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ISSRگرهاي نشاناستفاده از هاي زنبور عسل استان کرمان با ژنتیکی جمعیتتنوع مطالعه

4لیلا مدحتیو3، مهدیه اسدي3، امین خضري2، محمدرضا محمدآبادي1یاسر بهادر

، دانشگاه شهید باهنر کرمانو استادیاردانشجوي کارشناسی ارشد-3و 1
)mmohammadabadi@yahoo.com:نویسنده مسوول(، کرماندانشگاه شهید باهنر ، دانشیار-2

اداره استاندارد و تحقیقات کهکیلویه و بویراحمدکارشناس-4
15/11/93:تاریخ پذیرش21/5/93:دریافتتاریخ

چکیده
. مورد ارزیابی قرار گرفته استISSRدو آغازگر استفاده از استان کرمان با جمعیت زنبورهايتنوع ژنتیکی در ،پژوهشدر این

ي آغازگرهـا با اسـتفاده از .برداري شدنمونه) کرمان، جیرفت، راین، رابر، بردسیر و فلو(جمعیتششزنبور در 30در این طرح از
(AC)8G و(AGAC)4GCقطعه 16تعدادDNAهـاي  تعداد قطعات تولیـد شـده در پروفایـل   . چند شکل بودندتکثیر شد که همه
DNA میـانگین شـاخص   . کـرد تغییر میر بود جفت باز متغی1000تا 150که از هاییقطعه، با اندازهدو تا هشتشهرهاي مختلف از

بـه ایـن، رابـر و بردسـیر   ، ر)زنبور بومی جیرفت(جیرفت، کرمان، فلو جمعیت زنبور عسلبراي 8G(AC)شانون بر اساس نشانگر 
بـراي جمعیـت زنبـور عسـل     4GC(AGAC)و بر اسـاس نشـانگر  در نظر گرفته شد19/0و 42/0، 61/0، 50/0، 36/0، 52/0ترتیب 

آنالیز خوشه . بود27/0و 41/0، 39/0، 46/0، 51/0، 52/0، راین، رابر و بردسیر به ترتیب )زنبور بومی جیرفت(جیرفت، کرمان، فلو 
محاسـبه  ها هاپلوتیپ. جمعیت به دست آمد6فرد در 30دندروگرام رابطه ژنتیکی بین .انجام شدUPGMAتفاده از روش اي با اس

تـوان نتیجـه   مـی ،براساس نتایج کلیه معیارهاي ژنتیکی انجام شده در این بررسـی . شدها در هر جمعیت مقایسه شد و فراوانی
نتـایج ایـن پـژوهش    چنـین  هم. ، ولی این تنوع ژنتیکی متوسط استبودهي تنوع هاي زنبورعسل این استان داراگرفت که توده

. فراهم آوردرا ISSRگرهاي زنبورهاي عسل بومی با نشانبیشتراي براي مطالعه تواند اطلاعات ملکولی پایهمی

یپ، هاپلوتUPGMA، زنبور عسل بومی، چندشکلی، دندروگرام ISSRگرهاي نشان: هاي کلیديواژه

مقدمه
و از راسـته  حشـرات جانوري متعلق بـه دسـته  زنبور

ر خلاف اکثـر موجـودات زنـده تعیـین     ب. بالان استپرده
1هـاي جنسـی  جنسیت در زنبور عسـل بـه وسـیله آلـل    

هـاي  تخـم . گیـرد صـورت مـی  ) آلل20بیش از(متفاوت 
با دو آلل جنسی متفاوت به افـراد مـاده   ) 2n(تلقیح شده 

به نر تبـدیل  ) n(هاي تلقیح نشده و تخم) کارگرملکه و(
هـاي تلقـیح شـده بـا دو آلـل جنسـی       از تخم. می شوند

شوند کـه بـه دلیـل    یکسان افراد نر دیپلوئیدي متولد می
عدم انجام نقشی مهم در آینـده کنـدو توسـط کـارگران     

هـاي  حذف می شوند بـه ایـن پدیـده هموزیگـوتی آلـل     
ه در واقع حاصل کاهش گویند کمی2خونیجنسی یا هم

