایجاد شده باغتر  بيش

اولين مطالعات انتخاب كلونال بر اساس خصوصيات 

های اخير صورت  مورفولوژیکی و بيوشيميایی در دهه
های سنتی شناسایی كلونال برای  گرفته است. روش

تعيين روابط ژنتيکی چای مانند سایر محصولات 
ی و دگرگشن ناكافی هستند زیرا صفات مورفولوژیک

تأثير شرایط محيطی و تغييرات  بيوشيميایی تحت
حال،  تکاملی در مناطق ژنومی قرار دارند. با این

هایی كه مبتنی بر  ویژه آن های مولکولی، به تکنيک
هستند، ظرفيت تفکيک فيلوژنتيکی  DNAنشانگرهای 

را برای تعيين تنوع ژنتيکی برای اصلاح گياهان فراهم 
ها برای اصلاح و  كنند. بسياری از این تکنيک می

های نشانگر  بهنژادی چای وجود دارد. در ميان سيستم
DNA  مبتنی برPCR هزینه و زمان زیاد ،

از  RAPD، و تکرارپذیری پایين AFLPها و  ماهوارهریز
 ISSR-PCRحال، روش  (. با این6معایب عمده هستند )

، 11، 10، 9، 8، 7كند ) تر این معایب غلبه می بر بيش
یک روش بسيار ساده و سریع  ISSR(. روش 13، 12

(. 14، 13، 10، 8برای تعيين تنوع ژنتيکی است )
ای برای بررسی روابط  طور گسترده به ISSRنشانگرهای 

های جنس كامليا در  ژنتيکی در داخل و بين جمعيت
ایران، هند، چين و تایوان، مانند سایر گياهان استفاده شده 

 (.20، 19، 18، 17، 16، 15، 12، 10، 8است )

كه امروزه كشت و نگهداری ارقام  با وجود آن
كلونی به دليل یکنواختی برگ سبز استحصالی و 

 گردد،  های چای توصيه می تر باغ مدیریت راحت
های  كه تغييراتی در بين كلون جایی حال، از آن با این

ها  ها وجود دارد، باغ چای به دليل توليدمثل جنسی آن
کرد شامل مخلوطی از گياهان چای با كيفيت و عمل

نياز به مطالعات  بنابراین( و 21باشند ) متفاوت می
صورت كامل  ها به مربوط به ارتباط ژنتيکی این بوته

گردد. در مطالعه حاضر، نشانگرهای  احساس می
ISSR های چای  برای الف: تعيين تنوع ژنتيکی نمونه

کی پایه منسوب به دارجلينگ برای ارائه اطلاعات ژنتي
برای اصلاح چای در ایران، ب: تعيين روابط ژنتيکی 

های  بين ارقام چای معرفی شده ایرانی و نمونه
 منسوب به دارجلينگ استفاده شده است.
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 ها مواد و روش
نمونه گياه چای  44تعداد  پژوهشدر این : مواد گیاهی
 28های بذری منسوب به منطقه دارجلينگ ) شامل نمونه

عدد( به همراه دو رقم چای كاشف و لاهيج و شش 
های چای ایرانی و  عنوان نمونه كلون گزینش شده به

عنوان  های وارداتی از سریلانکا به هشت نمونه از كلون
 1ل جمعيت وارداتی مورد آزمایش قرار گرفتند. جدو

كار رفته، كد ثبت شده در پژوهشکده چای،  ههای ب نمونه
 دهد. ها را نشان می گيری و كدبندی آن محل نمونه

 

 .کار رفته در بررسی ههای چای ب نمونه -1 جدول

Table 1. Tea samples used in analysis. 
 كد نمونه
Plant 
code 

كد ثبتی 
 پژوهشکده

TRC No. 

 آوری محل جمع
Location 

 نام علمی
Scientific 

name 

 كد نمونه
Plant 
code 

كد ثبتی 
 پژوهشکده

TRC No. 

 آوری محل جمع
Location 

 نام علمی
Scientific 

name 

G1 280 ایران 

Iran 
Camellia sinensis G23 DR7 دارجلينگ 

Darjeeling 
Camellia sinensis 

G2 256 ایران 

Iran 
Camellia sinensis G24 DR8 دارجلينگ 

Darjeeling 
Camellia sinensis 

G3 468 ایران 

Iran 
Camellia sinensis G25 DR9 دارجلينگ 

Darjeeling 
Camellia sinensis 

G4 440 ایران 

Iran 
Camellia sinensis G26 DR10 دارجلينگ 

Darjeeling 
Camellia sinensis 

G5 
 لاهيج

Lahij 
 ایران

Iran 
Camellia sinensis G27 DR11 دارجلينگ 

Darjeeling 
Camellia sinensis 

G6 
 كاشف

Kashef 

 ایران

Iran 
Camellia sinensis G28 DR12 دارجلينگ 

Darjeeling 
Camellia sinensis 

G7 455 ایران 

Iran 
Camellia sinensis G29 DR13 دارجلينگ 

Darjeeling 
Camellia sinensis 

G8 548 ایران 

Iran 
Camellia sinensis G30 DR14 دارجلينگ 

Darjeeling 
Camellia sinensis 

G9 DN سریلانکا 
Sri Lanka 

Camellia sinensis G31 DR15 دارجلينگ 
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G10 3015 
 سریلانکا

