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   ).Berberis sp(بررسي تنوع ژنتيكي جمعيتهاي وحشي و زراعي زرشك 

  AFLPاستانهاي خراسان با استفاده از نشانگرهاي مولكولي
  

  1امين ميرشمسي كاخكي -  محمد فارسي - حسن مرعشي  -  *سميه حيدري

  16/2/87: تاريخ دريافت
  9/5/87: تاريخ پذيرش
  

  چكيده
يكي از معدود گياهان زراعي است كه فقط در كشور ايران و جنـوب  ) Berberis vulgaris L. var. asperma(زرشك بي دانه 

منشأ اين واريته مشخص نيست و هيچگونه مطالعه اي در زمينه شناسايي روابط خويشاوندي آن با . شود مي استان خراسان، كشت
براي بررسي تنـوع ژنتيكـي و رابطـه     AFLPي در اين تحقيق از نشانگر مولكول. ي وحشي كشور انجام نگرفته استها ديگر گونه

ي خراسان شمالي، رضوي و جنوبي به همـراه دو نمونـه   ها نمونه مختلف زرشك وحشي و زراعي متعلق به استان 30خويشاوندي 
تركيـب آغـازگري    4زرشك زينتي و يك نمونه از جنس ماهونيـا جهـت بررسـي جـدايي دو جـنس زرشـك و ماهونيـا، توسـط         

)EcoRI/Tru1I (نتايج حاصل از تجزيه خوشه اي نشان داد كه دو جنس ماهونيا و زرشك در دو گروه كاملاً مجـزا و  . استفاده شد
و  Fst، شاخص )PCoA(ي اصليها ، تجزيه و تحليل مؤلفهhشاخص تنوع . با فاصله ژنتيكي قابل توجهي از يكديگر قرار گرفته اند

ي زرشك وحشـي اسـتانهاي خراسـان و    ها تفاوت قابل توجه بين جمعيت، همگي حاكي از )AMOVA(تجزيه واريانس مولكولي 
 بطوريكه تنوع مشاهده شده داخل جمعيت زرشك زراعي همانطور كه انتظـار . باشد ها مي ميزان نسبتاً پايين تنوع در داخل جمعيت

ي هـا  گونه غالب در استان Berberis integerrimaهمچنين نتايج نشان دادند كه گونه. رفت نزديك به صفر و بسيار اندك بود مي
  . باشد مي خراسان

  
  AFLPزرشك، زرشك بي دانه، ماهونيا، تنوع ژنتيكي و  :ي كليديها واژه

  
  1    مقدمه

به عنوان يك گياه دارويي مهم ) .Berberis sp(زرشك 
ي بـزرگ  هـا  ي دور در ايران و بسياري از تمـدن ها از گذشته

زرشـك بـي   ). 3(وده است دنيا شناخته شده و مورد استفاده ب
دانه يكي از معدود محصولات ويژه و منحصر به فردي است 

بسـياري از  ). 24(شـود   مـي  كه فقـط در كشـور ايـران توليـد    
                                                            

دانشــجوي دكتــري دانشــيار،  بـه ترتيــب كارشــناس ارشــد بيوتكنولــوژي ، اســتاديار،  -1
  هد بيوتكنولوژي كشاورزي دانشكده كشاورزي،دانشگاه فردوسي مش

                              Email: Soma-cerec@yahoo.comنويسنده مسئول*

ي قاين و بيرجند در جنـوب  ها ي كشاورزي شهرستانها زمين
خراسان به دليـل شـوري خـاك و آب، بـراي كشـت اغلـب       

ن منـاطق و  محصولات كشاورزي مناسب نيسـتند، لـذا در اي ـ  
سال اخير زرشك بي دانـه بـه عنـوان محصـول      20بويژه طي 

درصـد سـطح زيـر     95اصلي مطرح شده، بطوريكـه بـيش از   
كشـور را  بـه خـود اختصـاص داده     زرشـك  كشت و توليـد  

گياه سازگار و كـم  با توجه به رويش اين همچنين ). 1(است 
ر ، اهميت بالاي آن دها در شيب كوهها و مسير رودخانه توقع

حفظ منابع آب و خـاك و پوشـش گيـاهي منطقـه خراسـان      
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  .قابل تأمل است
مطالعات انجـام شـده تـا بـه امـروز عمومـاً روي خـواص        
دارويــي زرشــك تأكيــد داشــته اســت و تحقيقــات در زمينــه 
شناسايي، بررسي تنوع و مطالعه ساختار ژنتيكـي جمعيتهـا در   

 هـر چنـد مطالعـات   . اين گياه محدود و انگشت شـمار اسـت  
كلاسيك مبتني بر گياهشناسـي و سيسـتماتيك در ايـن گيـاه     
هم اكنون مورد توجه قـرار گرفتـه، بـا ايـن حـال ابهامـات و       
اختلاف نظرهايي در موارد مختلف وجـود دارد كـه نيـاز بـه     

از . سـازد  مـي  استفاده از روشها و ابزارهاي جديد را ضروري
 توان به رابطه خويشاوندي دو جـنس زرشـك و   مي آن جمله

ــرد  ــاره ك ــا اش ــيتولوژيكي  . ماهوني ــات س ، ريخــت )9(مطالع
و مطالعات سرولوژيكي ) 25(، شكل گل )23(شناسي چوب 

داننــد، امــا مطالعــات جنــين  مــي آنهــا را از يــك جــنس) 13(
ــين ) 23(شناســي  ــين دو  و همچن ــوژيكي ب تفاوتهــاي مورفول