با بـالا رفـتن درصـد    ). 7(ر جمعیت است تنوع ژنتیکی د
همخونی جمعیت زنبور عسـل در مـدت زمـان کوتـاهی     

درصـــد50ا دچـــار آســـیب و کـــاهش نســـل تــ ـ   
کاهش تنـوع ژنتیکـی در کنـدوهاي زنبـور     ).1(شودمی

عدم مقاومت زنبورهـا در  یاچنین باعث کاهش عسل هم
تـارپی  . هاي مختلف کندو می شودمقابل آفات و بیماري

تنـوع  ثابت کردند کنـدوهایی کـه داراي  )8(و همکاران 
ــی  ــترژنتیکــ ــارچ  بیشــ ــل قــ ــتند در مقابــ ي هســ

ي داشته و بیشترمقاومت Ascophaera apisزايبیماري
ایـن موضـوع در مـورد مقاومـت     . ي داده اندکمترتلفات 

تـــرین و اروا کـــه یکـــی از مهـــمزنبورهـــا بـــه کنـــه و
باشد نیز ترین آفات کندو در دنیا و کشور ما میرناكخط

. شداثبات ) 6(همکارانوتوسط ریندرر
که در خاورمیانه زنـدگی  زنبور از بین هفت زیر گونه 

در ایران وجود دارد که نام علمـی  کنند یک زیر گونه می
بین يگرهااز نشان.باشدمیApis mellifera medaآن 

ISSRیـا  3)هـاي تکـراري سـاده   ین تـوالی ب(ریزماهواره 

ــار   ــین ب ــراي اول ــال در ب ــد 1994س ــتفاده ش .)12(اس
ــانگرها ــاهوارهنشـ ــین ریزمـ ــراريي بـ ــدهاي تکـ واحـ

دوهستند و در یـک انتهایشـان   ) واحد تکراري12تا4(
) شـود نامیده میanchorکه (نوکلئوتید اختیاري چهارتا 

نـد قطعـاتی از   دهچنـین پرایمرهـایی امکـان مـی    .دارند
DNA بـه  ايریزمـاهواره را تکثیر کنیم که بین دو توالی

DNAکـه معمـولاً   (انـد  اندازه کافی نزدیک قـرار گرفتـه  

). 2()و در جاي دیگري وجود نداردمنحصر به فرد است
شـوند کـه در   در نتیجه تعداد زیـادي قطعـه تکثیـر مـی    

. دالکتروفورگرام به صورت باندهاي مجزایی دیده می شون
گونـه  بـراي هـر  دست آمده ه بPCRالگوهاي محصولات 

ــی  ــتند اختصاصـ ــانگرهاي ).3،4(هسـ ــز ISSRنشـ جـ
هـا  آنچندشـکلی هستند و یتنشانگرهاي با توارث غالب

مشـابه بـا   . با وجود و یا عدم وجود باند تسـت مـی شـود   
RAPD وAFLP  براي ساخت نشـانگرهايISSR  نیـازي

1- Sex Alleles 2- Inbreeding 3- Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
هاي تولیدات دامیپژوهش
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ورد مطالعه از قبل مDNAبه دانستن توالی نوکلئوتیدي 
این روش تکرارپذیري خـوبی دارد و همـراه   ).10(نیست

تواند براي کشف و نمایش تغییرپذیري بین میAFLPبا
هـا و  ، لایـن هاجمعیتها،و داخل نژادي و شناسایی گونه

. در موارد زیادي براي تعیین ژنوتیپ فـردي بـه کـار رود   
عیین نقشه همچنین می توانند براي تISSRنشانگرهاي 
.گذاري صفات اقتصادي  استفاده شوندژنوم و نشان

جمعیت زنبورعسل شش) 9(تینگ جی و گوهونگ 
گر ریزماهواره نشان21در شرق چین را با استفاده از 

ت آمده براي سده ی بکتنوع ژنتی. بررسی کردند
زنبورهاي این منطقه نسبتاً بالا بود ولی فاصله ژنتیکی 

