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ارزیابی قرابت ژنتیکی و شناسایی نشانگرهاي اختصاصی براي گلرنگ و 
خویشاوندان وحشی آن در ایران

4نژادخلیل زینلیو3، سعید نواب پور2، محمدهادي پهلوانی1مژده اکبرزاده للکامی

چکیده
توانند براي یط محیطی هستند که میهاي مربوط به صفات مطلوب و سازگاري به شراخویشاوندان وحشی منبع مهمی از ژن

سازي ذخیره ژنی گلرنگ زراعی مورد استفاده قرار گیرند. در این مطالعه، قرابت ژنتیکی و امکان یافتن نشانگرهاي اختصاصی غنی
ر مورد بررسی قراISSRبراي سه گونه جنس کارتاموس شامل تینکتوریوس، لاناتوس و اکسیاکانتا با استفاده از آغازگرهاي 

باند ایجاد گردید که 169در مجموع ISSRآغازگر 9آمید صورت پذیرفت. از آکریلگرفت. تفکیک باندها روي ژل آگارز و پلی
اي، متوسط تعداد باندهاي چند شکل ایجاد درصد آنها چند شکلی نشان دادند. از نظر توانایی ایجاد چند شکلی بین گونه5/96

بدست آمد. نتایج ماتریس تشابه 1) توسط آغازگر PICبالاترین محتواي اطلاعات چند شکل (بود و33/18شده توسط آغازگرها 
با روش Jaccardاي بر اساس ضریب نشان داد که بیشترین شباهت بین گونه زراعی و اکسیاکانتا وجود داشت. تجزیه خوشه

باند 40یکی از سه گونه مورد بررسی بود. در کل ها را به سه گروه تقسیم کرد که هر یک متعلق به، نمونهUPGMAبندي گروه
تولید شدند و گونه زراعی 6و 5اختصاصی براي سه گونه مورد بررسی شناسایی شد که بیشتر آنها توسط دو آغازگر 

باند 8و 12ترتیب باند بیشترین را به خود اختصاص داد. براي دو گونه لاناتوس و اکسیاکانتا نیز به 20(تینکتوریوس) با 
شده، تاکسونومی و تمایز سه گونه جنس گلرنگ با با استفاده از این نشانگرهاي اختصاصی شناساییاختصاصی کشف گردید. 

نتایج این تحقیق همچنین کمک شایانی در افزایش کارایی گردد. هاي مورفولوژیکی ممکن میدقت بالا و بدون نیاز به ارزیابی
اوندان وحشی به گونه زراعی خواهد کرد.هاي مفید از خویشانتقال ژن

ISSR ،PIC: تنوع ژنتیکی، گلرنگ، نشانگر اختصاصی، هاي کلیديواژه

مقدمه
) متعلق به Carthamusگلرنگ از جنس کارتاموس (

دانه روغنی است که گیاهی )، Asteraceaeخانواده آستراسه (
ه است، احتمالاً از نواحی ایران، ترکیه و هندوستان منشاء گرفت
یکی از ، بطوریکه کشور ما از لحاظ ذخایر ژنتیکی این گیاه

). گلرنگ 22ود (رمیترین مناطق جهان بشمارغنی
کاربردهاي متنوع طبی، صنعتی و غذایی دارد، روغن آن به 
دلیل دارا بودن اسیدهاي چرب غیراشباع و ضروري اسید 

ست و از لینولئیک و اسید اولئیک از کیفیت بالایی برخوردار ا
هاي مقاومت هاي مختلف گلرنگ داراي ژنهمه مهمتر گونه

سطح زیر ). 16هاي زیستی و غیرزیستی هستند (به تنش
740به 1999هکتار در سال 1000کشت گلرنگ در ایران از 

تن در 1و متوسط میزان تولید دانه از 2010هکتار در سال 
). از 21ت (کیلوگرم در هکتار کاهش یافته اس635هکتار به 

توان به نبود ارقام زراعی مناسب و عوامل این کاهش می
مهمترین هاي هرز اشاره کرد، ها و علفشیوع آفات، بیماري

راهکار مقابله با این معضلات، اصلاح ارقام جدید گلرنگ با 
هاي مناسب از سایر ارقام گونه زراعی و یا در انتقال ژن

باشد.ی به آن میصورت نیاز از سایر خویشاوندان وحش
هاي هایی هستند که مقاومت به تنشها آنمهمترین این ژن

هاي کنند و معمولاً در گونهزیستی و غیرزیستی را القاء می
گونه 25جنس کارتاموس داراي ). 7شوند (وحشی یافت می

هاي جنس گونهاند. است که در سراسر جهان پراکنده شده
بخش تقسیم 4وم به بر اساس تعداد کروموزکارتاموس 