Sri Lanka 
Camellia sinensis G32 DR16 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G11 DG7.1 
 سریلانکا

Sri Lanka 
Camellia sinensis G33 DR17 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G12 DG7 
 سریلانکا

Sri Lanka 
Camellia sinensis G34 DR18 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G13 DG39 
 سریلانکا

Sri Lanka 
Camellia sinensis G35 DR19 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G14 3020 
 سریلانکا

Sri Lanka 
Camellia sinensis G36 DR20 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G15 KEN 
 سریلانکا

Sri Lanka 
Camellia sinensis G37 DR21 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G16 B275 
 سریلانکا

Sri Lanka 
Camellia sinensis G38 DR22 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G17 DR1 
 دارجلينگ

Darjeeling 
Camellia sp. G39 DR23 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G18 DR2 
 دارجلينگ

Darjeeling 
Camellia sp. G40 DR24 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G19 DR3 
 دارجلينگ

Darjeeling 
Camellia sp. G41 DR25 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G20 DR4 
 دارجلينگ

Darjeeling 
Camellia sp. G42 DR26 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G21 DR5 
 دارجلينگ

Darjeeling 
 G43 DR27 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 

G22 DR6 
 دارجلينگ

Darjeeling 
Camellia sp. G44 DR28 

 دارجلينگ
Darjeeling 

Camellia sinensis 
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جهت استخراج : و آنالیز مولکولی DNAاستخراج 

DNA ( با اندكی تغيير استفاده 22از روش دلاپورتا )

استخراج شده از  DNAگردید. جهت تعيين كميت 

روش اسپکتوفتومتر و دستگاه نانودراپ استفاده گشت 

استخراج شده در ژل  DNAو برای تعيين كيفيت 

 ولت الکتروفورز شد. 100و ولتاژ  درصد 8/0آگارز 

برای این بررسی بر  ISSR عدد آغازگر 30تعداد 

سازی و انتخاب بهترین  ها و جهت بهينه روی نمونه

 16آغازگرها مورد بررسی قرار گرفت كه در نهایت 

پذیرترین  ترین و تکرار ها كه بهترین، قوی عدد از آن

تکثير را داشتند، جهت ادامه بررسی برگزیده شدند. 

 2كار رفته در جدول  هب ISSRتوالی آغازگرهای 

ای  شده است. جهت اجرای واكنش زنجيرهآورده 

( تركيب مواد در داخل هر واكنش PCRمراز ) پلی

( به ميزان X10) PCR، بافر ng50الگو  DNAشامل 

lµ25/1، منيزیم كلرید mM2 از هر ،dNTP  به ميزان

mM2/0 آنزیم ،Taq مراز به ميزان یک واحد و  پلی

Mµ75/0 توسط نهایت در كه بود آغازگر از  

 . شرایط شد رسانده lµ5/12 حجم به قطرم آب

 مراز برای آغازگرها نيز  ای پلی انجام واكنش زنجيره

مدت  به صورت زیر تنظيم شد: ابتدا محلول واكنش به

گراد قرار گرفت  درجه سانتی 94دقيقه در دمای  4

سپس این محلول وارد مرحله دوم گردید كه این 

صورت  چرخه و شرایط به این 35مرحله به صورت 

گراد به مدت یک دقيقه،    درجه سانتی 95تنظيم گردید: 

درجه  72مدت یک دقيقه و  گراد به درجه سانتی 52

مدت یک دقيقه و سی ثانيه بود و در  گراد به سانتی

نهایت برای تکثير و گسترش نهایی محلول واكنش در 

مدت هفت دقيقه  گراد به درجه سانتی 72دمای 

درجه  4ها در دمای  هنگهداری شد. سپس نمون

گراد تا زمان الکتروفورز نگهداری شدند. از  سانتی

 i-Cyclerمدل  Bio-Radدستگاه ترمال سایکلر 

 استفاده گردید. 

