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  چکیده 
 مؤثرنشانگرهای کافی و  نبود حال ینباااقتصادی برای تولید دارو، غذا، فیبر و روغن است.  ازنظرگیاهان  ینتر مهمگیاه شاهدانه یکی از 

ناسایی و معرفی ترنسکریپتوم برای ش های داده پژوهشژنتیکی این گیاه را محدود کرده است. در این  های بررسی گسترش، ریزماهواره

مکان  3388 ها دادهاین  پایۀهای فیبری و دارویی استفاده شد. بر و جمعیت ها رقمبررسی تنوع ژنتیکی و تفکیک  منظور بهها ریزماهواره

توالی در رقم دارویی شناسایی شد. در میان این نشانگرها  4743مکان از  10381توالی در رقم فیبری و  1402از  ریزماهواره

 234 افزونشبرای آغازگرهای مناسب از آن تک و دو نوکلئوتیدی بالاترین فراوانی را نشان دادند.  پسهای سه نوکلئوتیدی و  فموتی

 بررسیاین  توالی مختص در رقم دارویی طراحی شدند. 1372از  ریزماهواره 1543توالی منحصر در رقم فیبری و  152از  ریزماهواره

این  تأثیر های ترنسکریپتوم در گیاه شاهدانه است.از توالی ریزماهوارهبرای شناسایی نشانگرهای  تردهگسدر مقیاس  ارزیابی نخستین

ها ها در اصلاح این جمعیته و کارایی آنشدهای موجود در ایران آزمون و ارزیابی تواند با استفاده از جمعیتنشانگرهای مولکولی می

 بررسی شود. 

 

 ها و فیبری، موتیف دو نوکلئوتیدی.ریزماهواره، ، تیپ داروییژنتیکی های بررسی کلیدی: هایهواژ
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ABSTRACT 
Cannabis sativa L. is an important economic plant for the production of medical, food, fiber and oils. Nevertheless, 

lack of sufficient simple sequence repeat (SSR) markers has limited the development of cannabis genetic research. In 

this study, transcriptome sequences were used for identification and introduction of SSR markers in order to assess 

genetic diversity and separation of fiber and drug types. Based on the cannabis RNA-Seq data, 3383 SSR were 

identified from 1402 reads in fiber type whiles this number was 10381 for 4743 reads in drug type. Among these 

markers, trinucleotide repeat motifs were the most abundant, followed by mononucleotide and dinucleotide. Primers 

were successfully designed for amplification of 234 SSR markers from 152 individual sequences in fiber and 1543 

SSR markers from 1372 individual sequences in drug using Primer3 with default parameters. This study outlines the 

first large-scale development of SSR markers for cannabis. The effectiveness of these molecular markers should be 

tested using different Iranian Marijuana populations and could be particularly useful for cannabis populations 

breeding. 
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 مقدمه

نشانگرهای مولکولی از ابزار کاربردی در بررسی تغییر 

ژنتیکی در گیاهان هستند. در میان این نشانگرها، 

ها به دلیل تکرارپذیری بالا، طبیعت چند ریزماهواره

ی نسبی بالا و پوشش فراوانبارز، پذیری همآللی، وراثت

ی در ژنتیک و فراوانخوب ژنگان )ژنوم(، کاربردهای 

(. Varshney et al., 2005گیاهان دارند )اصلاح 

ین کاربرد نشانگرهای ریزماهواره، بررسی تنوع تر مهم

ژنتیکی، بررسی تبارزایی )فیلوژنی( و تکاملی، تهیۀ 

نقشۀ ژنگانی و نشانگری، همسانه کردن ژنی و 

شناختی  های بومبرداری ژنتیکی، پژوهش نقشه

انگرها ها، انتخاب نش )اکولوژیکی( و تکامل جمعیت

سازی مواد ژنتیکی و همراه با صفت مورد نظر، خالص

ای )سیتوژنتیکی( برای  های ژنتیک یاخته انجام بررسی

اضافی و های کروموزومهایی با شناسایی رگه )لاین(

 Naghavi etهایی با جایگزینی کروموزومی است )رگه

al., 2005 یکی از موارد کاربرد نشانگرهای ریزماهواره .)