ها تشکیل یک پایین بود و کلیه جمعیتآنها نسبتاً
، به ویژه زنبورهاي هاي ایرانجمعیت.خوشه دادند
مورد مطالعه ISSRگرهايتاکنون با نشاناستان کرمان

اند، لذا هدف این پژوهش، مطالعه چندشکلیقرار نگرفته
براي اولین ISSRگرهاي با نشانزنبورهاي استان کرمان

.بودبار

اهروشمواد و
استانازجمعیت6در زنبور 30در این طرح از

این .برداري شدنمونه) نمونه5از هر جمعیت (کرمان
کرمان، جیرفت، راین، رابر، ها شامل جمعیت جمعیت

یک زنبور کارگر را .بودند)بومی جیرفت(فلو بردسیر و 
از هر کندو به طور تصادفی انتخاب و به درون 

بودند % 100که حاوي اتانول هاي مک کارتیشیشه
- 20تر در فریز منتقل کرده و براي نگهداري طولانی

از سر و قفسه سینه DNAاستخراج .نگهداري شدند
شرکت DIATOM DNA PREPبا کیتزنبور کارگر 

استخراج شدهDNAتعیین غلظت.انجام شدسینا ژن
در کنار%) 1(آگارز لروي ژDNAبه دو روش بارگیري 

DNAي ،طولش مشخص است وکه اندازه آن و
فتومتر از روي جذب در طول اسپکترواستفاده از دستگاه 

.شدانجامنانومتر 280و 260موج 
، مواد مورد استفاده به PCRهايبراي انجام واکنش

هاي آماده تجاري آب مقطر، به صورت تیوبوDNAجز
در .ندشدآوران تهیه ژن فنبودند که از شرکت 

گرهاي اي که روي زنبورهاي لیتوانی با نشانمطالعه
ISSR گر نشان11تعداد ) 5(انجام شده بودISSR

آغازگري که 2ها استفاده شده بود که از بین آن
ین چندشکلی را در زنبورهاي عسل نشان داده بیشتر

د الیگونوکلئوتیدهاي مورلذا، . بودند انتخاب شدند
با توالی آغازگر2شامل پژوهشاستفاده در این 

(AC)8G و(AGAC)4GC که توسط شرکت بود
universalکیت با استفاده ازPCR. شدآوري سنتز فن

PCRدستگاهبرنامه حرارتی. شدانجامPCRشامل :
و دماي دقیقه دو به مدت DNAاولیهسازيواسرشت

نجام سه گامه ا،درجه سلسیوس با یک چرخه تکرار94
DNAاي شدنتک رشتهتکرار شامل چرخه 35زیر با 

اتصال درجه سلسیوس، 94و دماي ثانیه30به مدت
و دماي ثانیه30به مدتايي تک رشتهDNAبهآغازگر

و دقیقه2به مدت بسط آغازگردرجه سلسیوس، 55
دقیقه 2سنتز نهایی به مدت ،درجه سلسیوس72دماي 

پس از . سلسیوس با یک چرخه تکراردرجه72و دماي 
ها بلافاصله از دستگاه نمونههاي دستگاه،تکمیل چرخه
سپس .نددنگهداري شC4°دماي درخارج شده و

% 1ژل آگارز با غلظت رويهاي تکثیر شدهفرآورده
دقیقه در محلول اتیدیوم دهژل به مدت . شدالکتروفورز 

پس ژل را روي س. شدآمیزي رنگ) g/ml102(بروماید
قرار داده و پس از TransluminatorU.Vدستگاه

مشاهده باندها در زیر نور ماوراء بنفش از ژل 
ISSRنشانگرالگوي باندهاي حاصل از .برداري شدعکس

ها امتیازدهی اساس وجود یا عدم وجود باند در نمونهبر
تنظیم و Excelافزار در نرمهادادهسپس . شد

و POPGENEافزار ي شدند و با استفاده از نرمبندطبقه
NTSYSها انجام گرفتتجزیه و تحلیل داده.