هاي یکساله زراعی بخش یک شامل گونه. شوندمی

)C. tinctorius) پالاستینوس ،(C. palaestinus و (
x2=n2=24) با تعداد کروموزوم C. oxyacanthaاکسیاکانتا (

پذیرند و هیبریدهاي ها با یکدیگر تلاقی. این گونهباشدمی
نوان جد وحشی کنند. اکسیاکانتا به عمیبارور تولید 

عمدتاً شامل دو بخش شود. گلرنگ زراعی معرفی می
.Cیوس (الکساندريهاگونه alexandrinus ،(گلاکوس

)C. glaucus(س ،) یریاکوسC. syriacus(یس و تنوئ
)C. tenuis( 20با تعداد کروموزوم=x2=n2باشدیم .
به دوو یکدو بخش يهاگونهینبیمصنوعیبریدهايه

تنها سهبخش . هستندیمآنها عقهاما همشودیانجام میآسان
.C(لاناتوسهشامل گون lanatus(22يکه داراباشدیم

شامل دو چهار ). بخش x4=n2=44جفت کروموزوم است (
.Cیکوس (باتهگون baeticus(یکوس و ترکستان

)C. turkestanicus( 64با تعداد کروموزوم=x6=n2باشدیم .
22کامل در یشدگو لاناتوس جفتیکوسباتنیبیبریدهايه

است که لاناتوس ینایانگرجفت کروموزوم را نشان دادند و ب
). دو 8(به نقل از شود یمحسوب میکوساز اجداد باتیکی
پراکنده یراندر ایعیو لاناتوس بطور وسیاکانتااکسهگون

خاطر با ینبه همکنند، یاند و به صورت خودرو رشد مشده
یبومیاهانکشور سازگار شده و به عنوان گییهواوآبیطاشر

هگونیاتخصوصیاصلاح و بهبود برخيمحسوب شده و برا
تنوع ژنتیکی عامل ). 22برخوردارند (ییبالایتاز اهمیزراع

درك و آگاهی از تنوع و . رودها بشمار میاصلی تکامل گونه
اي استفاده ها، برشباهت ژنتیکی در درون افراد یا جمعیت

موثر از منابع ژنتیکی در یک برنامه اصلاحی ضروري است 

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان دانشیار و استادیار، آموخته کارشناسی ارشد، دانشبه ترتیب -4و 3، 1
)hpahlavani@yahoo.comول: و(نویسنده مس،نابع طبیعی گرگاندانشگاه علوم کشاورزي و م، دانشیار-2

1/2/94تاریخ پذیرش: 27/10/93تاریخ دریافت:  

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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شناسی زیستترین و سریعترین دستاورد بکارگیري). مهم20(
مولکولی، شناسایی و کاربرد نشانگرهاي مولکولی در اصلاح 

توان براي تعیین نباتات است. نشانگرهاي مولکولی را می
هاي سمپلاهویت گیاهان و همچنین تجزیه ژنتیکی در ژرم

موجود براي اصلاح گیاهان زراعی مورد استفاده قرار داد. 
به دلیل تولید باندهاي زیاد با تکرار پذیري ISSRنشانگر 

مناسب، از کاربرد بالایی در مطالعات تنوع ژنتیکی برخوردار 
، به عنوان DNAاست و همچنین به دلیل عدم نیاز به توالی 

ینبیکیتنوع ژنت. )1شود (نشانگري کم هزینه محسوب می
با یو ارتباط آنها با گلرنگ زراعیاکانتااکسهاز گونییهانمونه

ه و نشان دادگرفتمورد مطالعه قرار ISSRاستفاده از نشانگر 
تنوع یابیارزيموثر براينشانگریستمسیکISSRکه شد
با .)19(گلرنگ استهايیپها و ژنوتگونهینبیکیژنت

هگونی، تنوع مولکولRAPDیزگر تصادفآغا44استفاده از 
. گرفتگلرنگ مورد مطالعه قرار یوحشهو چهار گونیزراع
، 95/0تشابه یببا ضرینوسو پالاستیاکانتااکسيهاگونه

ينشان دادند، از نشانگرهایزراعهبا گونیکیارتباط نزد
در . )17(ها استفاده شدگونهینایزتمايبرایزنیاختصاص
یتو دو جمعیزراعیتجمع23یکیتنوع ژنتي دیگر، امطالعه

و شدیبررسSRAPلاناتوس با استفاده از نشانگر 
یکدیگر دو گونه از یزتمايبرایاختصاصينشانگرها