بخش از راه تشخیص  یآگاهیی نشانگرهای شناسا

ای است که با صفات نشانگرهای ریزماهواره

 شناختی )مورفولوژیکی( خاصی همبستگی نشان ریخت

های ارزشمند ژنتیکی  . چنین نشانگرهایی دادهدهند

آورند های اصلاحی فراهم می برای هدف

(Kadkhodaei et al., 2011.) 

شناسایی و  کاربرد نشانگرهای مولکولی برای

کاربرد در تحقیقات جنایی،  منظور بهاصلاح شاهدانه 

اصلاح شاهدانۀ فیبری و یا دستیابی به رقمی خاص با 

بررسی شده است. از  تازگی بهترکیب شیمیایی مطلوب 

های مولکولی مربوط به شاهدانه بیشتر  آغاز بررسی

مرتبط با چهار جنبۀ فیزیولوژیکی و زیستی )بیولوژی(، 

های ثانویۀ فیبر و جنسیت بوده است و در  یتمتابول

های مولکولی روی این گیاه صرف نتیجه کاربرد روش

شود. در دسترس بودن بررسی و بهبود این صفات می

نشانگرهای مولکولی مربوط به صفات خاص که 

جایگاهشان روی نقشۀ ژن پیوستگی )لینکاژی( 

ای بر تواند نقش برجستهشاهدانه مشخص باشد می

وند اصلاح این گیاه داشته باشد، برای مثال گسترش ر

نشانگرهای مرتبط با جنسیت موجب ایجاد روشی 

سریع برای تشخیص گیاهان نر و ماده در اوایل مرحلۀ 

های مولکولی رشد شده است. بنابراین توسعۀ نقشه

برای یافتن نشانگرهای مرتبط با دیگر  شده اشباع

ها جز QTL از اینی بردار نقشهصفات مهم اصلاحی و 

 & Ranalliهای آینده خواهد بود )پروژه نیتر مهم

Venturi, 2004 .) 

درزمینۀ ای  گستردهبررسی  2014تا پیش از سال 

ارزیابی،  های ها با هدفشناسایی و معرفی ریزماهواره

یکی دو مورد در  جز بهوجود نداشت شناسایی و اصلاحی 

پانزده مکان شناسایی  مثال عنوان به. مقیاس کوچک

از پنج نمونۀ بانک  آمده دست بهنمونۀ  48ریزماهواره از 

ژن )اکسشن( مختلف با میانگین ناخالصی )هتروزیگوتی( 

Gilmore & Peakall (2002 )نتیجۀ کار پژوهشی  68/0

( را برای 2-28آلل ) 10است که توانستند میانگینی از 

 هر مکان ژنی )لوکوس( ردیابی کنند. 

 برای ای گسترده به نسبت بررسی 2014در سال 

 115ارزیابی تنوع میان  منظور بهها ریزماهوارهکاربرد 

انجام  Gao et al. (2014)شاهدانه توسط  ۀ(واریترقم )

 ةشوند های کوتاه بیاناز توالی بررسیشد. در این 

(ESTs موجود در بانک اطلاعات برای شناسایی و )

 .Gao et alشد.  های جدید استفادهریزماهوارهمعرفی 

 EST یتوال 3624از  ریزماهوارهمکان  4537 (2014)

آغازگر را  87آغازگر،  117 یابیکردند و با ارز ییشناسا

  کردند. یها معرف نمونه انیم یچندشکل یبررس یبرا

موجود در بانک  ةشاید بهترین و معتبرترین داد

های جدید ریزماهوارهاطلاعات برای شناسایی و معرفی 

های گیاه شاهدانه اطلاعات ترنسکریپتوم اندامدر 

Bakel et al.  (2012 )بررسیمختلف این گیاه در 

نژادگان  RNAی و ژنگان DNA بررسیباشد. در این 

 خواندنهای روش با Purple Kushدارویی  (ژنوتیپ)

پیشاز  Mbp 534یابی شد. یک توالی کوتاه توالی

نسکریپتوم هاپلوئید و یک تر ژنگان (درفتنویس )

 -Δ9انحصاری  رخدادهزار ژن گزارش شد.  3شامل 

نسکریپتوم و کانابینولیک اسید سینتاز در ترتتراهیدر

Purple Kush ها با کانابیدیولیک اسید و جایگزینی آن

ممکن است توصیف کند که چرا  Finolaسینتاز در 

THC  در رقم دارویی تولیدشده اما در رقم فیبری

های فیبری رقم دوبارةیابی  توالیت. نبوده اس گونه نیا

Finola  وUSO-31  ژن  ۀنسخ شمارتفاوت ناچیزی در
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 که یدرحالهای مسیر کانابینوئید نشان دادند آنزیم