ميکروليتر  5محصولات تکثير شده به نسبت 

 ميکروليتر بافر بارگذاری و  PCR ،3محصول 

 ( در ژل Biotium, USA) 1ميکروليتر ژل رد 2

مدت  ولت به 90د تحت ولتاژ ثابت درص 5/1آگارز 

توسط  UVدقيقه تفکيک گردیدند و زیر نور  120

( از ژل حاصل Biometraدستگاه ژل داک بيومترا )

 برداری شد. عکس

باندهای چند شکل غيرمبهم و دارای : تجزیه آماری

وضوح بالا در ژل آگارز آغازگرها بر اساس وجود و 

دهی شدند.  صورت صفر و یک نمره عدم وجود به

باندهای نامشخص و دارای وضوح كم كه نشانه عدم 

تکثير مطلوب به دلایل متفاوت )مانند عدم اتصال 

 های اتصال آغازگر  صحيح آغازگر، یا رقابت جایگاه

چنين باندهای یک شکل در این  و ...( است و هم

دهی قرار نگرفتند. محتوای اطلاعات چندشکلی  نمره

(PIC)2  بر اساس رابطهPICi=2fi(1-fi)  كه برای

نشانگرهای غالب توصيه شده است، با استفاده از 

فراوانی  fiافزار اكسل محاسبه شد. در این رابطه  نرم

( فراوانی قطعه fi-1ام هنگام وجود و )iقطعه نشانگر 

(. بعد 23ام در حالت عدم وجود باند است )iنشانگر 

ها به  تریس صفر و یک و انتقال آناز تشکيل ما

تشکيل  SMماتریس ضریب تشابه  Ntsysافزار  نرم

ها با الگوریتم  ای نمونه گردید و تجزیه خوشه

UPGMA ها برای  صورت گرفت. از همين داده

(، neثر )ؤ(، تعداد آلل مnaهای آللی ) محاسبه فراوانی

( تنوع Hsجمعيتی ) (، تنوع درونIشاخص شانون )

( و نسبت تنوع بين جمعيتی به تنوع كل Htكل )

(Gstبه ) افزار  وسيله نرمPopgene .استفاده شد 

                                                
1- Gel red 

2- Polymorphic Information Content (PIC) 
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 .ها کار رفته در بررسی و اطلاعات آماری آن توالی آغازگرهای به -2 جدول
Table 2. Primer sequences used in experiments. 

محتوای اطلاعات 

 شکلیچند

Polymorphic 

Information 

Content (PIC) 

 درصد چندشکلی
Polymorphic 

percent 

 تعداد قطعات چندشکلی
No. of polymorphic 

fragment 

 تعداد كل قطعات

Total No. of 

fragments 

 توالی آغازگر

Primer sequence 

شمار 

 آغازگر

Primer 

No. 

0.50 50.00 4 8 ACACACACACACACACC ISSR1 

0.49 85.71 6 7 AGAGAGAGAGAGAGAGYA ISSR2 

0.49 100.00 8 8 AGAGAGAGAGAGAGAGYC* ISSR3 

0.47 87.50 7 8 CTCTCTCTCTCTCTCTRG ISSR4 

0.49 83.33 10 12 CAGCAGCAGCAGCAGCAGT ISSR5 

0.45 100.00 8 8 GGAGAGGAGAGGAGAGGAGA ISSR6 

0.50 77.78 7 9 GAGAGAGAGAGAGAGAYG ISSR7 

0.49 54.55 6 11 TGTGTGTGTGTGTGTGG ISSR8 

0.46 64.71 11 17 CAACAACAACAACAACAAG ISSR9 

0.50 100.00 9 9 GAGAGAGAGAGAGAGAC ISSR10 

0.46 71.43 5 7 CTCTCTCTCTCTCTCTRA** ISSR11 

0.46 70.00 7 10 GATAGATAGATAGATA ISSR12 

0.47 63.64 7 11 TCTCTCTCTCTCTCTCC ISSR13 

0.45 69.23 9 13 AGAGAGAGAGAGAGAGYT ISSR14 

0.47 77.78 7 9 ACACACACACACACACYC ISSR15 

0.48 45.45 5 11 ACACACACACACACACYG ISSR16 

0.49 73.42 116 158 - 
 جمع

Sum. 

  7.25 9.88 - 
 ميانگين

Av. 

*Y: (C, T) 
**R: (A, G) 

 

 نتایج و بحث

امروزه انجام تجزیه و تحليل تنوع  :ISSRنتایج تکثیر 

ژنتيکی برای داشتن اطلاعاتی در مورد تغييراتی كه 

ممکن است در مورد استفاده پایدار و وضعيت آینده 

منابع ژنتيکی گياهی رخ دهد، برای ارزیابی روند 

ها مهم است  تکاملی یک جمعيت و حفاظت از گونه

 DNAهای نشانگر مولکولی  (. بسياری از تکنيک24)

در توصيف منابع ژن گياهی  PCRمبتنی بر فناوری 

 اند. توسعه یافته

كه  DNAهای نشانگر  ترین تکنيک شده شناخته

مورد استفاده قرار  گران پژوهشتوسط بسياری از 

و  ISSR ،RAPD ،AFLPاند از  گيرد عبارت می

SRAP تکنيک نشانگر مولکولی .ISSR كه اغلب در ،

گذاری ژن، مطالعات  های تنوع ژنتيکی، برچسب زمينه

شناسی تکاملی  برداری ژنوم و زیست فيلوژنتيک، نقشه

ها  ترین روش گيرد، یکی از ارجح مورد استفاده قرار می

دليل سهولت كاربرد و تکرارپذیری آن است  ویژه به به

بر این، این واقعيت كه  (. علاوه27، 26، 25)