هسه گونیکیارتباط ژنتی. در بررس)14(شدندییشناسا

، ISSRيبا استفاده از آغازگرهایاکانتالاناتوس و اکسی، زراع
مشاهده یلاناتوس و زراعيهاگونهینبییبالایکیفاصله ژنت

یبا گونه زراعیشتربیکینزدیلبه دلیاکانتااکسهو گونشد
شد یمعرفیدمفهايبه منظور انتقال ژنیبریداسیونهيبرا
در گیاهان دیگر همچون کلزا ISSRاستفاده از نشانگر .)3(

ین و درون ببه خوبی توانست به منظور ارزیابی تنوع ژنتیکی
این اهداف.)9(گونه مورد استفاده قرار گیرد36ايگونه

) تخمین درجه قرابت ژنتیکی سه گونه جنس 1تحقیق شامل (
) 2کارتاموس (گلرنگ زراعی، لاناتوس و اکسیاکانتا)، (

شناسایی نشانگرهاي اختصاصی براي تمایز سریع و مطمئن 
اي هر رون توده) تعیین سطح تنوع ژنتیکی د3این سه گونه و (
ها بود.یک از این گونه

هامواد و روش
یعیو منابع طبيمطالعه در دانشگاه علوم کشاورزینا

مطالعه ینانجام شد. در ا1393و 1392هايگرگان در سال
، هشت )C. tinctorius(یگلرنگ زراعیپاز هشت ژنوت

.Cهگونشده ازيآورجمعهنمون lanatusهو دو نمون
استفاده شدC. oxyacanthaهشده از گونيرآوجمع

).1(جدول 

هاي مورد مطالعه از سه گونه جنس گلرنگآوري نمونهنام، گونه و منشاء یا محل جمع- 1جدول 
Table 1. Name, species and origin of collected samples of three species of Carthamus

منشاء گونه ژنوتیپ
کانادا C. tinctorius

PI-250537

نامعلوم C. tinctorius
541-5

کانادا C. tinctorius
Aceteria

ایران C. tinctorius
LRV-55-295

نامعلوم C. tinctorius
Dinger

ایران C. tinctorius
LRV-5151

ایران C. tinctorius
2811

نامعلوم C. tinctorius
34040

*)1390آوريجمعبرون (نچهیا
C. lanatus CL1

نمبندر ترک C. lanatus
CL2

آق قلا-حدواسط بندر ترکمن C. lanatus
CL3

شانیگم-حدواسط بندر ترکمن C. lanatus
CL4

گمیشان C. lanatus
CL5

قلاآق–شانیواسط گمحد C. lanatus
CL6

)1391آوري اینچه برون (جمع C. lanatus
CL7

جزیره آشوراده C. lanatus
CL8

)1390آوري گلستان (جمع C. oxyacantha
OX1

)1391آوري گلستان (جمع C. oxyacantha
OX2

اند.شدهریتکثنیزبار در مزرعه دانشگاهکیکه ، 1390در سال آوريجمع: *

ها که به اندازه پس از کاشت بذور در گلدان، از برگ
راج استخگیري انجام شد. کافی رشد کرده بودند نمونه

DNA براي صورت گرفت. )6(دویل دویل وبه روش

استفاده شد ISSRآغازگر 9انجام این مطالعه از 
). 2(جدول 
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هاي جنس گلرنگاستفاده شده و نتایج تکثیر آنها در مطالعه بین گونهISSRآغازگرهاي - 2جدول 
Table 2. The used ISSR primers and their amplification results in the study of Carthamus species

تعداد باند چند تعداد باند تولید شدهتوالینام آغازگر
شکل

درصد باندهاي چند 
شکل 

محتواي اطلاعات چند 
) PICشکل (

-'15آغازگر  (AG)8GCC-3'19189434/0
-'25آغازگر  (CA)8ATC-3'23229525/0
-'35آغازگر  (CA)8ATC-3'222210027/0
-'45آغازگر  (AG)8CTC-3'1088022/0
-'55آغازگر  AGAA (GA)6CTT-3'232310028/0
-'65آغازگر  AGAA (GA)6CTG-3'232310018/0
-'75آغازگر  (CA)8AGT-3'202010029/0
-'85آغازگر  (TG)8AGT -3'141410029/0
-'95آغازگر  (GACA)5-3'151510031/0

169165تعداد کل 
77/1833/185/9627متوسط

25در یک واکنش با حجم نهایی DNAتکثیر قطعات 
، x10با غلظت PCRمیکرولیتر بافر 5/2میکرولیتر حاوي 

75/0مولار، میلی2/0با غلظت dNTPمیکرولیتر 5/0
5/2مولار، میلی50میکرولیتر کلرید منیزیم با غلظت 

