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گر با استفاده از نشان) .Silybum marianum Lهاي خارمريم (ارزيابي تنوع ژنتيكي اكوتيپ
  ISSRمولكولي 
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  دهكيچ
گياه خارمريم براي است.  Asteraceaeگياهي از خانواده Silybum marianum خارمريم با نام علمي 

 هايشه به علت تركيبي از فلاونوليگنانكه تأثير اين گيا گيردن سميت كبدي مورداستفاده قرار ميدرما
ي خارمريم، يهاي اقتصادي و داروشوند. با وجود ارزشتحت عنوان سيليمارين شناخته مي كه باشديم

 بر  يمبتن ي، نشانگر (ISSR)يمولكول ن است. نشانگريياه پاين گيهاي اپيي ژنوتيها در جهت شناساتلاش

PCR شوند.كي محسوب مييژنتك مناسبي در مطالعات يتكن عنوانبهن نشانگرهاي مولكولي يكه در ب بوده 
 قرار يمورد بررس ISSRنشانگر  از استفاده با خارمريم هاياكوتيپ در موجود تنوع زانيم پژوهش نيا در

انتخاب  اكوتيپ از نواحي مختلف ايران به همراه يك نمونه از كشور مجارستان 28از  يتيجمع .گرفت
آغازگر چندشكلي را  ISSR 9آغازگر  19مورد ارزيابي قرار گرفت. از  ISSR آغازگر 19گرديد و توسط 

 PICنوار چندشكل مشاهده شد. بيشترين مقدار  85باندهاي واضح نشان دادند كه در مجموع  صورتبه
 تشابه بيضر اساس بر يولكمول صفات ياخوشه هيدرصد بود. تجز 100با  ISSR8و  ISSR7مربوط به نشانگر 

 نيا آمده از دست به جينتا به توجه درنظر گرفته شد. با ISSRنشانگر  يبرا UPGMAروش  با اردكجا
 .باشديم يمدارآك ابزار خارمريم هاياكوتيپ تنوع صيتشخ يبرا ISSRنشانگر  گفت توانيم پژوهش

هاي خارمريم ايران جهت آغاز همچنين نتايج اين پژوهش مبين وجود تنوع ژنتيكي مناسب در بين اكوتيپ
  هاي بهنژادي است. مطالعات پروژه
  سيليمارين، PCR ،Asteraceae، بهنژادي، ضريب تشابه جاكارد كلمات كليدي:

  
  مقدمه
گري از جهان يكند و در مناطق دترانه رشد مييبومي در مد طوربه است، Asteraceaeم از خانواده ياه خار مريگ

مواد موجود در گياه ). Morazzoni and Bombardelli, 1995; Leng-Peschlow, 1996ران پراكنده است (ياز جمله ا
 باشد. مؤثرها تواند در پيشگيري و درمان بسياري از سرطانماريتيغال (خار مريم) داراي خواص ضد سرطاني است و مي

ا يننده حاد كبودب نايبد را در برابر هرگونه آسك يها، سلولاكسيدانييآنتل خواص يبه دل "نيماريليس"آن  مؤثرهماده 
اهش عوارض كبدن،  يمنيستم ايش سيلسترول خون، افزاكاهش كن ماده در يه اكنيند. ضمن اكيمزمن، محافظت م

 يسرطان يهاسلول يرو ياست و اثرات ضدسرطان مؤثرهستند،  درمانييميشه تحت ك يماران سرطانيب يجانب
ي خارمريم، تلاشيهاي اقتصادي و دارو). با وجود ارزشMurphy et al., 2000نه و تخمدان دارد (يپروستات، پوست، س
هاي مختلف طيمحاهان كه در يهاي مختلف گپين ژنوتين است. همچنيياه پاين گيهاي اپيي ژنوتيها در جهت شناسا

نه يي و مشخص كردن زميقي كه همراه با شناسايتحق باشد. مؤثرها ي آنيات دارويتواند روي خصوصاند ميافتهيرشد 
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 منظوربه كند.اهان كمك مييثابت مواد فعال در گد مداوم و يها باشد به تولي آنيات داروياهان با خصوصيكي گيژنت
  ). Leng-Peschlow, 1996هاي موجود مطالعه شود (تيكي جمعيژنت اتيي لازم است خصوصيشروع برنامه شناسا