گياه، يعني داشتن خار و برگهاي ساده در جـنس زرشـك و   
ي مستقل ها ا در جنس ماهونيا اين دو را جنسعدم وجود آنه

ي اخيـر در  ها بنابراين با توجه به پيشرفت). 4(معرفي مي كند 
ي مولكولي، علاوه بر مطالعـات فـوق   ها زمينه ژنوم و تكنيك

تواند راه حل مناسبي جهـت تعيـين    مي DNAانگشت نگاري 
  .دقيق اين رابطه باشد

 دنيـا نشـان   ي زرشـك در منـاطق مختلـف   ها مطالعه گونه
دهد كه ممكن است فرايندهاي جهش و نوتركيبي در اثر  مي

ي بين گونه اي به صورت طبيعي سبب ايجاد تنوع و ها تلاقي
ي متعدد و متنوع در اين گياه شده باشد كه در ها ظهور واريته

اكثر موارد روابط خويشاوندي آنها ناشناخته باقي مانده است 
نشاء نامشخص زرشك بي دانـه  توان به م مي از آن جمله). 2(

ــرورش    ــان پ ــوب خراس ــه در جن ــي اي ك ــام   م ــه ن ــد و ب  ياب
 B. vulgaris C. K. Schn. Var. asperma Don.  خوانـده 

ــي ــرد  م ــاره ك ــود، اش ــر   19( ش ــا دكت ــات شخصــي ب ؛ مكاتب
اين امكان وجود دارد كـه ايـن نـوع زرشـك     . )1ربرها جولين

                                                            
  رواردها عضو هيات علمي هرباريوم دانشگاه -1

 بررسـي روابـط  . يك دورگ و يا حاصل يـك جهـش باشـد   
خويشاوندي بين زرشك دانه دار و بي دانه و نيز بررسي تنوع 
ژنتيكي زرشك بـي دانـه اطلاعـات مفيـدي را در اختيـار بـه       

  ). 2(نژادگران قرار خواهد داد 
در مطالعه اي كه توسط بوتيني و همكاران بر روي جنس 
زرشك در كشورهاي ديگر انجام شده است، نشان داده كـه  

. )6( ي زرشك زياد استها ن گونهتنوع مورفولوژيكي در بي
ي مختلـف زرشـك بـومي    هـا  در مطالعه اي كه بر روي گونه

نشــان داد كــه عــلاوه بــر ) 1999(آرژانتــين صــورت گرفــت 
ي زرشـك ،  هـا  وجود تنوع زياد در محتواي ژنومي بين گونه

). 5(ي ديپلوئيد و تتراپلوئيد در اين جنس وجود دارد ها گونه
ــون   ــيم و جانسـ ــه كتا) 1994(كـ ــتي  DNAبخانـ كلروپلاسـ

)cpDNA (    گياه ماهونيا را تهيه و نقشـه بـرداري دقيـق آن را
ايـن نتـايج رابطـه    . با استفاده از آنزيمهاي برشي انجـام دادنـد  

ي كرومـوزومي،  هـا  فيلوژنتيكي نزديك آنها را كه قـبلا داده 
 كنـد  مـي  مورفولوژيكي و سرولوژيكي بيان كرده بود، تأييـد 

ــوتيني و همكــا. )14( ــوع ژنتيكــي ) 2002(ران ب ــه  13تن گون
ــيلي و راب  زر ــين و شـ ــوب آرژانتـ ــك در جنـ ــان  شـ ــه ميـ طـ

مورد  AFLPي پلي پلوئيد و ديپلوئيد را با تكنيك ها جمعيت
دنـدوگرام تهيـه شـده از انگشـت نگـاري       .بررسي قرار دادند

AFLP    ي هـا  ي گونـه هـا  نشان داد كـه در مجمـوع، جمعيـت
ضريب تشابه بالا تشـكيل  مشابه، گروههاي وابسته نزديكي با 

  .)7( داده اند
 AFLPدر ايــن مطالعــه بــا اســتفاده از نشــانگر مولكــولي  

ي هـا  روابط خويشاوندي، تنـوع و سـاختار ژنتيكـي جمعيـت    
بومي زرشك استانهاي خراسان و زرشك بي دانه و همچنين 
دو نمونه زرشك زينتي و يك نمونه از جنس ماهونيـا مـورد   

  . بررسي قرار گرفت
  

  ها و روش مواد
ي زرشك بـومي مـورد اسـتفاده در    ها نمونه: مواد گياهي

ي خراسـان شـمالي،   هـا  منطقه واقع در اسـتان  7اين تحقيق از 
ي هـا  همچنـين نمونـه  . رضوي و جنوبي جمـع آوري گرديـد  
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  67      ...بررسي تنوع ژنتيكي جمعيتهاي وحشي و زراعي زرشك

 2زرشك بي دانه از باغات زرشك اطراف شهرستان قاين و 
نمونه زينتـي و يـك نمونـه جـنس ماهونيـا از پـارك علـم و        

ــد      ــه ش ــهد تهي ــع در مش ــان واق ــاوري خراس ــدول (فن ). 1ج
در هربـاريوم پژوهشـكده علـوم    ي جمع آوري شـده  ها نمونه

با . مورد شناسايي قرار گرفت گياهي دانشگاه فردوسي مشهد
ي منطقــه كــلات، بــه علــت نبــود نمونــه هــا ايــن حــال نمونــه