125/0میکرومولار و 10میکرولیتر آغازگر با غلظت 
واحد در میکرولیتر که 5مراز با غلظت پلیمیکرولیتر آنزیم تک

میکرولیتر رسانده 20با آب مقطر اتوکلاو شده، حجم نهایی به 
100استخراج شده با غلظت DNAمیکرولیتر از 5شده و 

می مواد مورد نیاز نانوگرم در میکرولیتر به آن اضافه گردید. تما
شامل PCRاز شرکت سیناژن تهیه شد. مراحل 

7درجه سلسیوس به مدت 94سازي اولیه در دماي واسرشت
درجه 94سازي در دماي چرخه شامل واسرشت35دقیقه، 

سلسیوس به مدت یک دقیقه، اتصال در دماي مطلوب هر 
درجه 72ثانیه و سنتز و بسط در دماي 45آغازگر به مدت 

درجه 72سیوس به مدت دو دقیقه و بسط نهایی در دماي سل
سلسیوس به مدت هفت دقیقه انجام شد. الکتروفورز افقی 

آمیزي با اتیدیوم بروماید و درصد، رنگ5/1توسط ژل آگارز 
مشاهده زیر نور ماورابنفش صورت پذیرفت. الکتروفورز 

آمیزي با درصد و رنگ6آمید عمودي نیز توسط ژل آکریل
) و 1به وسیله وجود (DNAترات نقره انجام شد. قطعات نی

) امتیازبندي شدند. ماتریس تشابه بر اساس 0عدم وجود (
محاسبه شد و نمودار دندروگرام نیز بر اساس Jaccardضریب 
با استفاده از UPGMA1بندي و روش گروهJaccardضریب 

NTSYS-pcنرم افزار  رسم گردید. محتواي اطلاعات 2.2
PopGeneافزار توسط نرمPIC(2د شکل (چن بدست 1.31

آمد.

نتایج و بحث
2در جدول ISSRنتایج تکثیر باندها توسط آغازگرهاي 

جفت باز 1800تا 100آمده است. تکثیر باندها در محدوده 
باند 165باند بین سه گونه تکثیر شد که 169بود. در مجموع 

درصد بدست آمد. 5/96شکل بودند و درصد چند شکلی چند
باند بیشترین باند را تولید کردند. 23با 6و 5، 2آغازگرهاي 

بود. بجز 77/18تعداد متوسط باند تولید شده توسط هر آغازگر 
درصد چند شکلی، سایر آغازگرها چند شکلی 80با 4آغازگر 

درصد را نشان دادند. متوسط تعداد باندهاي 90کامل یا بالاي 

بود. مشاهده چند شکلی 33/18هر آغازگر چند شکل توسط 
بالا در این مطالعه به دلیل استفاده از ژنوم سه گونه مختلف 

در )19سبزعلیان و همکاران (گلرنگ، دور از انتظار نبود. 
هاي دو گونه مختلف اکسیاکانتا و مطالعه روي ژنوتیپ

باند بدست 182در مجموع ISSRآغازگر 12تینکتوریوس، از 
درصد) چند شکلی نشان دادند. در 4/93باند (170که آوردند

21هاي مختلف گلرنگ از بررسی تنوع مولکولی در گونه
استفاده شد که همه آنها باندهاي چند شکل RAPDآغازگر 

درصد چند شکلی 99باند تشکیل شده، 202تولید نموده و از 
144). در مطالعه روي سه گونه گلرنگ، تعداد 18نشان دادند (
بدست آمد که همگی چند شکل ISSRآغازگر 10باند توسط 

) براي PIC. محتواي اطلاعات چند شکل ()3(بودند 
براي 34/0تا 6براي آغازگر 18/0آغازگرهاي مختلف از 

از بالاترین 1). در نتیجه آغازگر 2متغیر بود (جدول 1آغازگر 
واند تکارایی برخوردار بود. محتواي اطلاعات چند شکل می

براي تعیین آغازگرهاي کارآمد که بیشترین چند شکلی را 
دهند استفاده شود. این شاخص ظرفیت هر آغازگر را نشان می

هاي چند شکل در مطالعات بین و درون در شناسایی جایگاه
تا 0بین ISSRکند و براي نشانگرهاي اي توصیف میگونه

لی را نشان حداکثر چند شک5/0باشد. مقدار متغیر می5/0
هاي زراعی و وحشی ). در بررسی تنوع بین گونه4دهد (می

بیشترین محتواي ،ISSRگلرنگ با استفاده از آغازگرهاي 
).19بدست آمد (37/0اطلاعات چند شکل 

آمده 3در جدول Jaccardنتایج ماتریس تشابه به روش 
شود بیشترین تشابه مربوط به است. همانطور که ملاحظه می

