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Abstract 

Objective 

This study was conducted to evaluate the genetic diversity of tomato accessions selected from the 

core collection of National Plant Gene Bank of Iran (NPGBI) based on a comparative assessment 

of SSR and ISSR markers. Genetic diversity of species and cultivars is necessary to increase 

productivity and production, and if diversity is reduced, species and cultivars are in danger of 

extinction. Due to the importance of tomato as the second most consumed crop among vegetables, 

it is necessary to study it. Other objectives of this study are to compare the performance of SSR 

and ISSR markers in differentiating tomato genotypes and to find primers with the highest 

polymorphism. 

Materials and methods 

In this study, genetic diversity among and within tomato accessions collected from 8 geographic 

regions of Iran and 22 countries from the world were evaluated using 13 ISSR and 5 SSR primers. 
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Results 

The number of polymorphic alleles and the average of resolving power and marker index were 

related to the ISSR marker. However, the highest values of PIC for studied markers were obtained 

in the SSR primers. The molecular analysis of variance showed that both markers were suitable 

for the evaluation of diversity among species. Also, genetic diversity among the species was 

higher than within the species. The highest values of genetic diversity features were obtained in 

SSR primers. The lowest parameters were observed in the S. lycopersicum cherry in comparison 

to S. lycopersicum esculentum. In the cluster analysis, tomato accessions were distributed into 

four groups. PCoA was obtained for a more accurate explanation of the grouped accessions. These 

results indicated that SSR primers have had more tangible efficiency in showing the genetic 

diversity between Iranian and S. lycopersicum Cherry populations, while ISSR primers 

distinguished the S. lycopersicum esculentum accessions better than others. 

Conclusions 

The results indicated high genetic diversity among and within tomato species. According to 

genetic diversity features in both markers, it can be expected that the use of ISSR and SSR primers 

will be more effective for preparing genetic maps and studying population structure and/or 

accession grouping, respectively. 
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 چكيده

انجام کلکسیون هسته بانک ژن گیاهی ملی ایران  متعلق بهگوجه فرنگی  هایمنظور ارزیابی تنوع ژنتیکی تودهاین تحقیق به: هدف

های در بررسی تنوع ژنتیکی و قابلیت تفکیک توده ISSRو  SSR نشانگر مولکولیکارآیی دو  ایمقایسهچنین بررسی شد. هم

 د.مختلف گوجه فرنگی از اهداف دیگر این مطالعه بو
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توده گوجه فرنگی متعلق به تواحی مختلف ایران و جهان  30ای در این تحقیق تنوع ژنتیکی بین و درون گونهها:  روشمواد و 

های مورد بررسی برداشت و پس از استخراج های برگی مورد نیاز در مرحله چهار برگی از تودهرای این منظور نمونهارزیابی شد. ب

DNA  نشانگر  13انگشت نگاری با استفاده ازISSR  نشانگر  5وSSR .انجام شد 

بیشتر از  ISSRای نشانگر های قدرت تفکیک و شاخص نشانگری برتعداد قطعات تکثیر شده چند شکل و متوسط شاخصنتایج: 

SSR  بود. با این حال محتوای اطلاعات چندشکلی در نشانگرSSR  بیشتر ازISSR دست آمد. نتایج حاصل از تجزیه واریانس به

که بیشترین تنوع ژنتیکی طوریای داشتند، بهمولکولی نشان داد که هر دو سیستم نشانگری کارآیی مطلوبی در ارزیابی تنوع بین گونه

در کلیه پارامترها مقادیر  SSRمشاهده شده در بین گونه بیشتر از درون گونه برآورد شد. در برآورد پارامترهای ژنتیکی نیز نشانگر 

 .Sبیشتر از S. lycopersicum esculantumچنین این مقادیر در داشت. هم ISSRتری را در مقایسه با نشانگر بزرگ

lycopersicum cherry های گوجه فرنگی مورد ای بر اساس هر کدام از نشانگرهای مورد استفاده، تودهبود. در تجزیه خوشه

استفاده و ای از تجزیه خوشههای حاصل تر گروهمنظور ارزیابی دقیق. از تجزیه به مختصات اصلی بهقرار گرفتندگروه  4بررسی در 

 S. lycopersicum های ایرانی وتنوع ژنتیکی موجود در بین توده بیانر تری داز کارآیی ملموس SSRمشخص شد که آغازگرهای 

Cherry آغازگرهای  برخوردار بودند، در حالی کهISSR های متعلق به تودهS. lycopersicum esculantum  را بهتر متمایز

 نمودند. 

ا توجه به های گوجه فرنگی مورد مطالعه بود. بگونهنتایج این تحقیق حاکی از وجود تنوع ژنتیکی بالا در درون و بین : گيرینتيجه

برای اشباع  ISSRآغازگرهای  کاربردتوان انتظار داشت که میخصوصیات مشاهده شده در هر کدام از نشانگرهای مورد استفاده 

 .ری برخوردار باشداز کارآیی بالاتهای مختلف بندی تودهدر بررسی ساختار جمعیت و گروه SSRهای ژنتیکی و آغازگرهای نقشه

 ، کلکسیون هسته.های تکراری ساده میانی، ریزماهوارهتوالی، جزیه به مختصات اصلیت :هاواژه كليد

 : پژوهشی.نوع مقاله

 ارزیابی (1402) پالکانی جهانگیر، معرفت زاده خامنه مانیعباسی کوه، لو بهزادسرخی لله، نیک نژاد آزاده، فاطمهحسینی  استناد:

مجله . ISSRو  SSRمبتنی بر مقایسه کارآیی دو نشانگر ( .Solanum lycopersicum L) ژنتیکی گوجه فرنگیتنوع 
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 مقدمه

ای،  های متنوع گیاهی از نقطه نظر جوانب مختلف با هدف ارزیابی تنوع فنوتیپی و ژنوتیپی درون و بین گونهبررسی جمعیت

نقش صفات در اصلاح  چنین شناسایی سهم تنوع ژنتیکی صفات و تبیینمطالعه و ارزیابی صفات مهم اصلاحی و ارتباط بین آنها و هم

های ترین ملزومات برنامهترین و اساسیعنوان یکی از مهمباشد. تنوع بهنژادی گیاهی میهای بههای برنامهمحصول، از مهمترین رویه