نسبت به سایر نشانگرها در  ISSRنشانگرهای 

ها  ارزیابی تنوع ژنتيکی كارآمدتر هستند و توانایی آن

تر، كاربرد این  در توليد نوارهای چندشکلی بيش

نشان داد  ها پژوهش(. 28دهد ) را افزایش مینشانگرها 
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قابل تفکيک  RAPDكه انواعی كه با نشانگرهای 

قابل جداسازی هستند  ISSRنيستند، با نشانگرهای 

دهد كه سرعت تکامل  (. این یافته نشان می29)

ISSRتر از  ها ممکن است سریعRAPD  در

های چای مورد مطالعه باشد. بنابراین، تکنيک  نمونه

برای استفاده در مطالعه تنوع ژنتيکی و  ISSRنشانگر 

تعيين روابط ژنتيکی انواع چای نزدیک به هم مناسب 

چنين نشان داده است كه  است. مطالعات مختلف هم

شکلی را در سطوح بالاتری از چند ISSRنشانگرهای 

، 31، 30دهند ) نشان می RAPD مقایسه با نشانگرهای

32 ،33 .) 

در این مطالعه، از هشت كلون انتخابی ایرانی ، 

نمونه  28هشت كلون چای وارداتی از سریلانکا، و 

 DNAبرون منسوب به دارجلينگ استفاده كردیم. 

ها استخراج شد. به دليل كيفيت  ژنومی از تمامی نمونه

های  ها در شرایط مختلف، غلظت متفاوت نمونه

 315تا  128استخراج شده )از  DNAمختلفی از 

دست آوردیم. برای تعيين  نانوگرم در ميکروليتر( را به

نمونه انتخاب شده موجود در  44شباهت ژنتيکی 

سسه تحقيقات ؤكلکسيون چای پژوهشکده چای م

را آزمایش كردیم. از  ISSRآغازگر  30علوم باغبانی، 

آغازگر با توجه به آغازگرهایی كه  16این ميان، 

ی را دادند و قطعات ترین باندهای چندشکل بيش

PCR  .قابل امتياز گيری را توليد كردند، انتخاب شدند

بودند ولی  bp2000تا  bp100از نظر اندازه در دامنه 

تا  bp200دامنه قطعات قابل بررسی در محدوده 

bp1500 ( 15بودند در مطالعه بن یينگ و همکاران )

نيز همين  ISSRنيز دامنه قطعات تکثير توسط نشانگر 

دامنه بوده است. اطلاعات آغازگرهای مورد استفاده 

شکل آورده شده است. باندهای چند 2ول در جد

غيرمبهم و دارای وضوح بالا در ژل آگارز آغازگرها 

صورت صفر و یک  بر اساس وجود و عدم وجود به

دارای وضوح  دهی شدند. باندهای نامشخص و نمره

كم كه نشانه عدم تکثر مطلوب به دلایل متفاوت 

)مانند عدم اتصال صحيح آغازگر، یا رقابت 

چنين  های اتصال آغازگر و ...( است و هم جایگاه

 دهی قرار نگرفتند.  باندهای یک شکل در این نمره

وضوح  ه تعداد كل نوارهای بهدر این مطالع

شکل ها چند از آنمورد  116بود كه  158مشاهده  قابل

 11تا  4بين  ISSRبودند. تعداد باندهای چندشکلی 

ترتيب  متغير بود كه حداقل و حداكثر تعداد باندها به

دست آمد. آغازگر  به P9و  P1توسط آغازگرهای 

P16  ترین چندشکلی را نشان داد،  كم 45/45با ميزان

 100با ميزان  P10و  P3 ،P6كه آغازگرهای  در حالی

ترین چندشکلی را نشان دادند. در صد  شدرصد بي

بود كه با مطالعات خياوی و  42/73چندشکلی كل 

ها در بررسی  ( نزدیکی بالایی داشت آن18همکاران )

این عدد  ISSRهای چای ایرانی با نشانگر  تنوع بوته

نتيجه  اند. با مقایسه ه نمودهدرصد محاسب 26/78را 

های پيشين بر روی گياه  دست آمده و نتایج بررسی به

( این ميزان درصد محاسبه 34، 19، 18، 12چای )