و 5-541باشد. دو ژنوتیپ زراعی هاي درون هر گونه میهنمون
PI-250537) و 82/0داراي بیشترین ضریب تشابه بودند (

) در این گونه بین ژنوتیپ63/0کمترین ضریب تشابه (
بود. براي گونه 2811و Aceteriaبا دو ژنوتیپ 541-5

77/0تا 53/0وحشی لاناتوس، ضریب تشابه ژنتیکی بین 
ود. دو نمونه گونه اکسیاکانتا داراي کمترین ضریب متغیر ب

) بودند. ضرایب تشابه 31/0اي (تشابه ژنتیکی درون گونه
09/0هاي گونه لاناتوس با گونه زراعی بسیار اندك بود (نمونه

)، اما شباهت گونه اکسیاکانتا به زراعی اندکی بیشتر و 17/0تا 
نه وحشی نیز بود. شباهت دو گو19/0بطور متوسط در حدود 

متغیر بود.23/0تا 15/0بین 
1- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean 2- Polymorphism Information Content (PIC)
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148................................................................................................................................ارزیابی قرابت ژنتیکی و شناسایی نشانگرهاي اختصاصی براي گلرنگ و

و روش Jaccardاي بر اساس ضریب تجزیه خوشه
ها نتایج ماتریس تشابه را تایید و نمونهUPGMAبندي گروه

)، بطوریکه هشت ژنوتیپ 1را به سه گروه تقسیم کرد (شکل 
گونه زراعی، هشت نمونه گونه لاناتوس و دو نمونه گونه 

گروه مجزا قرار گرفتند. ضریب کوفنتیک اکسیاکانتا در سه
دهنده کارایی بالاي بدست آمد که نشان99/0این دندروگرام 

UPGMAو Jaccardاي با استفاده از روش تجزیه خوشه
ها و همچنین افراد درون هر باشد. تفکیک صحیح گونهمی

و همچنین ISSRگونه از یکدیگر، کارایی آغازگرهاي 
کند. کارایی و درون سه گونه را تایید میاختلافات ژنومی بین

براي بررسی تنوع ژنتیکی در سه گونه ISSRآغازگرهاي 
مورد مطالعه، توسط محققان دیگر نیز تایید شده است. نشانگر 

دو گونه زراعی و لاناتوس را در ضریب ISSRمولکولی 

). در مطالعه 2از یکدیگر جدا ساخت (16/0تشابه ژنتیکی 
اي گلرنگ، هر دو دسته نشانگرهاي مورفولوژیک هروي گونه

هاي گونه وحشی اکسیاکانتا را از و مولکولی، به خوبی توده
اي در مطالعه). 19هاي گونه زراعی تفکیک نمودند (ژنوتیپ

نمونه از سه گونه زراعی، لاناتوس و اکسیاکانتا 38دیگر روي 
گونه ، مشخص گردید که دو ISSRآغازگر 10با استفاده از 

تر از هم قرار زراعی و اکسیاکانتا در فاصله ژنتیکی نزدیک
دارند که حاکی از رابطه خویشاوندي نزدیکتر این دو گونه با 

). در ارزیابی 3یکدیگر در مقایسه با گونه لاناتوس بود (
مولکولی هفت گونه زراعی و وحشی گلرنگ با استفاده از 

ن گونه به گلرنگ تری، نشان داده شد که نزدیکISSRنشانگر 
دورترین آن، و 9/0زراعی، گونه پالاستینوس با ضریب تشابه 

).10باشد (می34/0لاناتوس با ضریب تشابه گونه

از جنس گلرنگهاي سه گونه مورد مطالعه براي نمونهJaccardماتریس تشابه به روش - 3جدول 
Table 3. The similarity matrix of Jacard coefficients for the samples of three species of Carthamus
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LRV-515168/068/070/070/072/01

281167/063/069/073/071/077/01
3404071/073/064/072/066/069/068/01
CL114/017/009/017/014/011/013/014/01
CL212/013/010/015/015/012/014/010/076/01
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CL612/014/010/013/014/010/013/013/070/070/077/073/063/01
CL714/013/011/014/015/013/014/013/061/065/074/070/069/072/01
CL813/012/013/016/014/012/015/013/053/053/062/063/068/060/066/01
OX119/017/016/020/018/016/019/017/018/018/021/022/022/021/021/020/01
OX219/019/015/019/020/017/018/018/017/020/019/019/023/015/018/016/031/01