 .اظ نوع گونـه ناشـناخته بـاقي مانـد    هرباريومي مناسب، از لح
مونه در هر منطقـه بـا توجـه بـه وسـعت و تـراكم هـر        تعداد ن

جمعيت طوري جمع آوري شدند تا نماينـده مناسـبي از كـل    
ي هر منطقه به عنـوان يـك جمعيـت    ها باشند و نمونه ها نمونه

  .در نظر گرفته شدند

  

  و منطقه جمع آوري آنها  ي زرشك مورد آزمونها نمونه )1(جدول 
  نام جمعيت م گونهنا ي داخل هر جمعيتهانام نمونه

Ro1, Ro2, Ro3, Ro4 B. integerrima  رشتخوار 
Bo1, Bo2, Bo3, B. integerrima  بجنورد 

Sh1, Sh2, Sh3, Sh4 B. integerrima  شيروان 
Gh1, Gh2, Gh3, Gh4 B. integerrima  قائن 

Ka1, Ka2, Ka3, Ka4, Ka5, Ka6 B. integerrima  كاشمر 
Bj1, Bj2, Bj3 B. integerrima  باجگيران 

Ca1,Ca2 Berberis sp. كلات 
V1, V2, V3, V4 B. vulgaris بي دانه 

Ga B. gagnepaini   1زينتي  
Th B. Thunbergii   2زينتي  

Ma M. aquifolium 
جنس 
  ماهونيا

  
برگهاي تازه به صورت توده از هر درختچه جمـع آوري  

فريـزر   و پس از پودر شدن با ازت مايع تا زمان اسـتخراج در 
  .درجه سانتيگراد نگهداري گرديدند -20

بر مبناي روش سـقايي   DNAاستخراج :  DNAاستخراج 
گرم از برگ  1/0. )20( معروف و همكاران  صورت گرفت

 NaCl 700(ميكروليتر بافر استخراج  900پودر شده به همراه 

mMTris-HCl 100 mM, pH 7.5; EDTA 100 mM pH 
8.0 ; CTAB 1% (w/v); β-Mercaptoethanol 1% (v/v) 

PVP 4% (w/v (  ــاي ــا دمـ ــانتيگراد در   65بـ ــه سـ درجـ
دقيقـه در دسـتگاه بـن     90ريخته و به مدت  5/1ميكروتيوپ 

ميكروليتـر   450سـپس  . درجـه انكوبـه شـد    65ماري و دماي 
بــه ميكروتيــوپ ) 24:  1(محلــول كلروفــرم ايزوآميــل الكــل 

به مـدت   ها ونهپس از آن نم. اضافه و به خوبي مخلوط شدند
محلـول رويـي   . سـانتريفيوژ شـدند   rpm 13000دقيقه در  15

ايزوپروپـانول  ) ميكروليتـر  600(جدا و دو سوم حجم محلول 
°C 20- محلول حاصل به آرامي تكان داده . به آن اضافه شد

بعد  ها سپس ميكروتيوب. مشاهده شود DNA شد تا  كلاف 
 10، بـه مـدت    -C20°از قرار گرفتن به مدت نيم ساعت در 

ــه در  ــرص     rpm 8000دقيق ــا ق ــدند ت ــانتريفيوژ ش  DNAس
شستشـو و پـس   % 70با اتانول  DNAپس قرص . تشكيل شود

  .  حل گرديد TEدر محلول  DNAاز تبخير اتانول، 
استخراج شده با اسـتفاده   DNAبررسي كيفيت و كميت 

از دو روش اســــپكتروفتومتري و الكتروفــــورز ژل آگــــارز 
  . صورت گرفت

بر پايـه روش وس و همكـاران بـا كمـي       AFLPمراحل 
ــكده     ــده در پژوهشـ ــه شـ ــاس روش بهينـ ــر اسـ ــرات بـ تغييـ

مكاتبـات شخصـي بـا آقـاي     (كـرج   كشاورزي بيوتكنولوژي
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  .)26( انجام گرديد) 1مهندس پيرسيدي
ــومي  AFLP  :DNAاجــراي مراحــل  ــا ) ng 500(ژن  5ب

مورد  Tru1Iو  EcoRIي برشي ها واحد از هر كدام از آنزيم
ي هـا  سپس دو نوع آداپتور آنزيم. هضم آنزيمي قرار گرفتند

به انتهاي قطعات برش خورده ژنومي  Tru1Iو  EcoRIبرشي 
ــت ــال يافـ ــور . اتصـ ــازگر EcoRIآداپتـ  از تركيـــب دو آغـ

 5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3'  و 
 5'-AATTGGTAGGCAGTCTAC-3'  و آداپتورTru1I 

-GACGATGAGTCCTGAG-'5از تركيــب دو آغــازگر 

ــد  TACTCAGGACTCAT-3-'5و  '3 . تشــكيل شــده بودن
مرحله تكثير پيش انتخابي با استفاده از آغازگرهايي بـا يـك   

 نوكلئوتيد اضافي در انتهاي
 3' )EcoRI: 5'-GACTGCGTACCAATTCA-3'  و 

Tru1l: 5'-GATGAGTCCTGAGTAAC-3' (انجام شد .  
 3بـا   بـا اسـتفاده از آغازگرهـايي    AFLPانگشت نگـاري  

ــاي   ــافي در انتهــــ ــد اضــــ -'EcoRI: 5( '3نوكلئوتيــــ

GACTGCGTACCAATTC + NNN-3'  وTru1l: 5'-

GATGAGTCCTGAGTAA + NNN-3'  ( ــورت صـ
با استفاده جفت تركيب آغازگر  40بدين منظور ابتدا . گرفت