نتایج و بحث 
4GC(AGAC)و 8G(AC)با استفاده از دو آغازگر 

PCRاي پلیمراز انجام شد و محصولات واکنش زنجیره

طور که همان). 2و 1شکل (شدل آگارز الکتروفورز در ژ
جایگاه هاي (تعداد باندهاي حاصل شودمشاهده می

خیلی 8G(AC)براي نشانگر ) مربوط به این نشانگر
براي آغازگر . باشدمی4GC(AGAC)گر از نشانبیشتر

(AC)8G دامنه باندي و براي آغازگر هشتتعداد
(AGAC)4GC دي در نظر دامنه بانهشتنیز تعداد

به گرفته شد که هر دامنه باندي به عنوان یک ژنوتیپ
که روي زنبورهاي لیتوانی اي در مطالعه. حساب می آید
براي نشانگر ) 5(.انجام شده بودISSRبا نشانگرهاي 

(AC)8G باند مشاهده شده بود که فقط دو هشتتعداد
تعداد 4GC(AGAC)باند چندشکل بودند و براي نشانگر 

این امر نشان . باند چند شکل گزارش شده بودهفت
هاي زنبور عسل اي این دو نشانگر جمعیتدهد که برمی

جمعیت استان کرمان چندشکلی بالاتري نسبت به 
زنبورهاي لیتوانی دارند، که خود اهمیت آنها را به عنوان 

هاي در جدول.دهدیک خزانه ژنتیکی خوب نشان می
. هاي آللی نشان داده شده استفراوانی)2و 1(

در 8G(AC)انگرشود براي نشطور که مشاهده میهمان
جایگاه مربوط بهین فراوانی آللی بیشترها کل جمعیت

در 4GC(AGAC)گرو براي نشان85/0به میزان یک
ین فراوانی آللی مربوط به جایگاه بیشترها کل جمعیت

، که شاخص شانون.باشدمی88/0به میزان هشت
براي 8G(AC)با آغازگر دهنده تنوع ژنتیکی استنشان
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هاي بردسیر، رابر، راین، فلو، کرمان و جیرفت به تجمعی
جدول (51/0و 36/0، 50/0، 61/0، 42/0، 19/0ترتیب 

هاي بردسیر، براي جمعیت4GC(AGAC)با آغازگر و ) 3
، 41/0، 27/0ترتیب رابر، راین، فلو، کرمان و جیرفت به

. محاسبه شد) 4جدول (52/0و 51/0، 46/0، 39/0
شاخص مقدار ترین شود، بیشده میطور که مشاههمان
به جمعیت راین در 8G(AC)گربراي نشان(I)شانون

به جمعیت بردسیر در آنکمترین . است61/0میزان 

ین مقدار این بیشترچنین هم.باشدمی19/0میزان 
جمعیت در 4GC(AGAC)گر شاخص براي نشان

و کمترین مقدار شاخص شانون 52/0به میزان جیرفت 
در .شدبرآورد27/0به میزان معیت بردسیر در ج

)SSR(گرهاي ریزماهواره پژوهشی که با استفاده از نشان
، )11(روي زنبورهاي عسل استان اردبیل انجام شد 

متغیر بود که یکتا 69/0میزان شاخص شانون بین 
.  دهنده تنوع بالاي این زنبورها بودنشان

8G(AC)گر جایگاه نشان8هاي هاي آللی براي آللفراوانی- 1جدول 
فراوانی آللیآللشهرستان

8جایگاه 7جایگاه 6جایگاه 5جایگاه 4جایگاه 3جایگاه 2جایگاه 1جایگاه 
145/063/062/045/046/088/089/0+جیرفت

-055/037/038/055/054/012/011/0
89/090/089/077/00063/062/0+کرمان

-11/010/011/023/01137/038/0
77/078/076/077/044/045/063/044/0+راین

-23/022/024/023/056/055/037/056/0
77/0044/045/045/045/089/090/0+فلو جیرفت

-23/0156/055/055/055/011/010/0
89/045/063/064/00045/089/0+رابر

-11/055/037/036/01155/011/0
77/0045/0000189/0+بردسیر

-23/0155/0111011/0
85/043/064/054/022/022/075/078/0+کل جمعیت ها

-15/057/036/046/078/078/025/022/0

4GC(AGAC)گر جایگاه نشان8هاي ی براي آللهاي آللفراوانی-2جدول 
فراوانی آللیآللشهرستان