سطح بالای نسبی از تنوع بین چهار نوع  SNP تجزیۀ

مخدر از  هایتیب شاهدانه را آشکار ساخت و جدایی

 (. Bakel et al., 2012)را حمایت کرد فیبری 

های بار از داده نخستینبرای  بررسیدر این 

برای  NCBI یترنسکریپتوم موجود در بانک اطلاعات

در گیاه  ریزماهوارههای معرفی مکانشناسایی و 

ای در دو تیپ فیبری و مقایسه صورت بهشاهدانه 

  .دارویی استفاده شد

 

 هامواد و روش
 های مورد استفادهداده

لاعات ترنسکریپتوم موجود در از اطپژوهش در این 

 Bakel etقرار داده شده توسط  NCBIبانک اطلاعات 

al.  (2012 برای دو )دارویی  نژادگانPurple Kush  و

این  جداگانه استفاده شد. صورت به Finolaفیبری 

های مختلف اطلاعات ترنسکریپتومی مربوط به اندام

ة گیاه مانند گل، ریشه و ساقه بودند که با شمار

در بخش  SRR352210تا  SRR352932دستیابی از 

SRA های قابل دسترسی هستند. این  بانک داده

 Illumina Hiseq 2000فرم ها محصول پلتخوانش

 درمجموعهستند.  bp100خوانش دو سویه   صورت به

میلیون خوانده برای نژادگان دارویی و  340026640

بری میلیون خوانده برای نژادگان فی 190472665

 ها استفاده شد. ی توالیبند سرهم منظور به

 

 هاداده تجزیۀ
 های توالیبند سرهممهار کیفیت و 

مربوط به ترنسکریپتوم،  SRAهای پس از دانلود فایل

به  Fastq-dump v. 2.3.5افزار ها با استفاده از نرمفایل

تبدیل شدند. پس از بررسی کیفیت  fastqهای فایل

افزار ، از نرمFastQC v0.11.2 افزار منرها توسط توالی

fastq-mcf v. 1.04.807 ها با کمترین برای ویرایش توالی

 استفاده شد. bp50و کمترین طول توالی  30کیفیت 

 Trinity-v2.0.6 (Grabherr et افزار نرماز  یتدرنها

al. 2011 ها استفاده شد. در توالی یبند سرهم( برای

 شده با یکدیگر ادغام های ویرایش شدفایل آغاز

های های مربوط به خوانش چپ با یکدیگر و فایل )فایل

 تجزیۀ مربوط به خوانش راست باید با یکدیگر(

های رقم جداگانه برای توالی طور بهها داده یبند سرهم

 فیبری و دارویی انجام شد.

 

 همسانهای بلاست نوکلئوتید برای شناسایی توالی

 در رقم فیبری و دارویی

است  fastaها فایلی با فرمت ی خوانشبند سرهممحصول 

که  ییازآنجاها را در خود جای داده است. که کانتیگ

ها، عمق و درصد پوشش ژنگانی شمار و طول خوانش

ایجاد  منظور بهاطلاعات برای دو نژادگان متفاوت بوده، 

های همسان یکنواختی و پالایش )فیلتر( کردن کانتیگ

دهند از راهکار ی از ژنگان را هدف قرار میکه نقاط یکسان

بلاست کردن استفاده شد. به کمک بلاست کردن 

های همسان در هر دو نژادگان را توان، کانتیگ می

ها در یکی ها یا کانتیگوجود خوانش چراکهیری کرد رهگ

درصدی در آن نژادگان  100ها دلیلی بر وجود از نژادگان

نیست )به دلیل حجم و  و نبود آن در نژادگان دیگر

یابی( و از توالی آمده دست بهکیفیت متفاوت  اطلاعات 

هایی تواند منجر به شناسایی ریزماهوارههمین امر می

ها شود که شاید به اشتباه تصور شود در یکی از نژادگان

حضور دارد و در دیگری حضور ندارد. برای این منظور در 

م فیبری( با استفاده از )رق fasta.های آغاز یکی از فایل

در آن فرمت شده تا قابلیت استفاده از  formatbd افزار نرم

برای بلاست  blastnافزار بلاست فراهم شود. سپس از نرم

کردن استفاده شد. فایل خروجی فایلی با ساختار جدولی 

ها، دو ستون مهم میزان همسانی است که در میان ستون

ین دو ستون برای پلایش و طول بلاست وجود دارد. از ا

ها بر پایۀ دو فراسنجۀ )پارامتر( همسان بالای کردن توالی

درصد طول کانتیگ  70درصد و طولی به نسبت  70

 استفاده شد. 