هـم و يـك نمونـه     دو نمونه نزديك به( DNAي  از سه نمونه
تركيـب بـر    40ايـن   .غربال شـدند ) از لحاظ مورفولوژي دور

تركيب براي آغـازگر انتخـابي مـرتبط بـا      5ي  اساس محاسبه
EcoRI )ACG+EcoRI ،ACT+EcoRI ،AGC+EcoRI ،
AAC+EcoRI ،AGG+EcoRI ( تركيب بـراي آغـازگر    8و

ــا   ــرتبط ب ــابي م ، Tru1I )CCG+Tru1I  ،CGA+Tru1Iانتخ
CCT+Tru1I،CAA+Tru1I،CTG+Tru1I،CAG+Tru1I،
CTC+Tru1I ،CGG+Tru1I (در . ندمورد آزمون قرار گرفت

جفـــــــــت تركيـــــــــب آغـــــــــازگري  4نهايـــــــــت، 
)CCT+Tru1I/AGC+EcoRI ،

CAG+Tru1I/ACG+EcoRI ،
                                                            

  كارشناس ارشد پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي بخش ژنوميكس -1

CGG+Tru1I/ACG+EcoRI و  
CAA +Tru1I/ACT+EcoRI  ( كــه وضــوح بانــدي بهتــر، 

 .تعداد باند و چند شكلي بيشتري توليد كردند، گزينش شدند
جدا % 6كريلاميد تكثير شده بر روي ژل پلي ا DNAقطعات 

 TBEساعت با بـافر   2الكتروفورز به مدت  .)1شكل (شدند 

1x  ولت انجام و رنگ آميزي به روش نيتـرات   1200و ولتاژ
  ).21(نقره صورت گرفت 

تكثيـر   DNAهر يك از قطعات : AFLPي ها تجزيه داده
شده به عنوان يك صفت در نظر گرفته شد و حضور و عـدم  

. اعداد يك و صفر نمـايش داده شـد   حضور آنها به ترتيب با
 منظـور محاسـبه  بـه   Excelها پس از ورود بـه نـرم افـزار     داده

ماتريس شباهت و تجزيه خوشه اي به كمـك ضـريب تشـابه    
Nei  و روشUPGMA ــرم ــه ن ــزار  ب . منتقــل شــدند Ntsysاف

تنوع ( h2همچنين جهت تعيين ميزان پلي مورفيسم و شاخص 
اسـتفاده   Popgene 323زار در هـر جمعيـت از نـرم اف ـ   ) ژنـي 

تجزيـــه بـــر اســـاس محورهـــاي مختصـــات  ). 28(گرديـــد 
)PCoA(4  بــا اســتفاده از نــرم افــزارGenALEx 6.1 5 )18 (

و با دو مؤلفه اول كه بيشترين درصد تنوع ) 12(انجام گرفت 
كردند نمـودار دو بعـدي جهـت گـروه بنـدي و       مي را توجيه

اتريس شـباهت  م ـ. ترسـيم شـد   هـا  بررسي روابـط بـين نمونـه   
) 1972(نيـز بـر اسـاس ضـريب نـي       هـا  ژنتيكي بـين جمعيـت  

همچنين با استفاده از اين نرم افـزار تجزيـه   . )16( بدست آمد
نمونه برداري مجدد  999با  AMOVA(6(واريانس مولكولي 

در نهايـت   .)12؛ 10(انجام گرفـت  ) permutation(تصادفي 
يين تنـوع كـل   براي تع) Fst )Wright's F statisticsشاخص 

)Fixation Index( ،Fst  هر جمعيت)Population specific 

Fst  indices  ( و جدول آناليز واريانس مولكولي توسط نرم

                                                            
2 - Nei's (1973) gene diversity 
3 - Version 1.31 
4 - Principal Co-ordinate Analysis 
5 - Genetic Analysis in Excel Dec 2007 
6 - Analysis of molecular variance (AMOVA) 
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بـر اسـاس   . مورد محاسبه قـرار گرفـت   )Arlequin )11افزار 
Fst   بدست آمده براي هر جمعيت، ميزان جريان ژنـي)Nm (

 Nبطوريكـه  . يدمحاسبه گرد Nm = (Fst x 4)-1طبق فرمول 
سـهم آن افـراد از ميـزان     mتعداد افـراد در يـك جمعيـت و    

  .باشد مي مهاجرت
  

  نتايج و بحث
ــوع     ــه، در مجم ــار رفت ــاي بك ــل   223آغازگره ــد قاب بان

از ايـن  . ايجاد كردند  bp 1000تا  50دهي در محدوده  امتياز
ميـانگين تعـداد   . شكلي نشان دادنـد  باند چند 204تعداد باند، 

و  7/55ي تكثيــر شــده بــه ازاي هــر جفــت آغــازگر  هــا بانــد
هاي چند شكل به ازاي هر جفت آغـازگر   ميانگين تعداد باند

  ). 2 جدول%) (48/91(بود  5/41
به منظـور  : ي مورد آزمونها آناليزهاي مولكولي در نمونه

محاسبه شباهت ژنتيكـي بـر مبنـاي ضـريب نـي ميـزان تنـوع        
اهت بر مبناي ضـريب نـي   ها، از ماتريس شب ژنتيكي بين نمونه