های ها، ارقام و گونهروی آن امکان تولید مجدد واریتهشود که مخاطرات پیشوری و تولید محسوب مینژادی در افزایش بهرهبه

(. بنابراین حفظ و مدیریت صحیح Sazmosi et al. 2010ای مواجه خواهد ساخت )خویشاوند منقرض شده را با مشکلات عدیده

 ;Naz et al. 2013; Gonias et al. 2019) چنین ارزیابی تنوع ژنتیکی آنها( و همLotti et al. 2008های موجود )پلاسمژرم

Hesison et al. 2019; Marefatzadeh-Khameneh et al. 2021)  .بدون شک موفقیت از اهمیت وافری برخوردار است

آوری، های اصلاحی مستلزم دسترسی به منابع ژنتیکی قوی و ژرم پلاسم متنوع است که بر اساس اصول عملی صحیح جمعبرنامه

منابع ژنتیکی ضمن حفاظت از ذخایر (. آگاهی از تنوع و مدیریت Eiadathong et al. 2000ارزیابی و نگهداری شده باشند )

کند تا از این تنوع جهت نژادگران گیاهی کمک میسازد و به بهنژادی ممکن میهای بهژنتیکی، قابلیت استفاده از آنها را در برنامه

 .(Ahmadzadeh et al. 2011)افزایش کارآیی صفات کمی، کیفی و افزایش عملکرد استفاده کنند 

ای جهان و دومین محصول پر مصرف ترین محصول گلخانهعنوان مهم( به.Solanum lycopersicum Lگوجه فرنگی )

های رشدی و قابلیت سازگاری بالا در سراسر جهان گسترش علت ویژگیشود که بهبین سبزیجات )پس از سیب زمینی( محسوب می

( USDA 2021در میوه ) Cو  Aهای یر بالای ویتامین(. ارزش غذایی بالا، مقادRobertson and Labate 2007یافته است )

( از دیگر دلایل رغبت روزافزون به مصرف Leonardi et al. 2000چنین میوه غنی از ترکیبات آنتی اکسیدانی ضد سرطان )و هم

مود تا پروژه ژنوم بالای گوجه فرنگی در رژیم غذایی مردم جهان است. این موارد بخشی از دلایلی است که پژوهشگران را راغب ن

های میلادی بیشتر روش 1980تا دهه و  (Sato et al. 2012به اتمام برسانند ) 2008آغاز و در سال  2004این گیاه را در سال 

های ژنتیکی، گرایش به (. با توسعه نشانگرهای مولکولی و نقشهFoolad 2012شد )های فنوتیپی انجام مینژادی بر پایه انتخاببه

نژادی و تهیه های نوین در بهبود خصوصیات گوجه فرنگی فزونی یافت و نشانگرهای متعددی برای اهداف بهه از فناوریاستفاد

 SSR (Mazzucato et al. 2008 ،)SNP (Hu et al. 2012; Corrado etنشانگرهای مولکولی  مانندهای ژنتیکی نقشه

al. 2014 ،)RAPD (Ezekiel et al. 2011; Naz et al. 2013; Herison et al. 2018 ،)ISSR (Tikunov et al. 

2003; Figueiredo et al. 2015; Henareh et al. 2016; Sharifova et al. 2017; Kiani & Siahchehreh 

2018; Vargas et al. 2020 ،)RAPD  وISSR (Hassan et al. 2013 ،)RAPD  وSSR (Priya et al. 2019 و )

SCoT  وISSR (Shahlaei et al. 2014 )نشانگرهای مولکولی  .استفاده شدDNA  یکی از قدرتمندترین ابزارها برای مطالعات

ری نشانگهای ترین سیستمترین و کاربردیهمتنوع ژنتیکی، روابط فیلوژنتیکی و انتخاب گیاهان برتر هستند. در واقع این نشانگرها م

(. در میان Naghavi et al. 2009) هستند زیاد چندشکلی و ، تنوعتدق، ژناولین سطح بیان ، تظاهر در ستردگی زیادعلت گبه
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ای در مطالعات طور گسترده( به SSRهای ساده تکراری )( و توالیISSRهای تکراری ساده میانی )نشانگرهای مولکولی، توالی

رغم دارا بودن چندین جایگاه ژنی، علی ISSR(. نشانگر Carvalho et al. 2015شوند )مرتبط با بررسی تنوع ژنتیکی استفاده می

و سهولت کاربرد، به عنوان یک نشانگر غالب قادر به تمایز  DNAتکرارپذیری بالا، عدم نیاز به داشتن اطلاعات قبلی نسبت به 

آللی هستند نه تنها دارای خصوصیت چند SSRبارز باشند. از سوی دیگر، نشانگرهای همهای هموزیگوت و هتروزیگوت نمینمونه

. از جایی که هر کدام از این نوع نشانگرها دارای (Oliveira et al. 2022باشند )های ژنوتیپی میبلکه قابل تمایز در تمامی دسته

 (.Mirzaei, 2021تواند برای درک بهتر تنوع ژنتیکی مفیدتر باشد )مزایا و معایبی هستند، لذا ترکیب چندین نوع نشانگر می

علاوه  ISSR( در ارزیابی تنوع ژنتیکی گوجه فرنگی با استفاده از نشانگر 2020) .Vargas et alن مطالعات در یکی از ای

بلکه میزان محتوای اطلاعات چند شکلی بالایی  ندتکثیر شده مشاهده نمود اتدرصد در قطع 90بر اینکه چندشکلی بالایی در حدود 

(27/0PIC=) همین طور در مطالعات دست آمد.نیز به Henareh et al. (2016 بررسی تنوع ژنتیکی )توده گوجه فرنگی با  93

( را He( و نی )Iمیزان پارامترهای ژنتیکی تنوع شانون ) که را نشان دادپلاسم تنوع بالایی در ژرم ISSRآغازگر  14استفاده از 

اقدام  SSRنشانگر  11نیز با استفاده از    Kumar et alتوسط 2016. در پژوهش دیگر سال گزارش کردند 33/1و  365/0ترتیب به

 995/0تا  979/0ژنوتیپ گوجه فرنگی نمودند. در این مطالعه میزان محتوای اطلاعات چند شکلی از  19به ارزیابی تنوع ژنتیکی 