UPGMAبا روش Jaccardمورد مطالعه از جنس گلرنگ بر اساس ضریب هاي سه گونه دندروگرام نمونه-1شکل 
Figure 1. The dendrogram of samples from three species of Carthamus based on Jacard coefficient by UPGMA method
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ISSRآغازگر 9ستفاده از تعداد باندهاي اختصاصی تولید شده در سه گونه زراعی، لاناتوس و اکسیاکانتا با ا- 4جدول 
Table 4. The produced specific bands in C. tinctorius, C. lanatus and C.oxyacantha using nine ISSR primers

جمع اکسیاکانتا لاناتوس زراعی (تینکتوریوس)
5 0 3 2 1آغازگر 
2 1 1 0 2آغازگر 
3 0 1 2 3آغازگر 
4 1 2 1 4آغازگر 
7 1 3 3 5آغازگر 
7 4 0 3 6آغازگر 
4 0 0 4 7آغازگر 
4 1 0 3 8آغازگر 
4 0 2 2 9آغازگر 
40 8 12 20 جمع

به منظور یافتن نشانگرهاي اختصاصی براي شناسایی سریع و 
هاي هر یک از سه گونه مورد بررسی، اطلاعات مطمئن نمونه

خلاصه4باندهاي حاصل از هر یک از آغازگرها در جدول 
آغازگر 9باند اختصاصی با استفاده از 40در مجموع گردید. 
ISSR براي سه گونه زراعی، لاناتوس و اکسیاکانتا شناسایی

با دو باند، به 2با هفت باند و آغازگر 6و 5شد. آغازگرهاي 
ترتیب بیشترین و کمترین باندهاي اختصاصی را تولید نمودند، 

یشترین باند اختصاصی و باند، ب20همچنین گونه زراعی با 
باند، کمترین باندهاي اختصاصی را به 8گونه اکسیاکانتا با 

7شود آغازگر خود اختصاص دادند. همانطور که ملاحظه می
در گونه لاناتوس و آغازگر 5و 1در گونه زراعی، آغازگرهاي 

در گونه اکسیاکانتا بیشترین باند اختصاصی را تولید کردند 6

عنوان نمونه، وجود باندهاي اختصاصی در ). به 4(جدول 
نشان داده شده است. تفکیک باندها روي 3و 2هاي شکل

وجود پنج باند اختصاصی را 1ژل آگارز با استفاده از آغازگر 
جفت بازي تنها در 495و 1150نشان داد، بطوریکه دو باند 

گونه زراعی اختصاصی بودند و در دو گونه دیگر مشاهده 
جفت بازي تنها در گونه 680و 1025، 1290سه باند نشدند و 

هاي دیگر مشاهده نشدند لاناتوس اختصاصی بودند و در گونه
تعداد سه باند اختصاصی 3). با استفاده از آغازگر 2(شکل 

410و 520آمید مشاهده شد، بطوریکه دو باند روي ژل آکریل
ي تنها در جفت باز420جفت بازي تنها در گونه زراعی و باند 

).3ل (شکگونه لاناتوس اختصاصی بودند

: نشانگر وزن مولکولیM، روي ژل آگارز1با استفاده از آغازگر باندهاي اختصاصی و اندازه آنها براي سه گونه مورد مطالعه از جنس گلرنگ -2شکل 
Figure 2. The specific bands and their sizes for three species of Carthamus using primer 1 on agarose gel, M:

molecular weight marker
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150................................................................................................................................ارزیابی قرابت ژنتیکی و شناسایی نشانگرهاي اختصاصی براي گلرنگ و

باندهاي اختصاصی و اندازه آنها براي سه گونه مورد مطالعه از جنس گلرنگ -3شکل 
: نشانگر وزن مولکولیM، آمیدروي ژل آکریل3با استفاده از آغازگر 

Figure 3. The specific bands and their sizes for three species of Carthamus genius using primer 3 on agarose gel, M:
molecular weight marker

با استفاده از این نشانگرهاي اختصاصی شناسایی شده، 
هاي تمایز سه گونه جنس گلرنگ بدون نیاز به ارزیابی

در این مطالعه مورفولوژیکی و با دقت بالا، ممکن شده است.
و CTTعلاوه بر داشتن قلاب (به ترتیب 6و 5ر دو آغازگ

CTG داراي یک توالی چهار نوکلئوتیدي 3′) در انتهاي ،
AGAA رسد نقش هستند که به نظر می5′در انتهاي

پررنگی در تولید باندهاي اختصاصی بیشتر توسط این دو 
آغازگر داشته باشند. چندین مطالعه گزارش کردند که 

، باندهاي بهتري ارائه 5′ي قلاب داراISSRآغازگرهاي 
اي دیگر، آغازگرهاي داراي )، اما در مطالعه11،5دهند (می

تر در تولید باندهاي اختصاصی موفق5′نسبت به 3′قلاب 
5′اند و بسیاري از آغازگرهاي بدون قلاب یا داراي قلاب بوده