جفــت ). جــدول آورده نشــده اســت (اســتفاده شــد ) 1972(
بيشترين شـباهت  ) V4 )Berberis vulgarisو  V3هاي  نمونه

 Ma (Mahoniaهـــاي  و نمونـــه) 0/1(نســـبت بـــه هـــم 

aquifolium)  وBj2 (Berberis integerrima)  ــرين كمت
گونـه   در مجموع. را نسبت به هم داشتند) 4/0(تشابه ژنتيكي 

  .نشان داد ها ماهونيا بيشترين فاصله ژنتيكي را با ديگر نمونه
و ) 16(نتايج تجزيه خوشه اي بر اساس شـباهت ژنتيكـي   

ــه روش  ــروه اصــلي    UPGMAب ــود دو گ ــاكي از وج ــاح  ب
است كه دو جنس ماهونيا و زرشك را  48/0ضريب شباهت 

  Mahonia aquifoluimگروه اول شامل . كند مي از هم جدا
گـروه دوم  . ست كه از خانواده زرشك و جنس ماهونياستا

 Berberis thunbergii زينتـي   يها گونه شامل دو زير گروه
ر در دو گروه جداگانـه  قـرا  باشد كه  مي B. gagnepainiو  

 تشـكيل  را ي منطقه كـلات ها م نمونهزيرگروه سو. گرفته اند

ت دهند كه در كنار هم و بطور جداگانه در ضريب شـباه  مي
در ضـريب شـباهت ژنتيكـي     .قـرار گرفتـه انـد    77/0ژنتيكي 

و  B. integerrimaي متعلـق بـه گونـه    ها نمونه 92/0تا  79/0
. مناطق بجنورد، شيروان، بـاجگيران و قـاين قـرار گرفتـه انـد     

ي زرشـك  هـا  نمونه 96/0گروه بعدي در ضريب شباهت زير
اطق كه با وجود فاصله زيـاد من ـ  است) B. vulgaris(بي دانه 

رويش آنها در زمان جمع آوري، شباهت بسيار زيادي با هـم  
گـروه  زير). 2شـكل  (دارند  و در يك گروه قرار گرفته انـد  

د باشـن  مـي  B. integerrimaي متعلق بـه گونـه   ها ديگر نمونه
است و نشـان   9/0تا  85/0كه ضريب شباهت ني در آنها بين 

 . باشد مي دهنده ميزان بالاي شباهت ژنتيكي بين آنها

نمـودار دو بعـدي كـه    : 1ي اصليها تجزيه و تحليل مؤلفه
ترسـيم شـد    هـا  جهت گروه بندي و بررسي روابط بين نمونـه 

ــه  )3شــكل ( ــان نمون ــل ملاحظــه مي ــانگر فاصــله قاب ــا ، بي ي  ه
Mahonia aquifolui، Berberis gagnepaini و B. 

thunbergii  ي متعلق به منطقه كلات ها و نمونه)Berberis 

sp. (ي اين تجزيه به همراه نتايج ها داده. ستها از ديگر نمونه
و ) Cluster analysis(گروه بندي بر پايه تجزيـه خوشـه اي   

ــده از ) Genetic Similarity(شــباهت ژنتيكــي  بدســت آم
ضــريب نــي در مــاتريس شــباهت، نشــان داد كــه گونــه       

Mahonia aquifolium  هـا  در فاصله اي دور از ديگر نمونه 
هـر چنـد جـنس     .وهي كـاملاً مجـزا قـرار گرفتـه اسـت     و گر

ي مورفولـوژيكي از جـنس   هـا  ماهونيا به تازگي طـي بررسـي  
زرشك جدا گشته است اما رابطه خويشاوندي آن بـا جـنس   

مطالعه حاضر نيـز   ).15(له اي از ابهام قرار دارد ها زرشك در
نشــان داد كــه جــنس ماهونيــا حقيقتــاً جنســي جــدا از جــنس 

همچنين نتايج حاضر نشان داد كه بـا توجـه    .دباش مي زرشك
ي زرشك منطقه كلات از ديگـر  ها به فاصله زيادي كه نمونه

                                                            
1- Principal Co-ordinate Analysis 
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ي هـا  دارند، احتمالا گونه اي متفاوت از ديگر نمونـه  ها نمونه
جمع آوري شده از منطقه خراسان هستند كه نياز به مطالعات 

  .باشد مي گياهشناسي بيشتر براي شناسايي دقيق آن

 
  

                                                  

  

  
. و ضريب ني GenAlExeبا استفاده از نرم افزار  اصلي يها ؤلفهم تجزيه با استفاده از زرشك مورد آزموننمونه  33رابطه ميان  )3(شكل 

  .گيرند مي كل تنوع را در بر%  65در مجموع كه ) PC2(و دوم ) PC1(اول  مؤلفه
  

ور مطالعه بهتر تنوع، ساختار ژنتيكي و رابطـه ميـان   به منظ
ي زرشـك بـومي اسـتانهاي خراسـان و بـه علـت       هـا  جمعيت

 .Mahonia aquifoluim  ،Bنمونـه   3تفـاوت فاحشـي كـه    

gagnepaini  وB. thunbergii نشـان دادنـد،    هـا  بقيه نمونه با

 

اكريلاميد واسرشت  نيمرخ ژل پلي )1(شكل 
نمونه با  AFLP 33ي الگوي باندي  نشاندهنده

 E-AGC / M-CCT(تركيب آغازگري 

و  UPGMAروش  دندروگرام بدست آمده از )2(شكل
نمونه زرشك با استفاده از  33براي ني  ضريب