 Gonias همین طور بررسی داشت. های موردمتغیر بود که نشان از کارآیی بالای این آغازگرها در تشخیص تنوع موجود در توده

et al. (2019به ) از نه نشانگر گوجه فرنگی هیبرید تجاری  22واریته بومی و  71واریته مدرن،  14منظور ارزیابی تنوع ژنتیکیSSR 

داد متوسط استفاده نمودند. نتایج نشان دهنده وجود سطح بالای تنوع ژنتیکی در بین جمعیت مورد مطالعه با تع SCARو دو نشانگر 

آلل و سطح بالاتر  56در مجموع با  SSRچنین نشانگرهای بود. هم 74/0آلل در هر لوکوس و محتوای اطلاعات چندشکلی  6/9

ها و ارقام توده در ارتباط باتواند می متفاوتچندشکلی توانستند تمایز بیشتری را بین جمعیت مورد مطالعه ایجاد نمایند. این نتایج 

اگر چه تاکنون مطالعات زیادی در ارتباط با بررسی  آغازگرهای مورد استفاده و تعداد آنها باشد. و نوع سیستم نشانگریگوجه فرنگی، 

ای گوجه فرنگی انجام شده است، در این مطالعه سعی شد تا علاوه بر بررسی تنوع ژنتیکی بخشی از تنوع ژنتیکی بین و درون گونه

از  ISSRو  SSRاهی ملی ایران اقدام به بررسی و مقایسه کارآیی دو نوع سیستم نشانگری بانک ژن گیگوجه فرنگی پلاسم ژرم

 های بررسی شده شود.نظر برآورد پارامترهای ژنتیکی و گروه بندی توده

 

 هامواد و روش

ایران  ( از ژرم پلاسم بانک ژن گیاهی ملی.Solanum lycopersicum spتوده گوجه فرنگی ) 30در این مطالعه تعداد 

های مورد نظر در گلخانه (. توده1واقع در مؤسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر کرج تهیه و مورد بررسی قرار گرفت )جدول 
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، 25±3( کشت و در شرایط دمایی 1:3های مخصوص کشت حاوی کوکوپیت:پرلیت )ای بانک ژن گیاهی ملی ایران در سینیشیشه

 ساعت تاریکی با دو مرتبه آبیاری در هفته نگهداری شدند. 8روشنایی و ساعت  16درصد و  75±3رطوبت 

 آوریپلاسم گوجه فرنگي مورد بررسي به همراه محل جمعهای ژرم. فهرست توده1جدول 

Table 1. Studied tomato (S. lycopersicum) list and origin 

 ردیف

Row 

كد بانک 

 ژن

Gene 

bank 

code 

 منشأ

Origin 
 گونه

Specie 
 ردیف

Row 

كد بانک 

 ژن

Gene 

bank 

code 

 منشأ

Origin 
 گونه

Specie 

1 315031 
 ناشناخته

Unknown 
esculentum 16 48044 

 آمریکا

USA 
 esculentum 

2 315036 
 ناشناخته

Unknown 
 esculentum 17 48051 

 آمریکا

USA 
 cherry 

3 47779 
 مازندران-ایران

Iran-

Mazandaran 

 esculentum 18 48087 
 دانمارک

Denmark 
 esculentum 

4 47798 
 فارس-ایران

Iran-Fars 
 esculentum 19 48107 

 هلند
Netherlands 

 esculentum 

5 47807 
 کردستان-ایران

 -Iran
Kurdistan 

 esculentum 20 48127 
 هلند

Netherlands 
 cherry 

6 47812 
 ایلام-ایران

Iran-Elam 
 esculentum 21 48128 

 هلند
Netherlands 

 esculentum 

7 47819 
 بوشهر-ایران

 -Iran

Bushehr 

 esculentum 22 48162 
 انگلستان

UK 
 cherry 

8 47846 
 آمریکا

USA 
 esculentum 23 48165 

 آذربایجان
Azerbaijan 

 cherry 

9 47889 
 مجارستان

Hungary 
 esculentum 24 48174 

 آمریکا

USA 
 esculentum 

10 47906 
 هلند

Netherlands 
 esculentum 25 48183 

 مجارستان

Hungary 
 cherry 

11 47941 
 هلند

Netherlands 
 esculentum 26 48272 

 ایران

Iran 
 esculentum 

12 47948 
 بلغارستان

Bulgaria 
 esculentum 27 48276 

 ایران

Iran 
 esculentum 

13 47958 
 روسیه

Russia 
 esculentum 28 48289 

 کره جنوبی

South 

Korea 

 esculentum 

14 47975 
 مجارستان

Hungary 
 esculentum 29 48302 

 آمریکا

USA 
 esculentum 

15 47998 
 آمریکا

USA 
 esculentum 30 Ch-falat 

 ایران

Iran 
 esculentum 
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جوان با کمک ازت مایع های برگ تازه و آوری نمونه برگی مورد نیاز شد. بلافاصله نمونهبرگی اقدام به جمع 2-3در مرحله 

گرم از هر  2/0های برگی منجمد با استفاده از ازت مایع پودر و میزان گراد نگهداری شد. نمونهدرجه سانتی -80منجد و در فریزر 

ژنومی با استفاده از دستورالعمل تغییر  DNAلیتری ریخته شد. استخراج میلی 2ژنومی در تیوب  DNAمنظور استخراج نمونه به

های مورد . برای اطمینان از صحت استخراج انجام شده اقدام به الکتروفورز نمونه(Lodhi et al. 1994) انجام شد CTABته یاف

موجود در هر نمونه با استفاده از دستگاه نانودراپ سنجیده و غلظت هر  DNAدرصد شد. سپس غلظت  5/1نظر بر روی ژل آگارز 

 5و  ISSRنشانگر  13های مورد بررسی از تعداد منظور بررسی تنوع موجود در تودهسانده شد. بهنانوگرم در میکرولیتر ر 50نمونه به 

  درج شده است. 2استفاده شد که مشخصات آغازگرهای دارای قطعات باندی چند شکل و قابل امتیازدهی در جدول  SSRنشانگر 

ای واکنش زنجیرهرسی و دمای مناسب انتخاب شد. گرادیانت تکثیر آغازگرها در دماهای مختلف بر PCRبا استفاده از 