 

 هاریزماهوارهشناسایی 

ها برای ی توالیبند سرهماز  آمده دست به fastaاز فایل 

 افزار نرمها استفاده شد. در آغاز از شناسایی ریزماهواره

SciRoKo (Kofler et al., 2007یکی از رایج ) ترین و

ها ینۀ شناسایی ریزماهوارهدرزمافزارها ین نرمتر آسان

ها به کمک این استفاده شد. برای شناسایی ریزماهواره

فرض استفاده شد. اما دو  یشپهای  افزار از فراسنجهنرم
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مهم کمترین تکرار و کمترین طول   فراسنجۀ

تنظیم شدند.  15و  3اره به ترتیب با مقادیر ریزماهو

ها بر پایۀ طول وجود، پالایش کردن توالی ینباا

ریزماهواره و مقایسۀ همسانی توالی میان دو نژادگان 

 ,MISA (MIcroSAtelliteافزار  نیازمند استفاده از نرم

http://www.pgrc.ipk-gatersleben.de/misa )

(Aggarwal et al., 2007.بود )  در مرحلۀ مقدماتی

( end-’3در انتهای توالی ) Aها با حذف دم پلی توالی

ایجادشده توسط این  هایپردازش شدند. یکی از فایل

دارد که محتوای اطلاعاتی در  misa.افزار پسوند نرم

 است.  فرد منحصربهمورد نوع و موقعیت هر ریزماهوارة 

شده  بینی یشپهای طراحی آغازگر برای ریزماهواره

( ریزماهواره flankهای اطراف ) یتوالنیازمند دسترسی به 

ها برای آسانگری کار شمار بالای ریزماهواره باوجوداست. 

استفاده شد تا فایل مورد نیاز را  P3_in.plاز اسکریپت 

 Primer3 افزار نرمبرای طراحی آغازگرها با استفاده از 

(http://www.fokker.wi.mit.edu/primer3) اهم شود. فر

 فرد منحصربهشده  بینی های پیشکه ریزماهواره ییازآنجا

نیستند )تفاوت تنها در چند نوکلئوتید در سمت راست یا 

چند  IDبرای یک  misa.چپ( و ممکن است در فایل 

وجود داشته باشد لازم است فایل مورد نظر بر  ریزماهواره

اهنمای بندی شود. با استفاده از رهای واحد دستهIDپایۀ 

یت فایل درنها شده ارائههای کمک اسکریپت افزار و بهنرم

حاوی اطلاعات آغازگرها مانند توالی، موقعیت و دمای 

فراهم شد. از  PCRها و اندازة محصول اتصال آن

شده برای طراحی آغازگرها  ها استفاده ین فراسنجهتر مهم

درجۀ سلسیوس، طول آغازگر  57-60دمای اتصال 

bp27-18 طول افزونش  وbp300-200   .بودند 

 

 ریزماهواره ۀهای در برگیرندژن

 & blastx (Gishها از ژنبرای شناسایی در آغاز 

States, 1993)  از  آمده دست بهکمک نتایج به

ی با اطلاعات موجود در بانک اطلاعاتی بند سرهم

uniprot هایی استفاده شد. در ادامه برای شناسایی ژن

هواره هستند از مقایسۀ اطلاعاتی مانند که حاوی ریزما

ة شد ادغامنام کانتیک استفاده شد. فایل در هم 

 پیوستها با اطلاعات بلاست به ریزماهواره های داده

 (.1ارائه شده است )پیوست 

 شده ی از آغازگرهای طراحیشمارارزیابی 

های برای ارزیابی آغازگرها با توجه محدودیت

آغازگری را که توالی مربوط ی، هشت فنآزمایشگاهی و 

درصد را در نتایج بلاست  80به آن همسانی بالای 

داد و کدکنندة ژن بودند انتخاب شدند. دو نشان می

فراسنجۀ دیگری که برای انتخاب آغازگرها استفاده 

شد طول ریزماهواره و شمار نوکلئوتید موتیف بود. 