). از آنجایی 15اند (الگوهاي باندي مبهم و ضعیفی ارائه کرده
3′اختصاصی بودن آغازگر توسط هشت نوکلئوتید ابتدایی که

هاي ، تعداد توالی3′شود، آغازگرهاي داراي قلاب تعیین می
دهند و بنابراین داراي مشابهت با آغازگر را کاهش می

). موفقیت در تولید 13کنند (باندهایی با تفکیک بالا تولید می
بستگی دارد، باندهاي اختصاصی همچنین به موتیف قلاب نیز 

و 8T ،(AG)8C(AG)براي مثال در حالیکه آغازگرهاي 
(AG)8G باندهاي مبهم تولید کردند، آغازگرهاي(AG)n که

بودند، YA) یا YT)Y= C, Tداراي قلاب 

). در بررسی تنوع 15باندهاي مشخص و مجزایی تولید کردند (
جمعیت گلرنگ زراعی و دو جمعیت گونه لاناتوس 23ژنتیکی 

، باندهاي اختصاصی در SRAPاستفاده از آغازگرهاي با
جفت باز که تنها در گونه لاناتوس وجود 500تا 200محدوده 

کردند، شناسایی شدند داشتند و دو گونه را از هم متمایز می
زراعی و ، شناسایی هیبرید بین گونهRAPD). در نشانگر 14(

رفت از طریق باندهاي اختصاصی صورت پذیپالاستینوس
، تمایز بین هشت تودهISSR). با استفاده از آغازگرهاي 17(

آوري گونه لاناتوس که از مناطق مختلف استان گلستان جمع
). 12شده بودند انجام شد (

بطور کلی نتایج این مطالعه نشان داد که از نظر قرابت 
ژنتیکی، دو گونه گلرنگ زراعی و اکسیاکانتا نزدیکتر بودند و 

ترین تنوع توس قرابت کمتري با این دو داشت. بیشگونه لانا
مشاهده گردید و پس از آن دو اکسیاکانتا داخل گونه در گونه 

تفکیک صحیح گونه لاناتوس و گلرنگ زراعی قرار داشتند. 
هاي مربوط به سه گونه مورد بررسی با استفاده از تجزیه نمونه
العه نشانگر مناسبی براي مطISSRنشان داد که اي خوشه

هاي جنس گلرنگ است و تنوع و تعیین قرابت ژنتیکی نمونه
کمک یقتحقینایجنتابا شناسایی نشانگرهاي اختصاصی، 

یاهگیو زراعیوحشيهاهر چه بهتر گونهتمایزدر یانیشا
.گلرنگ خواهد کرد

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

06
 ]

 

                               6 / 8

http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-702-en.html


151..................................................................................................................................1395پاییز / 19پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال هشتم/ شماره 

منابع
1. Ahmadikhah, A. 2010. Advanced plant breeding. Gorgan University Press, Iran. 460 pp (In Persian).
2. Ash, G.J., R. Raman and N.S. Crump. 2003. An investigation of genetic variation in Carthamus

lanatus in New South Wales, Australia, using inter simple sequence repeats (ISSR) analysis. Weed
Res, 43: 208-213.

3. Bagmohammadi, H., M.H. Pahlavani, A. Ahmadikhah and S.E. Razavi. 2012. Genetic variation of
safflower (Carthamus tinctorius L.) and related species revealed by ISSR analysis. Plant Breeding and
Seed Science, 66: 139-150.

4. Botstein, B., R.L. White, M. Skolnick and R.W. Davis. 1980. Construction of a genetic linkage map in
man using restriction fragment length polymorphisms. The American Journal of Human Genetics, 32:
314-331.

5. Charters, Y., A. Robertson, M. Wilkinson and G. Ramsay. 1996. PCR analysis of oilseed rape
cultivars (Brassica napus L. ssp. oleifera) using 5′-anchored simple sequence repeat (SSR) primers.
Theoretical and Applied Genetics, 92: 442-447.

6. Doyle, J. and J. Doyle. 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh leaf tissue.
Phytochemical Bulletin, 19: 11-15.