 1(، SSR آغازگر هر میکرولیتر برای 2میکرولیتر آب دیونیزه ) 3میکرولیتر شامل  10در حجم  ISSRمراز برای آغازگرهای پلی

ژنومی  DNAمیکرولیتر  1(، SSRمیکرولیتر آغازگر برگشت برای نشانگر  1میکرولیتر آغازگر رفت و  1) ISSRمیکرولیتر آغازگر 

شرکت پارس طوس تهیه شد. سپس مخلوط واکنش در دستگاه  Master Mix 2X PCRمیکرولیتر  5نانوگرم( و  50)غلظت 

مراز بر اساس برنامه حرارتی مشخص شامل یک ای پلیقرار گرفت و واکنش زنجیره Bio-Rad Thermal Cyclerترموسایکلر 

سازی در دمای دقیقه واسرشته 1چرخه میانی شامل  35دقیقه،  5گراد به مدت درجه سانتی 94ر دمای سازی اولیه دمرحله واسرشته

 72دقیقه توسعه آغازگر در دمای  1برای هر آغازگر و  2دقیقه اتصال آغازگر در دمای بهینه مندرج در جدول  1گراد، درجه سانتی 94

ای واکنش زنجیرهدقیقه انجام شد. اجزای  10گراد به مدت درجه سانتی 72گراد و یک چرخه توسعه نهایی در دمای درجه سانتی

میکرولیتر  1میکرولیتر آغازگر برگشت،  1میکرولیتر آغازگر رفت و  1میکرولیتر آب دیونیزه،  2شامل  SSRمراز برای آغازگرهای پلی

DNA  میکرولیتر  5نانوگرم( و  50ژنومی )غلظتMaster Mix 2X PCR میکرولیتر  10طوس در حجم نهایی  شرکت پارس

درجه  94سازی اولیه در دمای شامل یک مرحله واسرشته SSRمراز برای نشانگرهای ای پلیبرنامه دمایی واکنش زنجیره تهیه شد.

آغازگر در  ثانیه اتصال 40گراد، درجه سانتی 94سازی در دمای ثانیه واسرشته 40چرخه میانی شامل  35دقیقه،  4گراد به مدت سانتی

گراد و یک چرخه توسعه نهایی در درجه سانتی 72دقیقه توسعه آغازگر در دمای  1برای هر آغازگر و  2دمای بهینه مندرج در جدول 

درصد برای نشانگر  5/1دقیقه انجام شد. جداسازی قطعات تکثیر شده با استفاده از ژل آگارز  10گراد به مدت درجه سانتی 72دمای 

ISSR  رصد برای نشانگر د 3وSSR  به همراه بافرTAE 1X  انجام شد. آشکارسازی قطعات تکثیر شده نیز با رنگ آمیزی توسط

Safeview  و عکس برداری با دستگاهGel Document .ترتیب برای صورت صفر و یک بهدهی الگوهای باندی بهنمره انجام شد

چون محتوای اطلاعات چند شکلی، قدرت تفکیک، های مختلفی همعدم وجود و وجود الگوی باندی صورت گرفت. سپس شاخص

منظور بررسی و مقایسه کارآیی انواع نشانگرهای شاخص نشانگر، تعداد کل قطعات تکثیری و تعداد قطعات تکثیری چند شکل به

 کار گرفته شد.مولکولی و آغازگرها به

Archive of SID.ir

Archive of SID.ir



 1402و همكاران، حسيني 

71 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 بررسي تنوع ژنتيكي آنهاهای همراه شاخصبه SSRو  ISSR. مشخصات آغازگرهای 2جدول 

Table 2. Characteristics of ISSR and SSR primers and their genetic diversity features 

 (5´→3´)توالي  آغازگر
 دمای اتصال

Annealing 

temperature 

محتوای 

اطلاعات 

 چندشكلي

Polymorphic 

information 

content 

تعداد 

 كل باند

Total 

number 
of 

bands 

تعداد 

باندهای 

 چندشكل

Number of 

polymorphic 

bands 

شاخص 

 نشانگری
Marker 
index 

قدرت 

 تفكيک
Resolution 

Primer ')3-'5( Sequence Ta(°C) PIC TAB NPB MI Rp 

ISSR-3 CAGAGACAT4(GA) 45.8 0.224 8 7 3.614 2.190 

ISSR-9 Y(C/T)A8(AC) 53.7 0.264 6 6 2.532 1.429 

ISSR-14 GCAGAGGAGAGGAGA 49.9 0.216 4 4 3.004 1.635 

UBC-812 A8(GA) 48.3 0.297 7 6 3.364 2.206 

12F YG8(AG) 56.2 0.364 7 7 2.450 1.492 

UBC-889 8AGTCGTAGT(AC) 56.2 0.369 6 6 2.908 1.778 

B2 T8(AG) 49.8 0.428 7 6 0.310 2.254 

K10 YG8(AC) 53.3 0.301 4 4 1.749 0.102 

K12 G8(AC) 52.2 0.319 11 11 3.630 2.095 

K18 C8(GA) 57.3 0.374 7 4 2.322 2.222 

K11 YC8(GA) 54.6 0.437 6 6 2.321 1.508 

UBC-816 8(AC) 48.3 0.385 4 3 1.695 1.302 

SSR-63 
F: CCACAAACAATTCCATCTCA 
R: GCTTCCGCCATACTGATACG 

53.9 0.359 4 4 0.359 0.476 

TG7-18 F: AAATAATTAGCTTGCCAATTG 
R: CAAACAACATGAGAAGCAGCA 

55.3 0.462 2 2 0.431 0.444 

LEEF1AA F: AAATAATTACAGCTTGCCAATTG 
R: CTGAAAGCAGCAACAGTATTT 

57.5 0.482 2 2 0.418 0.413 

TMS33 F: AGCATGGGAAGAAGACACGT 
R: TTGAGCAAAACATCGCAATC 

59.3 0.433 2 2 0.205 0.269 

LETA019 F:TGTAGATAACTCCTAGCGACAATC 
R: TTGAGCAAAACATCGCAATC 

57.3 0.361 2 2 0.233 0.476 

 ISSR 1.684 2.492 5.833 6.417 0.332 ميانگين 

 SSR 0.416 0.329 2.4 2.4 0.433 ميانگين 

 