هایی سعی بر آن شد که آغازگرها برای ریزماهواره

 22تا  16انتخاب شوند که طولی در محدودة 

نوکلئوتید داشته و ساختاری با موتیف دو و سه 

نوکلئوتیدی داشته باشند که فراوانی بیشتری داشته و 

 های ژنتیکی دارند.اغلب کارایی بالاتری در ارزیابی

 

 دی.ان.ایگیاهی و استخراج  ۀنمون

های  برگاز  Pirttila et al. (2001)با استفاده از روش 

 891385فرد از دو نژادگان  39جوان، سالم و تازة 

 دی.ان.ایجداگانه  طور به)فیبری(  921018)دارویی( و 

با استفاده از  دی.ان.ایاستخراج شد. کمیت و کیفیت 

درصد  1دستگاه نانودراپ و الکتروفورز در ژل آگارز 

 دی.ان.ایها غلظت یکسان از  تعیین و به کمک آن

 لیتر( آماده شد.  و نانوگرم در میکر 10ها )نمونه

 

 (پس.سی.آرای پلیمراز )شرایط واکنش زنجیره

ای پلیمراز با استفاده از دستگاه واکنش زنجیره

( انجام شد. هر Bio Rad, i Cycler, USAترموسایکلر )

لیتر  میکرو 2شامل  پس.سی.آرمخلوط واکنش 

تر، لیونانوگرم در میکر 10ی با غلظت ژنگان دی.ان.ای

 10با غلظت  وبرگشت رفتلیتر از هر آغازگر ومیکر 1

با غلظت  پس.سی.آرمیکرولیتر کیت  5/7پیکو مول و 

X2  با اضافه کردن  یتدرنهااز شرکت سیناژن بود که

 (استریل) سترون بار تقطیرو لیتر آب مقطر دومیکر 3

لیتر ومیکر 15به  پس.سی.آرحجم مخلوط واکنش 

برای  C°94شامل  اییگرمهای رسانده شد. چرخه

چرخه  35سازی اولیه به مدت پنج دقیقه، شمار  واسرشت

 C°60به مدت یک دقیقه، دمای اتصال  C°94 صورت به

به مدت دو دقیقه برای  C°72ثانیه و  30به مدت 

به مدت  C°72یت یک چرخۀ درنهاها و  افزونش قطعه

 هفت دقیقه برای تکمیل بسط انجام شد.
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 س.سی.آرپالکتروفورز محصول 

ای پلیمراز، محصول واکنش پس از انجام واکنش زنجیره

شده بر پایۀ  یهتهدرصد  3های ژل متافور در چاهک

بارگیری  TBE( در بافر Lonzaدستورکار شرکت سازنده )

ولت الکتروفورز شد.  110دقیقه و شدت  150و به مدت 

های افزونش شده  صورت که برای برآورد طول قطعه ینبد

مربوط به شرکت  kb1نشانگر اندازه )سایز مارکر(  از

آمیزی رنگ منظور بهاستفاده شد.  (Fermentas) فرمنتاز

 شد. استفاده GelRed رنگ ها ازنمونه

 

 آماری تجزیۀها و داده ۀتجزی

پس از انجام مراحل آزمایشگاهی، برای بررسی مراحل 

ها به حضور یک نوار عدد یک و بین نمونه یچندشکل

از تشکیل ماتریس  پسآن عدد صفر داده شد.  نبود به

ها با استفاده از نژادگانصفر و یک، ماتریس تشابه 

و استفاده از ضریب  NTSYSpc (Ver 2.02) افزار نرم

 . شدمحاسبه  UPGMAتشابه جاکارد و به روش 

 