8جایگاه 7جایگاه 6جایگاه 5جایگاه 4جایگاه 3جایگاه 2جایگاه 1جایگاه 
89/077/078/045/063/078/077/090/0+جیرفت

-11/023/022/055/037/022/023/010/0
77/078/063/064/078/063/077/01+کرمان

-23/022/037/036/022/037/023/00
77/045/00078/045/090/089/0+راین

-23/055/01122/055/010/011/0
45/089/045/00144/063/064/0+فلو جیرفت

-55/011/055/01056/037/036/0
77/078/044/0077/063/0189/0+رابر

-23/022/056/0123/037/0011/0
163/064/0077/089/011+بردسیر

-037/036/0123/011/000
77/072/049/018/079/064/085/088/0+کل جمعیت ها

-23/028/051/082/021/036/015/012/0
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گر اندازه نشان8G .M(AC)درصد براي نشانگر 1در ژل آگارز PCRمحصولات الکتروفورز - 1شکل 
M50) جفت باز1000تا 50اندازه قطعات از()molecular weight marker، شرکت ژن

زنبور عسل Jزنبور عسل رابر، Rbزنبور عسل کرمان، Keزنبور بومی جیرفت، Jf، )آورانفن
.نبور عسل بردسیرزBdزنبور عسل راین، Ryجیرفت، 

گر نشان4GC .M(AGAC)درصد براي نشانگر 1در ژل آگارز PCRالکتروفورز محصولات - 2شکل 
شرکت ،molecular weight marker()جفت باز1000تا 50اندازه قطعات از (M50اندازه 

زنبور Jزنبور عسل رابر، Rbزنبور عسل کرمان، Keزنبور بومی جیرفت، Jf، )آورانژن فن
.زنبور عسل راینRyعسل جیرفت، 

8G(AC)گر نتایج نشان داد که در آنالیز نشان

و ) آلل2(جمعیت جیرفتدر موثر بالاترین تعداد آلل 
آنالیز . است)آلل50/1(معیت بردسیردر جین آن کمتر

بالاترین تعداد آلل را 4GC(AGAC)گر مربوط به نشان
را تعداد آلل ین کمترو )رفتبومی جی(جمعیت فلو در 

ها تعداد تر ژنوتیپدر بیش.نشان دادجمعیت بردسیر در 
تر از آلل واقعی است، که دلیل کاهش تعداد آلل موثر کم

تعداد آلل با فراوانی مساوي جودآلل موثر در جمعیت و
هایی که تفاوت بین این در هر ژنوتیپ است و در ژنوتیپ

هاي آللی با لیل وجود فراوانیدو مقدار زیاد باشد، به د
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هایی که ژنوتیپ. هاستپراکندگی بالا در آن ژنوتیپ
ها مشابه براي تمام آللفراوانی آللی در آنها تقریباً

براي .نشان خواهد داديکمترباشد، تعداد آلل موثر می
دهنده شباهت که نشان،)Nei(نیمیانگین شاخص 

ه یا جمعیت را نشان ژنتیکی و فاصله ژنتیکی چند گرو
بالاترین سطح تنوع ژنتیکی آنالیز شده با دهد می

با معیت راینمربوط به ج) 3جدول (8G(AC)گرنشان
) 4جدول (4GC(AGAC)گر نشانبرايو 42/0مقدار 

. دبومشاهده 35/0به میزانکرمانمعیت مربوط به ج

گر نشانبرايسطح تنوع ژنتیکی ینکمترچنین هم
(AC)8Gو 13/0با مقدار معیت بردسیرمربوط به ج

به معیت بردسیر مربوط به ج4GC(AGAC)گرنشان
.بود18/0میزان

اي مبتنی حاصل از تجزیه خوشهدرخت فیلوژنتیکی 
براي ) POPGENEافزار با نرم(UPGAMبر روش 