 قبول است. شده، قابل

هایی كه برای تعيين توانایی و  از شاخصه یکی

های  پتانسيل آغازگرها برای مشخص نمودن تفاوت

 شود های مورد بررسی استفاده می ژنتيکی مابين نمونه

( PICشکلی )شاخصه ميزان محتوای اطلاعات چند

است كه در این بررسی نيز موزد توجه قرار گرفت و 

برای آغازگرهای  PICمطالعه شد كه حداكثر ميزان 

P1 ،P7  وP10  و حداقل آن برای  50/0به ميزان

دست آمد.  به 45/0به ميزان  P14و  P6آغازگرهای 

محاسبه  49/0شکلی كل نيز محتوای اطلاعات چند

بطه با ميزان محتوای گردید. نکته قابل ذكر در را

شکلی برای نشانگرهای هم بارز مانند اطلاعات چند

ISSR كثر ميزان این است كه حداPIC 50/0  است و

تر  محاسبه شده به این ميزان نزدیک PICچه ميزان هر

كار برده در  هباشد نشان از قدرت بالاتر نشانگر ب
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(. 18های است ) های نمونه تفکيک و شناسایی تفاوت

كه محتوای اطلاعات چندشکلی مابين  با توجه به آن

و هرچه مقدار محتوای باشد  دبای 5/0 تا صفر

تر  نزدیک 5/0شکلی محاسبه شده به اطلاعات چند

توان  باشد بيانگر قدرت تفکيک بهتر نمونه است می

كار رفته دارای توانایی  هبيان نمود كه نشانگرهای ب

های چای داشتند.  بسيار مناسبی برای تفکيک نمونه

( این ميزان را در بررسی 18جهانگيرزاده و همکاران )

 ISSRهای چای با استفاده از نشانگرهای  تنوع بوته

 48/0كل را  PICبا ميزان  50/0 تا 43/0در دامنه 

( ميزان 34رو ) اند. جهانگيرزاده و فلک گزارش كرده

PIC  را برای كاربرد نشانگرISSR  در گياه چای در

با متوسط  50/0 تا 34/0منطقه لاهيجان در محدوده 

اند. هردوی این منابع اعلام  گزارش كرده 45/0

دهنده  نشان PICاند كه این محدوده از ميزان  داشته

توانایی بالای این نشانگر برای بررسی تنوع ژنتيکی در 

 2طور كه از جدول  گياه مورد بررسی است. همان

بالا  PICمشخص است تمام آغازگرها دارای ميزان 

ها در تفکيک و  باشند كه نشان از قدرت بالای آن می

 ها است. شناسایی تفاوت

: ای ماتریس تشابه ژنتیکی و تجزیه و تحلیل خوشه

چهل و چهار نمونه چای  DNAنگاری  نتایج انگشت

نشان داده شده است. تجزیه و تحليل  1در شکل 

( و روش SMبندی با ضریب تشابه ساده ) خوشه

UPGMA ها  انجام شد. ماتریس ضریب شباهت )داده

ترین شباهت بين دو  ارائه نشده( نشان داد كه بيش

( با DR24و  DR22ژنوتيپ منسوب به دارجلينگ )

شاخص شباهت بين كلون ترین  و كم 880/0حدود 

و  280گزینش شده كلکسيون پژوهشکده چای با كد 

تعيين شد.  376/0با حدود  3020كلون وارداتی 

 دست آمد.  به 626/0متوسط ميزان تشابه نيز 

های چای  در مطالعات صورت گرفته بر روی بوته

در ایران با استفاده از نشانگرهای مولکولی مختلف 

های مورد بررسی در مطالعه  دامنه تشابه بين نمونه

، در 93/0 تا 28/0( در دامنه 18خياوی و همکاران )

و  RAPD( با نشانگر 18رو و خياوی ) مطالعه فلک

ISSR در 96/0 تا 59/0و  68/0 تا 37/0ترتيب  به ،

در  RAPD( با نشانگر 35رو و همکاران ) مطالعه فلک

رو و همکاران  و در مطالعه فلک 867/0 تا 484/0دامنه 

گزارش  65/0با ميزان متوسط  94/0تا  43/0( از 36)

طور كه از اعداد گزارش شده در این  شده است. همان

ن پژوهش مشخص است دامنه مطالعات و نتایج ای

قبول  دست آمده برای گياه چای در ایران قابل تشابه به

 است.

نمونه را به دو گروه  44ای تمام  نمودار خوشه

(. مشخص شد كه 3( جدا كرد )شکل Bو  Aاصلی )