 و بحث نتایج

 های خوانشبند سرهمنتایج 

با کمترین  کانتیگ Trinity 25450 افزار نرم درمجموع

با مجموع شمار  bp2857و بیشترین طول  bp224طول 

برای نژادگان فیبری و  bp11313991های نوکلئوتید

و بیشترین  bp224کانتیگ با کمترین طول  85773

با مجموع شمار نوکلئوتیدهای  bp12143طول 

bp36377274  برای نژادگان دارویی خلق کرد. طول

N50 بری و دارویی به ترتیب برای نژادگان فیbp478  و

bp422  محاسبه شد. آمارةN50 برای  طورمعمول به

شود که در اصل ی استفاده میبند سرهمارزیابی نتایج 

برای   نوعی ارزیابی برای طول کانتیگ است. این فراسنجه

یک ارزش  چراکهی ژنگان اهمیت بالایی دارد بند سرهم

 دهد نقاط شکستۀ کمی در بالایی از آن نشان می

بزرگ  N50وجود  ینا بای ایجاد شده است. بند سرهم

ی بند سرهمحتم حکایت از عملکرد بهتر برای  به

های ها توالیترنسکریپتوم چراکهترنسکریپتوم ندارد 

 ,Kumar & Blaxterشده دی.ان.آ هستند ) تکه تکه

2010; Schliesky et al., 2012 .) 

 ها و آغازگرهاردیابی و معرفی ریزماهواره

های ریزماهواره در گیاه شاهدانه از ر این بررسی مکاند

های ترنسکریپتوم ردیابی شدند. از توالی توالی

های ترنسکریپتوم در ی توالیبند سرهماز  آمده دست به

توالی برای شناسایی  23242(، FNرقم فیبری )

توالی  1402استفاده شد که در این میان ها ریزماهواره

را در خود جای دادند ها هریزماهوارمکان  3388

(، PKتوالی در رقم دارویی ) 85773که از  یدرحال

 4743توالی برای شناسایی استفاده شد که  75600

مکان را در بر داشتند. فراوانی رخداد  10381توالی 

برآورد  Kb3حدود ها ریزماهوارهها به ازای هر مکان

سه توالی دو مکان و سه توالی  68شد. در رقم فیبری 

که در رقم دارویی  یدرحالگرفت میرا در بر ریزماهواره 

و نه توالی بیش از سه ریزماهواره توالی دو  314

 شد. ریزماهمراه را شامل می

ی رقم بند سرهمتوالی موجود در فایل  23242از 

درصد  70توالی با همسان کمتر از  914فیبری 

ی در رقم فیبری جداسازمنحصر های  توالی عنوان به

توالی توانستند  528شدند که از میان این شمار توالی 

ریزماهواره را در خود جای دهند. شمار توالی  3401

توالی برآورد شد  21898در رقم دارویی  فرد منحصربه

مکان ریزماهواره را نشان  10418توالی  3847که 

دادند. بالاترین میزان موتیف در هر دو رقم فیبری و 

دادند های سه نوکلئوتیدی تشکیل میدارویی را موتیف

 (.2و  1 های )شکل

و  AAG-ATCهای ترکیبی موتیف در میان موتیف

با فراوانی هفت و سه به  AAG-ACCآن دنبال به 

ها در رقم فیبری بودند که ین موتیفتر فراوانترتیب 

در رقم دارویی  AAG-ATCاین فراوانی برای موتیف 

بالاترین شمار  23وانی با فرا AT-AGپنج بود. موتیف 

موتیف ترکیبی را در رقم دارویی به خود اختصاص داد 

به ترتیب با فراوانی  AT-ACو  AC-AGآن دنبال به و 

نه و هشت بالاترین سطح فراوانی را داشتند. از دیگر 

شده در رقم دارویی  ییشناساهای ترکیبی موتیف

، AAG-AGG ،AG-AAAGهای توان به موتیف می

ATC-ACT ،AAT-ATC ،AAT-AAG  وAAC-AGC 

 با فراوانی کمتر از پنج اشاره کرد. 
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 از همردیفی در رقم فیبری و دارویی گیاه شاهدانه آمده دست بههای های ریزماهواره از همۀ توالی. توزیع موتیف1شکل 

Figure 1. Distribution of SSR motifs was counted form assembly of total reads in fiber and drug type 

 

 
 در رقم فیبری و دارویی گیاه شاهدانه فرد منحصربههای های ریزماهواره از توالی. توزیع موتیف2شکل 

Figure 2. Distribution of SSR motifs was counted form assembly of individual reads in fiber and drug type 

 

نوکلئوتیدی همه  های سهعموم موتیف طور به

والین، آرجنین، تیروزین و  جز به یدآمینهاسنوع  بیست

های شش نوکلئوتیدی کنند. موتیفسیتوزین را کد می

GCCGCA ،GAAGTC  وCAACAG  به ترتیب

و  (Glu-Val) ، گلووال(AlaAla) آلاآلا ةکدکنند

آن بیانگر هستند. نتایج تحقیقات  (GlnGln) گلن گلن

  توانه نوکلئوتیدی های سموتیف که است

منجر بالاتری دارند و کمتر احتمال دارد که  جداسازی

 Diwan & Creganشوند )به نتایج مثبت کاذب 

1997 .) 