7. Ehdaei, B. 2007. Plant breeding. Tehran University Press, Iran, 589 pp (In Persian).
8. Kumari, L. 2009. Evaluation of early generations of interspecific crosses of Carthamus species for

productive recombinants. University of Agricultural Sciences, Dharwad, 64 pp.
9. Mahjoob, B., Najafi-Zarini, H. and Hashemi, S.H.R. 2014. Assessment of genetic relationships among

36 Brassica genotypes using ISSR molecular markers. Journal of Crop Breeding, 6: 96-106.
10. Majidi, M.M. and S. Zadhoush. 2014. Molecular and morphological variation in a world-wide

collection of safflower. Crop Science, 54: 2109-2119.
11. Matthews, D., J. McNicoll, K. Harding and S. Millam. 1999. 5′-Anchored simple-sequence repeat

primers are useful for analysing potato somatic hybrids. Plant Cell Reports, 19: 210-212.
12. Nikdel, S. 2013. Evaluation of inter and intra ecotype genetic diversity for wild safflower (Carthamus

lanatus) of Golestan Province by ISSR markers, M.Sc. Thesis, Gorgan University of Agricultural
Sciences and Natural Resources. Iran (In Persian), 92 pp.

13. Parsons, B.J., H.J. Newbury, M.T. Jackson and B.V. Ford-Lloyd. 1997. Contrasting genetic diversity
relationships are revealed in rice (Oryza sativa L.) using different marker types. Molecular Breeding,
3: 115-125.

14. Peng, S., N. Feng, M. Guo, Y. Chen and Q. Guo. 2008. Genetic variation of Carthamus tinctorius L.
and related species revealed by SRAP analysis, Biochem. System. Ecol, 36: 531-538.

15. Pharmawati, M., G. Yan and P.M. Finnegan. 2005. Molecular variation and fingerprinting of
Leucadendron cultivars (Proteaceae) by ISSR markers. Annals of botany, 95: 1163-1170.

16. Pourdad, S.S. 2006. Safflower. Sepehr Press, Iran, 123 pp (In Persian).
17. Ravikumar, R.L., C.D. Soregaon and D. Satish. 2007. Molecular diversity analysis of five different

species of genus Carthamus. National Seminar on Changing Global Vegetable Oils Scenario: Issues
and Challenges before India, Department of Revenue, Hyderabad, 29-31 January, pp: 2-4.

18. Roopa, V.K. 2007. Molecular and morphological diversity analysis in different Carthamus species.
University of Dharwad, India, 65 pp.

19. Sabzalian, M.R., G. Saeidi, A. Mirlohi and M.T. Rabbani. 2009. Genetic variation among populations
of wild safflower, Carthamus oxyacantha analyzed by agro-morphological traits and ISSR markers.
Genet Resour Crop Evol, 56: 1057-1064.

20. Safavi, S.A., S.S. Pourdad, M. Taeb and M. Khosroshahli. 2010. Assessment of genetic variation
among safflower (Carthamus tinctorius L.) accessions using agro-morphological traits and molecular
markers. Journal of Food, Agriculture and Environment, 8: 616-625.

21. Saeidi, K. and N.A. Adam. 2011. A survey on pest insect fauna of safflower fields in the Iranian
Province of Kohgiloyeh and Boyerahmad. African Journal of Agricultural Research, 6: 4441-4446.

22. Zeinali, E. 1999. Safflower, characteristics, production and utilization. Gorgan University Press, Iran.
137 pp (In Persian).

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
1-

06
 ]

 

                               7 / 8

http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-702-en.html


Journal of Crop Breeding Vol. 8, No. 19, Autumn 2016 …………………………………….………………….……..........……….. 152

Evaluation of Genetic Relationship and Identification of Specific Markers for
Safflower and its Wild Relatives Existing in Iran

Mojde Akbarzade Lelekami1, Mohammad Hadi Pahlevani2, Saeid Navabpour3 and
Khalil Zaynalinejad4

Abstract
The wild relatives are important sources of genes for some desirable traits and adaptation to

environmental conditions that can be exploited to enrich the cultivated safflower gene pool. In
this study, genetic relationship and finding chance of specific markers between three species of
the genus Carthamus, including tinctorius, lanatus and oxyacantha were evaluated by 9 ISSR
primers. The separation of bands was perfomed on agarose and polyacrylamide gels. Using the
nine ISSR primers, 169 bands that 96.5% of them showed polymorphism were produced. In
general, 40 specific bands were identified that most of them were produced by primers 5 and 6
and C. tinctorius with 20 bands had the highest number. For two species C. lanatus and C.
oxyacantha 12 and 8 bands were identified, respectively. In terms of the ability of producing
inter-species polymorphism, the average number of polymorphic bands generated by primers
was 18.33 and the highest polymorphic information content (PIC) was obtained by primer 1.
The results of similarity matrix showed that the highest similarity existed among cultivated
safflower and C. oxyacantha. The cluster analysis based on Jacard coefficient with UPGMA
separated the samples into three groups which each group were belonged to one species. Using
the identified specific markers, the taxonomy and differentiation of the species of Carthamus
were feasible with high precision and without the need for morphological evaluations. The
results of this research also help to increase the efficiency of gene transfer from wild relatives to
cultivated species.
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