  AFLPهاي  نشانگر
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حـذف شـدند تـا فاصـله      هـا  ، اين نمونه PCoAدر آناليز دوم 
 8نمونـه و   30بنابراين  بـا  . آشكارتر گردد ها ر نمونهميان ديگ

انجـام و    PCoAجمعيت مربـوط بـه اسـتان خراسـان تجزيـه      
در ايـن حالـت فاصـله قابـل     . نمودار دو بعـدي آن رسـم شـد   

ي زرشك بي دانه از ها ي منطقه كلات و نمونهها توجه نمونه
بطوريكـه شـباهت   ). 4شكل (آشكارتر گرديد  ها ديگر نمونه

گونــه . باشــد مــي ي هـر منطقــه نيــز نمايــان تـر  هــا ن نمونــهميـا 
Berberis integerrima   ــي ــق بررسـ ــا طبـ ــدس هـ ي مهنـ

گونه زرشك وحشي غالب در خراسـان شـمالي،   ، جوهرچي
رسد آنچه كـه در ايـن    مي باشد و به نظر مي رضوي و جنوبي

ي جمع ها مطالعه بدست آمد نزديك به واقعيت است و نمونه
ي موجـود در  ها نمونه اي مناسب از گونه آوري شده احتمالاً

توان بـا اطمينـان نسـبي     مي اين مناطق هستند و نتايج حاضر را
همچنـين  . ي موجود در منطقـه بكـار بـرد   ها در مورد جمعيت

كـه   B. integeriimaي گونـه  ها تنوع قابل توجه بين جمعيت
طي آناليزهاي مختلف در اين پروژه مشاهده شد، با آنچه كه 

مطابقـت دارد و  ) 2(دهد  مي ي مورفولوژيكي نشانها بررسي
 ي مختلف اين گونـه ها احتمالاً اين تفاوتها مربوط به زيرگونه

در واقع علي رغم آنكـه شـش جمعيـت رشـتخوار،     . باشد مي
كاشمر، باجگيران، بجنورد، شـيروان و قـاين متعلـق بـه يـك      

باشند، اما احتمالاً جدايي جغرافيايي همراه با درصـد   مي گونه
ي هـا  بالاي خودگشني، باعث تفاوت هرچه بيشـتر بـين تـوده   

  .وحشي اين گونه شده است

  

  
و  GenAlExe با استفاده از نرم افزار  ي اصليها تجزيه مؤلفهبا استفاده از  ي خراسانها زرشك استاننمونه  30رابطه ميان  )4(شكل 

   .گيرند مي كل تنوع را در بر%  60در مجموع ) PC2(و دوم ) PC1(اول  مؤلفه .ضريب ني
  

ي هـا  ي زرشك اسـتان ها آناليز مولكولي ساختار جمعيت
شاخص برآورد تنوع ژنتيكي و ميـزان چنـد شـكلي    : خراسان

محاسبه  Popgene 32براي هر جمعيت با استفاده از نرم افزار 
 شاخصي از ميـزان تنـوع  كه ) h(تنوع ژني ). 2جدول(گرديد 

 181/0نمونه مـورد آزمـون برابـر بـا      33باشد، در مجموع  مي
داراي  hايـن در حـالي اسـت كـه در هـر جمعيـت       . باشـد  مي

و ) تنـوع ژنـي  ( hحـداقل ميـزان   . باشد مي و كمتر 1/0مقادير 

و  008/0(چند شـكلي مربـوط بـه جمعيـت زرشـك زراعـي       
، %)53/34و  116/0(باشـد و جمعيتهـاي شـيروان     مي %)69/2

ــاين  %) 46/26و  110/0(و كـــــلات %) 29/32و  115/0(قـــ
قـرار  . باشند مي بيشترين ميزان تنوع ژني و چند شكلي را دارا

ي زرشك بي دانه در يك گروه و با حـداقل  ها گرفتن  نمونه
فاصله ژنتيكي نسبت به يكديگر و ميزان بسيار پايين تنـوع در  

 هـا  ابل توجهي كه نمونـه داخل جمعيت آنها با وجود فاصله ق
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در زمان جمع آوري از يكديگر داشته اند، مؤيد ايـن فرضـيه   
است كه حتي پس از گذشت دهها سـال كشـت و كـار ايـن     
گياه در باغات مختلف استان خراسان جنوبي، به علت تكثيـر  

بسـيار كـم و    هـا  غير جنسي آن، تنوع ژنتيكي ميان اين نمونـه 
  .مختلف واقعي نيستندي ها تفاوتهاي ظاهري بين نمونه

  

  شاخصهاي تنوع و ميزان چند شكلي براي هر جمعيت )2(جدول
  درصد چند شكلي تعداد مكانهاي چند شكل h جمعيت
  %70/15 35 057/0 رشتخوار
  % 00/13 29 050/0 بجنورد
  %53/34 77 116/0 شيروان
  % 29/32 72 115/0 قائن
  %11/25 56 088/0 كاشمر

  % 42/22 50 091/0 باجگيران
  %46/26 59 110/0 كلات
  %69/2 6 008/0 زراعي
  %44/74 166 181/0 كل

 
ي اســتانهاي خراســان در هــا مقايســات دوبــدوي جمعيــت

نشان دهنده ميـزان  ) جدول آورده نشده(ماتريس شباهت ني 
بـر ايـن اسـاس دو جمعيـت     . باشـد  مـي  شباهت ژنتيكـي آنهـا  