مانده  نمونه باقی 31نمونه است و  13دارای  Bگروه 

دهند كه عمدتاً به دو زیرگروه  را تشکيل می Aگروه 

A1  وA2 شوند. گروه  تقسيم میB  13كه دارای 

های  از نمونه G8و  G1عضو است تنها دو نمونه 

 Aهای دارجلينگ دارد. گروه  ایرانی را در كنار نمونه

های  كه به دو زیرگروه قابل تقسيم است تمام نمونه

ایرانی را  مانده سریلانکایی و شش نمونه باقی

صورت پخش شده در دو زیرگروه خود دارد.  به

شامل هشت نمونه، چهار نمونه متعلق  A1زیرگروه 

های  های ایرانی و یک نمونه متعلق به نمونه به نمونه

سریلانکایی و باقی سه نمونه بعدی متعلق به 

 23شامل  A2های دارجلينگ است. زیرگروه  نمونه

گروه اصلی را با  A2نمونه است كه این زیرگروه 

دهد.  نمونه تشکيل می 23های مختلف شامل  نمونه

هفت كلون وارداتی از سریلانکا به همراه دو كلون 

( در 455گزینش شده ایرانی )رقم كاشف و كلون كد 

 نمونه منتسب به دارجلينگ قرار دارند.  14كنار 

 های سریلانکایی عموماً های پيشين بوته بر اساس داده

 های دارجلينگ نيز  دارند كه نمونه هندی أمنش

بر اساس زادگاه هندی هستند كه این امر نشان از 
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ای  رابطه بين این دو گروه است كه در تجزیه خوشه

 نيز این موضوع مشخص گردیده است.

كلی، مشاهده طور ای بهبا نگاهی به انواع چ

شود كه گسترش ژنتيکی پدیدار شده است.  می

افشانی  دليل گرده گسترش به شود كه این استدلال می

آزاد و خود ناسازگاری این گياه است. ارجح بودن 

در مطالعات تنوع  ISSRمکرر كاربرد آغازگرهای 

كلی توسط سایر طور به C. sinensisژنتيکی گياه 

كند. اولين  ، از مطالعه ما حمایت میگران پژوهش

های چای كه به ایران آمد از منطقه لاهيجان كه  بوته

اند گرفته  های ایرانی از این منطقه انتخاب شده نهنمو

شده است. ساليان متمادی است كه از بذر گياهانی كه 

كنند، در ایجاد باغ چای جدید  از این بذرها رشد می

كه این جمعيت  جایی شود. از این نظر، از آن استفاده می

افشانی و بارورشده است،  ها در درون خود گرده سال

ها شباهت  شده از بذر های تشکيل اریتهها و و ژنوتيپ

حال، مواردی كه از نظر    اند. با این زیادی نشان داده

ژنتيکی با هم تفاوت دارند باید از نظر مورفولوژیکی 

 بررسی شوند. 

 

 
 .UPGMAبه روش  ISSRبندی چهل و چهار ژنوتیپ چای مورد بررسی بر اساس نتایج حاصل از نشانگر  دندروگرام گروه -1شکل 

Fig. 1. Dendrogram of the grouping of forty-four studied tea genotypes based on the results of the ISSR 

marker using the UPGMA method. 

 

های نشانگر  بررسی ساختار جمعیتی بر اساس داده

ISSR: ها  توان نمونه ی میگير با توجه به مناطق نمونه

های ایرانی با  جمعيت متفاوت، نمونهرا در سه زیر

های وارداتی از سریلانکا هشت  هشت عضو، نمونه

عدد قرار  28های تحت عنوان دارجلينگ  عدد و نمونه

 داد. 
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ررسی ميزان تنوع ژنتيکی درون جهت ب

های  های ميانگين، تعداد نوار ها؛ شاخص جمعيتزیر

 مشاهده شده و ميانگين تعداد نوار مؤثر، شاخص تنوع

شاخص اطلاعاتی شانون درون هر ژنتيکی نی و 

 (.3جمعيت محاسبه شد )جدول زیر

 (na) ترین ميانگين تعداد نوار مشاهده شده بيش

ترین  ( و كم904/1در جمعيت منسوب به دارجلينگ )

های وارداتی سریلانکایی  جمعيت كلونآن در زیر

ترین ميانگين تعداد  چنين كم ( محاسبه شد. هم768/1)

های وارداتی  ( مربوط به جمعيت كلونneثر )ؤمنوار 

ترین آن مربوط به  ( و بيش544/1سریلانکایی )

ترین  ( بود. كم641/1جمعيت منسوب به دارجلينگ )

( در ميان جمعيت hميزان شاخص تنوع ژنتيکی نی )

ترین  ( و بيش308/0های وارداتی سریلانکایی ) كلون

ود. ( ب364/0در جمعيت منسوب به دارجلينگ )

( درون Iترین ميزان شاخص تنوع ژنتيکی شانون ) بيش

ترین آن  ( و كم532/0جمعيت منسوب به دارجلينگ )

های وارداتی سریلانکایی  مربوط به جمعيت كلون

گردد ميزان  طور كه مشاهده می ( است. همان450/0)

های محاسبه شده به یکدیگر بسيار نزدیک  شاخص

های چای از  بوته است كه دليل آن به انشعاب تمام

گردد. ميانگين  یک منبع و تعداد محدودی گياه باز می

كل، ميانگين تعداد نوار  (na) تعداد نوار مشاهده شده

( كل و h(، ميزان شاخص تنوع ژنتيکی نی )neثر )ؤم

ترتيب  ( كل بهIميزان شاخص تنوع ژنتيکی شانون )