 ينشانگرها توان بهيجمله مه از آنككي است يي تنوع ژنتيدر جهت شناسا يابزار قدرتمند يستيز يآورفن
 ينشانگرهارد مهم اربكنند. كين مييافراد مختلف را تع يكيژنت يهان نشانگرها تفاوتيرد. اكاشاره  DNAبر  يمبتن

DNAاست ( يكيژنت يهاه نقشهي، تهSeen, 2006يمولكول ). نشانگر (ISSR) Inter Simple Sequence Repeat ،
ن يدر بشود. يمر يثكت يزماهواره اير يغازگرهابا استفاده از آ DNA قطعات آن در هك بودهPCR بر  يمبتن ينشانگر

صادفي، مشخص تع ژنومي بالا و يري بالا، توزيبه علت چندشكلي و تكرارپذ ISSRنشانگرهاي مولكولي، نشانگرهاي 
شوند يكي محسوب ميتاسبي در مطالعات ژنك منيتكن عنوانبهع و آسان يبودن محل كروموزومي، دسترسي و انجام سر

)Sanchez-Perez et al., 2005چ ياگرچه ه تلف پراكند شده است،ي مخيايران، خارمريم در مناطق جغرافي). در ا
پته يكلر، آداترموسا كاليبراسيون دستگاهدر اين پژوهش پس كي اش وجود ندارد. يگزارشي در ارتباط با مقدار تنوع ژنت

 رقام ذكر شدهتنوع ژنتيكي ا هاي اين گياه جهت انجام مطالعات مولكولياز برگ DNAاستخراج  و PCRسازي شرايط 
  .گرفتمورد بررسي قرار  ISSRبا استفاده از ماركر )  Silybum marianumگياه خارمريم (

  
  هامواد و روش

يك  همراهند به اكوتيپ بود 28شدند كه شامل  يآورجمعهاي مختلف ايران بذرهاي گياه مارتيغال از قسمت
  اكوتيپ اصلاح شده خارجي از كشور مجارستان نيز در اين پژوهش مورد استفاده قرار گرفت. 

DNA  گياهان با استفاده از روشCTAB 1980( استخراج شدند Murray and Thompson,(كيفيت و غلظت . 
DNA  كيفيت و كميت كهآندرصد بررسي گرديد. پس از  1با اسپكتروفتومتر و روي ژل آگارزDNA  استفاده از  با

يكروليتر با م 15با حجم واكنش   PCRروش الكتروفورز و اسپكتروفوتومتري مورد سنجش قرار گرفت .در مرحله بعد
   .آغازگر چندشكلي را نشان دادند 9ها كه از بين آن انجام پذيرفت آغازگر 19استفاده از 

از الگوريتم  يبندگروهصفر (عدم وجود باند) و يك (وجود باند) امتيازبندي شدند. براي  صورتبهنشانگرها 
UPGMA )Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 02/2) استفاده شد. بدين منظور نسخه 

وسط فرمول ) تPIC) استفاده گرديد. مقادير محتواي اطلاعات چندشكلي (NTSYSpc )., 1998 Rohlf افزارنرم
  ).Anderson et al., 1993اندرسون و همكاران محاسبه گرديد (

  
  نتايج و بحث

 9 .شدند اهدهمش باز جفت1500 تا 200 محدوده دراندازه قطعات تكثير شده در تمام نشانگرها  قيتحق نيا در
را شامل د شده باند تولي 103درصد از كل  83باند چندشكل توليد نمودند كه تقريباً  85در مجموع  ISSRآغازگر 
  .)1(جدول  گرديد

 ISSR 45/0براي كل آغازگرهاي  PIC) را نشان دادند. ميانگين PIC )50/0بيشترين  ISSR15و  ISSR7آغازگر 
 وسط تعدادمت عدد چه . هر)1(جدول  را نشان دادند يلكچندش درصد نيشتريب  ISSR8و  ISSR7 بدست آمد. آغازگر

 .است بالاتر مطالعه مورد اهيگ در نشانگر آن يياراك باشد شتريب آغازگر هر يازا به لكچندش باند
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  توالي آغازگرهاي مورداستفاده و تعداد باندهاي جندشكلي توليد شده -1جدول 
محتواي اطلاعات 