 طور بهها ریزماهوارهاز این  ای گسترده شماربرای 

در رقم  فرد منحصربههای برای توالی آمیز یتموفق

فیبری و دارویی آغازگرهای مناسب طراحی شد. 

های  فراسنجهتوانست با توجه به  Primer3فزار ا نرم

توالی در رقم  152از  ریزماهواره 234شده برای یاد

در رقم  که یدرحالطراحی کند مناسب فیبری آغازگر 

توالی آغازگر  1372از  ریزماهواره 1543دارویی برای 

  (.2طراحی شد )پیوست 

%( یک اصابت بلاست در 83ها )غالب ترنسکریپت

حال نتایج بلاست و مقایسۀ  ینباایگر داشتند گیاهان د

ها نشان داد که از آن با نتایج شناسایی ریزماهواره

ریزماهواره وجود داشت  819ها، میان همۀ ریزماهواره

ها کدکنندة ژن بوده و در هر مربوط به آن که توالی

 نژادگان حضور دارند. 
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 ارزیابی کارایی آغازگرها

از توسعۀ آغازگرها، هشت  مدهآ دست بهبر پایۀ نتایج 

ی چندشکلجفت آغازگر برای بررسی کارایی و ارزیابی 

نمونه از دو نژادگان دارویی و فیبری  39و ارتباط میان 

شده  یطراح(. از هشت آغازگر 1انتخاب شدند )جدول 

ها ی میان نمونهچندشکلشش آغازگر قادر به ایجاد 

در  5تا  2از  ها به ازای هر مکان ژنیبودند. شمار آلل

متغیر بود. نتایج بررسی  شده استفاده نمونۀ 39میان 

کارایی این شمار از آغازگرها سطح مناسبی از 

های شاهدانه ی را در میان شماری از نژادگانچندشکل

حال استفاده از این آغازگرها  ینباادهد. نشان می

تر استفاده  مشخص در سطوح گسترده هدف باتواند ‌می

( 3)شکل  UPGMAبندی )کلاستر(  یج خوشهشود. نتا

بندی و جداسازی دو نژادگان دارویی و فیبری را گروه

دهد. بیان این مطلب که نشان می 8/0در سطح تشابه 

 اند دو نژادگان فیبری و دارویی رااین آغازگرها توانسته

طورکامل از هم جداسازی کنند بسیار دشوار و نادر  به

ی یا ارتباط ژنتیکی نخست همسان چراکه .است

های زیادی ‌ۀ شاخصواسط بهمتغیر است و   فراسنجه

مانند شمار نمونۀ مورد بررسی و سطح بررسی ژنگان 

یا شمار و نوع نشانگرها در نوسان است. از سوی دیگر 

جداسازی صفات کمی نیازمند ارزیابی شمار زیادی از 

نشانگرهاست تا بتواند پوشش مناسبی در سطح ژنگان 

هایی با د کند. در این صورت شانس یافتن آلل یا آللایجا

دهد( یا نزدیک به ‌رخ می ندرت بهفراوانی یک )که 

 دریک تیپ و فراوانی صفر یا نزدیک به صفر در یک

 

های  بررسی تاکنون چراکهدیگری وجود خواهد داشت. 

های دارویی و زیادی درزمینۀ شناسایی و جداسازی تیپ

)چند نشانگر( انجام شده است فیبری در مقیاس کوچک 

یک به قادر به شناسایی و جداسازی مطلق این  یچهکه 

  (.Howard et al., 2008دو تیپ نبوده است )

 بیشترینتنوع ژنتیکی با کارایی بالا و  اگرچه

اصلاحی استفاده  های برای هدفظرفیت و توان 

رقم فرصتی عالی برای اصلاح  حال ینبااد شو نمی

تولید و  برایهای گیاه شاهدانه یا جمعیتها (واریته)

های با عملکرد دارویی و یا فیبری بالا و معرفی نمونه

شده است که ثابت صفات مطلوب زراعی و باغی است. 