) 930/0(شـيروان  و رشـتخوار و  )  940/0(بجنورد و شـيروان  
ــورد و     ــت بجن ــي و دو جمعي ــباهت ژنتيك ــترين ش داراي بيش

داراي ) 738/0(و زرشك بي دانـه و كـلات   ) 729/0(كلات 
در . باشـند  مـي  كمترين شـباهت ژنتيكـي نسـبت بـه همـديگر     

 ي هـا  رفـت، هـر كـدام از گونـه     مـي  مجموع طبق آنچه انتظار
Berberis sp. )  و ) نمونه منطقـه كـلاتBerberis vulgaris 

در گروههـاي جداگانـه و طبـق    ) ي زرشك زراعـي ها نمونه(
ترتيب قبـل قـرار گرفتـه انـد و جمعيتهـاي مربـوط بـه گونـه         

Berberis integerrima    ــدا در ضــريب ــروه ج دريــك گ
اين دنـدروگرام بـه خـوبي نشـان     . قرار گرفته اند 9/0شباهت 

ي موجـود در منطقـه   هـا  دهنده رابطـه ميـان جمعيتهـا و گونـه    
 .باشد مي انخراس

براي مطالعه ساختار جمعيتهاي زرشك منطقـه خراسـان،   
. محاسبه گرديـد ) Fst 1 )Fixation Index Fst) (17شاخص 

ــر ايــن اســاس  ــا  Fstب ــر ب . بدســت آمــد 4/0در مجمــوع براب

                                                            
1 - Wright's F statistics  

 جمعيتها را جمعيـت زرشـك زراعـي دارا    Fstبيشترين ميزان 
اين و باشد و كمترين آن مربوط به جمعيتهاي شـيروان، ق ـ  مي

 Geneهمچنين ميـزان جريـان ژنـي    ). 3جدول(كلات است 

Flow) ( ياNm    در هر جمعيت نشان داد كه جمعيتهـايي كـه
آنها كمتر و تنوع ژنتيكي داخـل آنهـا زيـاد اسـت      Fstميزان 

در واقــع ). 3جـدول  (باشـند   مـي  داراي جريـان ژنـي بيشـتري   
متـر  ك  Nm ميـزان  باشد 25/0بيشتر از  Fst  زماني كه ميزان 

  ).27(خواهد شد كه چندان زياد نيست  1از 
بـالا  . در تمام جمعيتهـا نيـز محاسـبه گرديـد     Fstشاخص 
ي هـا  جمعيتهاي زرشك وحشي بومي اسـتان  Fstبودن ميزان 

ي منطقه رشـتخوار، بجنـورد، كاشـمر و    ها خراسان مانند توده
باجگيران و به ويژه جمعيت زرشـك زراعـي بـدان معناسـت     

داراي پراكندگي ژنـي كـم بـوده و فراوانـي     كه اين جمعيتها 
به عبارت ديگر افراد داخل هـر  . ژني آنها رو به كاهش است

جمعيت مشابه يكديگرند و جمعيتها بطور قابل توجهي از هم 
  .متفاوتند

كنـد تـا بـا     مـي  تنوع ژنتيكي به موجـودات زنـده كمـك   
در نتيجــــه . تغييــــرات محيطــــي موجــــود مقابلــــه كننــــد 

ــده  هتروزايگوســيتي كــم ، توليــد مثــل و بقــاء موجــودات زن
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يي ماننـد زرشـك كـه جمعيتهـاي      هـا  گونـه . يابـد  مـي  كاهش
كوچك پراكنده اي را در برخي مناطق كشـور و بخصـوص   
ــالاي     ــد ب ــد و داراي درص ــكيل داده ان ــان، تش ــتان خراس اس

ــز  ــني ني ــي خودگش ــيتي و   م ــرض هموزايگوس ــند، در مع باش
نظـر گـرفتن سـاير     با يكسـان در . فرسايش ژنتيكي قرار دارند

يي كه ژنهاي آنهـا بـه طـور وسـيعي پراكنـده      ها شرايط، گونه
پاييني داشته  Fstشود، بايد  مي شده و فراواني ژني آنها حفظ

  ). 8(و جمعيتها مشابه هم باشند 
  

 

  
  . ي خراسانها جمعيت استان 8و ضريب شباهت ني براي  UPGMAدندروگرام حاصل از روش  )5(شكل 

  
  جمعيت مورد آزمون 8در ويژه جمعيت،  Fstيزان شاخص م )3(جدول 

  بي دانه  كلات  باجگيران كاشمر قاين شيروان بجنورد  رشتخوار جمعيت
Fst 44/0  45/0 33/0 32/0 39/0 38/0  32/0  54/0  
Nm568/0  555/0 757/0 781/0 641/0 658/0  781/0  463/0  

  
ولي در آنـاليز واريـانس مولك ـ  : 1آناليز واريانس مولكولي

)AMOVA (كه با نرم افزارGenAlExe 6.1    ،انجام گرفـت
اين امكان وجود دارد تا اجزاء واريانس محاسـبه و سـهم هـر    

اين تجزيه نيز به دلايلي . يك از آنها در تنوع كل تعيين شود
ي هـا  كه در بالا ذكر شد، تنها بر روي جمعيتهاي بومي استان

س نشـان داد كـه در   نتايج آناليز واريان. خراسان انجام گرفت
مجموع سهم تنوع درون جمعيتها از تنوع بين آنها بيشتر است 