 ها در ذیل آورده شده است:روابط محاسباتی هر یک از این شاخص

(1رابطه   𝑃𝐼𝐶 = 1 − (𝑝2 + 𝑞2) 

(2رابطه   𝑅𝑝 = ∑ 𝐼𝑏, 𝐼𝑏 = 1 − [2 × (0.5 − 𝑃𝑖)] 
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(3رابطه   𝑀𝐼 = 𝑃𝐼𝐶 × 𝐸𝑀𝑅,    𝐸𝑀𝑅 = 𝑁𝑝 (
𝑁𝑝

𝑁
⁄ )

4

 

(، تعداد باندهای چند 0و  1ترتیب نشان دهنده فراوانی حضور و عدم حضور آلل )به ترتیب به Nو  ip ،pNکه در این روابط، 

 Excel(. کلیه محاسبات با استفاده از برنامه Powell et al. 1996باشند )شکل و تعداد کل باندهای تکثیر شده از یک آغازگر می

استفاده شد.  GenAlEX6.41افزار ای از تجزیه واریانس مولکولی توسط نرمبرای بررسی تنوع ژنتیکی درون و بین گونه انجام شد.

های چند شکل، شاخص شانون، تنوع لوکوس های مورد مطالعه شامل درصدپارامترهای مختلف تنوع ژنتیکی در هر یک از جمعیت

بندی شد. گروه اسبهافزار محهای مؤثر، ضریب تمایز ژنی و جریان ژنی نیز با این نرمهای مشاهده شده، تعداد آللژنی نی، تعداد آلل

 DARwin6.0افزار نرمو با استفاده از  Neighbor-joiningروش های مورد بررسی بر اساس ماتریس عدم تشابه جاکارد و بهنمونه

جهت ارزیابی و تأیید  GenAlEX6.41افزار (. در انتها از تجزیه به مختصات اصلی توسط نرمPerrier et al. 2003انجام گرفت )

 شد. استفادهها بندی تودهای و گروهنتایج تجزیه خوشه

 

 نتایج و بحث

در  کهطوریبه کولی در مطالعات زیادی صورت گرفته است.بررسی تنوع ژنتیکی گوجه فرنگی با استفاده از نشانگرهای مول

مختلف تنوع ژنتیکی شامل محتوای اطلاعات چند شکلی، قدرت تفکیک، شاخص نشانگری،  پارامترهایاین مطالعات استفاده از 

ای کارآمد برای ارزیابی عنوان معیارهای اولیه در شناسایی نشانگرهتعداد قطعات تکثیر شده و تعداد قطعات تکثیر شده چند شکل به

در این مطالعه سعی شد تا با استفاده از این پارامترها  های مورد مطالعه مورد توجه قرار گرفته است.تنوع ژنتیکی و ارتباط بین جمعیت

 (.2جدول و  1شکل های گوجه فرنگی مورد ارزیابی شود )اقدام به بررسی میزان تنوع ژنتیکی توده SSRو  ISSRو دو نشانگر 

قطعه  82قطعه تکثیر شده داشتند که  89شود دو سیستم نشانگری مورد استفاده در مجموع ملاحظه می 2در جدول  طور کههمان

ترین تعداد قطعه قطعه، بیشترین و کم 833/5قطعه تکثیری و متوسط چند شکلی  77با  ISSRچند شکل بودند. در بین آغازگرهای 

قطعه بود. قطعات تکثیر شده در  4با  UBC-816 و  ISSR1-14 ،K10قطعه و  11با  K12تکثیر شده مربوط به آغازگرهای 

-ISSR-9 ،ISSR-14 ،12F ،UBCآغازگرهای  و درچند شکل  UBC-816و  ISSR-3 ،UBC-812 ،B2 ،k18آغازگرهای 

889 ،K10 ،K12  وK11 برای آغازگر  216/0از  332/0. شاخص اطلاعات چندشکلی با متوسط فاقد چند شکلی بودندISSR-

متغیر بود که نشان از قابلیت آغازگرهای مورد استفاده در بررسی تنوع ژنتیکی و چند شکلی در  K11برای آغازگر  437/0تا  14

 B2ترتیب مربوط به آغازگرهای به 492/2ترین و بیشترین میزان شاخص نشانگری با متوسط کم باشد.های مورد بررسی مینمونه

و  K10ترتیب برای آغازگرهای به 254/2تا  102/0( بود. قدرت تفکیک آغازگرهای مورد استفاده نیز از 630/3) K12( و 310/0)

B2 .متفاوت بود 
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A) 

 

B) 

 

 SSR-63F (B.)( و آغازگر A) ISSR-3. الگوی باندی توده های گوجه فرنگي مورد مطالعه بر اساس آغازگر 1شكل 

Figure 1. Scoring of the bands of tomato accessions resulting from the marker ISSR-M9 (A) 

and marker SSR- Xgwm192-5D (B) 

 

قطعه چندشکل تکثیر نمودند که بیشترین قطعه تکثیر شده مربوط به آغازگر  12مورد استفاده نیز تعداد  SSRآغازگرهای 

SSR-63  برای آغازگر  359/0قطعه چندشکل بود. دامنه تغییرات محتوای اطلاعات چندشکلی از  4باSSR-63  برای  482/0تا

ترتیب مربوط به به 329/0ترین و بیشترین شاخص نشانگری با متوسط تخمین زده شد. کم 433/0و متوسط  LEEF1AAآغازگر 

-SSR) 476/0( تا TMS33) 269/0رت تفکیک این آغازگرها نیز از ( بود. قد431/0) TG7-18( و 205/0) TMS33آغازگرهای 

در  SSRدست آمده در این بخش مشاهده شد که آغازگرهای متغییر بود. با بررسی نتایج به 416/0( با متوسط LETA019و  63

و قدرت تفکیک مقادیر  دارای محتوای اطلاعات چندشکلی بیشتری بودند ولی از نظر شاخص نشانگری ISSRمقایسه با آغازگرهای 
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تعداد قطعات چند شکل بیشتری تکثیر نمودند و  ISSRتری را به خود اختصاص دادند. به عبارت دیگر با وجود اینکه آغازگرهای کم

برخوردار بودند؛ با این وجود محتوای اطلاعات چند  SSRاز شاخص نشانگری و قدرت تفکیک بیشتری در مقایسه با آغازگرهای 