گر انــنشاس ــالعه بر اسـهاي مورد مطمعیتــج
(AGAC)4GC گر نشانو(AC)8G 5و 4(در شکل(
. نشان داده شد

8G(AC)انگر شده بر اساس نشهاي مطالعهو شانون براي جمعیت) Nei(مقادیر شاخص نی -3جدول 

4GC(AGAC)هاي مطالعه شده بر اساس نشانگر و شانون براي جمعیت) Nei(مقادیر شاخص نی -4ول جد
شهرستانشاخص

کلبردسیررابرفلو جیرفتراینکرمانجیرفت
Nei(34/035/026/033/027/018/035/0(نی 

52/051/039/046/041/027/053/0شانون

جمعیت جیرفت، 8G.pop1(AC)گر بر اساس نشانUPGAMاي مبتنی بر روش درخت فیلوژنی حاصل از تجزیه خوشه- 4شکل 
pop2 ،جمعیت کرمانpop3جمعیت راین ،pop4جمعیت فلوي جیرفت ،pop5جمعیت رابر ،pop6جمعیت بردسیر.

جمعیت 4GC.pop1(AGAC)بر اساس نشانگر UPGAMروش اي مبتنی بر درخت فیلوژنی حاصل از تجزیه خوشه- 5شکل 
جمعیت pop6جمعیت رابر، pop5جمعیت فلوي جیرفت، pop4جمعیت راین، pop3جمعیت کرمان، pop2جیرفت، 

.بردسیر

شهرستانشاخص
کلبردسیررابرفلو جیرفتراینکرمانجیرفت

Nei(35/023/042/034/029/013/039/0(نی 
51/036/061/050/042/019/058/0شانون
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براساس نتایج کلیه معیارهاي ژنتیکی انجام شده در 
هاي توان نتیجه گرفت که تودهمی،این بررسی

ولی این باشند،زنبورعسل این استان داراي تنوع می
نتایج حاصل از فاصله . استمتوسطتنوع ژنتیکی 

هاي زنبورهايدست آمده در بین جمعیته ژنتیکی ب

عسل این استان، دلیلی بارز بر تفاوت درون جمعیتی 
هاي مختلف و ها از همجواري با کلنیبوده که این تفاوت

هاي موجود در هر جمعیت انشرایط حاکم بر زنبورست
.نشأت گرفته است
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Abstract
The aim of this study was assestment of genetic diversity for honey bee populations in

Kerman province using two inter simple sequence repeat (ISSR) primers. In this study, 30
samples from 6 populations (Kerman, Jiroft, Raein, Rabor, Bardsir and Flo) were collected.
While using (AC)8G and (AGAC)4GC primers in PCR, DNA profiles of bees were found to
possess 16 polymorphic fragments. The number of fragments produced in the DNA profiles of
different bee cities varied from 2 to 8, with their sizes varying within 150-1000 bp. Means of
Shanon Index based on (AC)8G marker for Jiroft, Kerman, Flo (Native bee of Jiroft) Rayen,
Rabor and Bardsir honey bee population were 0.51, 0.36, 0.50, 0.61, 0.42 and 0.19 respectively
and based on (AGAC)4GC marker in Jiroft, Kerman, Flo (Native bee of Jiroft) Rayen, Rabor
and Bardsir honey bee population were 0.52, 0.51, 0.46, 0.39, 0.41 and 0.27 respectively. A
cluster analysis was carried out using unweighed pair group method with arithmetic averages
(UPGMA) and dendrogram illustrated genetic relationships among 30 individuals in six
populations. Haplotypes were constructed computationally and frequencies were compared in
each population. Based on all studied genetic criteria, we can conclude that honey bee
populations in Kerman have moderate amount of genetic diversity. The results of this study can
provide the basic molecular information for future research on native honey bees using ISSR
markers.

Keywords: Haplotype, ISSR markers, Native Honey Bee, Polymorphism, UPGMA
Dendrogram
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