در اصلاح  یفرد منحصربهنشانگرهای مولکولی استفاده 

دارند. آغازگرهای  آن و بهبود صفات گیاهان

بیان شونده های  از ژن بررسیدر این  شده یمعرف

برداری و های نقشه برای بررسیاند بنابراین مشتق شده

های  اصلاح سودمند هستند. یکی دیگر از برتری

-از ترنسکریپتوم این است که آن شده برگرفتهنشانگرهای 

توانند در  اند که میهای عملکردی واقع شدهها درون ژن

های گیاهی وابسته حفاظت شده باشند در میان گونه

انتقالی استفاده شوند. تأثیر این  صورت بهجه نتی

های تواند با استفاده از جمعیتنشانگرهای مولکولی می

ها در شده و کارایی آنو ارزیابی  آزمون موجود در ایران

ها بررسی شود. بسیاری از اصلاح این جمعیت

گیاه شاهدانه از اصلاح برای تولید رقمی  دهندگان پرورش

 ,.Coyle et alکنند )  استفاده میبالا THCبا محتوای 

2003.) 

 ی آغازگرهای مورد استفادهچندشکل. توالی و درصد 1جدول 

Table 1. Sequence and percentage of polymorphism in used primers 

 توالی آغازگر آغازگر
 دمای اتصال 

(C°) 
 شمار کل
 شده قطعات افزونش

 شمار قطعات
 چند شکل

 درصد چند
 شکلی

comp12718-F 5'TGGCTTTTGGGCTGAGATAG3' 60 1 0 0 
comp12718-R 5'CCACAGACCGGATCATTAGG3' 
comp22029-F 5'TCGAATATGCAAGAAAAATGGAGG3' 60 3 2 66% 
comp22029-R 5'CACACCTTGCTATGCCTGTC3' 
comp29550-F 5'AAAGGAAGTCCTGGGAAAACA3' 60 2 1 50% 
comp29550-R 5'TCGAGTTCGACTCCCAATCT3' 
comp34678-F 5'CCAAACCCCAACAACACACT3' 60 2 1 50% 
comp34678-R 5'TTGGCCTTCGAAGAAGAGAA3' 
comp37083-F 5'GGTTGAGTCGGTGGAAACTG3' 60 4 3 75% 
comp37083-R 5'CTCCCCACCCCTACTACCAT3' 
comp40091-F 5'ACGTTCCAGTAGGAGGTGGTT3' 60 2 1 50% 
comp40091-R 5'GATCTTGGCCAGTACCTGCT3' 
comp48241-F 5'GGCGGTAAATAGTGGTGCTG3' 60 2 1 50% 
comp48241-R 5'CGCAAGCAATTTTAATGGCGG3' 
comp101781-F 5'AGCCATGGCCAGTGACATA3' 60 1 0 0 
comp101781-R 5'GCGTGTTTGTGTTTGAGGAG3' 
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Coefficient

0.08 0.31 0.54 0.77 1.00
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 و با استفاده از ضریب تشابه جاکارد UPGMAتشابه به روش  ماتریس پایۀ بر بررسی مورد های شاهدانۀنژادگان بندی. گروه3شکل 

Figure 3. UPGMA dendrogram for studied samples of cannabis sativa based on Jaccard’s similarity 
 

اصلاح بر مبنای انتخاب گیاهانی با محتوای بالای 

THC د. روش اول دست آی بهبه دو روش  تواند یم

های گیاهی با محتوای استفاده از ریزازدیادی نمونه

است که در این روش گیاه مادری و  THCبالای 

ژنتیکی  (پروفایل) نمای ة رخآمد دست بهگیاهان 

ند. روش دوم تلاقی و تولید بذر است که دار یکسانی

 نمای رخاز بذر  آمده دست بهدر این حالت هر گیاه 

های توسعه داده نشانگر. دارد یفرد منحصربهژنتیکی 

تواند برای بررسی ارتباط می بررسیشده در این 

 کار رود.ژنتیکی میان این نتاج به
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