محاسبه گردید.  554/0و  381/0، 677/1، 928/1

كه شاخص شانون محاسبه شده در محدوده  آن دليل به

توان بيان كرد كه  ، می( نبودI>7/0<9/0) 7/0 تا 9/0

ها تنوع محدودی وجود دارد.  جمعيتمابين زیر

شاخص تنوع ژنتيکی نی در حالت كلی نيز با نشان 

دارد كه تنوع متوسطی مابين  بيان می 381/0دادن 

 شود. نمونه دیده می
 

اندازه نمونه، متوسط تعداد نوار مشاهده شده، متوسط تعداد نوار مؤثر، شاخص تنوع ژنتیکی نی و شاخص تنوع ژنتیکی  -3جدول 

 .ISSRها و کل جمعیت بر اساس نشانگر  شانون در جمعیت

Table 3. Sample Size, Observed number of alleles, Effective number of alleles, Nei's gene diversity and 

Shannon's Information index  in populations and total population based on ISSR markers. 

 شاخص تنوع 

 ژنتيکی شانون
Shannon's 

Information index  

(I) 

 شاخص تنوع 

 ژنتيکی نی
Nei's gene diversity  

(h) 

 متوسط تعداد 

 نوار موثر
Effective number 

of alleles  

(ne) 

 متوسط تعداد نوار 

 مشاهده شده
Observed number 

of alleles  

(na) 

 اندازه نمونه
Sample Size 

 جمعيت

Population 

0.468 0.318 1.555 1.824 8 
 ایران

Iran 

0.450 0.3.8 1.544 1.768 8 
 سریلانکا

Sri Lanka 

0.532 0.364 1.641 1.904 28 
 دارجلينگ

Darjeeling 

0.532 0.364 1.641 1.928 44 
 كل

Total 

 

های مورد بررسی،  در ادامه آناليز جمعيتی نمونه

، تنوع درون  ی تنوع كل جمعيتها شاخص

ها مورد بررسی  جمعيتها، تنوع بين زیر زیرجمعيت

 (.4قرار گرفتند )جدول 
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 .ISSR، سطح تنوع بین جمعیت بر اساس نشانگر وع درون جمعیتهای تنوع کل، میانگین تن شاخص -4جدول 

Table 4. Indices of Total diversity, average intrapopulation diversity, level of population subdivision  

based on ISSR markers. 

 اندازه نمونه 
Sample Size 

 تنوع كل

Total diversity 
(ht) 

 ميانگين تنوع درون جمعيت

average intrapopulation 
diversity 

(hs) 

 سطح تنوع بين جمعيت
level of population 

subdivision 
(Gst) 

 ميانگين
Mean 

44 0.380 0.330 0.130 

 انحراف از معيار

St. Dev 
- 0.019 0.017 - 

 

( در مقایسه ميزان تنوع و 32پائول و همکاران )

 های گياهان چای  روابط ژنتيکی بين جمعيت

 ، ميزان تنوع AFLPوسيله نشانگر  هند و كنيا به

های چای هند و كنيا  ها و بين جمعيت درون جمعيت

ترتيب( بيان  )به 21/0و  79/0متوسط طور  را به

( توسط نشانگر 37نمودند. كایوندیون و همکاران )

RAPD-PCR  27اقدام به ارزیابی تنوع ژنتيکی 

اكسيشن برتر چای از كره، ژاپن و تایوان كردند و 

 29ها و  تنوع درون گروه درصد 71نتيجه نشان داد كه 

( به 38ها بود. لای و همکاران ) درصد آن بين گروه

بررسی روابط ژنتيکی سه نوع چای شامل ارقام چای 

شده در تایوان، چای آسامی و چای بومی  چينی اصلاح

 ISSRو  RAPDتایوان با استفاده از نشانگرهای 

كه تنوع ژنتيکی جمعيت پرداختند. نتيجه نشان داد 

چای وحشی بومی تایوان، بالاترین مقدار از سه 

جمعيت مورد مطالعه را دارا بود. بلاساروانان و 

های  ( با بررسی تنوع ژنتيکی چای39همکاران )

ها را در سه  ، نمونهAFLPجنوب هند توسط نشانگر 

ينی و مخلوط )حد گروه كاملاً مشخص آسامی، چ

ميانه( قرار دادند گروه چينی بالاترین شاخص تنوع 

( را نشان درصد 28( و فرم آسام حداقل تنوع )61/0)

دارد با استفاده از نشانگرهای  داد، این موضوع بيان می

های چای را  توان تفاوت بين جمعيت مولکولی می

ترین فاصله ژنتيکی  ها بيش تشخيص داد. در بررسی آن

( و حداقل 96/0گروه آسام و گروه حد واسط ) بين

  ( محاسبه و گزارش85/0فاصله بين آسام و چينی )

نگاری  ( انگشت19شده است. روی و چاكرابورتی )