بیشتر بود. این امر تا حدودی با مکانیسم عمل نشانگرهای مورد استفاده در ارتباط است. در حقیقت سطح  SSRغازگرهای شکلی در آ

ای تواند به آسانی توسط واکنش زنجیرهای است که میعلت وقوع تعداد متنوع تکرارها در نواحی ریزماهوارهبالای چند شکلی به

واریته مختلف(  61های مختلف گوجه فرنگی )(. در بررسی تنوع ژنتیکی گونهKalia et al. 2011مراز تشخیص داده شوند )پلی

Fan-juan et al. (2010 ) از نشانگرهایSSR  و RAPD قطعه تکثیر شده به دست  2062و  869ترتیب کردند که بهاستفاده

درصد(.  84/43و  100ترتیب بود )به RAPDبیشتر از چندشکلی نشانگر  SSRآمد. با این  حال، چندشکلی مشاهده شده در نشانگر 

( از خود نشان داد. این نتایج نشان 56/0) SSR( در مقایسه با نشانگر 79/0ضریب شباهت بیشتری ) RAPDعلاوه بر این، نشانگر 

باشد. باید این بررسی در این مطالعه میهای گوجه فرنگی مورد در ارزیابی تنوع ژنتیکی توده SSRدهنده کارآیی بالاتر نشانگر 

ها نیازی به داشتن اطلاعات قبلی در که برای طراحی و استفاده آنبه علت این ISSRموضوع را نیز مد نظر قرار داد که نشانگرهای 

تلف مورد استفاده قرار پذیری ساده و تکرارپذیری بالایی هستند به وفور در مطالعات مخچنین دارای توارثمورد ژنوم گیاه نیست، هم

 (.Reddy et al. 2002اند )گرفته

های گوجه فرنگی مورد بررسی به دو جزء بین و درون به کمک تجزیه واریانس مولکولی تنوع ژنتیکی مشاهده شده در توده

های ادغام شده داده و مجموع ISSR ،SSRای در هر دو نشانگر (. در این مطالعه میزان تنوع بین گونه2ای تفکیک شد )شکل گونه

رسد که استفاده از آغازگرهای درصد( بود. به نظر می 15و  14، 16در برابر  85و  86، 84ترتیب ای )بهآنها بیشتر از تنوع درون گونه

جود دارد. های موهای گوجه فرنگی مورد بررسی از نظر گونهمورد استفاده در این مطالعه نشان از کارآیی بالایی آنها در تفکیک توده

 S. lycopersicum esculantumرا از  S. lycopersicum cherryهای خوبی توانستند تودهکه این نشانگرها بهطوریبه

مطالعه شده بر گوجه فرنگی های ( نیز سطح بالایی از تنوع ژنتیکی را در بین جمعیت1398تفکیک نمایند. رسولی آذر و همکاران )

(، Neهای مؤثر )(، تعداد آللNaهای مشاهده شده )در مرحله بعد پارامترهای ژنتیکی تعداد آلل کردند.مشاهده  ISSRاساس نشانگر 

و مجموع  ISSR ،SSR( بر اساس نشانگرهای %PPLهای چندشکلی )( و درصد مکانHe(، تنوع ژنی نی )Iشاخص تنوع شانون )

دست آمده برای تمامی شود مقادیر بهطور ملاحظه میدرج گردید. همان 3های ادغام شده آنها محاسبه و نتایج آن در جدول داده

 .Sنیز از  S. lycopersicum esculantumچنین این مقادیر برای بیشتر بود. هم ISSRاز  SSRپارامترها بر اساس نشانگر 

lycopersicum cherry  دارد. آنهابیشتر بود که نشان از تنوع بیشتر موجود در 
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های مختلف گوجه فرنگي بر اساس نشانگرهای ای در تودهرآورد نسبت واریانس ژنتيكي بين و درون گونهب .2شكل 

ISSR ،SSR  وISSR+SSR 

Figure 2. Analysis of molecular variance (AMOVA) between two populations of tomato (S. 

lycopersicum) using ISSR, CBDP, and ISSR+SSR markers 

 

 ISSRو  SSRتوسط نشانگرهای های گوجه فرنگي . مقادیر پارامترهای ژنتيكي برآورد شده در گونه3جدول 

Table 3. Genetic diversity parameters of tomato (S. lycopersicum) species exhibited SSR and 

ISSR 

 نشانگر
Marker 

 گونه

Specie 

های تعداد آلل

 مشاهده شده
The 

number of 

observed 

alleles 
Na 

تعداد 

های آلل

 مؤثر
The 

number 

of 

effective 

alleles 
Ne 

شاخص تنوع 

ژنتيكي 

 شانون

Shannon 

genetic 

diversity 

index 
I 

هتروزیگوسيتي 

 مورد انتظار

Expected 

heterozygosity 
He 

-درصد مكان

 های چندشكلي

Percentage 

of 

polymorphic 

loci 
PPL% 

IS
S

R
 

S. lycopersicum 

esculentum 1.87 1.52 0.45 0.30 88.31 

S. lycopersicum 

cherry 1.14 1.28 0.22 0.15 36.36 

 62.34 0.23 0.34 1.40 1.51 میانگین

S
S

R
 

S. lycopersicum 

esculentum 2.00 1.48 0.48 0.31 100.00 

S. lycopersicum 

cherry 1.50 1.50 0.41 0.28 75.00 

 87.50 0.29 0.44 1.49 1.75 میانگین

IS
S

R
+

S
S

R
 

S. lycopersicum 

esculentum 1.89 1.52 0.46 0.30 89.89 

S. lycopersicum 

cherry 1.19 1.31 0.25 0.17 41.57 

 65.73 0.24 0.35 1.41 1.54 میانگین

 

0%
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های مختلف انجام جاکارد و به روش بندی آنها بر اساس ضرایب تشابه ژنتیکیمنظور گروههای گوجه فرنگی بهارتباط توده

( ISSRو SSRترتیب برای نشانگر به r=8832/0و  8766/0) Neighbor-joiningشد. بر مبنای ضریب کوفنتیک بالاتر روش 

های مورد بررسی استفاده شد. مقادیر ضرایب تشابه ژنتیکی دارای ای تودههای دیگر، از این روش برای تجزیه خوشهنسبت به روش