 ).4جدول (
                                                            
1 - Analysis of molecular variance 

  
 (AMOVA)جدول آموا  )4(جدول 

%Var Est. Var. MS SS df منابع تغيير 
40% 
60% 

141/9 
670/13 

536/47  
670/13  

750/332 
750/300 

7 
22 

 بين جمعيتها
 اداخل جمعيته

  كل  29  500/633    811/22 100%
        Est.Var.: واريانس محاسبه شده براي داخل و بين جمعيتها  

        % Var. : درصد واريانس هر منبع تغيير به واريانس كل 

  
ــولي     ــانس مولك ــه واري ــايج حاصــل از تجزي ــه نت ــر چ گ

)AMOVA (دارد كه از ميزان كل واريانس مشـاهده   مي بيان
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ط به بـين  آن مربو) 141/9% (40در مجموع حدود ) 22(شده 
ــا و  ــل   ) 670/13% (60جمعيته ــوع در داخ ــه تن ــوط ب آن مرب

باشد، اما اين مسئله به دليل اختلاف اندك  ميزان  مي جمعيتها
Fst  بــا ) 38/0(و بــاجگيران ) 39/0(دو جمعيــت كاشــمرFst 

باشد و نشان دهنـده آن اسـت كـه تنـوع درون      مي )4/0(كل 
ادتر نيسـت و ايـن   اين جمعيتها از تنوع بين جمعيتها چندان زي

فاصله اندك باعث بالا رفتن سهم تنوع بين جمعيتها نسبت به 
  .درون جمعيتها شده است

و ) 54/0(جمعيـت زرشـك زراعـي     Fstبالا بودن ميـزان  
ي هـا  برخي ديگر از جمعيتهاي زرشك وحشي بـومي اسـتان  

ي منطقه رشـتخوار، بجنـورد، كاشـمر و    ها خراسان مانند توده
ناست كه اين جمعيتها در هر منطقـه يـك   باجگيران، بدان مع

خزانه ژني بسته را تشكيل داده اند كـه فراوانـي ژنـي و تنـوع     
ژنتيكي آن رو به كاهش است و به سمت هموزايگوسـيتي و  

  hاين مسئله از ميزان . رود مي در نتيجه فرسايش ژنتيكي پيش
ي مـورد بررسـي نيـز    ها در ميان نمونه) شاخصي از تنوع ژني(

ايـن در حـالي اسـت    ). 2جدول (قابل استنباط است  به خوبي

ي كوتاه مدت و ها كه در اين جمعيتها امكان ايجاد سازگاري
تواند  مي بلند مدت به تنشهاي محيطي وجود نداشته و اين امر

يي كـه سـازگاري محلـي    هـا  به عنوان خطري براي بقاء گونه
منحصر به فردي با منطقه محل رويش خود پيدا كرده اسـت،  

چنانكه طبـق مشـاهدات عينـي رويشـگاههاي     . حسوب شودم
براي . در خطر تبديل شدن به مزارع هستند ها طبيعي اين گونه

مثال در ناحيه بين مراوه تپه و بيرجند كه به عنـوان رويشـگاه   
گونـــه بـــومي اســـتان ( Berberis khorassanicaطبيعـــي 
، ديگـر هـيچ   )19(در فلور ايران معرفي شده اسـت  ) خراسان

  . اني از زرشك وجود نداردنش
از سوي ديگر كم بودن تنـوع ژنتيكـي در گونـه زراعـي     

دهد كه امكان اصـلاح ايـن گونـه بـدون اسـتفاده از       مي نشان
ايـن  . ي وحشي خويشاوند بسيار كم و محـدود اسـت  ها گونه

باشـد   مي اولين مطالعه در زمينه بررسي ژنتيكي زرشك ايران
بـراي انجـام مطالعـات بعـدي     تواند به عنوان اولين گـام   مي و

  .مورد استفاده قرار گيرد
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Assessment of genetic structure and variation of cultured and wild Berberis 
populations of Khorasan provinces located in Iran using AFLP markers  

 

S. Heidary* - H. Marashi - M. Farsi - A. Mirshamsi1  
 

Abstract 
Seedless barberry (Berberis vulgaris L. var. asperma) is one of the few crops that is cultured only 

in Iran and southern parts of Khorasan provinces. The Origin of this variety is unknown and there has 
not been any study aiming to identify phylogenic relationships of this plant with other species existing 
in Iran. In this study, AFLP markers based on four primer combinations (EcoRI/Tru1I) were used to 
evaluate genetic variation and Phylogenic relationship among 30 different samples of wild and 
cultured barberry belonging to Khorasan provinces namely: Shomali (north), Razavi and Jonubi 
(south), together with 2 species of ornamental barberry and one sample Mahonia aquifolium. Data 
resulted from cluster analysis, showed that these two genera (Berberis and Mahonia) form 2 
completely distinct groups with a significant genetic distance. These results can clarify the ambiguity 
of separation procedure between Mahonia and Berberis genera. Heterozygosity index, Principal co-
ordinates analysis (PCoA), Fst Index and analysis of molecular variance (AMOVA) revealed 
significant difference among wild barberry populations existing in Khorasan provinces; so that, as was 
expected, observed variation within cultured barberry population was very low and near zero. The 
results also showed that Berberis integerrima is the predominant species in Khorasan provinces. 
Therefore further molecular and morphological investigations aiming better understanding of the 
relationships between species and genera of Berberis family looks necessary. 
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