 (PIC) چندشكلي

درصد باندهاي 
  چندشكلي(%)

تعداد باندهاي 
  چندشكلي

  آغازگر  توالي5΄-3´   تعداد كل باندها

50/0  100  6  6  (GA)8C ISSR7 

41/0  100  15  15  (CT)8G ISSR8 

44/0  75  9  12  (AG)8C ISSR9 

46/0  83  10  12  (GA)8A ISSR12 

50/0  69  9  13  (AC)8G ISSR15  
48/0  72  8  11  (TG)8A ISSR16 

48/0  72  8  11  (AC)8C ISSR17 

46/0  85  12  14  (ATC)6T ISSR18 

30/0  88  8  9  (ATC)6C ISSR19  
03/4    85  103   Total 

45/0  83  44/9  44/11   Average 

  
روش  و اردكاج تشابه بيضر از استفاده با هاگروه يبندگروه يبرا هاداده ليتحل و هيتجز قيتحق نيا در

UPGMA  براي نشانگرISSR .گروه ( 9ها در در دندروگرام اكوتيپ صورت گرفتA ،B ،C ،D ،E ،F ،G ،H، I (
  ). 1(شكل  باشندمينيز خود شامل چند زير گروه  I و B، C، D، E ،F ،H هايشدند كه گروه يبنددسته

 از ارقام نيه اك نمود ادعا توانمي ني). بنابرا1 است (شكل قرارگرفته يرانيا يهاپيوتكا نارك در رقم مجارستان

 يبالا تنوع بر يمبن يگريد نندهكدييتأموضوع  نيا ادعا، نيا بودن اشتباه صورت و در اندشدهحاصل يرانيا يهاپيوتكا
 در ايران است. ميخارمر

 .ديآيم حساب به پلاسمژرم تيريز مدين و يبهنژاد يهابرنامه در مهم يگام اهيگ نيا پلاسمژرم در تنوع يابيارز
يم زشيعدم ر و يگلده در يهمزمان بذر، ردكعمل شين، افزايماريليس زانيم شيافزا ميخارمر يبهنژاد ياهداف اصل

 باشند،يم شمار انگشت ايدن اه دريگ نيا شده اصلاح ارقام تعداد هكنيا به با توجه ).Alemardan et al., 2013(باشد 

 يبرا يولكمول ينشانگرها .است يرناپذاجتناب ياه امريگ نيا يوحش يهاپيوتكا قيطر از ن صفاتيا به يابيدست
 Alemardan etرود (يم به شمار اهيگ نيا يبهنژاد در يمؤثر ابزار عنوانبهم يخارمر يوحش پلاسمژرم عيسر يابيارز

al., 2013.(  



 

 ۴

  كوتيپ خارمريما 29در  ISSRنشانگر  اساس بر UPGMAروش  از استفاده با NTSYS افزارنرم از حاصل دندروگرام -1 لكش
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Abstract 

Silybum marianum is the scientific name of Milk thistle belonging to Asteraceae family. Milk 
thistle is used as oral treatment for liver diseases. This activity of Milk thistle is due to a mixture of 
flavonolignans, known as silymarin. Milk thistle has economical and domestic worth, nevertheless 
there are rare studies about the amount of its genetic diversity and the efforts to identify ecotypes 
of this plant are low. ISSR marker is a PCR based marker that is a suitable technique for genetic 
variation studies. The aim of this study was investigating genetic variation of Iranian Milk thistle 
ecotypes using ISSR marker. The population of 28 ecotypes from different region of Iran and a 
sample from Hungary were selected and evaluated by 19 ISSR primers. Clear banding pattern 
produced by 9 primers that totally a total of 85 repeatable polymorphic bands were detected. 
Among the primers, ISSR7 and ISSR8 identified the most number of PIC with 100%. Cluster 
analysis molecular traits based on Jacards with UPGMA method for ISSR marker were 
considered. According to findings ISSR marker is a powerful tool for detection genetic diversity of 
ecotypes. Moreover, the results indicate existence of a significant variation among Iranian Milk 
thistle ecotypes to start the breeding programs. 
Keywords: Milk thistle, PCR, Asteraceae, Silymarin, Genetic Variation. 
 