 SSRبرای نشانگر  681/0و مقادیر صفر تا یک با میانگین  ISSRبرای نشانگر  376/0با میانگین  578/0تا  192/0دامنه تغییرات 

 11و  6های شماره میان توده 192/0ن ژنتیکی با میزاتشابه ترین فاصله کم ISSRای آغازگرهای بود. بر اساس نتایج تجزیه خوشه

مشاهده شد. در  10و  3های بین توده 578/0و بیشترین فاصله ژنتیکی با میزان  S. lycopersicum esculantum متعلق به

ای هترین فاصله ژنتیکی را در تودهکم 28و  29، 19و  20، 11 و 4، 18و  25توده های  ،SSRای بر اساس آغازگرهای تجزیه خوشه

شد مورد با بیشترین فاصله ژنتیکی به میزان یک در آنها دیده می 57مورد بررسی به میزان صفر داشتند. این در حالی بود که تعداد 

( با S. lycopersicum cherry) 25و  23، 22، 20، 17های وجود فواصل مشهود نظیر تودهتوان بهکه با بررسی اجمالی می

در که طور دست یافت. از سوی دیگر و همان S. lycopersicum sculentumمتعلق به  30و  21 ،11، 8، 6، 4، 2های توده

بندی شدند.  در چهار خوشه مختلف گروه ISSRو  SSRهای مورد بررسی بر اساس هر دو نشانگر شود تودهمشاهده می 3شکل 

های ایرانی یا یک گونه بندی تودهستفاده موجب گروهتفاوت در میزان پوشش ژنومی بر مبنای ماهیت و تعداد نشانگرهای مورد ا

های خارجی نیز مسلماً در ارتباط با شباهت های ایرانی در کنار تودههای مختلف شده است. قرار گرفتن تودهخصوص در خوشهبه

از کشورهای قاره آمریکا و اروپا  دانید گیاه گوجه فرنگی بومی ایران نبوده وطور که میباشد زیرا همانا میهبالای ریخته ژنتیکی آن

توجه به سازگاری بالایی که دارد در طول سالیان متمادی مورد کشت و کار قرار گرفته است. با این حال  به ایران وارده شده و با

های ع تودهچنین توزیتر بود و بر این اساس در سه گروه پراکنده شدند. همکم ISSRهای ایرانی بر اساس نشانگر پراکندگی توده

S. lycopersicum cherry  بر اساس نشانگرSSR  و بر اساس نشانگر گروه در دوISSR .در سه گروه مختلف انجام شد 

های گوجه فرنگی در این مطالعه منظور تحلیل و نمایش بهتر کارایی نشانگرهای مورد استفاده در بررسی تنوع ژنتیکی تودهبه

(. 5و  4پلات به نمایش در آمد )شکل های مختلف بر روی نمودارهای بایاستفاده و نتایج آن از جنبهاز تجزیه به مختصات اصلی 

از  22از فارس و  4از کردستان،  5های شماره ( نسبت به تودهCheck) CH-falatشود رقم مشاهده می 3همانطور که در شکل 

باشد. ای ترسیم شده در نمودار دو بعدی مینظر چرخش بردارهای فاصله ستان دارای فاصله ژنتیکی نسبتاً یکسان ولی متفاوت ازلانگ

به سمت  ISSRاز ربع چهارم به سمت نواحی اول و دوم ولی بر اساس آغازگرهای  SSRطوریکه این توزیع بر اساس آغازگرهای به

از کشور  20های شماره یعنی توده S. lycopersicum cherryباشد. فاصله ژنتیکی بین دو توده متعلق به نواحی دوم و سوم می

نسبت به  SSRاز کشور انگلستان از دیگر موارد قابل تأمل در این نمودار بود که این فاصله بر اساس آغازگرهای  22هلند و 

 .S )روسیه( از 13)ایران( و  26های (. توده4نقطه آبی رنگ، شکل -به شکل مشهودی بیشتر بود )بردار خط ISSRآغازگرهای 

lycopersicum sculantum  نیز وضعیت مشابهی داشتند؛ با این تفاوت که فاصله ژنتیکی بین آنها بر اساس آغازگرهایISSR 

Archive of SID.ir

Archive of SID.ir



 1402و همكاران، حسيني 

77 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

های (. فاصله ژنتیکی بین توده4نقطه بنفش رنگ، شکل -بود )بردار خط SSRبه مراتب بیشتر از این فاصله بر اساس آغازگرهای 

های وضوح کارایی آغازگرهای مورد استفاده در تفسیر تنوع ژنتیکی تودهنیز به S. lycopersicum cherryمتعلق به  23و  22، 20

نشان داده شده است، مثلث شکل گرفته بین این سه توده بر اساس آغازگرهای  4طور که در شکل دهد. همانبررسی شده را نشان می

SSR  امتداد یافته است. این در حالی است که نه تنها اختلاف ژنتیکی  4 و 2از گستردگی بالاتری برخوردار بوده و بین دو ناحیه

ها در کنار هم در ناحیه سوم قرار تخمین زده شده است بلکه این توده ISSRتوده بر اساس آغازگرهای  3بسیار کمی بین این 

 اند.گرفته

 

)سمت  SSR)سمت چپ( و  ISSRهای گوجه فرنگي با استفاده از آغازگرهای ای توده. تجزیه خوشه3 شكل

های جمع آوری شده از مناطق مختلف . تودهNeighbor-joiningضرایب جاكارد و روش بر اساس  راست(

 S. lycopersicumهای متعلق به و توده با رنگ قرمز S. lycopersicum cherryهای توده، ایران به رنگ سبز

esculentum نشان داده شده است با رنگ سياه 

Figure 3. Cluster analysis for tomato accessions using ISSR (right) and SSR (left) markers 

through the Neighbor-joining method and Jaccard’s coefficients. Accessions were collected 

from different regions of Iran and accessions belong to S. lycopersicum cherry and S. 

lycopersicum esculentum identified by green, red and black colors, respectively 

 

مورد استفاده وجه متمایزی از تنوع ژنتیکی را نشان  ISSRو  SSRهای گوجه فرنگی ایرانی نیز بر اساس آغازگرهای توده