و  ISSRنشانگر  7ژنوتيپ چای را توسط  21ژنتيکی 

انجام دادند. ميزان تنوع ژنتيکی  RAPDنشانگر  12

( و تنوع بين HSوع درون جمعيت )(، تنHTكل )

ترتيب(.  بود )به 25/0و  38/0 ،27/0، (GST) جمعيت

 788ای  ( در مطالعه40گوچی و همکاران ) تانی

نشانگر  23پلاسم چای را با استفاده از  اكسيشن ژرم

SSR لاسم را به دو گروه، پ آناليز كردند. این آناليز ژرم

ژاپنی تقسيم كرد. كه بعداً به واریته ی و غيرژاپن

sinensis  وassamica  تقسيم شدند. تنوع ژنتيکی در

پلاسم نوع چينی، تایوان، هند و سریلانکا بالاتر از  ژرم

تر از ژاپنی بود. از بررسی ميزان  دیگر كشورها و پایين

های چای بر اساس  تشابه و فاصله ژنتيکی جمعيت

با استفاده از فاصله ژنتيکی نی )جدول  ISSRروش 

( مشخص گردید كه تشابه ژنتيکی بالایی مابين 5

های چای موجود در ایران وجود دارد  ژنوتيپ

ها، بين  طوری كه حداكثر ميزان تشابه بين جمعيت به

( و حداقل آن نيز 920/0جمعيت ایران و دارجلينگ )

شد كه ( محاسبه 858/0بين منطقه ایران و سریلانکا )

تواند به فاصله جغرافيایی مابين  دليل این حالت می

ها مرتبط باشد. نتایج مشابهی  آوری نمونه مناطق جمع

 ها مشاهده شده است. ای نمونه نيز در تجزیه خوشه
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 های دست آمده از بررسی های به طور كه از داده همان

پيشين مشخص است دامنه تفاوت وسيعی مابين 

شود كه  رو دیده می رسی پيشها نسبت به بر جمعيت

این موضوع به زادگاه و سابقه كشت گياه چای در 

گردد كه این موضوع با  منطقه تحت بررسی باز می

های  ميزان تشابه بالای محاسبه شده مابين جمعيت

بوته چای تحت كشت در ایران با توجه به پيشينه 

چنين تعداد اجداد محدود  محدود كشت چای و هم

های موجود، از  يه بوته چای كه تمام بوتهوارداتی اول

 قبول است. قابل اند، كاملاً گرفته أآن تعداد محدود منش

 
 .ISSRهای نشانگر  های چای با استفاده از فاصله ژنتیکی نی بر اساس داده میزان تشابه و فاصله ژنتیکی جمعیت -5جدول 

Table 5. The degree of similarity and genetic distance of tea populations using the genetic distance of nei based 

on ISSR marker data. 

 دارجلينگ
Darjeeling 

 سریلانکا

Sri Lanka 
 ایران

Iran 
 جمعيت

Population 

0.920 0.858 *** 
 ایران

Iran 

0.891 *** 0.153 
 سریلانکا

Sri Lanka 

*** 0.114 0.082 
 دارجلينگ

Darjeeling 

 

 گیری نتیجه

نمونه گياه چای شامل  44این مطالعه با تعداد 

 28های بذری منسوب به منطقه دارجلينگ ) نمونه

عدد( به همراه دو رقم چای كاشف و لاهيج و شش 

های چای ایرانی و  عنوان نمونه كلون گزینش شده به

عنوان  های وارداتی از سریلانکا به هشت نمونه از كلون

ن مطالعه، در مجموع جمعيت وارداتی انجام شد. در ای

مورد  16مختلف استفاده شد كه  ISSRآغازگر  30از 

ها انتخاب شدند. مشخص  ها برای بررسی نمونه از آن

شده از های چای تکثير كه عموماً ژنوتيپ شده است

درصد  62به ميزان  طریق بذر از نظر ژنتيکی حدوداً

درصد تفاوت در  38مشابه هستند و در مجموع حدود 

ای برای نشان دادن تفاوت شناسایی شد كه جمعيت چ

دهد. در  دليل گستردگی ژنتيکی رخ می این تفاوت به

ها یا مناطق مختلف  بازار، این تصور كه چای شركت

دليل ژنوتيپ  از كيفيت بهتری برخوردار است، كاملاً به

كند  نيست، بلکه اكولوژیکی كه چای در آن رشد می

چنين فناوری  هم های آب و هوا و خاک و در ویژگی

توان از این تفاوت  حال می فرآوری مؤثر است. در عين

 ژنتيکی در مطالعات اصلاحی استفاده كرد.

انتظار بر این است كه نتایج این پژوهش، 

های اصلاحی برای  را در طراحی برنامه گران پژوهش

اهداف خاص مانند معرفی ارقام جدید دارای عملکرد 

زنده در تخمين و ده و غيرهای زن الا و كنترل تنشب

 تر یاری رساند. های مناسب مشخص نمودن تلاقی
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