در هر چهار ناحیه نمودار دو بعدی ترسیم  SSRهای بر اساس آغازگرهای شود این تودهمشاهده می 5دادند. همانطور که در شکل 

های بررسی شده تقریباً در دو ناحیه امتداد یافته است. توزیع توده ISSRاند ولی این پراکنش بر اساس آغازگرهای شده پراکنده شده
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اده نشان دهنده کارآیی متفاوت این نشانگرها در مطالعه در این مطالعه و فاصله ژنتیکی آنها از یکدیگر بر اساس نشانگرهای مورد استف

که هر چه پوشش ژنومی طوریتنوع ژنتیکی گوجه فرنگی دارد. این مطلب با پوشش ژنومی این نشانگرها نیز در ارتباط است، به

ها بهتر به تصویر کشیده توان انتظار داشت که تنوع ژنتیکی بین تودهبیشتری توسط آغازگرهای مورد استفاده حاصل شده باشد می

های ژنتیکی و از آغازگرهای توان از آغازگرهایی که پوشش ژنومی بهتری دارند در اشباع نمودن نقشهشده باشد. به همین دلیل می

 های متناقضیجنبه ISSRو  SSRتری نمود. در این مطالعه هر کدام از نشانگرهای دیگر برای مطالعه تنوع ژنتیکی استفاده بهینه

را به خوبی از  S. lycopersicum Cherryهای ایرانی و توده SSRرا نشان دادند. برای مثال، همانطور که گفته شد آغازگرهای 

 بیشتر بود. S. lycopersicum sculentumهای در توده ISSRهم متمایز نمود ولی کارآیی آغازگرهای 

 

پلات حاصل از تجزیه به مختصات اصلي با اساس نمودار بایهای گوجه فرنگي مورد بررسي بر . توزیع توده4شكل 

 )سمت راست( SSR)سمت چپ( و  ISSRاستفاده از نشانگرهای 

Figure 4. Distribution of tomato accessions based on biplot of Principal Coordinate Analysis 

(PCoA) using ISSR (left) and SSR (right) markers 

 

از قابلیت  SSRنسبت به  ISSRدست آمده از این مطالعه مشخص شد که آغازگرهای جه به نتایج بهولی و با تطور کبه

( MI( و شاخص نشانگری )Rpهای قدرت نشانگر )بالاتری در تولید قطعات چند شکل بر خوردار بودند که این برتری در شاخص

شود این که امکان تولید قطعات تکثیر زیادتری را منجر می ISSRآغازگرهای  ترنیز مشهود بود. البته با توجه به دمای اتصال پایین

ترین پارامترهای تعیین کننده کارآیی یک سیستم نشانگری شاخص محتوای باشد. با این حال یکی از مهمنتایج دور از انتظار نمی

های بود و این امر در تفسیر تنوع موجود بین توده به مراتب بهتر SSRباشد که در این رابطه نشانگر ( میPICاطلاعات چندشکلی )

مورد بررسی به خوبی نشان داده شده است. از نظر اجزای واریانس ژنتیکی نیز اختلاف چندان زیادی مشاهده نشد و هر دو سیستم 
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از مقادیر بالاتری برای  SSRای را به خوبی نشان دهند. با این حال آغازگرهای نشانگری مورد استفاده توانستند تنوع درون گونه

برخوردار  ISSR( نسبت به آغازگرهای % PPLهای چندشکلی )( و درصد مکانI(، شانون )Heپارامترهای تنوع ژنتیکی نظیر نی )

های مورد بررسی را در چهار گروه عمده تقسیم بندی کنند. با این حال و با توجه به بودند. هر دو سیستم نشانگری توانستند توده

تری در نشان دادن تنوع ژنتیکی از کارایی ملموس SSR( آغازگرهای PCoAبه مختصات اصلی ) دست آمده از تجزیهیج بهنتا

 S. lycopersicumهای توده ISSRهای ایرانی و چری برخوردار بودند. این در حالی بود که آغازگرهای موجود در بین توده

sculentum .را بهتر متمایز نمودند 

 

پلات حاصل از تجزیه به مختصات اصلي های گوجه فرنگي ایراني مورد بررسي بر اساس نمودار بایتوزیع توده .5شكل 

 )سمت راست( SSR)سمت چپ( و  ISSRبا استفاده از نشانگرهای 

Figure 5. Distribution of tomato accessions based on biplot of principal coordinate analysis 

(PCoA) using ISSR (left) and SSR (right) markers 

 

های گوجه فرنگی مورد مطالعه وجود نتایج این تحقیق نشان داد که تنوع ژنتیکی بالایی در درون و بین گونه: نتيجه گيری

زگرهای آغا کاربردتوان انتظار داشت که میخصوصیات مشاهده شده در هر کدام از نشانگرهای مورد استفاده ا توجه به داشت. ب

ISSR های ژنتیکی و آغازگرهای برای اشباع نقشهSSR از کارآیی بالاتری های مختلف بندی تودهدر بررسی ساختار جمعیت و گروه

 .برخوردار باشد

با حمایت مالی و اجرایی مؤسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر کرج، بخش ژنتیک و بانک  مطالعهاین : سپاسگزاری

 یاز داوران محترم به خاطر ارائه نظرها شود.ژن گیاهی ملی ایران انجام شد که بدین وسیله مراتب قدردانی به عمل آورده می

  .شودیم یسپاسگزار  یو علم یساختار
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 منابع

( بررسی عملکرد دانه، اجزای عملکرد و صفات 1389) امیرحسنامیدی بهرام؛  علیزادههروان اسلام؛  مجیدی؛ علیرضا احمدزاده

 .18-8صفحه  ،1 مجله دانش نوین کشاورزی سال .های آماری چند متغیرهمورفولوژیک گلرنگ بهاره با استفاده از روش

های در شناسایی لاین ISSRکارگیری نشانگر مولکولی ( ب1389؛ صیدی مهدی؛ فاضلی آرش؛ محمدی یحیی )سیامک رسولی آذر

 .277-273(، 3)14( برای دورگ گیری. ژنتیک نوین Solanum lycopersicumمتنوع گوجه فرنگی )

چاپ سوم. ص.  .انتشارات دانشگاه تهران شانگرهای مولکولی.( ن1388)قاسم  حسینی سالکده؛ بهزاد قره یاضی؛ محمدرضا نقوی

340. 
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